
ว ิธ ีด ำ เ น ิน ก า ร ว ิจ ัย

3.1 การค ัดเล ือกต ัวอย ่าง

การศ ึกษ าคร ั้งน ี้ใช ้ว ิธ ีการส ุ่ม ต ัวอย ่างแบ บ ห ลายข ั้น ตอน  (Multistage random 
sampling) โด ย เร ิ่ม จากการห าจำน วน ฟ าร ์ม ส ุกรท ั่วป ระเทศ ไท ย  จากข ้อม ูลสำน ักงานสถ ิต ิการ 
เกษ ตรแห ่งชาต ิป ี 2537 รายงานว ่าม ีฟาร ์มเล ียงส ุกรอย ู่ประมาณ  10,000 ฟ าร ์ม ท ั่วป ระ เท ศ  เม่ือนำ 
ม าเปร ียบ เท ียบค ับข ้อม ูลของชมรมผ ู้เล ียงส ุกรพ บว ่าม ีเพ ียง 3,800 ฟาร์ม ท ี่ม ีรายช ื่อ เป ็นผ ู้เล ี้ยงส ุกร 
เป ็นอาช ีพ หล ัก  นอกน ัน เป ็นฟาร ์มผ ู้เล ียงรายย ่อย เล ียงส ุกรเป ็นอาช ีพ เสร ิม ม ีการเล ี้ย งไม ่สม ํ่า เสม อ 
ค ับ เล ียงส ุกรแบ บ ใต ้ถ ุน บ ้าน  ขอบเขตของการค ัด เล ือกต ัวอย ่างมาศ ึกษาจ ึงอย ู่ใน  3800 ฟ าร ์ม น ี้ 
โดยม ีส ัดส ่วนของป ร ิม าณ ฟ าร ์ม ส ุกรต าม ภ าค ต ่างๆไต ้ต ังน ี คือ ภาคเหน ือ : ภาคกลาง : ภาคตะวัน 
ออก : ภาคตะว ันออกเฉ ียงเหน ือ  : ภาคใต ้ เท ่าคับ 1.2 : 2.8 : 1 : 1.3 : 1 ข ั้น ต อน แรกจ ึงส ุ่ม ห าฟ าร ์ม  
ท ี่จะเก ็บต ัวอย ่างตามแบบ stratified random sampling จากรายช ื่อฟาร ์มท ี่แยกเป ็นภาคตามส ัด 
ส ่วน ข ้างต ้น  ได ้ฟ าร ์ม จากภ าคเหน ือในจ ังหว ัด เช ียงให ม ่ 2 ฟาร์ม, ภาคกลางจากจ ังหว ัดอย ุธยา 1 
ฟาร์ม จ ังห ว ัด น ค รป ฐม  1 ฟาร์ม และจ ังห ว ัดราชบ ุร ี 4 ฟาร์ม รวม 6 ฟาร ์ม , ภาคตะว ันออกจาก 
จ ังห ว ัด ชล บ ุร ี 2 ฟาร ์ม , ภาคตะว ันออกเฉ ียงเหน ือจากจ ังหว ัดนครราชส ีมา 1 ฟาร์ม และจ ังหว ัด  
ช ัยภ ูม ิ 1 ฟาร์ม รวม 2 ฟาร์ม ส ่วน ภ าคใต ้ไม ่ส าม ารถห าฟ าร ์ม ท ี่ให ้ความ ร ่วม ม ือ ใน การศ ึกษ าคร ั้งน ี้ 
ได ้ รวม จำนวนฟ าร ์ม ท ี่ท ำการเก ็บ ต ัวอย ่างท ังส ิน  1 2 ฟาร์ม

ข ันต อน ท ี่ส องค ือการหาจำนวนต ัวอย ่างป อด ท ี่จะต ้อ งเก ็บ ท ั่วป ระ เท ศ  เพ ื่อเป ็น 
ก ารส ำรวจ อ ัต ราก ารเก ิด โรค ข อ งส ุก รใน ป ระ เท ศ ไท ย  จากตารางการกำหนดจำนวนต ัวอย ่างเพ ื่อ  
ป ระ เม ิน ค วาม ช ุก ข อ งโรค  (Cannon and Roe, 1982) ใน ระด ับ ความเช ื่อม ั่น  95% ค่า desired 
accuracy 10 % และสมมต ิความช ุก เท ่าก ับ  50% เพ ื่อ ให ้ได ้จำนวน ต ัวอย ่างมากท ี่ส ุด  ได ้จำนวน 
ต ัวอย ่างท ี่ควรจะเก ็บ  96 ต ัวอย่าง เม ื่อคำน ึงป ิจจ ัยต ่างๆ ได ้แก ่ การต ิดต ่อขอความร ่วมม ือจาก 
ฟาร์ม , การเด ินทางเพ ื่อไป เก ็บต ัวอย ่าง ตลอดจนเง ินท ุนว ิจ ัย  แล ะค วาม เป ็น ไป ไต ้ จ ึงส ุ่ม เก ็บต ัว 
อย ่างป อดส ุกรแบ บ  random sampling ใน ว ัน ท ี่ส ุก ร เข ้า โรงฆ ่า ใน จ ังห ว ัด น ัน ๆ  ฟาร ์มละ 10-20 ตัว 
อย่าง จนครบ 200 ตัวอย่าง
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3.2 การเก ็บ ต ัวอย ่างจากโรงฆ ่าส ัตว ์

ว ิธ ีการเก ็บต ัวอย ่าง คือ ห ล ังจากทำความสะอาดภายนอกต ัวส ุกรและข ูดฃนท ี่ผ ิว  
ห น ังแล ้ว  ส ุกรจะถ ูกชำแหละบร ิเวณ กลางต ัวตามทางยาวต ังแต ่ลำคอ ช ่อ งอ ก แล ะช ่อ งท ้อ ง ส ่วน  
ของป อด ถ ูก เล าะออ ก จาก ต ัวส ุก รและถ ูก ย ก ข ึน ท ังห ม ด โดย ไม ่ถ ูกก ร ีด เน ือป อดส ่วน ใด เลย  เก ็บใส ่ 
ถ ุงพ ลาสต ิกขนาด ใหญ ่พ ร ้อม ระบ ุเลขท ี่ต ัวอย ่าง ปอดละ 1 ถุง ป ิด ป า ก ถ ุงให ้แ น ่น ใส ่ล งใน ถ ัง โฟ ม  
ท ี่ม ีนำแข ็งเพ ื่อร ักษาความสด น ำส ่งส ถ าบ ัน ส ุขภ าพ ส ัต ว ์แห ่งชาต ิภ าย ใน 2 4 ช ั่ว โม ง

3.3 การเก ็บต ัวอย ่างส ่งห ้องปฏ ิบ ัต ิการ

3.3.1 ห ้องปฏ ิบ ัต ิการพยาธ ิว ิทยาเพ ื่อตรวจรอยโรคตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยา
ปอดท ี่เก ็บ มาท ุกต ัวอย ่างจะถ ูกจดบ ันท ึกรอยโรคท ี่เห ็นด ้วยตาเป ล ่า  หล ังจากน ัน  

ทำการต ัดบ ร ิเวณ ท ี่ม ีรอยโรคก ับ ป อดป กต ิขนาดป ระมาณ  2x3x2 ซม. ใส ่ล งใน ก ระ ป ้อ งท ี่ม ี 10% 
buffered form alin เพ ื่อตร ึงเน ื้อ เย ื่อปอด สำหร ับ น ำไป ทำสไลด ์ใน การต รวจท างจ ุลพ ยาธ ิว ิท ยาต ่อ  
ไป  ต ัวอย ่างป อดท ี่ไม ่พ บ รอยโรคตาเป ล ่า  จะถ ูกต ัด เน ื้อป อดตรงบ ร ิเวณ ลอนหน ้าด ้านขวา (right 
apical lobe) เน ื่อ งจากเป ็นป อดส ่วนแรกท ี่ม ีแขน งห ลอดลม แยกจากห ลอดลม เข ้าม าในฒ ือป อด

รอ ย โรค ท ีท ำก ารจด บ ัน ท ก  ได ้แก ่ cranioventral pneumonia, peribronchiolar 
lymphocytic in filtra tion , hyperplastic lymphoid nodules ซงเป น  Mycoplasma- like lesions นอก 
จากน ีจะจด รอยโรค อ ื่น ๆ  ท ี่ต รวจพ บ ได ้ท ี่ป อดด ้วย  เช ่น pleuritis, edema และ abscess เป ็นด ้น

3.3.2 ห ้องป ฏ ิบ ัต ิการแบ ค ท ีเร ียว ิทยาเพ ื่อ เพ าะเช ือและทำพ ีซ ีอาร ์

ช ิ้น ป อด ขน าด ให ญ ่ท ี่ม ีรอ ย โรค บ ร ิเวณ เด ีย วก ับ ท ี่ต ัด ใส ่ล งใน ฟ อ ร ์ม าล ิน  จะถูกตัด 
ใส ่ถ ุงพ ล าสต ิก  ต ัวอย ่างละ 1 ถุง เพ ื่อน ำไป ทำการเพ าะเช ือและสก ัดด ีเอ ็น เอ เพ ื่อทำพ ีซ ีอาร ์

3.4 ว ิธ ีการเพาะเช ื้อ

นำต ัวอย ่างป อดท ี่ต ัดมาในถ ุงพ ลาสต ิกแช ่ลงใน  absolute ethanol เพ ื่อทำความ 
สะอาดและฆ ่าเช ือท ี่ปน เป ีอนอย ู่ภายนอก ซ ับ ด ้วยผ ้าก ็อซจนแห ้ง  ต ัด เล ็ม เน ือป อดบ ร ิเวณ รอบนอก
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ออก ต ัด ช ิน เบ ือ ป อด ต รงบ ร ิเวณ รอยต ่อของป อด ป กต ิก ับ ป อด ท ี่ม ีรอยโรค ป ระม าณ  1 กร ัม  ตัดย่อย 
ให ้เล ็ก ล งด ้วย ก รรไก ร ใส ่ถ ุงพ ล าสต ิก ใบ ให ม ่เต ิม อาหารเล ี้ย งเช ื้อชน ิด เห ลว (modified Friis broth) 
9 มล. ขย ีเบ ือปอดจากนอกถ ุงให ้เข ้าก ับอาหารเล ี้ยงเช ื้อ  แยกส่วนนาใสกับกากออกจากกัน นำ 
ส ่วน น ำไป ป ่น ด ้วยค วาม เร ็ว  1,500 รอบ /นาท ี นาน 5 นาที แยกส ่วน นำม าเก ็บ เป ็น สองส ่วน  ส ่วน  
แ รก น ำไป ก รอ งด ้วย  0.45 |U membrane filte r เพ ื่อล ด โอก าสก ารป น เป ีอน ของแบ ค ท ีเร ียอ ื่น ๆ  
ส ่ว น ท ี่ส อ ง น ำ ไป ใช ้ใน ข ัน ต อ น พ ีซ ีอ า ร ์

น ำส ่วน ท ี่ห น ึ่งท ี่ก รองแล ้วมาเพ าะเช ื้อ ในอาหารเล ี้ย งเช ื้อ  modified Friis broth 
โดยการใส ่ต ัวอย ่าง 0.2 มล. ลง1ในหลอดทดลองฝาเกล ียวท ี่ม ีอาหารเล ี้ยงเช ื้ออย ู่ 1.8 มล. ผ ส ม ให ้ 
เข ้าก ัน แล ้วทำการเจ ือจางลงท ุก  10 เท ่าลงในหลอดอาหารเล ียงเช ือถ ัด ไป  (ten fold serial dilution) 
จน ถ ึงห ลอดท ี่ 107 น ำไป เพ าะในต ู้บ ่ม เช ือ  ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37°c ส ัง เกต การเป ล ี่ยน แป ลงของส ีใน  
อาหารเล ี้ยงเช ื้อท ุกว ัน  ห ลอด ท ี่ม ีการเป ล ี่ยน ส ีเป ีน ส ัม เห ล ืองห ร ือ เห ล ืองจะถ ูกผ ่าน เช ื้อ  (subculture) 
ลงใน อาห ารห ลอด ให ม ่จน เป ล ี่ยน ส ีเช ่น น ี้ป ระม าณ  5 ครั้ง เพ ื่อ ให ้เช ื้อป ร ับ ต ัวใน อ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ ได ้ 
ดี จ ึงนำไป เพ าะล งใน ว ุ้น อาห าร (modified Friis agar) บ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37°c ที่ม ี 5% 
ค า ร ์บ อ น ได อ อ ก ไซ ด ์ ประมาณ 5-7 ว ัน ส ัง เก ต โค โล น ีท ี่ข ึน บ น ว ุ้น อ าห าร

ท ำเช ือ ให ้บ ร ิส ุท ธ  ว ิธ ีการค ือ  ใช ้ใบ ม ีด ต ัด ว ุ้น อาห ารรอบ โค โล น ีเด ี่ย วของเช ือ เป ็น  
ร ูป ส ี่เห ล ี่ยม ล ูกบ าศ ก ์ ใช ้ป ล ายม ีดต ักก ้อน ว ุ้น ใส ่ลงใน ห ลอดอาห ารเล ี้ย งเช ื้อชน ิด เห ลว บ ่มท ี่ 37°c 
จนอาหารเปล ี่ยนส ี น ับ เป ็น ห น ึ่งรอ บ  นำเช ื้อ ใน อาห ารเห ลวม าเพ าะลงบ น ว ุ้นอาห ารอ ีกคร ั้ง  จนเช ื้อ 
ข ึ้น เป ็น โค โล น ี ต ัด โค โล น ีเด ี่ย วล งใน อ าห ารเห ล วเช ่น น ี้ ท ั้งส ิ้น ส าม รอ บ  ส ุดท ้ายเช ื้อท ี่อย ู่ใน
อาหารเห ลวรอบ ท ี่ 3 จะล ือว ่า เป ็น เช ื้อท ี่บ ร ิส ุท ธ  (pure culture)

3.5 การทดสอบค ุณ สมบ ัต ิทางช ีวเคม ี

เช ือท ี่บ ร ิส ุท ธจะนำมาทดสอบ ค ุณ สม บ ัต ิท างช ีว เคม ี ในการว ิน ิจฉ ัยแยกชน ิด เช ือ  
ม ัย โคพ ลาสมาจะทำการทดสอบ  การห ม ักนำตาลกล ูโคส  (glucose fermentation) การใช ้อาร ์จ ีน ีน  
(arginine hydrolysis), ก ารผ ล ิต เอ ็น ไซม ์ฟ อสฟ าเตส  (phosphatase test) และการเก ิด  film  และ
spot
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3.5.1 การท ด ส อบ น ํ้าต าลกล ูโค ส
นำเช ือบร ิส ุทธ ิ'เพาะลงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อ  modified Friis broth 2 หลอด หลอด 

แรก เต ิม ก ล ูโค ส ให ้ม ีค วาม เข ้ม ข ้น  1% ห ล อ ด ห ล ัง ไม ่ม ีก ล ูโค ส  บ ่ม ท่ี 37°c 3-5 ว ัน ส ังเกตการ 
เป ล ี่ยนแป ลงขอ งส ีท ั้งส องห ลอ ด เป ร ียบ เท ียบ ก ัน

3.5.2 การสลายอาร ์จ ีน ีน
ใช  modified Friis broth 2 หลอด ห ลอดแรกม  0.2% arginine hydrochloride 

ส ่วน ห ล อ ด ห ล ังไม ่ม ีอ าร ์จ ีน ีน  ใส ่เช ื้อ ท ี่จ ะท ด ส อ บ  บ ่มท ี่ 37°c นาน 3-5 ว ัน ส ังเกตการเปล ี่ยน  
แป ล งขอ งส ีท ังส องห ล อ ด เป ร ีย บ เท ีย บ ก ัน

3.5.3 การผ ล ิต เอ ็น ไซน ์ฟ อส ฟ าเตส
ห ย ด เช ื้อ ม ัย โค พ ล า ส ม า ท ี่จ ะ ท ด ส อ บ ใ ห ้ไ ห ล เป ็น ท า ง ย า ว ล ง บ น ว ุ้น อ า ห า ร  

modified Friis agar ทม phenolphthalein diphosphate 0.01% น ำไป บ ่ม ท ี 37°c นาน 7 ว ัน แล ้ว 
หยด 5 M NaOH ลงบ นว ุ้น อาหาร ประมาณ 30 ว ินาท ี ส ัง เกตส ีท ี่เก ิดข ืน บ นอาหารเล ียงเช ือ

3.5.4 การเกด film  และ spot
เพาะเช ื้อลงใน  modified Friis agar บ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37°c นานประมาณ  10-14 วัน 

ตรวจด ูการเก ิด  film  และ spot ท ุกว ัน ภ ายใต ้กล ้องจ ุลท รรศ น ์ชน ิด  stereomicroscope

3.6 การว ิน ิจฉ ัยแยกชน ิด ม ัย โคพ ลาสม าโดยว ิธ ี Growth inhibition test

หยดเช ือต ัวอย ่างความเข ้มข ้น  105 CFU. /  ml. ปริมาณ 0.1 มล. ลงบน modified 
Friis agar ให ้ท ั่วท ังจ าน  ท ิง ไว ้ให ้แ ห ้ง  นำแผ ่นกระดาษ กรองขนาดเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 6 มม. ที่ม ี 
แ อ น ต ิซ ีร ั่ม ขอ งเช ือ  M. hyopneumoniae อย ู่วางบนจานน ัน  น ำไป บ ่ม ท ี่ 37°c นาน 3-5 ว ัน  ส ังเกต 
ก ารข ืน ขอ งเช ือ รอ บ ๆแผ ่น ก ระด าษ ก รอง

3.7 ก ารท ด ส อ บ ด ้วย ว ิธ ีพ ีซ ีอ าร ์

3.7.1 ทดสอบ ความ จำเพ าะและความ ไวของการตรวจในห ้องป ฏ ิบ ัต ิการ
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ก. ความจำเพาะของ primers ใน ก ารต รวจ ว ิธ ีพ ีซ ีอ าร ์
เพ าะเช ือม ัยโคพลาสมาและแบคท ีเร ียต ่างๆ ท ี่พ บ ได ้ใน ระบ บ ท างเด ิน ห าย ใจ

ส ุกร ต าม ท ี่แส ด งใน ตารางท ี่ 3-1 และตารางท ี่ 3-2 ทำการสก ัดด ีเอ ็น เอตามว ิธ ีของ Kobayashi 
และคณ ะ (1996) โดยการป ีนแยกเช ื้อออกจากอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ความเร ็ว  12,000 รอบ /น าท ี นาน 
5 นาท ี ล ้างด้วย PBS 1 คร ัง ละลายตะกอนด ้วย lysis buffer (ส ่วน ป ระก อ บ แส ด งไว ้ใน ภ าค ผ น วก  
ข) อ ุ่น ใน น ำ ร ้อ น  6 0 °c  นาน 2 ชม. แล ้วต ้มในนำเด ือด 5  นาที ป ีน ให ้ต ก ต ะก อ น  ส ่วนน ิ้าใสนำมา 
ทำพ ีซ ีอาร ์ก ับ  primers ตามว ิธ ีการของ Mattsson และคณะ (1995) รวมท ั้งทดสอบความจำเพาะ 
เม ื่อ ตรวจเช ือท ี่ป นอย ู่1ในปอด โด ยใส ่เช ือแบ ค ท ีเร ียหร ือม ัย โค พ ลาสม าป ระม าณ  106CFU ในปอด 
ปกต ิ 1 กร ัม  ต ่อเช ือ 1 สายพ ันธ ุ ใช ้ว ิธ ีเตร ียมต ัวอย ่างปอดตามข ้อ 3.4 และตามท ี่กล ่าวไว ้ข ้างต ้น  
ท ำพ ีซ ีอ าร ์ ตรวจด ูผล

ตารางที่ 3-1 เชือแบคทีเรียนำมาทดสอบความจำเพาะในการทำพีซีอาร์

Actinobacillus pleuropneumoniae Shope 4074 type 1
Actinobacillus pleuropneumoniae รพ  492/41 type 1
Actinomyces pyogenes รพ  97/1
Bordetella bronchiseptica Phage type
Erysipelotrix rhusiopathiae M E  7 type 1 a
Erysipelotrix rhusiopathiae รพ  545/36
Klebsiella pneumoniae รพ  238/31
Pasteurella multocida Kobe strain type A
Pasteurella multocida รพ  1601/2
Staphylococcus aureus Cowan 1 strain
Streptococcus species Group R
Streptococcus species Group ร
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ตารางท ี่ 3-2 เช ื้อม ัย โคพ ลาสมาท ี่นำมาทดสอบความจำเพาะในการทำพ ีซ ีอาร ์

Mycoplasma hyopneumoniae J strain
Mycoplasma hyopneumoniae A TC C  25934
Mycoplasma hyopneumoniae a4
Mycoplasma hyopneumoniae a7
Mycoplasma hyopneumoniae a35
Mycoplasma hyopneumoniae b3
Mycoplasma hyopneumoniae b5
Mycoplasma hyopneumoniae b 14
Mycoplasma hyopneumoniae f4
Mycoplasma hyopneumoniae 19
Mycoplasma hyopneumoniae f io
Mycoplasma hyopneumoniae f  15
Mycoplasma hyorhinis PG 29
Mycoplasma hyorhinis BTS-7
Mycoplasma hyosynoviae PG 16
Mycoplasma arginini PG 230
Acholeplasma laidlawii PG 8

ข. ค วาม ไวข อ งก ารต รวจ โด ย ว ิธ ีพ ีซ ีอ าร ์
เชอ M. hyopneumoniae ขนาด 10, 102, îo ',  104, 103 และ 10e CFU /m l 1 มล. 

ใส ่ล งใน ป อ ด ป ก ต ิขน าด  1 กร ัม  สก ัดด ีเอ ็น เอจากต ัวอย ่างปอดตามว ิธ ีข ้างต ้น  น ำไป ท ำพ ีซ ีอ าร ์ แล ้ว 
ตรวจด ูผล

X  'าGCM 0*509O
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ค. การหาลำด ับ เบสของ PCR product
ทดสอบ ความ ถ ูกต ้องของ PCR product ท ี่เก ิดฃ ึนจากการขยายด ีเอ ็น เอว ่าเป ็น  

ช ิน ส ่วน ของด ีเอ ็น เอท ี่จำเพ าะของเช ือ  M. hyopnewnoniae โดยการส ุ่มต ัวอย ่าง PCR product 
จำนวน 4 ต ัวอย ่างและจากเช ื้อ  M. hyopnewnoniae A TC C  25934 อ ีก 1 ต ัวอย่าง รวม 5 ตัวอย่าง 
ส ่ง ไป ห าล ำด ับ เบ ส ท ี่ ศ ูนย ์อณ ูช ีวว ิทยา ศ ูนย ์ปฏ ิบ ัต ิการเคร ื่องม ือรวม  อ.ศาลายา จ. นครปฐม

3.7.2 การเตร ียมต ัวอย ่าง
ส ่วนน ึ่า ใสท ี่ได ้จากการป ่นด ้วยความ เร ็ว  1,500 รอบ /นาท ี นาน 5 นาท ี (ข ้อ 3.4) 

อ ีก ส ่วน ห น ึ่งน ำม าใส ่ล งใน ห ล อ ด ป ่น ข น าด  1.5 มล. ป ่นด ้วยเคร ื่อง refrigerated centrifugation ที่ 
ความเร ็ว 12,000 รอบ /นาท ี นาน 5 นาท ี เท ส ่วน น ำท ิง  ล ้างหน ึ่งคร ังด ้วย  PBS แล ้วจ ึงละลาย 
ตะกอนด ้วย Lysis buffer ปริมาณ 100 1_เ1. น ำไป แช ่ใน ห ม ้อน ํ้าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 60°c นาน 2 ชม. แล ้ว 
ต ้มในหม ้อนำเด ือด  นาน 5 นาที ป ่น อ ีกคร ังท ี่ความ เร ็ว  12,000 รอบ /น าท ี นาน 5 นาที เก ็บส ่วนนำ 
ใส ไว ้เป ็น ต ัวอ ย ่า งส ำห ร ับ ก ารท ด ส อ บ พ ีซ ีอ าร ์

3.7.3 การขยายด ีเอ ็นเอของ M. hyopnuemoniae โด ย เท ค น ิค พ ีซ ีอาร ์
เล ือกใช ้ primers ตามว ิธ ีของ Mattsson และคณะ (1995) ซ ึ่งออกแบ บ จาก 16S 

rR N A  ของเชอ M. hyopnewnoniae มลำด ับ เบสด ังน  คอ
forward primer:5'- GAG C C T TC A  AGC TTC  ACC A A G  A-3* (ลำด ับ เบสท ี 212-233) 
reverse primer : 5 '-TG T  G T T  A G T  GAC T T T  TGC CAC C-31 (ลำด ับ เบ สท ี่839-860)

ซ ึ่ง จ ะ ให ้ PCR product จำเพาะขนาด 649 bp

ด ีเอ ็นเอต ัวอย ่าง 5 ไม โค รล ิต ร  ใส ่ใน  PCR reaction m ixture ปริมาณ 45 
ไม โค รล ิต ร  ท ี่ป ระกอบ ด ้วย  0.2 m M  dNTP แต ่ละชน ิด  (dATP,dGTP, dTTP, dCTP), 20 pmol 
ของแต ่ละ primer, 50 m M  K O ., 10 m M  Tris-H C l buffer, และ 2 m M  M gC l2 เติม taq D N A  
polymerase 1 บ หยด mineral o il 2 ห ยดป ิดท ับ บ น ผ ิวห น ้าป ้องก ัน การระเห ย  เข ้าเคร ื่อง thermal 
cycler โม เดล 480 (Perkin-Elm er Cetus)

โป รแก รม ท ี่ใช ้ใน ก ารขย าย ด ีเอ ็น เอป ระก อบ ด ้วย  :- 
Preheating 95°c 5 นาที 1 รอน
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Dénaturation 95°c 45 ว ินาท ี
Annealing _  c>60 c 1 นาที
Extension o a72 c 2 นาที

ท ังส ิน  35 รอบ

3.7.4 การวเคราะหการขยายด ีเอนเอโดย agarose gel electrophoresis
ต ัวอย ่างท ี่ทำพ ีซ ีอาร ์แล ้ว  10 ไม โค รล ิต ร  จะนำมาใช ้ตรวจหา PCR product โดย 

การทำ electrophoresis บน 1.5% agarose gel ใน TB E  ทเต ิม 0.5 (Jg / ml. ethidium bromide ใช ้ 
ก ระ แส ไฟ ฟ ้า  50 โว ล ท ์ ประมาณ 40 นาท ี ตรวจด ูแถบด ีเอ ็น เอภายใต ้แสง U V

3.8 การต ัดด ีเอนเอด ้วย Restriction endonucleases (REs)

3.8.1 การค ัด เลอ ก เอน ไซม  restriction endonucleases
ค ัด เล ือก เอ ็น ไซม ์ท ี่เห ม าะสม ท ี่จะน ำม าต ัดช ิน ส ่วน ด ีเอ ็น เอท ี่ขยายไต ้ เพ ื่อ ใช ้

ตรวจสอบ ว ่า  product ท ี่เก ิดข ืน เป ็น ด ีเอ ็น เอของ M. hyopneumoniae จริง โด ย ใช ้โป รแ ก รม  
M acDNASIS (H IT A C H I CO. ltd.)

3.8.2 ว ิธ ีการต ัด ด ีเอ ็น เอ ด ้วย เอ ็น ไซม ์
PCR product ท ี่ได ้จากต ัวอย ่าง 5 ไม โค รล ิต ร  เติม 10X buffer ท ี่เหมาะสม 1 

ไม โค รล ิต ร , RE (0.2-10 บ ) 1 ไม โค รล ิต ร  และ น ำให ้ได ้เป ็น  10 ไม โค รล ิต ร  นำไปอ ุ่น ในหม ้อนำ 
ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37°c นาน 1 ชม. ตามว ิธ ีของ Davis และคณะ (1986) น ำม าตรวจด ูช ิ้นส ่วนท ี่ถ ูกต ัด  
ด้วย 1.5 % agarose gel ใน  TB E  ท ีเต ิม 0.5 (Jg / ml. ethidium bromide ใช ก ระ แ ส ไฟ ฟ ้า  50 โวล ท  
ประมาณ 40 นาท ี ตรวจด ูแถบด ีเอ ็น เอภายใต ้แสง U V

3.9 การแปลผล (Interpretation)

ต ัวอย ่างปอดจะต ิดเชอ M. hyopneumoniae ห ร ือ ไม ่ เกณ ฑ ์การต ัด ส ิน เป ็น ต ังน ี้ 
คือ ต ัวอย ่างปอดท ี่เพาะแยกเช ือ M. hyopneumoniae ได ้ ว ิน ิจฉ ัยว ่าม ีการต ิด เช ือ  ต ัวอย ่างปอดท ี่ม ี 
รอ ย โรค  Mycoplasma-like และ เกิด PCR product ว ิน ิจฉ ัยว ่าม ีการต ิด เช ือ เช ่นก ัน  ส ่วนต ัวอย ่าง 
ป อ ด ม ีรอ ย โรค  Mycoplasma-like หร ือ เก ิด  PCR product เพ ียงอย ่างใดอย ่างหน ึ่ง จะว ิน ิจฉ ัยว ่าไม ่
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ติดเช ือ M. hyopneumoniae ด ังแ ส ด งใน ตารางท ี่ 3-3 นอกจากน ีจะทำการเปร ียบเท ียบความ 
จำเพ าะและค วามไวในการตรวจท ังสามว ิธ ี โดยถ ือ เอาผลการต ัดส ิน เป ็น เกณ ฑ ์ในการเปร ียบ เท ียบ

ตารางท ี่ 3-3 เกณ ฑ ์การต ัดส ินการต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae

ผลการเพาะเช ือ ผล พ ีซ ีอาร ์ ผล การตรวจรอยโรค การต ัดส ิน
M. hyopneumoniae

ตรวจพบเชื้อ ไม่เกิด product ไม ่ม ีรอยโรค ติดเชื้อ
ตรวจพบเชื้อ เกิด product ไม ่ม ีรอยโรค ติดเชื้อ
ตรวจพบเชื้อ ไม่เกิด product ม ีรอยโรค ติดเชื้อ
ตรวจพบเชื้อ เกิด product ม ีรอยโรค ติดเชือ

ตรวจไม1พบเชื้อ เกิด product ม ีรอยโรค ติดเชื้อ
ตรวจไม ่พบเช ือ เกิด product ไม ่ม ีรอยโรค ไม,ติดเชือ
ตรวจไม ่พบเช ื้อ ไม่เกิด product ม ีรอยโรค ไม่ต ิดเชื้อ
ตรวจไม ่พบเช ื้อ ไม่เกิด product ไม ่ม ีรอยโรค ไม่ต ิดเช ื้อ
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