
บทท ี่ 2

เอกสารและงานว ิจ ัยท ี่เก ี่ยวข ้อง

2.1 อน ุกรม ว ิธานขอ งม ัย โค พ ลาสม า (Taxonomy o f Mycoplasma)

ม ัยโคพ ลาสมาจ ัดอย ู่ใน  Class Mollicutes โน  Kingdom Prokaryotes 
(Subcommittee on the Taxonomy o f Mycoplasmatales, 1967) คำว่า M ollicutes ม ีรากส ัพทมา 
จากคำ 2 คำ คือ M o llis  หมายถึง อ ่อนน ุ่ม  และ Cutis หมายถึง ผิว Mollicutes จ ึงหมายถ ึงผ ิวอ ่อน  
น ุ่ม อ ัน ได ้แ ก ่ ม ัย โคพ ลาสมาซ ึ่ง เป ็น  prokaryotes ท ี่ไม ่ม ีผ น ัง เซ ล ล ์ (cell w all)

โน Class Mollicutes เดมมสมาชกเพียง Order เดยว คอ Mycoplasmatales 
(Subcommittee on the Taxonomy o f Mollicutes, 1979 ; Freundt and Edward, 1979) มีคุณสมบัติ 
คือ ไม,ม ีผน ังเซลล์ในท ุกสภาวะของการเจร ิญเต ิบโต ซ ึ่งแตกต่างจากแบคทีเร ียชนิด T-phase ผิว 
ชันนอกเป ็นเพ ียงพลาสมาเมมเบรน, ม ีขนาดเล็ก และมีขนาดยีโนมเพ ียงประมาณ 5 x l0 8 ดาลตัน 
ซึ่งม ีขนาดเพ ียงครึ่งหนึ่งของแบคทีเร ียท ี่เล ็กท ี่ส ุด สามารถผ่านแผ่นกรองแบคทีเร ียขนาด 200- 
450 นาโนเมตรได ้, ล ักษณ ะโคโลน ีเป ็นร ูปไข ่ดาว ซ ึ่งเป ็นลักษณะเฉพาะของเช ือ, เซลล์มีรูปร่าง 
กลม, ล ูกแพร, เป็นสายตรง และสายเกลียว ขนาดเส ันผ่าศ ูนย์กลางของเซลล์ประมาณ 0.3 - 0.8 
ไมครอน จึงเป็น prokaryotes ประเภทม ชีีวิตแบบอิสระท ี่ม ีขนาดเล ็กท ี่ส ุด เพ ิ่มจำนวนได้เองโดย  
วิธ ีแบ่งต ัว (binary fission) ม ัยโคพลาสมาส ่วนใหญ ่จะไม ่ไวต ่อยาปฏ ิช ีวนะเพนนิซ ิลล ิน
(Freundt, 1983) Order Mycoplasmatales เด ิมแบ่งออกเปน 3 family คอ Mycoplasmataceae, 
Acholeplasmataceae และ Spiroplasmataceae โดยแบ่งตามค ุณสมบัต ิความตองการสารอาหาร, 
ลักษณะรูปร่าง, ขนาดของย ีโนมและการสร ้างเอ ็นไ ซ ม ์ Genus Mycoplasma อยู่ใน family แรก มี 
ความต้องการ sterol ในการเจร ิญเต ิบโต และสร้างเอ ็นไซม ์ NADH oxidase ในไซโตพลาสซ ึม  
ด ังแสดงในตารางที่ 2-1 ป ีจจ ุบ ันถึงแม ้จะมีการเสนอการจัดอน ุกรมวิธานของ Mollicutes เพิ่มเติม 
ขน (Tully et a l.,1993) อย่างไรกตาม Genus Mycoplasma ยังคงอยู่ใน Older และ family เดิม 
และคงคุณสมบัต ิเช ่นเด ิม
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ตารางที่ 2-1 อนุกรมวิธานของ Class Mollicutes

Class: Mollicutes
Order : Mycoplasmatales

Family I : Mycoplasmataceae

Genus I :

1. Sterol required for growth
2. Genome size approximately 5 .0x l08 daltons
3. NADH oxidase localized in cytoplasm 

Mycoplasma (64 species current)
Do not hydrolyse urea

Genus II ะ Ureaplasma (1 specie with serotype) 
Flydrolyse urea

Family II : Acholeplasmataceae
1. Sterol not required for growth
2. Genome size approximately l.OxlO9 daltons
3. NADH oxidase localized in membrane

Genus I : Acholeplasma (8 species current)
Family III : Spiroplasmataceae

1. Helical organisms during some phase o f growth
2. Sterol required for growth
3. Genome size approximately l.OxlO9 daltons
4. NADH oxidase localized in cytoplasm

Genus I ะ Spiroplasma (3 species current)
Genera o f uncertain taxonomic position

Thermoplasma (1 specie : apparently belongs to Archaebacteria) 
Anaeroplasma (2 species)

จาก Freundt and Edward, 1979 : Principles o f Mycoplasma Classification and Taxonomy in
Method in Mycoplasmology vol. 1 p.10
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Genus Mycoplasma แยกออกได ้เป ็นชน ิดต ่างๆ โดยอาศัยความแตกต่างของรูป  
ร่าง, การเจริญเต ิบโต, คุณสมบัต ิทางชีวเคมี, ซ ีร ั่มวิทยาและพันธุกรรม ในปีจจ ุบ ันม ีการพบเช ื้อ 
มัยโคพลาสมาถ ึง 85 ชน ิดท ังในคนและส ัตว ์ต ่างๆ เน ื่องจากมัยโคพลาสมาชอบอาศ ัยอยู่ใน  
บริเวณพืนผิวเยื่อชุ่ม จ ึงทำให ้พบเช ือได ้เสมอท ี่บร ิเวณเย ื่อบ ุทางเด ินหายใจท ังส ่วนบนและล่าง,
เย ื่อบ ุทางเด ินอวัยวะสืบพ ันธุ, ต ่อมนำนมและทางเด ินอาหาร โดยเฉพาะอย่างยิ่งเย ื่อบ ุทางเด ิน  
หายใจเป ็นบริเวณท ี่พบเช ื้อได ้มากท ี่ส ุด เช ื้อชน ิดแรกที่ถ ูกค ้นพบคือ Mycoplasma mycoides 
subsp. mycoides ซงเปนสาเหตุของโรค Contagious bovine pleuropneumonia เชอ M. mycoides 
subsp. mycoides จงถอเปน type strain ของ Genus Mycoplasma

มัยโคพลาสมาค ่อนข ้างม ีความจำเพาะต ่อโฮสต ์ (host specific) มีเพียงบางครั้งที ่
พบเชื้อต ่างชนิดจากที่เคยพบในสัตว์ใร ั้น เช่น Al-Aubaidi และ Fabricant (1971) เพาะเชื้อ 
M. gallinarum ซึ่งเป ็นเช ือท ี่พบแต ่ในส ัตว ์ป ีกได ้จากทางเด ินหายใจของวัว ซ ึ่งถ ือว่าเป ็นการพบที่ 
ไม ่ปกติ อาจเก ิดข ึนได ้จากการเล ียงส ัตว ์สองชน ิดไว ้ใกล ้ช ิดก ัน ทำ,ให้มีการฟ้งกระจาย'ของเชือ 
จากส ัตว ์ท ี่เป ็นโฮสต ์ปกต ิไปยังส ัตว ์อ ื่น  หรือเก ิดจากความบกพร่องของระบบฟ้องก ันตนเองของ 
โฮส ต ์ การถูกเหนี่ยวนำจากธรรมชาติหรือยา ก ็อาจเป ็นสาเหต ุให ้เก ิดการต ิดเช ื้อแบบท ี่ไม ่ปกต  ิ
เช ่นนได (Gourlay and Howard, 1982)

2.2 ม ัยโคพลาสมาท ีพบในส ุกร (Porcine mycoplasma)

เช ื้อ ส อ งช น ิด ท ี่เป ็น ส าเห ต ุของป อด บ วม ใน ส ุก ร คอ M. hyopneumoniae และ 
M. hyorhinis ท ำให ้ส ุก รป อ ด บ วม แ บ บ เร ือ ร ัง ได ้แต ่ไม ,ร ุน แ รงน ัก  ส ัตว ์จะแสดงอาการป ่วยแต ่ไม ่ 
ตาย เช ื้อชน ิด แรกจะม ีค วามสำคัญและร ุนแรงกว ่า  ม ีการแพ ร ่กระจายไป ย ังท ุกภ ูม ิภ าคของโลกท ี่ 
เป ็น เขตการเล ี้ยงส ุกร ใน ป ี 1965 Goodwin และคณะ สาม ารถพ ิส ูจน ์ค วาม เป ็น เช ื้อก ่อ โรค ของ
M. hyopneumoniae โดยการฉ ีด เชอ M. hyopneumoniae เข ้าส ุกรซงได ้จากการผ ่าต ัดทำคลอดล ูก  
ส ุก รแล ะไม ,ม ีภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ต ่อ โรค ได ้ ในป ีเด ียวก ัน  Mare และ Switzer ท ำการพ ิส ูจน ์เช ่น ก ัน ใน ล ูก  
ส ุก รท ี่ไม ่ได ้ร ับ น ม น ำ เห ล ือ ง  (colostrum) จากแม่ และ Hodges และคณ ะ ใน ป ี 1969 ทำได ้สำเร ็จ  
ใน ล ูก ส ุก รป ล อ ด เช ือ  (gnotobiotic pigs) และท ังสาม คณ ะได ้ผลตรงก ัน  ค ือ ส ุก รแ ส ด งรอ ย โรค  
ของการต ิด เช ื้อท ี่ป อด ลอน ต ่างๆ  ท ี่สามารถตรวจพบได ้ท ั้งด ้วยตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยา
(Whittlestone, 1979)
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เชือ M. hyorhinis  ม ักจะม ีบทบาทในการเป ็นเช ือแทรกซ ้อน (secondary 
invader) (Friis, 1975) แต ่ในป ี 1974 Gois และ Kuksa ทำการทดสอบให ้ส ุกรปกต ิแสดงอาการ  
ของการติดเชือ M. hyorhinis  ได ้ ส ุกรป ่วยจะม ีอาการไอ โพรงจม ูกอ ักเสบ, ปอดบวม รวมทั้งเกิด 
การอ ักเสบท ี่เย ื่อห ุ้มห ัวใจและข ้อขา รอยโรคทางจ ุลพยาธิว ิทยาคล้ายก ับรอยโรคที่เก ิดจากเช ือ
M. hyopneum oniae  (Whittlestone, 1979)

M. hyopneumoniae เป ็น สา เห ต ุของโรค  MPS พ บเฉพาะในทางเด ินหายใจของ 
ส ุก ร เช ่น  ปอด, หลอดลม, โพ รงจม ูก  และท อน ซ ิล เท ่าน ัน  เป ็น เช ือท ี่เพาะข ึนยากมาก ชอบ 
บ รรยากาศ ท ี่ม ีค าร ์บ อนได ออกไซด ์ป ระม าณ  ร้อยละ 5 อ ุณ หภ ูม ิท ี่เหมาะสมค ือ  25-37°C  ใช ้พ ล ัง 
งานโด ยการสลายนำตาลกล ูโคส  ล ักษ ณ ะโคโลน ีของเช ือจะแตกต ่างจากเช ือม ัย โคพ ลาสม าท ั่ว ไป  
คือ ไม ่ม ีล ักษ ณ ะเป ็น ร ูป ไข ่ด าว และม ีขนาดเล ็กประมาณ  0.5 ม ิลล ิเมตรเม ื่อ โค โลน ีอาย ุประมาณ  
7-10 วัน น อกจากน ี้ย ัง เป ็น เช ื้อ ท ี่ถ ูกย ับ ย ั้งได ้ด ้วย เบ น ซ ิล เพ นน ิซ ิลล ิน  (เพ น น ิซ ิล ล ิน  จ ี) ท ี่ความเข ้ม 
ข ้น  10-100 IU / ml. บ ร ิเวณ ท ี่พ บ เช ื้อ ได ้ม ากท ี่ส ุดค ือ  ระห ว ่างซ ีเล ียและผ น ัง เม ม เบ รน ของเซล ล ์บ ุ 
ผ ิว ใน แขน งห ล อด ล ม ขน าด ต ่างๆ  (bronchioles and bronchi) เช ื้อสาม ารถไป ย ับ ย ั้งการโบ กพ ัด  
ของซ ีเล ีย  ทำให ้ซ ีเล ียส ูญ เส ียการเร ียงต ัวท ี่ด ี และห ด ส ัน  จน เก ิดการลอกหล ุดของเซลล ์บ ุผ ิวทาง 
เด ินห ายใจใน ท ี่ส ุด

2.3 พยาธิกำเนต (Pathogenesis)

พยาธ ิกำเน ิดของโรคทางเด ินหายใจจากเช ือม ัยโคพลาสมา เป ็นกลไกที่เก ิดข ึน  
ร่วมกันระหว่างคุณสมบัต ิของเช ือ ก ับสภาวะและการตอบสนองของโฮสด ์เม ื่อตอนได ้ร ับเช ือ ตัง 
บันจึงแบ ่งการพ ิจารณาออกได ้เป ็น 2 กลุ่ม คือ ปีจจัยจากเชื้อเอง และป ็จจ ัยท ี่เก ี่ยวข ้องก ับโฮสด ์

2.3.1 ป ีจจ ัยจากมัยโคพลาสมา (Mycoplasma factors)

ก. การเข ้าส ู่ผน ังทางเดนหายใจของโฮสต (Exposure o f respiratory epithelium)
เม ื่อเช ื้อม ัยโคพลาสมาถ ูกถ ่ายทอดจากส ัตว ์ต ัวหน ึ่งไปย ังส ัตว ์ต ัวอ ื่นๆ ไม่ว่าจะ

จากการสัมผัสโดยตรง หรือการหายใจเอาอากาศท ี่ม ีเช ื้อปนเป ีอนอยู่ก ็ตาม เช ือเองจะต้องสามารถ 
แทรกตัวผ ่านช ันเย ื่อเม ือกลงไป จ ึงจะส ัมผ ัสก ับเซลล์บ ุผน ังทางเด ินหายใจไต ้ ม ัยโคพลาสมาบาง
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ชน ิด  เช ่น M. pnuemoniae, M. pulmonis และ M. gallisepticum ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิเค ล ือน ท ีได ้ (Bredt, 
1979) แต ่ม ีเช ือ ม ัย โค พ ล าส ม าก ่อ โรค อ ีก ห ลาย ชน ิด ท ี่ไม ่สาม ารถ เค ล ื่อน ท ี่ได ้ ดังใf นจึงน ่าจะเป ็น 
ป ีจจ ัย อ ื่น ม าก ก ว ่าค ุณ ส ม บ ัต ิก ารเค ล ื่อน ท ี่ท ี่ท ำให ้เช ื้อ ก ่อ โรค ท ุก ช น ิด ส ัม ผ ัส ถ ึง เซ ล ล ์บ ุผ น ังท างเด ิน  
ห ายใจได ้ จากการทดลองใช ้เม ็ดพลาสต ิก  (polystyrene) ขนาดต ่างๆ ใน ก ารส ัง เก ต ก ารแท รก ต ัว  
เข ้าส ู่ช ัน เย ื่อ เม ือกขอ งลำไส ้ห น ู พบว่า เม ็ดพลาสต ิกท ี่ม ีขนาดเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 0.44 ไม ค รอ น  
สามารถแทรกต ัวได ้ด ีกว ่า เม ็ดพ ลาสต ิกท ี่ม ีขนาดเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 1.1 ไม ค รอ น  ซ ึ่งตรงก ับ เช ื้อ
ม ัยโคพลาสมาท ี่ม ีขนาดเล ็กเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลางเพ ียงประมาณ  0.3 ไม ค รอ น  ท ี่เป ็นป ้จจ ัยสำค ัญ ให ้ 
สาม ารถ แท รก ต ัวล งส ู่ช ัน เย ื่อ เม ือ ก ขอ งผน ังท างเด ิน ห าย ใจของโฮส ต ์ได ้ (Gourlay and Howard, 
1982)

ข. การเกาะติด (Attachment)
เพ ื่อท ี่เช ือจะได ้ไม ่ถ ูกกำจ ัดออกไปจากทางเด ินหายใจ มัยโคพลาสมาจึงต้องมี

ความสามารถในการเกาะต ิดก ับเซลล์บ ุผน ังทางเด ินหายใจ ซ ึ่งได ้แก ่ ผน ังหลอดลม และแขนง 
หลอดลมต่างๆ ความสามารถในการเกาะต ิดน ีพ บได ้ท ังในเช ือท ี่ก ่อโรคและไม ่ก ่อโรค ดังนันจึง 
ไม ่ใช ่ข ้อบ ่งช ีในการเป ็น เช ือก ่อโรคของม ัยโคพลาสมา แต ่ถ ้าหากเช ือส ูญ เส ียค ุณสมบ ัต ิน ี้ไป จะทำ 
ให ้เช ือท ี่ม ีความร ุนแรงกล ับกลายเป ็นเช ือท ี่ไม ่ก ่อความร ุนแรงได ้ (avirulent)

Tajima และ Yagihashi (1982) ได ้ศกษาถงพฤติกรรมของ M. hyopneumoniae 
กับเซลล์บ ุผ ิวทางเด ินหายใจของส ุกรด้วยกล้องจุลทรรศน์อ ิเล ็คตรอน พบว่า รอบนอกของเช ือ  
ประกอบด้วยผนังเมมเบรน 3 ชัน และม ีส ่วนท ี่เป ็นป ุยหลวมๆ อยู่ด ้านนอกสุด เรียกว่า fuzzy 
layer ประกอบด้วย ขนสันๆ (bristle) ขนาดความยาวประมาณ 16 นาโนเมตร กระจายออกรอบ  
ทิศทางเช ่นเด ียวกับท ี่พบโดย Hovind-Hougen และ Friis (1991) และยังพบว่า เม ื่อเชื้อเข ้าส ู่ทาง 
เด ินหายใจ M. hyopneumoniae จะไปอยู่ในตำแหน ่งระหว่างซ ีเล ียก ับส ่วนปลายของ microvilli 
ของเซลล์บ ุผ ิว (แสดงในภาพที่ 2-1) และม ีบางส ่วนท ี่อย ู่อ ิสระในช ่องทางเด ินหายใจ (lumen) เมื่อ 
ตรวจดูด ้วยกำลังขยายสูงขึ้น พบช ั้นนอกส ุดของเช ื้อม ีเส ้นใยบางๆ กระจายออกรอบทิศทาง มี 
ความยาวตังแต่ 5 นาโนเมตร จนถึง 250 นาโนเมตร ต ิดต ่อก ันระหว่างเซลล์ของมัยโคพลาสมา 
กันเอง และติดก ับส ่วนของซ ีเล ียและ microvilli ด้วยเช่นกัน (ภาพที่2 -2) ซ ึ่งอาจเป ็นไปได้ว ่า 
โครงสร ้างท ี่เป ็น เส ้นใยบางๆ น ี้ ถ ูกสร้างข ึ้นโดยเช ื้อ เพ ื่อทำหน ้าท ี่ในการเกาะยึดของเช ื้อก ับซ ีเล ีย  
และกับ microvilli ของเซลล์บ ุผ ิวทางเด ินหายใจ รวมทั้งย ึดติดระหว่างเชื้อด้วยกันเอง เพ ื่อไม ่ให ้
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เช ือถ ูกกำจ ัดออกไป แม ้ว ่าร ่างกายจะใช ้กลไกการข ับไล ่ส ิ่งแปลกปลอมท ี่เร ียกว ่า mucociliary 
clearance mechanism กตาม

ภาพที่ 2-1 ตำแหน ่ง1ของเชือ M . hyopneum oniae  ภายในช่องทางเด ินหายใจของสุกร
เส้นทึบ = 1,000 นาโนเมตร, ( ภาพเล็ก แสดงล ักษณ ะของเช ื้อระหว ่างกำล ังแบ ่งต ัว; 
เสนทบ = 100 นาโนเมตร) จาก Tajima and Yagihashi ,1982 : Infection and 
Immunity, vol. 37 no.3

ภาพที่ 2-2 เส ้นใยบางๆ ท ี่กระจายออกจากเช ือ M. hyopneum oniae  เพ ื่อย ึดให ้เช ือต ิดกัน
(เสนทบ = 200 นาโนเมตร) จาก Tajima and Yagihashi, 1982 : Infection and 
Immunity, vol. 37 no. 3
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ได ้ม ีการศึกษาเพ ิ่มเต ิมเก ี่ยวก ับการเกาะต ิดของม ัยโคพลาสมาอีกมาก ทั้งนี้เนื่อง 
จากเป ็น ข ัน ตอน สำค ัญ ท ี่ท ำให ้เช ื้อคงอย ู่ใน บ ร ิเวณ น ั้น ได ้น าน จน ก ่อความ ร ุน แรงให ้ก ับโฮสต ์ได ้ 
มีการศ ึกษาท ี่แสดงว่า โปรต ีนขนาดโมเลก ุล 97 ก ิโลดาลตัน หรือเรียกว่า P97 ทำหน้าที่เป ็น  
adhesin สำหรับ M. hyopneumoniae โดยมตำแหน่งอยู่บริเวณผิวของ fuzzy layer (Zhang et al., 
1995) เม ื่อทำการใส ่ gene P97 เข ้าไปใน E. coli พบว่า E. coli สามารถผลิตโปรตีน P97 ซึ่งมีคุณ 
สมบัต ิต ิดก ับซ ีเล ียของเซลล์บ ุผิวทางเด ินหายใจสุกรได้เช ่นเด ียวก ับ M. hyopneumoniae (Hsu et 
al., 1997) ซึ่งเชือ M. hyopneumoniae จะสามารถติดกับเซลล์บ ุผ ิวท ี่ม ีซ ีเล ียเท ่าน ัน เนื่องจากตรง 
บริเวณซีเล ียม ีส ่วนประกอบ หรือโครงสร้างท ี่เป ็น glycolipid 3 ชนิด คือ La, Lb และ Le ทำหน้า 
ทเปนตัวรับ (receptor) ก ับโปรตนของเชอ (Zielinski and Ross, 1993; Zhang et al., 1994) ได้ม 
การศึกษาการเกาะติดของเช ือ M. hyopneumoniae กับเซลล์เพาะเล ียงต่างๆ 3 ชนิด คือ human 
lung fibroblast, porcine lung fibroblast และ porcine kidney cell พบว่าเชอสามารถเกาะติดก ับ  
เซลล์เพาะเล ียงได ้ แต ่ความแตกต่างของสายพันธุของเช ือรวมทังชนิดของเซลล์เพาะเลี้ยง จะมีผล 
ต่อความสามารถในการเกาะตดน ัน เชอ M. hyopneumoniae เกาะตดกับเซลล human lung 
fibroblast ได ้น ้อยที่ส ุด ซ ึ่งอาจเป ็นไปได ้จากเก ิดความไม ่จำเพาะระหว่างโปรตีนของเช ือก ับต ัวร ับ  
บนเซลล์เพาะเลียงชนิดน ัน (Zielinski et al., 1990)

เมื่อเชื้อมัยโคพลาสมาสามารถคงทนและเพิ่มจำนวนอยู่บนเซลล์บุผิวทางเดิน 
หายใจได้นาน ก็จะก่อให้เกิดความเสียหายแก่โฮสต์ขึน พยาธิสภาพในระบบทางเดินหายใจท่ีเกิด 
จากมัยโคพลาสมาที่สำคัญ คือ การหยุดการโบกพัดของซีเลีย (ciliostasis) มัยโคพลาสมาในคน 
และวัวที่ทำให้เกิดพยาธิสภาพนี้ได้ คือ M. pneumoniae (Collier, 1979) และ M. dispar ตาม 
ลำดับ การศึกษาของ Pijoan และคณะ (1972) พบว่า M. hyopneumoniae มีผลทำให้เกิด 
ciliostasis ในหลอดลมสุกรในหลอดทดลองได้น้อยกว่า M. hyorhinis แต่การศึกษาของ Debay 
และ Ross (1994) พบว่า M. hyopneumoniae ท่ีเพาะเล้ียงแบบ in  v ivo จะมีคุณสมบัติทำให้เกิด 
ciliostasis ในหลอดลมสุกร และทำให้เกิดการลอกหลุดของซีเลียตามมาได้ ในขณะท่ีเช้ือท่ีถูก 
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อปกติจะสูญ เสียคุณสมบัติน้ีไป และยังพบอีกว่าถ้าไม่มีการเกาะติดหรือการ 
ที่ได้เข้าใกล้ชิดของเชื้อกับเซลล์บุผิวที่มีซีเลีย ก็จะไม่เกิด ciliostasis ซึ่งแสดงว่าการเกาะติดหรือ 
อย่างน้อยการอยู่ชิดกันของเชือกับเซลล์บุผนังหลอดลม เป็นขันตอนที่จำเป็นที่จะเหนี่ยวนำให้
เกิด ciliostasis ได้
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ค. สารพ ิษหรือท ็อกชิน (Toxin)
ความเส ียหายท ี่ม ัยโคพลาสมาสร ้างข ึนแก ่โฮสต ์ อาจเกิดจากผลิตภัณฑ์ของเชือ 

เช่น สารพ ิษหรือท ็อกช ิน ม ัยโคพลาสมาบางชน ิดสามารถสร้างโปรต ีนท ี่เป ็นสารพ ิษต ่อประสาท  
(neurotoxin) เช่น M. neurolyticum เชอ M. ทใy coides subsp. mycoides สรางสารพษทีมีผลต่อ 
วัว, ล ูกไก ่พ ิก ทำให ้เก ิดรอยโรคและเพ ิ่มระยะเวลาการอย ู่ในกระแสเล ือดของเช ือให ้ยาวนานฃ ึน  
ได ้ M. bovis สร้าง heat stable polysaccharide toxin และม ัยโคพลาสมาบางชน ิดสราง hemolysin
I Jl 3Jส่วนเชอ Acholeplasma axanthum, A. granularum, A. modicum, A. oculi และ A. laidlawii สราง 

lipoglycans ม ีค ุณสมบัต ิเป ็นสารพ ิษได้เช ่นกัน ด ังน ั้นถ ึงแม้เช ื้อเหล่าน ี้จะเป ็นเพ ียงเช ื้อท ุต ิยภ ูม ิ แต ่
สารพ ิษจากเช ืออาจก็จะก่อความรุนแรงได้เช ่นกัน (Gourlay and Howard, 1982)

Geary และ Walezak (1983) นำเชอ M. hyopneumoniae ใส ่ลงในเซลลเพาะเลยง  
lung fibroblast ของสุกร และ MRC-5 ของคน พบว่า เช ื้อทำให ้เก ิด cytopathic effect (CPE) ได  ้
กับเซลล์ท ังสองชน ิด เม ื่อทำการศึกษาเพ ิ่มเต ิมโดยแยกเมมเบรนของเช ือกับไซโตพลาสซึมมาทำ 
การทดลอง พบว่าในส ่วนของเมมเบรนจะยังคงทำให ้เก ิด CPE ได ้ ซ ึ่งสารพ ิษน ีน ่าจะเป ็นโปรตีน  
เพราะถูกทำลายได้ด ้วยความร้อน 100°c 15 นาที และถ ูกย ่อยได ้ด ้วยเอ ็นไซม ์ pronase โปรตีนนี 
มีค ุณสมบัต ิเป ็นแอนติเจนด้วย เน ื่องจากแอนติซ ีร ั่มของกระต่ายต่อเชือ M. hyopneumoniae 
(rabbit anti-MH serum) สามารถนำมาลบล้างหรอ neutralize cytopathic activity ได

ง. แคปซูล (capsule)
ถึงแม ้เช ือม ัยโคพลาสมาจะไม ่ม ีผน ังเซลล์หรือ precursor ของผนังเซลล์ ทำให ้ด ู 

เหม ือนว่าเซลล์เมมเบรนคือส ่วนนอกสุดท ี่ส ัมผ ัสก ับส ิ่งภายนอก อย ่างไรก ็ตามเช ือม ัยโคพลาสมาI 1 Z 1Z  . 1 ‘ 1 ' Vบางชน ิดสามารถสร้างโครงสร ้างภายนอกอืนได ้ (extramembranous material) ซ ึงองค์ประกอบน  ี
เป ็นแคปซ ูลหร ือไมโครแคปซ ูล บ ่อยครั้งพบว่าม ีบทบาทสำค ัญในการก ่อโรคของเช ื้อ และเพิ่ม 
ความรุนแรงของเช ือสายพ ันธุน ันได ้ (Gourlay and Howard, 1982)

Tajima และ Yagihashi (1982) ใช ้การย้อม Rhutinium-red ย้อมเชือ
M. hyopneumoniae สามารถพบชั้นหนาท ึบท ี่ห ่อท ุ้มรอบนอกของเช ื้อ และพบว่าแคปซูลน ีช ่วย  
ทำหน ้าท ี่เป ็นสะพานเช ื่อมช ่องว ่างระหว่างเช ื้อก ับเซลล์ของโฮสค์ด ้วย จากการเปรียบเทียบ
ระหว่าง M. hyopneumoniae ที่เพาะเล ี้ยงแบบ in vivo และ in vitro พบว่าแบบแรกเช ือจะมี
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แคปซ ูลหนากว่าแบบหลังถ ึงประมาณหนึ่งเท ่า เม ื่อนำเช ื้อท ี่เพาะเล ี้ยงแบบ in vitro ไปฉีดกลับเข ้า 
สุกร เช ือจะเต ิบโตช ้า, ม ีการเหน ี่ยวนำให ้ส ุกรแสดงอาการและเก ิดรอยโรคได ้ยาก แต่จากการ 
ศึกษาของ Zielinski และ Ross (1990) พบว่า เช ื้อท ี่เล ี้ยงในอาหารท ี่ม ีเซลล์เพาะเล ี้ยง human lung 
fibroblast ไม,พบแคปซูลท ี่หนาข ึนกว่าเช ือท ี่เล ียงในอาหารเล ียงเช ือปกติเลย เหตุผลอาจเป็นเพราะ 
เซลล ์เพาะเล ียงท ี่ใช ้ไม ่เหมาะสม M. hyopneumoniae มีความเหมาะสมกับเซลล์ของสุกรซึ่งจะ 
สามารถเหนี่ยวนำให ้เก ิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างภายนอก และเพ ิ่มความรุนแรงของเช ื้อ 
ขึ้น ซ ึ่งอาจเป ็นเหตุผลหน ึ่งท ี่แสดงให ้เห ็นว ่า การต ิดเช ื้อในธรรมชาต ิของม ัยโคพลาสมาจะมี
ความจำเพาะกับชนิดของโฮสต์ค ่อนข ้างมาก (specie specific)

จ. การเกดแอนติเจนท ีคล ้ายก ันก ับเชอภายในโฮสต (Acquisition or synthesis o f antigens 
in common with the host)

ม ัยโคพลาสมาบางชน ิดเหน ี่ยวนำให ้โฮสต ์สร ้างแอนต ิเจนต ่อต ัวเองได ้ ซึ่งอาจ 
จะเก ิดจากการดูด1ซ ับเอาส ิ่งต ่างๆจากส ิ่งแวดล้อมรอบๆเช ือ หรือโดยการถ ูกกระต ุ้นให ้ร ่างกาย
สังเคราะห์ข ึน เช ่นโปรตีนในซ ีร ั่มท ี่เป ็นส ่วนผสมของอาหารเล ียงเช ือ จะถูกจับเข้าก ับเซลล์ของ 
ม ัยโคพลาสมาและไม ่สามารถเอาออกในข ั้นตอนการล ้างได ้ ทำให ้ม ักเก ิดปฏ ิก ิร ิยาข ้ามได ้ระหว่าง 
เช ือต ่างสายพันธุเม ื่อนำมาทดสอบทางซีร ั่มว ิทยา เชือ M. hyorhinis, M. mycoides subsp.
mycoides, M. pneumoniae สามารถเหน ี่ยวนำหรือกระต ุ้นให ้ร ่างกายโฮสต ์ตอบสนองต ่อเซลล  ์
บางเซลล์ของตนเอง และเกิดภาวะภูม ิค ุ้มกันตนเอง (autoantibody) ได ้ (Wise et ah, 1978; 
Gourlay and Howard, 1982) Baumgartner และ Nicolet (1984) พบว่าเชอ M. hyopneumoniae 
สามารถเหน ี่ยวนำให ้ glycoprotein บนผนังเมมเบรนของเซลล์เม ็ดเล ือดแดงสุกรแสดงความเป ็น  
แอนติเจนต่อส ุกรได ้เช ่นก ัน โดยตรวจพบแอนติบอดีต ่อแอนติเจนนีได ้หล ังจากทดลองให ้ส ุกรต ิด
V

เชอ M. hyopneumoniae

2.3.2 ป ีจจ ัย ท ี่เก ี่ย วข ้องก ับ โฮสต ์ (Host factors)

ก. พ ฤ ต ิก รรม ระ ห ว ่า ง เช ือ ก ับ แ ม ค โค รฟ าจ แ ล ะน ิว โต รฟ ิวล ์ข อ งโฮ ส ต ์ (Interaction o f 
mycoplasmas w ith  macrophages and polymorphonuclear nutrophils in animals)

แ ม ค โค รฟ า จ เป ็น เซ ล ล ์ใน ระ บ บ ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ท ี่พ บ ม า ก ท ี่ส ุด ใน เบ ือ เย ื่อ ป อ ด ป ก ต ิ 
จากการศึกษา in vitro  ในงานว ิจ ัยหลายเร ื่อง พบว ่าม ัยโคพลาสมาบางชน ิดสามารถเกาะย ึดบนผ ิว
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ของแม ค โค รฟ าจ สาม ารถม ีช ีว ิต แล ะเพ ิ่ม จำน วน ข ึน ต รงบ ร ิเวณ น ัน ได ้ โด ย ไม ่ถ ูก จ ับ ก ิน ห ร ือ ถ ูก  
ขบ วนการทำลายใดๆ หากขาดความร ่วมม ือจากแอนต ิบอด ีท ี่จำเพ าะได ้ เช ่น เช ื้อ  M. pulmonis กับ 
peritoneal และ alveolar macrophage ข องห น ู (Davis et al., 1980) M. pneumoniae ก ับ alveolar 
และ peritoneal macrophage ของหน ูตะเภา (Powell and Clyde, 1975) รวม ท ัง  M. bovis และ 
M. dispar ก ับ alveolar macrophage ของว ัว  (Howard et al., 1976) อย ่างไรกตามย ังไม 'ม ีผ ู้ใดราย 
งานว่าเช ือ M. hyopneumoniae ม ีค ุณ สมบ ัต ิด ังกล ่าว

ข. การเกดภาวะการกดภูม ิค ุ้มกัน (Immunosuppressive activity)
ในธรรมชาต ิส ัตว ์จะได ้ร ับเช ื้อก ่อโรคต ่างๆอย ู่เสมอาางจากดิน อากาศ อาหาร 

และนำ เช ือเหล่าน ันอาจจะอาศัยและเจร ิญอยู่ได ้บนพ ืนผ ิวต ่างๆของร่างกายได ้ โดยที่ส ัตว์ย ังคงมี 
สุขภาพแข็งแรง แต ่!เจจ ัยท ี่ทำให ้ส ัตว ์แสดงอาการของโรคอาจเก ิดได ้จากกลไกสามแบบ คือ สัตว  ์
ได ้ร ับเช ือชน ิดใหม ่ท ี่ม ีความรุนแรงกว่าเด ิม, หรือเช ือเด ิมท ี่ม ีอย ู่เพ ิ่มจำนวนเรื่อยๆและมากขึนจน  
ระบบป ้องก ันตนเองของเช ื้อไม ่สามารถด ้านทานได ้ หรือเก ิดจากระบบภูม ิค ุ้มก ันของสัตว์ส ูญเส ีย 
ประสิทธิภาพ การทำงานของระบบภูม ิค ุ้มก ันอาจถูกกดให ้ม ีประส ิทธ ิภาพลดลงได ้จากป ีจจ ัย
ต ่างๆ ท ังความเครียด, โภชนาการ, ยา, อายุ และการติดเช ือ ในส ุกรท ี่ทำให ้ต ิด เช ือม ัยโคพลาสมา 
พบเสมอว่าจะม ีโอกาสติดเช ือท ุต ิยภ ูม ิได ้ง ่าย (Oldham, 1987)

Caruso และ Ross (1990) ทำการศ ึกษาในส ุกรเพ ื่อด ูการทำงานของ alveolar 
macrophage เมอไดรับแบคทเรียต ่างๆ พบว่า แมคโครพ่าจทถูกกระตุ้นดวย M. hyopneumoniae 
แล้วใf น จะม ีความสามารถในการเก ็บก ินเช ื้อแบคท ีเร ียต ัวต ่อไปลดลง นั่นคือ เช ื้อม ัยโคพลาสมา 
ท ี่ได ้ร ับคร ั้งแรกไปกดหรือลดความสามารถในการทำงานของแมคโครฟาจได ้ แสดงถึงภาวะ
ภูม ิค ุ้มก ันเฉพาะท ี่ของโฮสต์ท ี่ลดลงหลังจากติดเช ื้อ M. hyopneumoniae จึงเช ื่อว ่าม ัยโคพลาสมา 
เป ็นปิจจัย1ชักนำ (predisposing cause) ของการเก ิดน ิวโมฒ ียจากเช ือแบคท ีเร ียต ่างๆ Ciprian
และคณะ (1988) พบว่าส ุกรท ี่ต ิดเช ื้อ M. hyopneumoniae จะเกิดการติดเช ือ, แสดงอาการ และมี 
รอยโรคจากการต ิดเช ื้อ Pasteurella multocida สูงขึ้น จากการทดลองของ Yagihashi และคณะ 
(1984) และ Ross (1989) พบว่าส ุกรทดลองที่ต ิดเช ือ M. hyopneumoniae จะม ีโอกาสต ิดเช ือและ  
เกดรอยโรคจากการตดเชอ Actinobacilluspleuropneumoniae มากกว่าส ุกรปกติ
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ค. ก ารก ระต ุ้น เซ ล ล ์ล ิม โฟ ไซต ์อ ย ่างไม ,จำเพาะ (Nonspecific m itogenicity)
ผน ังเม ม เบ รน ของ M. hyopneumoniae ส าม ารถ ก ระต ุ้น ล ิม โฟ ไซ ต ์ท ี่อ ย ู่ใน  

ก ระ แส เล ือ ด แล ะต ่อ ม น ี้า เห ล ือ งท ี่ข ั้วป อด ได ้ Messier และ Ross (1991) พบว ่า ผน ังเมมเบรน
ของ M. hyopneumoniae สามารถกระต ุ้นล ิม โฟ ไซด ์อย ่างไม ่จำเพ าะได ้ป านกลาง และน ่าจะเป ็น  
ไป ได ้ว ่า  m itogenicity อ าจ ม ีค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ต ่อ ก ลไก ก ารเก ิด โรค ได ้ เน ื่องจากการกระต ุ้น เหล ่าน ี้ทำ 
ให ้เก ิด ก ารอ ัก เส บ ใน แขน งห ล อ ด ล ม แล ะป อด  จ าก ก ารส ะส ม ขอ งล ิม โฟ ไซด ์รอ บ ๆ เส ้น เล ือ ด ก ับ
ท ่อทางเด ินหายใจขนาด ต ่างๆของส ุกร

ง. การตอบสนองของภ ูม ิค ุ้มก ันจำเพาะม ีผลต ่อพยาธ ิกำเน ิด  (Involvement o f  the specific 
immune response in pathogenesis)

เช ือม ัย โค พ ล าสม าท ี่ส ัต ว ์ได ้ร ับ เข ้า ไป สะส ม แล ะเพ ิ่ม จำน วน ใน ป อ ด  จะเหน ี่ยว 
น ำให ้โฮส ด ์ม ีก ารต อ บ ส น อ งแล ะเก ิด ก ารอ ัก เส บ ข ึน  รวม ถ ึงม ีรอ ย โรค ข อ งก ารส ะส ม ข อ ง
ล ิม โฟ ไซ ด ์รอ บ ผ น ัง เส ัน เล ือ ด แล ะห ล อ ด ล ม ด ้วย  ในขณ ะเด ียวก ัน จะเก ิดการตอบ สนองแบ บ
จำเพ าะโดยม ีการผล ิต อ ิม ม ูโน โกลบ ูล ิน ท ี่จำเพ าะก ับ เช ือข ืน  (Fernald et al., 1972; Cassell et.al., 
1974) Suter และคณ ะ (1985) พ บ ว ่า เม ื่อ ท ด ล องให ้ส ุก รได ้ร ับ เช ือ  M. hyopneumoniae ระบบ 
ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน ของส ุก รจ ะม ีก ารต อบ สน อง และผล ิตพลาสมาเซลล ์ท ี่จำเพาะต ่อเช ื้อข ึ้นจำนวนมาก
แล ะส ะส ม ใน ป อด แล ะต ่อม น ำเห ล ืองบ ร ิเวณ รอบ ๆป อด  โดยตรวจพ บ ได ้ต ังแต ่ป ระมาณ  2
ส ัป ด าห ์ห ล ังจากได ้ร ับ เช ือ  ต ่อจากน ันจะเร ิ่ม ม ีรอยโรคของ MPS เก ิดข ืน  ทำให ้เช ื่อว ่าภาวะการ 
ต อ บ ส น อ งข อ งระ บ บ ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน เป ็น ป ็จ จ ัย ส ำค ัญ ป ระ ก ารห น ึ่งข อ งก าร เก ิด พ ย าธ ิก ำ เน ิด ข อ งโรค  
เม ื่อ ท ำก ารต ัด ไธม ัส ส ุก รท ด ล องออก  ส ัตว ์จะม ีการตอบ สน องการต ิด เช ื้อลดลง รอยโรค ต ่างๆ  ที่ 
เก ิดท ี่ปอดก ็ลดลง รวมท ังแอน ต ิบ อด ีท ี่จำเพ าะก ็ลดลงด ้วยอย ่างไรก ็ตาม การม ีรอยโรคลดลงไม ,เกิด 
ผลด ีแต ่อย ่างใด เพ ราะกล ับ ทำให ้จำน วน เช ือ เพ ิ่ม ม ากข ืน และกระจายต ัวได ้มากข ืน กว ่าส ุกรป กต ิ 
จ ึง อ า จ ก ล ่า ว ได ้ว ่า ร อ ย โร ค ท ี่ป ร า ก ฏ เป ็น ผ ล จ า ก ข ัน ต อ น ห น ึ่ง ข อ ง ก ล ไก ก า ร ก ำ จ ัด เช ือ น ั่น เอ ง  
(Tajima et al., 1984)

จากป ็จจ ัยต ังกล ่าว1ข ้างต ้น เม ื่อเช ือ M. hyopneumoniae เข ้าส ู่ร ่างกายส ุกรจะ 
ส ะส ม อย ู่ใน ห ล อด ล ม แล ะป อ ด  ม ีระยะพ ัเกต ัวประมาณ 10-16 ว ัน หร ือมากกว ่า โดยเช ือจะเข ้าไป  
เกาะต ิดอย ู่ท ี่บ ร ิเวณ ระหว ่างซ ีเล ียก ับส ่วนปลายของ m ic rov illi ของเซลล ์บ ุผน ังท างเด ิน หายใจ คือ 
หลอดลม, แ ข น งห ล อ ด ล ม ส ่วน ด ้น  แ ต ่จะไม ่พ บ ใน แขน งห ล อด ลม ส ่วน ป ลาย  และถ ุงลม  กลไก
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ก ารโบ ก พ ัด ขอ งซ ีเล ีย  (mucociliary movement) จะ ไม ่ส าม ารถ ชะล ้างอ อ ก ไป ได ้ ทำให ้เช ือม ีการ 
สะส ม จำน วน เพ ิ่ม ข ึน  และเก ิดภาวะ ciliosiasis ผลที่ตามมา ค ือ ซ ีเล ีย ไม ่ส าม ารถ โบ ก ไล ่ส ิ่งแ ป ล ก  
ป ล อ ม ต ่างๆท ี่เข ้าม าในช ่องท างเด ิน หายใจได ้ ซ ีเล ียม ีการร ่วงหล ุดและถ ูกทำลาย เก ิดการค ั่งค ้าง 
ข อ งเช ือ โรค แล ะเซล ล ์ท ี่ต ายแล้ว ร ่วม กับม ีการแท รกต ัวของเซลล ์เม ็ด เล ือดขาวม าสะสม ก ันรอบ  ๆ 
แขน งห ล อ ด ล ม  เก ิด รอ ย โรค ข ึน  ทำให ้ส ุกรเก ิดการระคายเค ืองและแสดงอาการไอ

2.4 ระบ าด ว ิท ยาของโรค  (Epidemiology)

ใน พ ืน ท ี่ก าร เล ีย งส ุก รท ั่ว โล ก พ บ ว ่าม ีส ุก รป ่วย แ ล ะ เก ิด ภ า วะ ป อ ด บ วม เร ื้อ ร ังม า  
นานแล ้ว ต ่อ ม าจ ึงสาม ารถเพ าะเช ือท ี่เป ็น สาเหต ุได ้คร ังแรกในป ี 1965 คือ M. hyopneumoniae 
แห ล ่งก ัก เก ็บ โรค และกระจายโรคท ี่สำค ัญ ค ือ  ส ุก รท ี่เป ็น พ าห ะใน ฟ าร ์ม น ั่น เอง โดยเฉพ าะแม ่ส ุกร 
จ ะ เป ็น ต ัวแ พ ร ่เช ือ ไป ย ังล ูก ส ุก รได ้ใน ช ่วงก ่อ น ห ย ่าน ม  และล ูกส ุกรเหล ่าน ัน จะแพ ร ่กระจายเช ือต ่อ  
ไป ย ังส ุก รร ุ่น เด ีย วก ัน ใน ช ่ว งท ี่เป ็น ส ุก ร เล ็ก แ ล ะส ุก รข ุน  ทำให ้อ ัตราการต ิด เช ื้อ ในฟ าร ์ม ค ่อนข ้าง 
ส ูง (Ross, 1992) น อกจากน ี้เช ื้อย ังสามารถฟ ้งกระจายไป ย ังฟ าร ์มข ้างเค ียงได ้ Goodwin (1985) 
พ บ ว ่าม ีการระบ าดของโรคจากฟ าร ์มท ี่ต ิด เช ื้อ ไป ย ังฟ าร ์มข ้างเค ียงท ี่ห ่างจากก ันน ้อยกว ่า  3.2
ก ิโล เม ต รได ้ เช ื้อม ัย โค พ ลาสม าสาม ารถแพ ร ่กระจายและต ิดต ่อ ไป ย ังส ุก รได ้ 3 ว ิธ ี คือ จากแม ่ส ุกร 
ท ี่เป ็น พ าห ะไป ย ังล ูก ส ุก รด ูด น ม , จาก ล ูก ส ุก รไป ส ู่ถ ูก ส ุก รใน ช ่วงอ น ุบ าล  แ ล ะจ าก ส ุก รร ุ่น ไป ส ู่ก ัน  
ใน ช ่ว ง ส ุก รข ุน  และพ บว ่าแม ่ส ุกรอาย ุมากจะม ีการแพร,เช ือ ไป ย ังล ูกส ุก รได ้น ้อย ล งก ว ่าแม ่ส ุก ร
สาว ส ุก รค รอ ก เด ียวก ัน ท ี่ได ้ร ับ เช ื้อจากแม ่ ม ักม ีโอกาสต ิด เช ื้อและแสด งอาการได ้น ้อยกว ่า  ส ุกร 
ต ่างครอกท ี่น ่ามาเล ียงรวมก ันโดยเฉพาะค ้าเป ็นส ุกรต ่างอาย ุ ซ ึ่งส ุก รท ี่โต ก ว ่าจะก ระจาย เช ือ ไป ย ัง  
ส ุก ร เล ็ก ได ้ง ่าย แล ะท ำให ้แส ด งอาก ารของโรค ร ุน แรงก ว ่า  การเล ียงส ุกรแบ บ เข ้าออกหมดท ี่เร ียก  
ว่า all - in  / all - out จะช ่วยลด อ ุบ ัต ิการของโรค  MPS ล งได ้ (C lark et al., 1991)

ม ีราย งา น ค ว า ม ช ุก แ ล ะ อ ุบ ัต ิก ารข อ งโรค เป ็น จ ำน วน ม าก ใน ห ล าย ภ ูม ิภ าค ข อ ง  
โล ก  แล ะส ่วนใหญ ่จะม ีการต ิด เช ื้อค ่อน ข ้างส ูง  การสำรวจใน อเมร ิกาพ บ ว ่าฟ าร ์ม ส ุกรท ุกฟ าร ์ม ท ี่ 
สำรวจม ีการต ิดเช ื้อ  M. hyopneumoniae และเป ็น ส ุก รท ี่ต ิด เช ื้อ ส ูงถ ึง  ร ้อยละ 75 (Bruce, 1997) 
Muirhead และ Hamberside (1980) พ บ ว ่าส ุก รท ี่เข ้า โรงฆ ่าใน ป ระเท ศ อ ังก ฤษ จะม ีรอย โรค ของ 
MPS ท ี่ป อด ส ูงถ ึง  ร ้อยละ 70 ข อ งส ุก รท ั้งห ม ด  Goodwin (1982) พ บ ว ่าฟ าร ์ม ส ุกรม ีการต ิด เช ื้อ ได ้ 
ต ังแต ่ ร ้อยละ 10-90 ข ึน ก ับ ระ ด ับ ค วาม ร ุน แรง1ของการต ิด เช ือ  Fernandez และคณ ะ (1990)
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สำรวจ ใน ส เป น ระห ว ่างป ี 1988-1989 จากปอดส ุกร 308 ต ัวอย ่างพบม ีปอดท ี่ต ิด เช ือ  157 ตัวอย่าง 
(ร ้อยละ 50.9) และท ี่ญ ี่ป ่น  (Yagihashi et al., 1993) สำรวจฟ าร ์ม ส ุก รแห ่งห น ึ่งพ บ ว ่า  จากส ุกร 
950 ตัว พ บ รอ ย โรค ข อ ง MPS ถึง 509 ตัว หร ือค ิด เป ็น  ร ้อยละ 68.7 ส ่วน  Sheldrake และคณะ 
(1990) ส ำรวจ ก ารต ิด เช ื้อ ใน ฟ าร ์ม แห ่งห น ึ่งใน ป ระเท ศ อ อส เต รเล ีย ใน ช ่วงป ี 1987-1988 พบว่า 
ส ุกรเร ิ่มม ีการต ิด เช ือในช ่วงอาย ุท ี่มากกว ่า  7 ส ัป ดาห ์จนถ ึง 20 ส ัป ด าห ์ W allgren และคณะ 
(1993) ศ ึกษ าอ ุบ ัต ิการของโรค  MPS ใน ส ุก รข ุน  3 ช ุด ใน ป ระเท ศ สว ีเด น  พ บว ่าเม ื่อนำเข ้าส ุกรใน  
ช ่วงอาย ุประมาณ  10-14 ส ัป ด าห ์ ส ุกรม ีการต ิด เช ื้อ  M. hyopneumoniae เฉล ี่ยประมาณ  ร้อยละ 8 
และค งอย ู่ในช ่วงเด ือนแรกของการเล ียง ห ล ังจากน ัน ส ุกรม ีการต ิด เช ือ เพ ิ่มข ึน เร ื่อยๆจน ถ ึงเฉล ี่ย
ประมาณ ร้อยละ 91 เม ื่อ เข ้าโรงฆ ่า ส ุกรท ี่ม ีต ิด เช ือ เร ็วจะม ีการเจร ิญ เต ิบ โตช ้า  ทำให ้ระยะเวลาใน  
การเล ี้ยงจนถ ึงจ ับ ขายนานกว ่าส ุกรท ี่ไม ่ต ิด เช ื้อ

2.5 อาการ (C lin ical signs)

ส ุกรท ี่ต ิด เช ือม ัย โคพ ลาสม าอาจจะไม ่แสดงอาการได ้เป ็น เวลาน าน  แต่เม ื่อม ี
ความเครียดส ูงจะทำ1ให ้เช ือท ี่ม ีอย ู่เพ ิ่ม จำน วน 1ขึน แ ล ะส ุก รเร ิ่ม แส ด งอ าก ารข ึน ได ้ ส ุก รท ี่ไม ่เคย  
ต ิด เช ือถ ้าได ้ร ับ เช ือ จำน วน ม าก จะแสด งอ าก ารของโรค ได ้เช ่น ก ัน  โดยเช ือม ีระยะฟกต ัวประมาณ  
10-16 ว ันหร ือม ากกว ่า  อาการของส ุกรค ือ  ไอ  ซ ึ่งอาจอย ู่ได ้น านห ลายส ัป ดาห ์จน ถ ึงเป ็น เด ือน  ซ ึ่ง 
พ บ อ าก ารไอ ได ้ม าก ท ี่ส ุด ใน เล ้าส ุก รข ุน  ใน ส ุก รท ี่ไม ่ม ีก ารต ิด เช ือ แ ท รก 1ซ ้อนจะย ังคงก ินอาหาร
ปกต ิ ไม,แสดงอาการอ ื่นนอกจากไอบ ้างโดยเฉพ าะในเวลาเช ้า  แต ่ท ี่เป ็นป ีญ หาค ือส ุกรเจร ิญ เต ิบ  
โตช ้า  ห ร ือแก ร ็น ท ังท ี่ไม ่ม ีอ าก ารเจ ็บ ป ่วย ห ร ือ อ ่อ น แอ  ใน ท างต รงก ัน ข ้าม ส ุก รท ี่ต ิด เช ือ แท รก ซ ้อ น  
ซ ึ่งม ัก เป ็นป ีญ หาในช ่วงอาย ุประมาณ  4 ถึง 6 เด ือน เช ือ แ ท รก ซ ้อ น ส ่วน ให ญ ่จ ะ เป ็น เช ือ ก ่อ โรค ใน  
ระบ บ ทางเด ินห ายใจเช ่น ก ัน  ส ุกรจะแสดงอาการป ่วยมากข ึน  ม ีไข ้ ไม ่ก ิน อาห าร หายใจลำบาก 
ปอดบวม ท ังอ ัตราการป ่วยและอ ัตราการตายจะส ูงข ึน

2.6 รอ ย โรค  (Gross and histopathological lesion)

2.6.1 รอยโรคตาเปล ่า (Gross lesion)
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เม ื่อ ส ุก รได ้ร ับ เช ือ  M. hyopneumoniae เช ือจะ เข ้า ไป สะสม ใน ป อด  และทำให ้ม ี 
การแท รก ต ัวขอ งเซล ล ์ล ิม โฟ ไซด ์เข ้าม ารอ บ ๆ เส ัน เล ือด ใน ป อ ด ม าก ข ืน อย ่างช ้าๆ  ใช ้เวลานานจ ึง 
จะเห ็นรอยโรคด ้วยตาเปล ่า ก า รส ะ ส ม ข อ งเช ล ล ์ล ิม โฟ ไซ ด ์ท ำให ้เน ื้อ ป อ ด แ น ่น แ ข ็งข ึ้น  และไม ่ม ี 
อากาศผ่าน ปอดเปล ี่ยนเป ็นส ีเทาจนถ ึงม ่วงจาง เร ิ่มจากปอดลอนหน ้า (apical lobe) ไปย ังลอน 
ข ้างห ัวใจ (cardiac lobe) แล ะไป ย ังล อน ท ี่ต ิดก ระบ ังลม  (diaphragmatic lobe) ซ ึ่งตำแห น ่งท ี่เก ิด  
อย ู่ท ี่ส ่วน ห น ้าต อน ล ่าง (cranioventral) ของป อดท ั้งห ม ด  และม ัก เก ิดข ึ้น ท ั้งส องข ้าง (bilateral) 
รอยโรค จะแบ ่งแยกและม ีขอบ เขตช ัด เจนจากป อดป กต ิ บร ิเวณ หน ้าต ัด (cut surface) จะช ุ่มด ้วย 
เม ือกข ุ่นคล ้ายหนอง ซ ึ่ง เป ็น ล ักษ ณ ะท ี่พ บ เส ม อใน ส ุกรท ี่ต ิด เช ื้อม ัย โคพ ลาสม า รอยโรค ตาเป ล ่าน ี้ 
เร ียกว่า cranioventral pneumonia

2.6.2 รอยโรคทางจ ุลพ ยาธ ิว ิทยา (Histopathological lesion)

ใน ร ะ ย ะ แ ร ก จ ะ ม ีก า ร แ ท ร ก ต ัว ข อ ง เซ ล ล ์เม ็ด เล ือ ด ข า ว ช น ิด น ิว โต ร พ ิเว ล ์แ ล ะ  
ล ิม โฟ ไซ ด ์ สะส ม อ ย ู่ไม ่ม าก รอ บ ๆ  แขนงห ลอดลม และถ ุงลม  ใน ช ่อ งห ลอด ลม ม ีเม ือกสะสม อย ู่ 
ใน ถ ุงล ม ม ีของเห ล วท ี่ม ีเซ ล ล ์แม ค โค รฟ าจและพ ลาสม าเซล ล ์ป ะป น  ผน ังถ ุงลม ห น าต ัวข ึน เน ื่อ ง 
จากมีการบวมนำ ล ้าต ิด เช ือแบ ค ท ีเร ียแทรกซ ้อน  จะม ีเซลล ์เม ็ด เล ือดขาวชน ิดน ิวโตรพ ิเวล ์มากข ืน

ระ ย ะ ต ่อ ม าล ิม โฟ ไซ ด ์1จะเพ ิ่มมาก1ข ืน จน เก ิด เป ็น ก ล ุ่ม ก ้อ น รอ บ ๆ  แขนงห ลอดลม  
(lymphocytic nodule) ผน ังหลอดลม เล ็กจะถ ูกบ ีบ และถ ุงลม จะแฟ บ  เม ื่อถ ึงระยะท ้ายท ี่เร ิ่มม ีการ 
หาย เซลล ์ต ่างๆ จะหายไปและม ีอากาศกล ับ เข ้ามาแทนท ี่ เน ื้อป อ ด ท ี่เส ีย ไป บ างส ่วน ถ ูก แท น ท ี่ 
ด ้วยเน ือ เย ื่อ เก ี่ยวพ ันและม ีร ่องรอยแผลเป ็น

Etheridge และคณะ (1979) ท ด ลอ งให ้ส ุก รต ิด เชอ  M. hyopneumoniae แลว 
ศ ึกษ าการเก ิด รอยโรค ของส ุกร พ บ ว ่าส ุกรท ุกต ัวจะเก ิดรอยโรคตาเป ล ่าได ้ต ังแต ่ 27-42 ว ัน  หล ัง 
จากได ้ร ับ เช ื้อ  ส ่ว น 1ใน ส ุก รท ี่เล ีย งร ่วม ก ับ ส ุก รต ิด เช ือ  พบว่า ร ้อยละ 77 ของส ุกรเห ล ่าน ัน เก ิด รอย  
โรค ตาเป ล ่าให ้เห ็นต ังแต ่ป ระม าณ  28-71 ว ันหล ังต ิด เช ือ  ส ่วน ท ี่เห ล ือพ บ แต ่รอยโรคท างจ ุลพ ยาธ ิ 
ว ิทยาเท ่าน ัน  Sorensen และคณะ (1997) ทดลองทำ1ให ้ส ุก รต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae แล้วทำ 
การผ ่าซากเพ ื่อตรวจด ูรอยโรคตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยาท ุกๆ 7 ว ัน  พบว ่าส ุกรท ี่ต ิด เช ือประมาณ  
14 ว ันและ 28 ว ัน  จะพ บ ม ีรอ ยโรค เก ือบ ท ุกต ัวค ือ  ประมาณ ร ้อยละ 96 และ ร ้อยละ 100 ตาม
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ลำดับ ส ุก รท ี่ต ิด เช ือ  57 ว ัน เม ื่อทำการผ ่าซากตรวจพ บ รอยโรค เพ ียง ร ้อยละ 71 ของส ุกรท ี่ผ ่าซาก  
โดยท ี่เร ิ่มม ีการหายและม ีร ่องรอยแผลเป ็นบ ้าง ใน ขณ ะท ี่ส ุก รท ี่ต ิด เช ือป ระม าณ  85 ว ันย ังคงพบ 
ส ุกรท ี่ม ีรอ ยโรค อ ย ู่เพ ียง ร ้อยละ 10 ซ ึ่ง เป ็น รอ ย โรค ท ี่เก ือ บ จะห าย ส น ิท ท ั้งส ิ้น

ด ังน ั้น รอยโรคท ี่พ บ จากการต ิด เช ื้อม ัย โคพ ลาสม า คือ peribronchiolar
lymphocytic in filtra tion  และ hyperplastic lymphoid nodules อย ่างไรกตามรอยโรคทกล ่าวมา 
ท ังหมดข ้างต ้น  ไม 'ใช ่รอยโรคจำเพาะของการต ิด เช ื้อ  M. hyopneumoniae เพ ียงอย่างเด ียว สามารถ 
พ บ รอ ย โรค เห ล ่าน ีจาก ก ารต ิด เช ือม ัย โค พ ลาส ม าแล ะเช ือก ่อ โรค ชน ิด อ ื่น ไต ้เช ่น ก ัน  ท ำให ้ในการ 
ต รวจ ด ูรอ ย โรค ป อ ด ส ุก รท พ บ  cranioventral pneumonia, peribronchiolar lymphocytic
in filtra tion  แล ะ/ห รอ  hyperplastic lymphoid nodules จะรวม เรยกรอยโรคน ว ่า  Mycoplasma-like 
lesions

2.7 ก ารวน จ ฉ ัย โรค  (Diagnosis)

การตรวจการต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae ใน ป ีจจ ุบ ัน ท ำได ้ห ล ายว ิธ ี คือ การ 
ตรวจหาเช ือและแอนต ิเจนโดยการเพ าะเช ือ , fluorescent antibody technique (FA T),
immnohistochemistry (IHC), probe hybridization และ polymerase chain reaction (PCR) กับ 
การต รวจหาแอ นต ิบ อด ีโด ยว ิธ ีท างซ ีร ั่ม ว ิท ยา

2.7.1 การตรวจหาแอนต ิบ อด ี โดยว ิธ ีท างซ ีร ั่ม ว ิทยา 

ก. Complement fixation test (C FT)
เป ็นว ิธ ีท ี่ม ีความไวและม ีความจำเพ าะพ อสมควร ถ ึงแม ้ว ่าจะสามารถเก ิด

ปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับ เช ื้อ  M.flocculare และ M. hyorhinis ได ้ สามารถตรวจห าได ้ท ั้ง  IgM  และ IgG 
ส ุกรจะม ีแอน ต ิบ อ ด ีต ่อ  M. hyopneumoniae และต รวจไต ้จากว ิธ ีน ีต ังแต ่ 1-5 ส ัป ด าห ์ห ล ังจาก ได ้ 
ร ับ เช ือ  และอาจจะพ บ ไตเตอร ์อย ู่ได ้นานป ระมาณ  3-4 เด ือน (S lavik and Switzer, 1972) ส ่วน  
การศ ึกษาของ L loyd และคณ ะ (1987) พ บ ว ่าส ุก รท ี่เล ีย งร ่วม ก ับ ส ุก รต ิด เช ือ จะพ บ ไต เต อร ์โด ย ว ิธ ี 
C FT ต ั้งแต ่ ส ัปดาห ์ท ี่ 5 เป ็น ต ้น ไป
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ข. Indirect hemagglutination test (IH A )
เป ็น ว ิธ ีท ี่ม ีค วาม ไวส ูง  แต ่ไม ่ค ่อยม ีผ ู้น ิยมใช ้แพ ร'หลายน ัก  เน ื่องจากเตรียมยาก 

และจะต ้องใช ้ความชำนาญ  ว ิธ ีน ีจะตรวจพ บ แอน ต ิบ อด ีไต ้ต ังแต ่ป ระม าณ ส ัป ด าห ์ท ี่ 2-5 หล ังการ 
ต ิดเช ือ แ ล ะต รวจ พ บ ไต เต อ ร ์ได ้น าน ถ ึง  60 ส ัปดาห ์หล ังจากต ิดเช ื้อ  (Holmgren, 1974)

ค. Enzyme-linked immunosorbent assays (E L IS A )
เร ิ่มม ีการพ ัฒ นาว ิธ ีการน ีสำหร ับ ตรวจการต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae คร ั้งแรก  

โดย Bruggmann และคณะ (1977) เป ็น ว ิธ ีท ี่ม ีค วาม ไวส ูง  ส าม ารถ ต รวจพ บ แอ น ต ิบ อ ด ีไต เต อ ร ์ไต ้ 
ต ังแต ่ 2 ส ัป ด าห ์ห ล ังต ิด เช ือ  และย ังคงตรวจพ บ ไตเตอร ์ไต ้นาน ป ระมาณ  60 ส ัป ดาห ์หล ังต ิด เช ื้อ  
เป ็น ว ิธ ีท ี่น ิยม ใช ้ม ากท ี่ส ุด  แต ่สามารถเก ิดปฏ ิก ิร ิยาข ้ามก ับ เช ื้อ  M. flocculare และ M. hyorhinis 
ไต ้เช ่น ก ัน  น ับ แต ่น ั้น ม าก ็ม ีผ ู้พ ัฒ น าเท คน ิคอ ีไลซ ่าให ้ม ีป ร ะส ิทธ ิภาพมากย ิ่งข ึ้น เร ื่อย  ๆ (Nicolet 
et al.,1980; Armstrong et al., 1983; Beriter et al., 1990; Feld et al., 1992; Sorensen et al., 1992; 
Sheldrake and Romalis,1992; Le Potier et a l.,1994)

2.7.2 การต รวจหาเช ื้อหร ือแอน ต ิเจน

ก. Fluorescent antibody technique (FAT)
เป ็นการตรวจหาแอนต ิเจนของเช ื้อจากต ัวอย ่างปอดสด สามารถตรวจพ บ ได ้ด ี 

ใน ช ่วงส ัป ด าห ์ท ี่ 4  ถึง 6 ของการต ิด เช ือ  และต รวจได ้ลดลงต ังแต ่ส ัป ด าห ์ท ี่ 8 จนถ ึง 12 หล ังการ 
ต ิดเช ือ นอกจากต ัวอย ่างท ี่นำมาตรวจจะต ้องม ีความสด เพ ราะเซลล ์บ ุผน ังห ลอดลม จะลอกหล ุด  
และเน ่าเส ีย (autolysis) ง่าย ต ำแห น ่งท ี่น ำม าใช ้ต รวจท ี่ม ีแขน งห ล อด ล ม ส ่วน ต ้น  สามารถตรวจ 
พ บ แอ น ต ิเจน ได ้ด ีกว ่าต ัวอย ่างท ี่เป ็น ส ่วน ป ลายห ร ือถ ุงลม  เน ื่อ งจากเป ็นตำแหน ่งท ี่ม ีการสะสม
ของเช ือมากกว ่า ใน ระยะท ้ายของโรค เช ือจะลดล ง ว ิธ ีน ีจ ึงม ักตรวจไม ,ไต ้ใน ระยะท ้ายของการต ิด  
เช ือ (Am anfu et al., 1984) Schuller และคณะ (1 9 7 6 ) ใช ้ว ิธ ี direct F A T  ใน การว ิน ิจฉ ัยแยกชน ิด  
โค โล น ีขอ งเช ื้อ ม ัย โค พ ล าส ม าท ี่อย ู่บ น ว ุ้น อ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ ได ้ โด ย พ บ ว ่า เม ื่อ น ำว ุ้น ท ี่ม ีโค โล น ีขอ ง 
เช ือม ัย โค พ ลาสม าไป ตากแห ้งใน อ ุณ ห ภ ูม ิห ้องป ระม าณ  12-14 ชม. จะสามารถปองการการหล ุด  
ออ ก ขอ งโค โล น ีจ าก ว ุ้น ใน ข ั้น ต อ น ก ารล ้างไต ้ด ีก ว ่าก ารต ร ึงด ้วย แ อ ล ก อ ฮอ ล ์ห ร ือ อ าช ีโต น  ซ ึ่งการ 
ตากแห ้งน ีไม ่ท ำให ้ค วาม เป ็น แอ น ต ิเจน ของเช ือ  (antigenicity) เปล ี่ยนแปลงด ้วย

f r*
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ข. Immunohistochemistry (IHC)
เน ื่องจากการตรวจด ้วยว ิธ ี F A T  ม ักเก ิด!]ญ หาได ้จากการนำส ่งต ัวอย ่างล ่าช ้า 

แล ะไม ่ส าม ารถ เก ็บ อ ว ัย วะไว ้ท ำก ารต รวจได ้น าน  รวม ท ั้งต ้อ งม ีก ล ้อ งจ ุล ท รรศ น ์ฟ ล ูอ อ เรส เซ น ต ์ 
ใน การต รวจ จ ึงไม ่ส ะด วก ส ำห ร ับ บ างห ้องป ฏ ิบ ัต ิก าร ว ิธ ี IHC ม ีความคล ้ายคล ึงก ันแต ่สามารถ 
ต รวจก ับ อ ว ัยวะท ี่ท ำต ร ึงด ้วยฟ อร ์ม าล ิน แล ้วได ้ และต รวจด ้วยกล ้อ งจ ุลท รรศน ์ธรรม ดาจะช ่วยแก ้ 
ป ีฌ ูห าต ่างๆน ีได ้ Doster และ L in  (1988) พ ัฒ นาวิธการ indirect immunoperoxidase ในการ 
ตรวจการต ิด เช ื้อ  M. hyopnewnoniae จากต ัวอย ่างปอดท ี่ตร ึงด ้วยฟอร ์มาล ิน  พ น ว ่าให ้ผล ด ีไม ่แต ก  
ต ่างจากวิธ ี F A T  อ ย ่า งไรก ็ต าม ว ิธ ีน ี้ย ัง ให ้ผล ไม ่ด ีสำห ร ับ ส ุก รท ี่ต ิด เช ื้อ แบ บ เร ื้อ ร ังและใน ระย ะท ้าย  
เช ่น เด ียวก ับว ิธ ี F A T  เช ่นก ัน

ค. Probe hybridization
การพัฒนาวิธีการใช้ probe ในการตรวจการติดเชือมัยโคพลาสมา เพ่ือขจัด 

ปีญหาที่เกิดจากความยากลำบากในการวินิจฉัยโรคโดยการเพาะเชือ ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เวลานาน ต้อง 
อาศัยผู้ที่มีความชำนาญ และมีห้องปฏิบัติการเพียงไม่กี่แห่งที่สามารถทำได้ ส่วนวิธีทางซีรั่ม
วิทยาก็ยังคงมีปีญหาจากการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับมัยโคพลาสมาชนิดอื่น (Young and Ross, 1987) 
Johansson และคณะ (1992) ได้สร้าง oligonucleotide probe ที่มีลำดับเบสคู่สมกับตำแหน่ง 
variable region บน 16S rRNA ของเชอ M. hyopnewnoniae ขน และพบว่า Mhp6/30 probe มี 
ความจำเพาะกับเชือ M. hyopnewnoniae เท่าบัน ซึ่งการใช้ probe ที่จำเพาะต่อ rRNA มีข้อดี คือ 
rRNA เป็นโมเลกุลที่มีปริมาณมาก1ในหนึ่งเซลล์ (high copy number about 1()4 molecule /cell) จึง 
น่าจะทำให้วิธีการตรวจมีความไวสูง และการใช้ตำแหน่งที่เป็น variable ก็ทำให้มีความจำเพาะ 
สูงด้วย Futo และคณะ (1992) พัฒนาการตรวจ M. hyopnewnoniae โดยการสร้าง 
oligodeoxynucleotide probe ทมลำดับเบสคู่สมกับตำแหน่งบน 16S rRNA ของ
M. hyopnewnoniae เช่นกัน พนว่า probe MFIP1 มีความจำเพาะต่อ M. hyopnewnoniae เท่าบัน 
จากการติดฉลากด้วย y - ,2P จะสามารถตรวจการติดเชือที่มีปริมาณเชือประมาณ 10'1 CCU. ขึนไป 
ได ้ นอกจากนียังได้ใช้ probe ทดสอบกับตัวอย่างสัตว์ทดลองที่ติดเชือ โดยใช้ตัวอย่างที่เป็นปอด 
และนำล้างปอด (bronchoalveolar lavage fluid) พบว่าสามารถตรวจใดเช่นกัน และยังไดทดลอง 
เปลี่ยนจากการติดฉลากด้วยสารก้มมันภาพรังสีเป็นการใช้สาร chemiluminescent แทนได้ แต่จะ 
มีความไวลดลงจากการใช้ y - 3:p ประมาณ 10 เท่า
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ง. Polymerase chain reaction (PCR)
เท ค น ิค พ ีซ ีอ า ร ์ได ้ถ ูก พ ัฒ น า ข ึน เพ ื่อ ใช ้เป ็น เค ร ื่อ งมือใน ก ารต รวจห าด ีเอ ็น เอของ 

ส ิ่งม ีช ีว ิตต ่างๆ  เช ่น  เช ื้อแบคท ีเร ีย  โด ยการเพ ิ่ม จำน วนช ิ้นส ่วนด ีเอ ็น เอท ี่จำเพ าะในห ลอดท ดลอง 
ท ี่ม ี primers ท ี่จำเพาะเป ็นต ัวกำหนดการสร ้าง ช ิน ส ่วน ท ี่ถ ูก เพ ิ่ม จ ำน วน ข ึน ใน ส ิ่งต รวจ แ ส ด งถ ึง  
การม ีอย ู่ของเช ื้อแบ ค ท ีเร ียน ั้น  จ ึง เป ็น เท ค น ิค ท ี่ม ีป ระโย ชน ์ใน ก ารว ิน ิจฉ ัย โรค ต ิด เช ื้อ ท ี่ม ีค วาม รวด  
เร ็ว, แม่นยำ และม ีค วาม ไวส ูง  Harasawa และคณะ ( 1 9 9 1 )  ได ้พ ัฒ นาเทคน ิคพ ีซ ีอาร ์เพ ื่อตรวจ
หาดเอนเอของ M. hyopneumoniae ใดยออกแบบ primers ทม ีความจำเพาะก ับตำแหน ่ง repeated 
sequence ของ M. hyopneumoniae ย ีโน ม ท ี่'โค ล น อ ย ู่,ใน พ ลาสมิด PUC 1 1 8  ช ิ้น ส ่วน ด ีเอ ็น เอท ี่ 
จำเพาะ (PCR product) ม ีขนาด 5 2 0  bp. ซ ึ่ง ให ้ผลถ ูก ด ้องเม ื่อท ด สอ บ ก ับ เช ือ  M. hyopneumoniae 
VPP 11 (ATCC 2 5 6 1 7 )  และ M. hyopneumoniae J strain (ATCC 2 5 9 3 4 )  และไม ่เก ิด  product 
ก ับ เช ือม ัยใคพ ลาสมาอ ื่น  อย ่างไรก ็ตาม Harasawa ไม ่ได ้ท ด ส อ บ  primers ค ู่น ีก ับต ัวอย ่างเช ือ 
แบ คท ีเร ียอ ื่นๆ  แล ะไม ่ได ้ท ด ล อ งก ับ ต ัวอย ่างท ี่เป ็น ส ิ่งส ่งต รวจ ขอ งส ุก ร

Stemke และคณะ (1994) ออกแบบ primers จากตำแหน่งที่จำเพาะบน 16S 
rRNA ของ M. hyopneumoniae พบว่ามีความจำเพาะต่อเชอ M. hyopneumoniae โดยให product 
ที่มีขนาด 200 bp. และไม่เกิด product กับเชือมัยโคพลาสมาและแบคทีเรียชนิดอื่น และเม่ือทำ 
การทดสอบกับเชื้อมัยโคพลาสมาที่เพาะได้จากตัวอย่างในธรรมชาติ ก็สามารถตรวจแยกเชือ
M. hyopneumoniae ได้อย่างถูกต้อง แต่ในการวิจัยครังนีไม่ได้ทำการทดสอบใช้ primers ตรวจหา 
ดีเอนเอของ M. hyopneumoniae จากสิงส่งตรวจ

Mattsson และคณะ (1995) ได้ออกแบบ primers ที่มีความจำเพาะกับตำแหน่ง 
บน 16S rRNA ของ M. hyopneumoniae เช่นกัน พบว่ามความจำเพาะต่อเชอ M. hyopneumoniae 
โดยให้ product ขนาด 649 bp. และไม่เกิด product กับมัยโคพลาสมาและแบคทีเรียชนิดอื่น 
สามารถตรวจจากตัวอย่างนั้าล้างปอดและเนื้อเยื่อปอดได้ และยังตรวจจากตัวอย่างสวอปจมูกได้ 
เช่นกัน

Blanchard และคณะ (1996) ได้ออกแบบ primers จาก nucleotide sequence 
ของ M. hyopneumoniae 1141 probe ซงเปน multidrug resistant protein homologue และให 
product ขนาด 1561 bp. สามารถนำมาทดสอบตัวอย่างจากสุกรทดลองที่ทำให้ติดเชือ
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M. hyopneumoniae จากการใชตัวอย่างนำล้างปอดได้ (tracheobronchiolar wash) และวธน 
สามารถตรวจสอบกับตัวอย่างดีเอ็นเอบริสุทธิปริมาณ 500 fg. ขึ้นไป และจากเชื้อที่ป่นแยกออก 
จากอาหารเลียงเชือปริมาณ 2.5xl03 - 2.5x10s organisms การตรวจตัวอย่างนี้ไ ล้างปอดที่เตรียม 
จากการสกัดดีเอ็นเอบริสุทธ (DNA isolation) จะให้ผลไม่แตกต่างจากการเตรียมดีเอ็นเออย่าง 
หยาบ (crude extract sample)

Stemke (1997) ปรับปรุงวิธีการตรวจการติดเชือ M. hyopneumoniae จากตัว 
อย่างปอดสุกรโดยวิธีพีซีอาร์ จากเติม (Stemke et al., 1994) ที่มีความไวตํ่า คือสามารถตรวจตัว 
อย่างที่มีเชืออยู่ประมาณ l o ’ - i o 5 organisms เป็นเพียง 30-1000 organisms โดยการทำ nested 
PCR ซึ่ง primers ชุดแรกจะเป็น universal primers ที่จำเพาะต่อ 16S rRNA ของมัยโคพลาสมา 
และ primers ชุดที่สองจะมีความจำเพาะต่อ M. hyopneumoniae โดยวิธีนี้สามารถตรวจพบชื้น 
ส่วนดีเอ็นเอของ M. hyopneumoniae จากตัวอย่างปอดที่มองดูปกติได้ อย่างไรก็ตามต้องระวัง 
การปนเปีอนของเชือจากตัวอย่างหนึ่งไปยังตัวอย่างอื่นๆ ซึ่งอาจจะทำให้เกิดผลบวกปลอมได้

จ. การเพาะเชอ (Cultivation)
การนำตัวอย่างปอดที่ติดเชือ M. hyopneumoniae มาเพาะให้เจริญในอาหารเลียง 

เชื้อทำได้ค่อนข้างยาก เนื่องจากความต้องการสารอาหารของเชื้อมีความละเอียดอ่อน และเชื้อยัง 
มีความไวต่อสารยับยังการเจริญเติบโตในธรรมชาติสูง ดังนันในการเพาะเชือ M. hyopneumoniae 
จากตัวอย่างในธรรมชาติจะประสบผลสำเร็จหรือไม่ ขึนอยู่กับป็จจัยหลายประการ ทังจากตัว 
โฮสต์, เชือ, เทคนิค,และคุณภาพของอาหารเลียงเชือที่ใช้ (Ross and Whittlestone, 1983; Tully, 
1983) ซ ึ่งแสดงไว ้ในตารางที่ 2-2
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ตารางท ี่ 2-2 ป ีจจ ัยท ี่ม ีผลต ่อการเพาะเช ื้อม ัยโคพลาสมาจากต ัวอย ่าง

Host factors Cultural factors
- Poor quality of growth medium due to batch 
variability
-Poor choice of culture medium, supplements, 
pH, atmospheric conditions, and temperature
- Inhibitory activity o f thallium acetate or 
antibiotics in medium
- Mycoplasma strains sensitivity to growth 
medium components, such as yeast extract or 
serum (more frequently observed with fresh 
isolates)
- Competing microbial flora, including other 
mycoplasmas
- Latent mycoplasmas that may occur in 
culture procedures employed (animal host, 
cell cultures, serum, chicken embryo, etc.) for 
primary isolation

จาก Tully, 1983 : General cultivation techniques for mycoplasmas and spiroplasmas in Method 
in Mycoplasmology vol. 1 p.100

การเก ็บ ต ัวอย ่างนำส ่งห ้องป ฏ ิบ ัต ิการเป ็นข ัน ตอนสำค ัญ ท ี่ต ้อ งระม ัด ระว ัง  เน ื่อง 
จากม ัย โค พ ล าสม าไม ่ม ีผ น ัง เซลล ์ จะม ีความ ไวต ่อการถ ูกท ำให ้แห ้ง, การเปล ี่ยนแปลงสมด ุลย ์ของ 
ความเข ้มข ้น  และการสะสม ของสารเม ตาบ อไลต ์จะท ำให ้เช ื้อตายไต ้ง ่าย  การร ักษาอ ุณ หภ ูม ิของ 
ต ัวอย ่างจะช ่วยให ้เช ื้อม ีช ีว ิต อย ู่ไต ้น านข ึ้น  ต ัวอย ่างปอดท ี่สด เช ่น เก ็บจากการผ ่าซากส ุกรป ่วย
ห ร ือ เก ็บ จากส ุกรท ี่เพ ิ่งป ่วยตายจะสามารถเก ็บ ต ัวอย ่างในอ ุณ หภ ูม ิต ่างๆไต ้โดยท ี่ม ัย โคพ ลาสมาจะ 
ย ังคงม ีช ีว ิตอย ู่ กล ่าวค ือ เก ็บท ี่อ ุณ หภ ูม ิ -3 0 °c  จะร ักษาเช ื้อ ไต ้นาน  20 เด ือน, ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ -25°c

- Antibiotics or other drugs in tissue or fluids
- Presence of enzymes or other inhibitors in 
ground tissues
-Low levels of organisms in tissues selected
- Antibody in host tissues or fluids
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ได ้นาน  3 เด ือน, 4 ° c  ได ้น าน  4 ว ัน , 2 0 °c  นาน 1 ว ัน , 37°c นาน 4 ชม. และท ี่ 4 2 .5 °c  จะรักษา 
เช ื้อ ไว ้ได ้น าน เพ ีย ง 2 ชม. เท่าใชั้น ( พ hittlestone, 1979; Ross, 1990 b)

วิธีการเพาะเชือที่นำเอาอวัยวะมาบดก่อนเพาะเชือจะมีข้อดีคือ ทำให้มีโอกาสได้ 
เชือจากตัวอย่างมาก1ขืน แต่ในขณะเดียวกันก็เป็นการเพิ่มสารยับยังการเจริญของเชื้อให้มากขึ้น 
เช่นกัน วิธีการลดสารที่อาจยับยังการเจริญของเชื้อ ที่อาจอยู่ในอวัยวะหรือเลือดคือ ใช้วิธีการตัด 
ย่อยอวัยวะเป็นชินเล็กๆ แทนการบด จะทำให้สารจำพวก lysolecithin หรือ lectins ในเนื้อเยื่อ 
ออกมาได้น้อยลง การล้างอวัยวะด้วยนำเกลือก่อนตัดย่อยเนือเยื่อจะช่วยลดปริมาณสารบางอย่าง 
เช่น hemolysin, ยาปฏิชีวนะ และแอนติบอดีในซีรั่มที่อาจยับยังการเจริญของมัยโคพลาสมาได้ 
ตัวอย่างที่เปีนของเหลว เช่น เลือด นำในข้อ เมือก และเสมหะ อาจมีเชือแบคทีเรียอื่นๆ จะต้องใช้ 
สารยับยังเชือแบคทีเรียเหล่านีผสมลงในอาหารเลียงเชือ หรืออาจมีเอ็นไซน์บางชนิดที่มีผลต่อ
การอยู่รอดของเชือ ดังนันตัวอย่างเหล่านีจะต้องรีบนำมาเพาะเชือโดยเร็ว จะช่วยลดความเสี่ยงใน 
การสูญเสียเชือมัยโคพลาสมา นอกจากนีเซลล์อื่นๆ ที่ปะปนอยู่ในตัวอย่างอาจจะมีผลต่อการเกิด 
เมตาบอไลต์ขึนในอาหารเลียงเชือ ทำให้มีการเปลี่ยนแปลง pH, หรือมีการใช้และสูญเสียส่วน 
ประกอบของอาหารที่จำเป็นต่อการเจริญของมัยโคพลาสมาได้เช่นกัน การต่อเชือในระยะเวลาที่ 
กำหนดจะช่วยลดป็ญหานี้ได้ (Clyde and McCormack, 1983)

ใน เน ื้อ เย ื่อของคนและส ัตว ์จะม ีสารย ับ ย ั้งการเจร ิญ ของม ัยโคพ ลาสมา เช่น
lysolecithin ต ังน ันในการเพาะเช ื้อจากต ัวอย ่างเหล ่าน ี้จะต ้องทำการเจ ือจางต ัวอย ่างลง รวมท ั้ง 
แอนต ิบอด ี และยาป ฏ ิช ีวนะท ี่ตกค ้างใน เน ือ เย ื่อก ็ม ีผลต ่อการเพ ิ่มจำนวนของม ัยโคพลาสมาเช ่น  
ก ัน โด ยยาป ฏ ิช ีวน ะส ่วน ให ญ ่จะม ีฤท ธเป ็น  mycoplastatic ซ ึ่งจะไม ่สาม ารถฆ ่าเช ือ ให ้ตาย  การเจือ 
จางต ัวอย ่างในขณ ะเพ าะเช ือ เพ ื่อ ให ้ยาป ฏ ิช ีวน ะม ีความ เข ้ม ข ้นลดลงไป กว ่าระด ับ ท ี่จะย ับ ย ังเช ือได ้ 
จะท ำให ้ม ัย โค พ ลาส ม าเพ ิ่ม จำน วน ข ึ้น ม าให ม ่ได ้ โดยท ั่วไปการเจ ือจางต ัวอย ่างในการเพาะเช ื้อ
ลงอย ่างน ้อย 1: 1000 จะช ่วยลดสารย ับย ังต ่างๆ ด ังกล ่าวได ้ ในต ัวอย ่างท ี่ม ีการอ ัก เสบและม ี
เบ ือตายควรจะเจ ือจางต ัวอย ่างลงไปอ ีก  แต ่ก ็จะทำให ้ป ร ิมาณ เช ือลดลงไป มากด ้วย เช ่นก ัน
(Taylor-Robinson and Chen, 1983)

เช ือม ัยโคพลาสมาอ ื่น  ๆ เป ็นต ัวแย ่งการเจร ิญ ของเช ือ  M. hyopneumoniae ได ้ 
เน ื่องจาก M. hyopneumoniae เป ็น เช ื้อท ี่เจร ิญ เต ิบ โตช ้าเม ื่อ เท ียบก ับ เช ื้อต ัวอ ื่น  โดยเฉพาะเช ือ
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M. hyorhinis ซ ึ่งสาม ารถอาศ ัยอย ู่ใน ทางเด ินห ายใจของส ุกรได้ เป ็น เช ื้อท ี่เพ าะข ึ้น ง ่ายและรวดเร ็ว  
จะแย ่งสารอาหารรวมท ังทำให ้เพ ิ่มภาวะเป ็นกรดอย ่างรวดเร ็ว  ม ีผลท ำให ้ M. hyopneumoniae 
ตายได ้ง่าย การเจร ิญ ของม ัย โค พ ลาสม าอ ื่นจะลดโอกาสการพ บ เช ือ  M. hyopneumoniae ลงไป  
การทำ serial dilution ในการเพ าะเช ือ เป ็น ว ิธ ีท ี่ช ่วยลดป ร ิม าณ ม ัย โคพ ลาสม าชน ิดอ ื่น ได ้เช ่น ก ัน  
Furlong และ Turner (1975) ทำการเพาะเช ือจากต ัวอย ่างปอดส ุกรท ี่ต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae 
พบว ่าสามารถเพาะ M. hyopneumoniae ได ้เพ ียงต ัวอย ่างเด ียวจากท ังหมด 5 ตัวอย่าง โดยท ี่ 4 
ต ัวอย ่างท ี่เหล ือน ัน เพ าะได ้แต ่เพ ียงเช ือ  M. hyorhinis น ับว ่าเช ือ M. hyorhinis เป ็นป ิญหาสำค ัญ  
อย ่างหน ึ่งท ี่ทำให ้เพ าะเช ื้อ  M. hyopneumoniae ไม ่สำเร ็จ

การค วบ ค ุม ค ุณ ภ าพ อาห ารเล ี้ย ง เช ื้อ และก ารท ำให ้ป ราศ จาก เช ื้อ ใน ข ั้น ต อ น ก าร 
เตร ียมอาหารเล ียงเช ือม ีความสำค ัญ อย ่างย ิ่ง ค วรท ด ส อ บ ก ารป น เป ีอน ท ุก ค ร ัง  และทดสอบความ 
สาม ารถใน การข ึนของเช ือม ัย โค พ ลาสม าใน อาห ารท ี่เต ร ียม แต ่ละคร ังด ้วย  โดยเช ือท ี่นำมา
ท ด ส อ บ ค วรจะเป น เชอท ผ ่านการต ่อ เชอม าไม ่ม ากน ัก  (m inim um  passage on artific ia l media) 
ส ่วนป ระกอบ ของอาหารเล ี้ย งเช ื้อท ี่สำค ัญ  คือ สารสก ัดจากย ีสต ์ (yeast extract) เน ื่องจากค ุณภาพ 
ของสารสก ัดย ีสต ์น ีม ีความสำค ัญ มากต ่อการข ึนของเช ือ  นอกจากน ีซ ีร ั่มท ี่ใช ้ก ็ม ีความ สำค ัญ และ 
ต ้องทดสอบค ุณ ภ าพ ด ้วยเช ่นก ัน  (T u lly  and Ross, 1983) เม ื่อ เพาะเช ื้อม ัยโคพลาสมาจากต ัว
อย ่างได ้แล ้ว หล ังจากน ันจะต ้องทำ1ให ้เช ือ บ ร ิส ุท ธ  และท ดสอบ ค ุณ สม บ ัต ิท างช ีว เค ม ีและช ีร ั่ม  
ว ิทยาเพ ื่อว ิน ิจฉ ัยแยกเช ื้อม ัยโคพลาสมาต ่อไป  ซ ึ่งจะท ำการทดสอบ  การห ม ักน ํ้าตาลกล ูโคส
(glucose fermentation) การใช ้อารจน น  (arginine hydrolysis), การผ ล ิต เอน ไซม พ ีอสพ ีา เต ส  
(phosphatase test) และการเก ิด film  และ spot

การท ดสอบ ค ุณ สม บ ัต ิท างช ีว เคม ีและการพ ิส ูจน ์เช ือ  M. hyopneumoniae ม ีต ังน ี

1. การท ด ส อบ น ำต าล กล ูโค ส
การท ด ส อบ การใช ้น ำตาลกล ูโค สจะส ังเกตได ้จากการท ี่ pH ในอาหารลดลง 

เน ื่องจากเก ิดกรดท ี่ได ้จากหม ักนำตาล (A luotto et al., 1970) อาหารเล ียงเช ือ modified Friis broth 
จะล ูก เต ิม กล ูโค สให ้ม ีค วาม เข ้ม ข ้น  1% p ^ นอาหารประมาณ  7.6 แ ล ้วน ำ เช ือ ท ี่ท ำ ให ้บ ร ิส ุท ธ  
เพ าะลงไป  บ ่มท ี่ 37°c 3-5 ว ัน ส ัง เกตการเปล ี่ยนแป ลงของส ี (Rasin and C irillo , 1983) เน ื่องจาก
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การใช  phenol red เบ ่น indicator เม อ เป นกรดจะเป นสเหลอง M. hyopneumoniae จะให ้ผลบ วก 
ก ับ การท ดส อบ

2. การสลายอาร ์จ ีน ีน
เช ื้อ ม ัย โค พ ลาสม าบ างต ัวสาม ารถใช ้อาร ์จ ีน ีน ได ้เน ื่อ งจากผ ล ิต เอ ็น ไซน ์ 3 ชน ิด 

คอ arginine dciminase, ornithine carbamylase และ carbamate kinase สลายอารจ ีน ีน  จนได ้ผล ิต  
ภ ัณ ฑ ์ เป ็น แอ ม โม เน ีย ก ับ ค าร ์บ อ น ได ออ ก ไซ ด ์แล ะพ ล ังงาน  (Schimke and Barde,1963) การ 
ท ดสอบ สาม ารถท ำในอาหารเล ี้ย ง เช ื้อชน ิด เหลว ใช ้ modified Friis broth ท ี่ม ี 0.2% arginine 
hydrochloride ใส ่เช ื้อ ท ี่จ ะท ด ส อ บ  บ ่มท ี่ 37°c  นาน 3-5 ว ัน  ส ัง เกต การเป ล ี่ยนแป ลงของส ี เช ื้อท ี่ 
ม ีการใช ้อาร ์จ ีน ีนจะเป ล ี่ยน เป ็นส ีแด งชม พ ู เน ื่องจากเก ิดแอมโมเน ีย  (Barde, 1983) ทำให ้ม ีความ 
เป ็นด ่างเพ ิ่มข ึน ในอาหาร เช ือ M. hyopneumoniae จะให ้ผลลบ

3. การผ ล ิต เอ ็น ไซน ์ฟ อส ฟ าเตส
เช ือม ัย โค พ ล าส ม าบ างชน ิด สาม ารถ ผล ิต เอ ็น ไซน ์ฟ อส ฟ าเตสได ้ ซ ึ่งท ด ส อ บ ได ้ 

ตามว ิธ ีของ A luotto และคณะ (1970) โด ย ก ารห ยด เช ือม ัย โค พ ลาส ม าท ี่จ ะท ด สอ บ ให ้ไห ล เป ็น  
ทางยาวลงบนว ุ้นอาหาร modified Friis agar ท ีม ี phenolphthalein diphosphate 0.01% นำไป บ ่ม  
ที่ 37°c นาน 7 ว ัน ถ ้า เช ื้อ ผ ล ิต เอ ็น ไซ น ์ฟ อ ส ฟ าเต ส จ ะส าม ารถ ไฮ โด รไล ซ ์ phenolphthalein 
diphosphate ท ี่อย ู่ใน อาห ารให ้เป ็น  phenolphthalein อ ิส ระ ซ ึ่งจะเก ิด เป ็นส ีชมพ ูก ับ สารละลายด ่าง 
ได ้ (Bradbury. 1983) ทดสอบการเก ิด  phenolphthalein อ ิส ระโด ยการห ยด  5 M  NaOH ลงใน  
จานอาหารท ี่ม ีเช ือฃ ึน น ัน  ประมาณ 30 ว ินาท ี ในจานท ี่เช ือผล ิต เอ ็น ไซน ์'ฟ ่อสฟ าเตสจะม ีชมพ ูเก ิด  
ข ืน  เชือ M. hyopneumoniae จะให ้ผลลบ ก ับ การทดสอบ

4. การเก ิด film  และ spot
เม ื่อทำการเพ าะเช ือม ัยโคพลาสมาบางชน ิดบนว ุ้นอาหาร จะส ังเกตเห ็นแผ ่น

ฟ ิล ์มบางๆ เก ิด ช ื้น บ นว ุ้น อาหาร แผ ่น ฟ ิล ์ม น ีป ระกอบ ด ้วย  cholesterol และ phospholipids และ 
บางคร ังจะพ บม ีจ ุดดำๆ ท ี่เก ิด จ าก ก ารส ะส ม ของแค ล เซ ีย ม แล ะแม ก น ีเซ ีย ม ของก รด ไขม ัน ท ี่ได ้
จากการสลายไขม ัน โดยม ัย โคพ ลาสมา การเก ิดปรากฎการณ ์ท ังสองอย ่างน ีจะข ืนก ับอาหารเล ียง 
เช ื้อท ี่ใช ้ในการเพ าะด ้วย  ในอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ม ี 10% ไข ่แด งเป ็น ส ่วน ผสม จะเก ิดป รากฏ การณ ์น ี 
ได ้ด ีท ส ุด  (Freundt, 1983) เชอ M. hyopneumoniae ไม ่เก ิดท ัง film  และ spot
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5. การวินิจฉัยแยกชนิดมัยโคพลาสมาโดยวิธ ี Growth inhib ition test
การทดสอบ  growth inhib ition เป ็น ว ิธ ีท ี่ใช ้แยกชน ิด ของเช ือม ัย โคพ ล าสม าท ี่ 

น ิยมใช ้มาก เน ื่องจากม ีความจำเพาะ, ว ิธ ีการทำง่าย, สะดวก และป ระหย ัด  ว ิธ ีการค ือ เพาะเช ือ  
ม ัย โค พ ลาส ม าท ี่ต ้องการทราบ ชน ิดลงบ นว ุ้น อาหาร โดยการเกล ี่ย เช ือต ัวอย ่างความเข ้มข ้น  105 
CFU. /  m l. ปริมาณ 0.1 ม ล .ให ้ท ั่วท ัง เพ ลท  ท ัง ไว ้ให ้แ ห ้ง  นำแผ ่นกระดาษ กรองขนาดเส ้นผ ่าศ ูน ย ์ 
กลาง 6 มม. ท ี่ม ีแอ น ต ิซ ีร ั่ม ข อ งเช ือ  M. hyopneumoniae อยู่ ( ห ย ด แอน ต ิซ ีร ั่ม  0.025 มล. ต่อ 
กระดาษ กรอง 1 แผ ่น ท ิ้งให้แห ้ง ) วางบ นเพ ลท น ั้น  นำไป บ ่ม ท ี่ 37°c นาน 3-5 ว ัน ส ัง เกตการข ึ้น  
ขอ งเช ือ รอ บ ๆแผ ่น ก ระด าษ ก รอ ง ถ ้าต ัวอย ่างเป ็นเช ือ M. hyopneumoniae บ ร ิเวณ รอบ ๆ แผ ่น 
ก ระด าษ ก รองจะไม ่ม ีเช ื้อข ึ้น  เน ื่องจากแอนต ิบอด ีต ่อ เช ื้อ  M. hyopneumoniae ท ี่อย ู่บนแผ ่น  
กระดาษ กรองจะกระจายออกและย ับ ย ังการเจร ิญ ของเช ือ ได ้ (Clyde, 1983)
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