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Brachyspira hyodysenteriae และเชื้อในสปี่ชี่ส์อ่ืนๆ จากตัวอย่างอุจจาระสุกรที่แสดงอาการ
ป่วยท้องเสียแบบแสดงอาการ การศึกษาค่าความไวรับของยาปฏิชีวนะ flavomycin (F) ด้วย
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rifampicin (R) และ spectinomycin (S) ในรูปแบบของ pre-enrichment และในอาหารเลี้ยง
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ BAM-CSR อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ BAM-CSRF จึงเป็นสูตรอาหารคัด
แยกที่ มีศักยภาพในการเพาะแยกเชื้อ B. hyodysenteriae และสปีชี่ส์อ่ืนๆ   จากตัวอย่าง
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          This study was to develop a modified selective medium to improve the 
recovery rate of Brachyspira hyodysenteriae and other clinically significant intestinal 
spirochetes from porcine faces.The  susceptibility  of  five  Brachyspira  spp.  type  
strains and five Thai field isolates of B. hyodysenteriae to the antimicrobials halquinol 
and flavomycin was determined by in vitro susceptibility tests in the agar dilution 
method, and optimal incorporation rates were confirmed by broth dilution.  All  the 
spirochetes  were  susceptible  to  halquinol  at  <1 μg/ml, while 16 μg/ml of 
flavomycin (F) allowed their growth, and therefore, only the later was selected for 
further use. F and different combinations of colistin (C), spectinomycin (S) and 
rifampacin (R) were incorporated into pre-enrichment broths and/or agar plates, and 
growth of the spirochetes from seeded feces was determined. Two solid media were 
selected for further testing using feces from  90  finishing  pigs  on  10  farms.  A  
previously  recommended  method  of pre-enrichment did not increase the recovery 
rate. The use of blood agar modified medium (BAM) containing  F (16 μg/ml), S (400 
μg/ml), R (30 μg/ml) and colistin (C, 25 μg/ml)1(assigning as BAM-CSRF) reduced 
the  growth  of  contaminating  intestinal  microbiota  and  resulted  in  a  significantly  
higher  rate  of  spirochete  recovery  than  the  previous  recommended medium.In 
the summary, BAM-CSRF is a useful new selective medium for the isolation of B. 
hyodysenteriae and other intestinal spirochetes from pig feces. 
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เท่าจากลักษณะโคโลนีที่ขึ้นปะปนกันด้วยการป้ายเชื้อสด (fresh smear) 
แสดงลักษณะรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาของสุกรบริเวณไส้ตรง และ
ไส้ตันที่พบปื้นเลือดออกที่เยื่อบุชั้นใน... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
แสดงเชื้อแบคทีเรียผ่านกล้องจุลทรรศน์จากตัวอย่างอุจจาระสุกรข้ึนปะะ
ปนกันด้วยการป้ายเชื้อสด ( fresh smear) พบลักษณะแบคทีเรียรูปร่าง
ยาวที่เคลื่อนที่ควงเกลียว (กรอบสีแดง) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
แสดงเชื้อแบคทีเรียผ่านกล้องจุลทรรศน์จากตัวอย่างอุจจาระสุกรข้ึน
ปะปนกันด้วยย้อมสีแกรม ( fresh smear) พบลักษณะแบคทีเรียรูปร่าง
ยาวบิดเป็นเกลียว... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..  
แสดงผลผลิตดีเอนเอด้วยวิธี PCR ในการตรวจพิสูจน์เชื้อ B. 
hyodysenteriae และ B. pilosicoli จากอุจจาระสุกรฟาร์มบนเจล 
อกาโรส 1% (P1-P20) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
แสดงผลผลิตดีเอนเอด้วยวิธี PCR ในการตรวจพิสูจน์เชื้อ B. 
hyodysenteriae และ B. pilosicoli จากอุจจาระสุกรฟาร์มบนเจลอกา
โรส 1% (P21-P40) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
แสดงผลผลิตดีเอนเอด้วยวิธี PCR ในการตรวจพิสูจน์เชื้อ B. 
hyodysenteriae และ B. pilosicoli จากอุจจาระสุกรฟาร์มบนเจล 
อกาโรส 1% (P41-P60) ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .
แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อ Brachyspira และเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนที่
เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม FCSR (b,d,f) และ CSR (a,c,e) ... ... ...    
แสดงผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ที่มีความจ าเพาะต่อสปีชี่ส์ B. 
hyodysenteriae และ B. pilosicoli บนเจลอกาโรส 1% จากเชื้อบริสุทธิ์ 
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สัญลักษณ์และค าย่อ  
B. = Brachyspira 
spp. = species 

CFU = colony forming unit 
มล. = มิลลิลิตร 
PCR = polymerase chain reaction 
tly = Hemolysin gene 
S. = Serpulina 
mlee = multilocus enzyme electrophoresis 
DNA = deoxyribonucleic acid 
S =  spectinomycin 
S400 = spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. 
CVS = colistin 25 ไมโครกรัม/มล. + vancomycin 25 ไมโครกรัม/มล.  + 

spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. 
S+V250 = spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. + vancomycin 250 ไมโครกรัม/

มล.   
SCB = ยา spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. + colistin 25 ไมโครกรัม/มล. + 

brilliant green 1 ไมโครกรัม/มล. 
BJ = spectinomycin 200 ไมโครกรัม/มล. +  spiramycin 25 ไมโครกรัม/มล. 

+ rifampin 12.5 ไมโครกรัม/มล. + vancomycin 6.25 ไมโครกรัม/มล. + 
colistin 6.25 ไมโครกรัม/มล. 

CSR = spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. + colistin 10 ไมโครกรัม/มล. + 
rifampicin (rifampin) 30 ไมโครกรัม/มล. 

FCSR = spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. + colistin 10 ไมโครกรัม/มล. + 
rifampicin (rifampin) 30 ไมโครกรัม/มล. + flavomycin 16 ไมโครกรัม/
มล. 

BH   = B. hyodysenteriae 
BP = B.pilosicoli 
BM = B. murdochii 
BINT = B. intermedia 
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BINN = B. innocens 
ATCC  = American Type Culture Collection 
ND = not detected : ไม่ได้ทดสอบ 
BHI = brain heart infusion broth 
BAM-SR = blood agar modified medium  ที่ผสม rifampicin 30 ไมโครกรัม/มล. 

และ spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. 
TSB = tryptic soy broth 
TSA = tryptic soy agar 
EDTA =  ethylenediaminetetraacetic acid 
TE buffer = Tris-EDTA buffer 
NOX = nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase 
ND = Not detect 
IFAT = indirect fluorescene antibody test 
DMSO = Dimethyl sulfoxide 

CLSI = Clinical and Laboratory Standards institute 
NC = not detect colony 
UC  = uncountable 
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บทที่  1 
บทน า 

 
แนวเหตุผล ทฤษฎีท่ีส าคัญ 

เชื้อเบรชิสไปร่า ( Brachyspira : B.) เป็นกลุ่มสไปโรคีท (Spirochetes) ก่อโรคในระบบ
ทางเดินอาหารของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและสัตว์ปีก สุกรที่พบเชื้อ Brachyspira ท าให้เกิดอาการ
อุจจาระเหลวสีเทาจนถึงท้องเสียเป็นมูกเลือด (mucohemorrhagic diarrhea) หรือไม่มีการแสดง
อาการป่วย ซึ่งขึ้นกับสปีชี่ส์ของเชื้อ (Hampson et al., 2006) เชื้อ Brachyspira spp. ที่พบในสุกร 
ได้แก่ เบรชิสไปร่า ไฮโอดิสเซนเทอริ ( B. hyodysenteriae) (Taylor and Alexander, 1971) เบร
ชิสไปร่า พิโลซิโคไล (B. pilosicoli) (Taylor et al., 1980) เบรชิสไปร่า อินโนเซนส์ (B. innocens) 
(Kinyon and Harris, 1979) เบรชิสไปร่า อินเตอร์มีเดีย (B. intermedia) (Hudson et al., 1976)  
เบรชิสไปร่า ซูแอนนาทินา (B. suanatina) (Råsbäck et al., 2007a) และ เบรชิสไปร่า เมอร์ดอค
ไค ( B. murdochii) (Stanton et al., 1997) ส าหรับเชื้อสไปโรคีทที่มีความส าคัญก่อให้เกิดความ
สูญเสียทางเศรษฐกิจ ได้แก่ B. hyodysenteriae และ B. pilosicoli โดยเป็นสาเหตุของอาการ
ท้องเสียปนเลือดอย่างรุนแรงและท้องเสียแบบมีมูกตามล าดับ สุกรที่ติดเชื้อมักพบในระยะหลัง
หย่านมและพบมากในสุกรขุนระยะท้าย และสุกรพ่อแม่พันธุ์ (Hampson et al., 2006) 

วิธีมาตรฐาน (gold standard) ในการวินิจฉัยแยกเชื้อ คือ การเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
คัดเลือกโดยผสมยาปฏิชีวนะที่เหมาะสม เช่น spectinomycin colistin และ vancomycin เพาะ
บ่มในภาวะไร้ออกซิเจน ( anaerobes) การแยกเชื้อด้วยอาหารคัดเลือกจะยับยั้งเชื้อปนเปื้อนใน
อุจจาระอ่ืนๆ และอนุญาตให้เชื้อสไปโรคีทในระบบทางเดินอาหารเจริญเติบโตได้ แต่ควรต้องมี
เชื้อสไปโรคีทที่ปริมาณไม่ต่ ากว่า 108 colony forming unit (CFU)/มิลลิลิตร (มล.) ซึ่งมักเป็นระดับ
ที่ก่อให้เกิดความเสียหายที่ล าไส้และสุกรแสดงอาการท้องเสียร่วมด้วย  การพิสูจน์วินิจฉัยชนิดของ
เชื้อท าได้โดยการทดสอบความแตกต่างทางคุณสมบัติทางชีวเคมี (biochemical tests) (Fellström 
et al., 1999) นอกจากนี้มีการพัฒนาการพิสูจน์วินิจฉัยด้วยวิธีทางอณูชีวโมเลกุล (Neef et al., 
1994) ได้แก่ ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) โดยใช้ primers ที่มี
ความจ าเพาะกับล าดับเบสของ tly (haemolysin) gene หรือ หรือ 16S rDNA gene (La et al., 
2003; La et al., 2006a; Råsbäck et al., 2006) ของเชื้อ  B. hyodysenteriae  และ เชื้อ B. 
pilosicoli วิธีเหล่านี้มีความจ าเพาะและความไวสูง ซึ่งสามารถตรวจเชื้อได้ในระดับต่ ากว่าการ
เพาะเชื้อ คือที่ปริมาณตั้งแต่ 102 - 103 CFU/มล. แต่วิธีทางอณูชีวโมเลกุลเหล่านี้มีประโยชน์เพียง
การพิสูจน์วินิจฉัยไม่สามารถแยกเชื้อเป็นออกมาได้ ดังนั้นจึงไม่สามารถน ามาใช้เพื่อศึกษา
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คุณสมบัติต่างๆ ของเชื้อได้ เช่น การประเมินความไวรับคุณลักษณะที่ก่อความรุนแรงในตัวสัตว์ 
เป็นต้น   

ในประเทศไทยและอีกหลายประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้มีการใช้ยาต้านจุลชีพ
อย่างกว้างขวางและตลอดช่วงเวลาของการเลี้ยงยกเว้นในช่วงก่อนส่งเข้าโรงฆ่าสัตว์ จึงเป็นปัจจัย
เสริมให้มีการพัฒนาของเชื้อแบคทีเรียดื้อยาในระบบทางเดินอาหาร (Hanson et al., 2002 ; 
Chuanchuen et al., 2007 ; Chuanchuen et al., 2008; Prapasarakul et al., 2010) ดังนั้นการ
แยกเชื้อด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏิชีวนะที่ผ่านมาอาจไม่สามารถก าจัดเชื้อปนเปื้อนจาก
อุจจาระ (coliform bacteria) ได้เพียงพอ คุณสมบัติของยาปฏิชีวนะที่น ามาใช้เพื่อปรับปรุงประ
สิทธิรูปของอาหารคัดเลือกจึงควรมีลักษณะในการเพิ่มความสามารถในการแยกแยะเชื้อสไปโรคีท
โดยช่วยยับยั้งการเจริญของเชื้อปนเปื้อนที่มีคุณสมบัติดื้อยา และไม่มีผลในการกดการเจริญเติบโต
ของเชื้อสไปโรคีท 

 
ภาพท่ี 1 แสดงเชื้อจากตัวอย่างอุจจาระสุกรที่แสดงอาการบิดมูกเลือดภายหลังเพาะในภาวะไร้
ก๊าซออกซิเจนเป็นเวลา 3 วัน  a,b คือลักษณะแนวย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic zone) ของ
เชื้อสไปโรคีท ที่แยกได้แต่ไม่สามารถแยกออกจากเชื้อปนเปื้อนอ่ืนในอุจจาระ  
 

a 

b 
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 ยาปฏิชีวนะกลุ่ม flavophospholipol มีคุณสมบัติหลักคือสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ Clostridium spp. และ Streptococcus spp. โดยออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ transglycosylase ในกระบวนการสร้างผนังเซลล์ในส่วนของ peptidoglycan (Van 
den Bogaard et al., 2002) และยังสามารถยับยั้งกระบวนการส่งผ่าน (conjugation) ของ  R-
plasmid โดยการท าลายส่วนของผนังเซลล์แกรมลบตรงส่วนที่เป็นสะพานเชื่อมต่อระหว่างเซลล์ใน
ระหว่างที่มีการส่งผ่าน ดังนั้นยาปฏิชีวนะในกลุ่มนี้จึงมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมลบโดยเฉพาะกลุ่ม coliform bacteria และเชื้อแบคทีเรียดื้อยาในระบบทางเดิน
อาหาร นอกจากนี้สารต้านจุลชีพอ่ืนที่มีประสิทธิรูปในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli 
คือ halquinol (สารประกอบ 5,7-Dichloro-8-quinolinol ผสมกับ 5-Chloro-8-quinolinol) เป็นสาร
สังเคราะห์ในกลุ่ม quinolines ออกฤทธิ์เป็น intercalating molecules ต่อ chromosomal DNA 
ของแบคทีเรียและยาปฏิชีวนะในกลุ่มนี้มีคุณสมบัติยับยั้งการขับยาออกนอกเซลล์ (efflux pump) 
ในเชื้อ  multidrugs resistant Enterobacter spp. (Mahamoud et al., 2006)  flavomycin และ 
halquinol เป็นสารต้านจุลชีพที่มีคุณสมบัติในการลดปริมาณเชื้อปนเปื้อนและอาจเพิ่มประสิทธิรูป
ของอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกส าหรับเชื้อสไปโรคีทในระบบทางเดินอาหาร  แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มี
การทดสอบความไวรับของเชื้อสไปโรคีทต่อสารต้านจุลชีพดังกล่าวและการน ามาประยุกต์ใช้เพื่อ
ประโยชน์ข้างต้น การศึกษาติดตามการเปลี่ยนความไวรับต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อและการพิสูจน์
เชื้อสปีชี่ส์ใหม่หรือสายพันธุ์ใหม่ และ การศึกษาด้านระบาดวิทยาโมเลกุล ( molecular 
epidemiology)  การเพาะเชื้อจึงยังคงมีความจ าเป็นเพื่อการต่อยอดการศึกษาดังกล่าว  โดยหวัง
ผลในการเพิ่มประสิทธิรูปการคัดเลือกเชื้อสไปโรคีทและการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียปนเปื้อน
ตัวอย่างอุจจาระสุกรโดยการเสริมยาปฏิชีวนะชนิดใหม่  
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื่อพัฒนาประสิทธิรูปของอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกเพื่อเพาะแยกเชื้อสไปโรคีทในระบบ
ทางเดินอาหารสุกรที่ส าคัญ ด้วยการเพิ่มชนิดและความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะที่เหมาะสม   
 
ค าส าคัญ 
(ไทย) เบรชิสไปร่า ฟลาโวมัยซิน  เชื้อสไปโรคีทในระบบทางเดินอาหารสุกร สุกร อาหารเลี้ยงเชื้อ
คัดกรองแบคทีเรีย 
(อังกฤษ) Brachyspira, flavomycin, intestinal spirochetes, pig, selective media 
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ค าถามส าหรับงานวิจัย 
 การผสมยาปฏิชีวนะ flavomycin หรือ halquinol ในอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกสามารถเพิม่ 
ประสิทธิรูปการแยกเชื้อสไปโรคีทจากระบบทางเดินอาหารของสุกรไดห้รือไม่ 
 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
  เพิ่มประสิทธิรูปการแยกเชื้อสไปโรคีทในระบบทางเดินอาหารของสุกรในแง่ของจ านวน
ตัวอย่างที่พบ และลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนจากอุจจาระ   
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บทที่  2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 เชื้อแบคทีเรียกลุ่มสไปโรคีท (Spirochetes) 

 
ภาพท่ี 2 แสดงโครงสร้างและรูปร่างของเชื้อในไฟลั่ม Spirochetes   
 
เชื้อสไปโรคีทหมายถึงกลุ่มแบคทีเรียที่อยู่ใน ไฟลั่ม สไปโรคีทส์ (Spirochaetes) ทั้งหมด 

มีลักษณะเฉพาะดังนี้คือ  เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีลักษณะโครงแนวยาวบิดเป็นเกลียว คล้ายงู 
(serpentine like bacteria) สามารถเคลื่อนที่แบบหมุนเกลียว (cork-screw movement) มีขนาด
ที่แตกต่างกันโดยเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ระหว่าง 0.09 -0.75 นาโนเมตร  และความยาวตั้งแต่ 3-
500 นาโนเมตร ลักษณะโครงสร้างพื้นฐานร่วมของแบคทีเรียในไฟลั่ม ดังแสดงในรูปที่ 2 คือ การมี
ลักษณะโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์มากกว่า 1 ชั้น คือ ชั้นนอก (outer membrane or outer envelope) 
ชั้นในที่ห่อหุ้มไซโตพลาสม  (cytoplasmic membrane or inner membrane)  โดยชั้นของ  เปปทิ
โดไกลแคนส์ (peptidoglycans) จะห่อหุ้มอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน โครงสร้างที่อยู่ภายใต้เยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นนอกทั้งหมดเรียกว่าโปรโตพลาสมิก ไซลินเดอร์ (protoplasmic cylinder) มี แฟลกเจลลา 
(flagella) ยึดเกาะที่บริเวณด้านหัวและท้ายของแบคทีเรีย (terminal end) มีทิศทางยื่นไปทางด้าน
ปลายด้านตรงข้ามของตัวแบคทีเรียและแนบชิดอยู่กับ protoplasmic cylinder อยู่ภายใน เพอริพ
ลาสมิก สเปซ  (periplamic space:ช่องว่างระหว่าง outer และ inner membrane) การเคลื่อนที่
ยืดหดของ flagella ดังกล่าวท าให้เกิดการเคลื่อนที่แบบบิดเกลียว จ านวน  flagella และต าแหน่ง
การยึดเกาะของแบคทีเรียนั้นมีความแตกต่างกันตามชนิดของสไปโรคีทนั้น  (Johnson, 1977)   

endoflagella, periplasmic flagella 
outer membrace, outer envelope 

periplasmic space 

Insertion discs 

Inner membrane, cytoplasmic membrane 
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แบคทีเรียในกลุ่มนี้มีทั้งลักษณะที่ด ารงชีพเป็นอิสระในสิ่งแวดล้อมเช่น สไปโรคีตา ฮาโลฟิลา  
(Spirocheta halophila) ในแหล่งน้ าเค็ม  (Greenberg and Canale-Parola, 1976)  และ  สไปโรคี
ตา ออแรนเทีย (Spirocheta aurantia) ในแหล่งน้ าจืด  (Breznak and Canale-Parola, 1969) 
หรือกลุ่มที่อาศัยร่วมกับโฮสต์โดยไม่ก่อโรคเช่น มิโสทริชา พาราดอกซา  ( Mixotricha  paradoxa) 
(Konig et al., 2006)   ที่เกาะติดกับผนังชั้นนอกของโปรโตซัวในทางเดินอาหารปลวก กลุ่ม  คริ
สติสไปร่า (Cristispira) ในทางเดินอาหารของหอย  (Noguchi, 1921)  และกลุ่มก่อโรคกับโฮสต์ 
เช่น  Brachyspira  hyodysenteriae ที่เป็นสาเหตุของโรคบิดมูกเลือดในสุกร (Taylor and 
Alexander, 1971) 

 
ภาพท่ี 3 Phylogenetic tree ส่วน 16S rDNA ของเชื้อในไฟลั่ม Spirochetes  
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2.2 การจัดอนุกรมวิธานของเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม spirochetes  
แบ่งออกได้เป็น 3 วงศ์ (families) (ดังแสดงในรูป phylogenetic tree (รูปที่ 3)) คือ   
1.สไปโรคีตาซิอิ(Spirochetaceae) เชื้อที่มีก่อโรคส าคัญคือ ทริโปนิมา  พาลิดุม (Treponema 
pallidum) ก่อโรคซิฟิลิส บอริเลีย เบอร์ดอร์ฟเฟอริ (Borrelia burgdorferi) ก่อให้เกิดโรคไลม์ 
(Lyme disease)  
2. เลปโตสไปราซิอิ(Leptospiraceae) เชื้อที่ก่อโรคที่ส าคัญคือ เลปโตสไปร่า อินเตอร์โรแกนส์ 
Leptospira interrogans ก่อโรคฉ่ีหนู 
3. เบรชิสไปราซิอิ (Brachyspiraceae) เชื้อที่ก่อโรคส าคัญคือ เบรชิสไปร่า ไฮโอดิสเซอเทอริ (B. 
hyodysenteriae) ก่อโรคบิดมูกเลือด และ เบรชิสไปร่า พิโลซิโคไล ( B. pilosicoli) ก่อโรคท้องเสีย
จากการติดเชื้อสไปโรคีท (colonic spirochetosis)  
 และยังพบเชื้อบางสปีชี่ส์ที่ไม่สามารถจัดเข้าสู่ตระกูลเชื้อใดได้เช่น บรีวินีมา แอนเดอร์สัน
นิอิ (Brevinema andersonii) และเอกซลิิสไปร่า เทอร์โมฟิลา (Exilispira thermophila) 
(Johnson, 1977) 
 
2.3 เชื้อแบคทีเรียในตระกูล Brachyspiraceae 

เชื้อ Brachyspira  เป็นแบคทีเรียที่อยู่ในไฟลั่ม สไปโรคีทส์ ( Spirochaetes) ชั้น สไป
โรคีทส(Spirochetes) ล าดับ สไปโรคีทาเลส ( Spirochetales) วงศ์ เบรคิสไปร่าซิอิ 
(Brachyspiraceae) มีลักษณะทางจุลสันฐานวิทยาเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างบิดเป็นเกลียว
คล้ายงู ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.35-0.38 ไมครอน ยาว 7-9 ไมครอน เคลื่อนที่แบบ
ควงเกลียว ( flexing and rotating motility)  เจริญเติบโตในภาวะไร้ก๊าซออกซิเจน ( obligate 
anaerobe) ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเลือดสัตว์ 5% พบเป็นโคโลนีกลมขนาดเล็ก 
1-2 มิลลิเมตร ขอบเรียบ แบนหรือนูนเล็กน้อย สีขาวใส พบลักษณะการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง
แบบเบต้า (β-hemolysis) รอบโคโลนี (Stanton, 2006) ในปัจจุบันแบง่แยกเป็นสายพันธุ์ต่างๆ 
โดยใช้ความแตกต่างคุณสมบัติทางชีวเคมี ร่วมกับ ล าดับเบสในส่วน 16S rDNA gene ร่วมกับ
วิธกีารจ าแนกทางชีวโมเลกุลอ่ืนๆ  ได้ทั้งสิ้น 16 สปีชี่สด์ังตารางที่ 1  
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ตารางท่ี 1 แสดงลักษณะการก่อโรคและโฮสต์ของเชื้อในวงศ์ Brachyspira 
เชื้อแบคทีเรียในวงศ์ 
Brachyspiraceae 

โฮสต์ ลักษณะการก่อโรค เอกสารอ้างอิง 

B. hyodysenteriae สุกร เป็ดมัลลาร์ด บิดมูกเลือด (Taylor and Alexander, 1971) 
B. intermedia สุกร ไก่ อุจจาระเหลว (Hudson et al., 1976; McLaren 

et al., 1997)  
B. innocens สุกร อุจจาระเหลว (Kinyon and Harris, 1979) 
B. pilosicoli สุกร มนุษย์ ไก่ อุจจาระเหลว (Taylor et al., 1980; Lee and 

Hampson, 1992; Stephens and 
Hampson, 1999) 

B. aalborgi มนุษย์ ลิงกลุ่ม  
primates 

อุจจาระเหลว (Hovind-Hougen et al., 1982; 
Munshi et al., 2003) 

B. alvinipulli ไก่ อุจจาระเหลว (Swayne et al., 1992) 
B. murdochii สุกร ไก่ ไม่ทราบการก่อโรคแน่ชัด (Stanton et al., 1997; Stephens 

and Hampson, 1999) 
B. pulli ไก่ ไม่ทราบการก่อโรคชัด (McLaren et al., 1997) 
B. canis สุนัข อุจจาระเหลว (Duhamel et al., 1998) 
B. ibaraki*  มนุษย์ อุจจาระเหลว (Mikosza et al., 2004) 
B. christianni * มนุษย์ อุจจาระเหลว (Mikosza et al., 2004) 
B. suanatina* เป็ดมัลลาร์ด สุกร อุจจาระเหลวมีเลือดปน  (Råsbäck et al., 2007a) 
B. corvi * นกวงศ์กา ไม่ทราบการก่อโรคแน่ชัด (Jansson et al., 2008) 
B. muris* หนู mice ไม่ทราบการก่อโรคแน่ชัด (Backhans et al., 2010) 
B. muridarum* 
 

หนู mice ไม่ทราบการก่อโรคแน่ชัด (Backhans et al., 2010) 

B. rattus* หนู rats ไม่ทราบการก่อโรคแน่ชัด (Backhans et al., 2010) 
* การเสนอสปีซี่ส์ของเชื้อสไปโรคีทอย่างไม่เป็นทางการ  

 
2.4 ประวัติของการจัดล าดับและการเปลี่ยนแปลงชื่อสกุลของ Brachyspira ในสุกร 

ลักษณะอาการของโรคคล้ายบิดมูกเลือดสุกรได้รับการยืนยันมาตั้งแต่ปี 1921 (Whiting et 
al., 1921) แต่ยังทราบเพียงลักษณะของเชื้อที่มีรูปร่างบิดเป็นเกลียวจากการส่องดูอุจจาระโดยเชื้อ
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ขนาดใหญ่ที่บิดเป็นเกลียวถูกเรียกชื่อว่า ทริโปนิมา ไฮโอดิสเซอเทอริ (Treponema 
hyodysenteriae) (Taylor and Alexander, 1971) จากลักษณะของรูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
และความสามารถที่ต้องเจริญในสภาวะไร้ก๊าซออกซิเจนเท่านั้น (Harris et al., 1972a) และ ส่วน
เชื้อขนาดเล็กกว่าที่รูปร่างบิดเป็นเกลียวและไม่ก่อโรคในสุกรใหช้ื่อว่า วิบริโอ โคไล  (Vibrio coli) 
ต่อมาเปลี่ยนเป็น แคมไพโลแบคเตอร์ โคไล (Campylobacter coli) (Fernie et al., 1975) เมื่อ
พบว่าแบคทีเรียมีลักษณะรูปร่างและขนาดใกล้เคียงกับ Treponema hyodysenteriae แต่ไม่ก่อ
โรคในสุกร จึงเปลี่ยนชื่อเป็น  ทริโปนิมา  อินโนเซนส์  (Treponema innocens) (Kinyon and 
Harris, 1979) ต่อมามีการก าหนดจีนัสใหม่อีกโดยศึกษาสัดส่วนของความต่างเชิงร้อยละของโมล
เบส G+C ของ DNA ระหว่างเชื้อ Treponema ที่แยกได้จากอุจจาระสุกรทั้งสองพบว่าอยู่ที่ระดับ
ร้อยละ 25.8 ซึ่งแตกต่างจากเชื้อ Treponema palidum โดยพบว่าอยู่ที่ระดับร้อยละ 53 (Miao 
and Fieldsteel, 1978; Miao et al., 1978) ร่วมกับระดับความเหมือนของล าดับเบสยีน 16S 
rDNA อยู่ที่ประมาณร้อยละ 5 (ในขณะที่เชื้อ T. innocens และ T. hyodysenteriae มีความ
เหมือนอยู่ที่มากกว่าร้อยละ 99) ดังนั้นเชื้อทั้งสองจึงถูกแยกจากสกุล Treponema  และตั้งชื่อเป็น
สกุลใหม่เป็น เซอพูล่า (Serpula) (Stanton et al., 1991) แต่ชื่อดังกล่าวพบว่าถูกใช้ตั้งเป็นชื่อสกุล
เชื้อราไปแล้ว ท าให้เชื้อทั้งสองถูกตั้งชื่อสกุลใหม่อีกครั้งเป็น เซอพูลิน่า (Serpulina : S) ภายหลัง
การศึกษาต่อมาพบว่าเชื้อที่เพาะแยกจากตัวอย่างอุจจาระสุกร Serpulina ที่มีผลการศึกษารูปร่าง 
การทดสอบทางชีวเคมี (Lee et al., 1993) การทดสอบการก่อโรค (Lemcke and Burrows, 1981) 
รวมถึงการทดสอบรูปแบบของความต่างของลักษณะประจุเอนไซม์ของแบคทีเรียที่ว่ิงผ่าน
สนามไฟฟ้า (multilocus enzyme electrophoresis: mlee) (Lymbery et al., 1990)และล าดับ
เบสของส่วน 16S rDNA (Fellström et al., 1995; Pettersson et al., 1996) พบความแตกต่างจน
สามารถแยกเชื้อดังกล่าวออกมาเป็นสปีชี่ส์ใหม่จาก S. hyodysenteriae โดยที่ชื่อว่า เซอพูลิน่า  
พิโลซิโคไล (Serpulina pilosicoli)  (Trott et al., 1996b) (โดยชื่อเดิมคือ แอกัลลินา โคไล  
(Auguillina coli) (Lee and Hampson, 1994)) ต่อมามีผู้ศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบ MLEE ของ
เชื้อสไปโรคีทที่ท าให้เกิดอาการท้องเสียในมนุษย์คือเชื้อ เบรชิสไปร่า อัลเบอร์ไก  ( Brachyspira 
aalborgi) และเชื้อที่แยกได้สไปโรคีทในทางเดินอาหารอ่ืนๆ ได้แก่ S. hyodysenteriae , S. 
pilosicoli  และ S. innocens พบว่ามีความแตกต่างกันในระดับสปีซี่ส์ แต่เหมือนกันในระดับจีนัส 
(Lee and Hampson, 1994) แต่เมื่อศึกษาถึงล าดับเบสของส่วน 16S rDNA พบว่าเชื้อทั้งหมด
ดังกล่าวมีความเหมือนกันมากกว่า 96%  ดังนั้นเชื้อทั้งหมดจึงถูกจัดรวมอยู่ในสกุลเดียวกันคือสกุล 
Brachyspira (Ochiai et al., 1997) ในปี 2006 เชื้อ Serpulina สปีชี่ส์ เซอพูลิน่า เมอดอร์คไก 
(Serpulina murdochii) และเซอพูลิน่า อินเตอร์มีเดีย (S. intermedia) ก็ถูกย้ายไปอยู่ในสกุล 
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Brachyspira เช่นกัน จากความใกล้เคียงกันของล าดับเบสส่วน 16S rDNA (Hampson and La, 
2006) เชื้อ Brachyspira สปีชี่ส์ล่าสุดที่มีการในสุกรคือเชื้อ เบรชิสไปร่า ซูแอนนาตินา 
(Brachyspira suanatina) แยกจากเชื้อ B. hyodysenteriae จากความแตกต่างของล าดับเบสใน
ส่วน 16S rDNA และยีน nox (Råsbäck et al., 2007a) 
 

2.5 ลักษณะการก่อโรคท่ีเน่ืองจากการติดเชื้อ Brachyspira ในสุกร 
 โรคบิดมูกเลือด 

สุกรแสดงอาการอุจจาระเหลวโดยมีเลือดและเยื่อเมือกปนออกมากับอุจจาระถูกพบครั้ง
แรกในประเทศสหรัฐอเมริกา (Whiting et al., 1921) เกิดจากการติดเชื้อ B. hyodysenteriae 
(Taylor and Alexander, 1971)  จนกระทั่งในปัจจุบันพบว่า  B. suanatina สามารถท าให้เกิด
อาการดังกล่าวได้เช่นเดียวกัน  (Råsbäck et al., 2007a) โรคบิดมูกเลือดพบในสุกรได้ตั้งแต่ระยะ
หลังจากอนุบาล (8 สัปดาห์) จนถึงส่งขาย ความรุนแรงของโรคข้ึนอยู่กับปัจจัยที่ก่อความรุนแรง
ความสามารถสเตรนของเชื้อ (virulent factors) (Lee et al., 1993)  โดยพบแล้วว่ามีความ
เกี่ยวข้องกับพลาสมิด (plasmid) ขนาด 36 กิโลเบสที่พบเฉพาะสเตรนที่มีอัตราการติดเชื้อและก่อ
โรคในระดับสูง 92% จากการทดลองป้อนเชื้อในสุกร โดย plasmid ดังกล่าวมียีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการสร้างน้ าตาลแรมโนส (rhamnose)  และกระบวนการเติมหมู่คาร์โบไฮเดรตเข้าไปใน
สายเปปไทด์ที่สร้างขึ้น (glycosylation) (La et al., 2011) ส่วนระดับภูมิคุ้มกันของฝูงพบว่ามีส่วน
สัมพันธ์กับความรุนแรงของโรคที่เกิดขึ้น (Thomson et al., 2001)  ระยะการติดเชื้อจนถึงแสดง
อาการของโรคที่เร็วที่สุดคือ 5 วัน ช้าที่สุดคือ 10-15 วัน ในบางกรณีสุกรที่รับเชื้อแล้วไม่แสดง
อาการของโรคสามารถการปล่อยเชื้อออกมากับอุจจาระได้ถึง 51 วัน(Jacobson et al., 2004) 
และสุกรที่หายจากโรคแล้วสามารถปล่อยเชื้อออกมากับอุจจาระได้ถึง 90 วันหลังจากวันที่ไม่แสดง
อาการของโรค (convarescent period) (Harris et al., 1972a)   ในกรณีที่ไม่มีการควบคุมโรค
ด้วยยาปฏิชีวนะจะพบอัตราการติดเชื้อสูงถึง 90-100% ทั้งฝูงสุกรขุนและสุกรที่ติดเชื้อจะมีอัตรา
การตาย 20-30% กรณีที่สุกรไม่ตายพบว่าสุกรป่วยจะสูญเสียน้ าหนักและมีประสิทธิรูปในการใช้
อาหารที่ลดลง ถึงแม้จะมีรายงานเกี่ยวกับภูมิคุ้มโรคของสุกรภายหลังจากการติดเชื้อ แต่พบว่าสุกร
สามารถติดเชื้อซ้ าได้ในอัตราถึง 7-53% เชื้อ B. hyodysenteriae (Joens and Glock, 1979; 
Joens et al., 1979) อาศัยและเพิ่มจ านวนอยู่บริเวณทางเดินอาหารส่วนท้ายของสุกรโดยพบได้ทั้ง
ในส่วนของพื้นผิวชั้นนอกของล าไส้ ภายในหลืบ ( crypt) ในส่วนของไส้ตัน ล าไส้ใหญ่ และล าไส้
ตรง  เชื้อชนิดนี้จะลุกล้ าผ่านเซลล์เยื่อบุล าไส้ เซลล์รูปถ้วยที่มีหน้าที่ผลิตเมือก ( globet cell) และ
ชั้น lamina propria (Taylor and Blakemore, 1971; Glock et al., 1974) ความรุนแรงของโรคยัง
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ขึ้นกับชนิดและปริมาณของแบคทีเรียในกลุ่มไม่ใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโตอีกด้วย การพบเชื้อ 
Bacteroides fragilis, B. vulgates และ Fusobacterium necrophorum ร่วมกับเชื้อ B. 
hyodysenteriae จะมีความรุนแรงของโรคเพิ่มสูงขึ้น (Whipp et al., 1979) 

 นอกจากการติดต่อระหว่างสุกรโดยตรง จะเป็นทางที่ส าคัญของการแพร่เชื้อโรคในฟาร์ม 
แล้วพบว่า ผู้เลี้ยง ปัจจัยจากสรูปแวดล้อมภายนอกก็มีผลต่อการคงอยู่ของเชื้อได้ เช่น เชื้อที่
ปนเปื้อนในบ่อน้ าทิ้งในฟาร์ม (Glock et al., 1975; Songer et al., 1978)  เชื้อที่อยู่ในระบบ
ทางเดินอาหารของสัตว์ในฟาร์มอ่ืน ๆ เช่น  หนู และ แมลงสาบ โดยหนูสามารถปล่อยเชื้อ  B. 
hyodysenteriae ออกมากับอุจจาระได้นานถึง 180 วัน (Joens and Glock, 1979) 
  

โรคท้องเสยีจากการติดเชื้อ Brahcyspira spp.อ่ืนๆ ในสุกร 
 เชื้อโรคท้องเสียจากการติดเชื้อ Brachyspira ที่ไม่ใช่กรณีบิดมูกเลือดที่มีผู้ศึกษาวิจัยมาก
ที่สุดคือ B. pilosicoli  เชื้อนี้ท าให้เกิดอาการท้องเสียอย่างอ่อน  ไม่พบลักษณะของอุจจาระปน
เลือด มีชื่อเรียกเฉพาะว่า spirochetal diarrhea (Taylor et al., 1980) หรือ porcine intestinal 
spirochetosis (Trott et al., 1996b) สุกรที่ติดเชื้อจะแสดงอาการท้องร่วงอุจจาระมีสีเทาเหลว 
บางคร้ังพบมูกปนออกมาด้วย พบได้ตั้งแต่หลังจากหย่านม 2 สัปดาห์ อัตราการตายต่ า ท าให้
สูญเสียน้ าหนัก และประสิทธิรูปการใช้อาหาร อาการทั้งสามารถกลับมาเป็นปกติได้ภายหลังจาก
การติดเชื้อ 1-2 สัปดาห์ บางครั้งพบว่าสุกรไม่พบอาการป่วยแม้ว่าสุกรจะมีแบคทีเรียดังกล่าวเจริญ
ในล าไส้  (Stanton, 2006) พยาธิก าเนิดของเชื้อโดยเชื้อจะใช้ปลายด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์
เกาะติดกับเซลล์เยื่อบุล าไส้ (microvilli) โดยเฉพาะบริเวณไส้ตัน และล าไส้ตรง โดยมี
ลักษณะเฉพาะ คล้ายแผงของขนแปรงเรียกว่า false brush border (Taylor et al., 1980)  กรณี
ดังกล่าวท าให้เกิดลักษณะการท้องเสียเนื่องจากเชื้อไปปิดกั้นการดูดของเหลวกลับจากตัวอุจจาระ
ของเซลล์เยื่อบุล าไส้(Trott et al., 1995)  จากการทดลองเพาะเชื้อ B.  pilosicoli ร่วมกับเซลล์ต้น
ก าเนิดจาก human epithelial colorectal adenocarcinoma  (CACO2) พบว่าภายหลังจากเกาะ
ที่เซลล์ เชื้อบางส่วนจะแทรกตัวจนเกิดลักษณะเป็นรอยบุ๋มลงไปในพื้นผิวของเซลล์ และเซลล์
ดังกล่าวเกิดการหดตัวของนิวเคลียส การแตกหักของโครมาติน  ( chromatin) และการตายใน
ลักษณะแบบ อพอบโทซิส (apoptosis) ในระดับของการเรียงตัวของเซลล์พบว่าภายหลังจากติด
เชื้อพบว่าเกิดการแยกตัวของ โซลูนา ออกคลูเดนส์ 1 (Zoluna occludens1)  ซึ่งเป็นส่วนประกอบ
หนึ่งของโครงสร้างยึดติด (tight junction) เข้าไปในส่วนของ cytoplasm (Naresh et al., 2009)  
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Epithelium
http://en.wikipedia.org/wiki/Colon_(anatomy)
http://en.wikipedia.org/wiki/Adenocarcinoma
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2.6 ความแตกต่างของคุณสมบัติของเชื้อ Brachyspira สปีชี่ส์ต่างๆ ท่ีเพาะแยกได้จาก
ทางเดินอาหารของสุกร 

Brachyspira hyodysenteriae  
ก่อให้เกิดอาการบิดมูกเลือดในสุกร ส่วนใหญพ่บในช่วงสุกรรุ่นถึงสุกรขุน (Stanton, 2006) 

มีความยาวประมาณ 7 -12 ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32-0.38 ไมโครเมตร มี peripalsmic 
flagella 7-14 เส้น เกาะที่บริเวณด้านปลายแต่ละด้าน มี ร้อยละของโมลเบส G+C ของ DNA 
เท่ากับ  25.8 โดยทั่วไปแล้วมีความสามารถท าให้เกิดลักษณะของการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง
อย่างรุนแรง (strong beta hemolysis) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือดผสมอยู่ มีความสามารถในการ
สร้างสารอินโดล (indole) จากทริปโตเฟน (tryptophan) หรือทริปโตน  (tryptone) (Stanton et al., 
1991) [แต่พบว่ามีการศึกษาที่เชื้อในสปีชี่ส์นี้บางเสตรนไม่สามารถสร้างสาร indole  (Hommez et 
al., 1998)] ไม่สามารถใช้ fructose เป็นพลังงานโดยไม่ใช้ออกซิเจนได้ ไม่สามารถย่อยสลาย ฮิป
ปูเรท ( hippurate) โดยวิธีไฮโดรไลส์ (Stanton et al., 1991)   ความสามารถการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงอย่างรุนแรงเกิดจากการที่เชื้อมียีน hlyA ที่สามารถแปลรหัสออกเป็น ฮีโมไลซิน  
(hemolysin) ที่มีคุณสมบัติย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hsu et al., 2001)  ลักษณะการเกิดการย่อย
สลายเม็ดเลือดแดงแบบรุนแรงเป็นลักษณะส าคัญของเชื้อในสปีชี่ส์นี้  
 
 Brachyspira innocens 
 เพาะแยกได้จากสุกรที่ไม่ได้แสดงอาการผิดปกติเกี่ยวกับทางเดินอาหาร โดยมีรูปร่าง
ลักษณะคล้าย B.hyodysenteriae แต่มีล าดับเบสจากการตรวจสอบโดยวิธี DNA-DNA 
saturation-reassociation assays เหมือนกับ B.hyodysenteriae  เพียง 28% (Miao et al., 
1978) มีความยาวประมาณ 7 -12 ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32-0.38 ไมโครเมตร และ 
peripalsmic flagella จ านวน 8-14 เส้น เกาะที่บริเวณด้านปลายแต่ละด้าน มีร้อยละของโมลเบส 
G+C ของ DNA เท่ากับ  26 มีความสามารถท าให้เกิดลักษณะของการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง
อย่างอ่อน (weak beta hemolysis)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือดผสมอยู่ (Hudson et al., 1976)ไม่
สามารถสร้างสาร indole จาก tryptophan หรือ tryptone ได้ มีความสามารถในการใช้ fructose 
เป็นพลังงานโดยไม่ใช้ออกซิเจน ไม่สามารถย่อยสลาย hippurate โดยวิธีไฮโดรไลส์  (Stanton et 
al., 1991)   
 
 Brachyspira pilosicoli 
 ก่อให้เกิดการท้องเสียในลักษณะอุจจาระเป็นสีเทาเหลวในสุกร ( porcine colonic 
spirochetosis) มีความยาวประมาณ 4 -12 ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25-0.3 ไมโครเมตร 
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และ peripalsmic flagella จ านวน 4-7 เส้น เกาะที่บริเวณด้านปลายแต่ละด้าน มี ร้อยละของโมล
เบส G+C ของ DNA เท่ากับ 25 (Trott et al., 1996b) มีความสามารถท าให้เกิดลักษณะของการ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงอย่างอ่อน ( weak beta hemolysis)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือดผสมอยู่  
ไม่สามารถสร้างสาร indole จาก tryptophan หรือ tryptone ได้  มีความสามารถในการใช้ 
fructose เป็นพลังงานโดยไม่ใช้ออกซิเจน  สามารถย่อยสลาย hippurate โดยวิธีไฮโดรไลส์  
(Fellström and Gunnarsson, 1995) และพบว่าเชื้อ  B. pilosicoli  มียีน hlyA เช่นเดียวกับ B. 
hyodysenteriae (Hsu et al., 2001) แต่พบว่ายีนดังกล่าวไม่มีการแสดงออกในเชื้อนี้ จึงท าให้เกิด
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงอย่างอ่อน  (Zuerner et al., 2004)  
 
 Brachyspira intermedia 
 มีรายงานการก่อให้เกิดการท้องเสียในสุกร   ความยาวประมาณ 7.5-10 ไมโครเมตร เส้น
ผ่านศูนย์กลาง 0.32-0.38 ไมโครเมตร และ peripalsmic flagella จ านวน  12-14 เส้น เกาะที่
บริเวณด้านปลายแต่ละด้าน มีร้อยละของโมลเบส G+C ของ DNA เท่ากับ 25  มีความสามารถท า
ให้เกิดลักษณะของการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงอย่างอ่อน ( weak beta hemolysis)  
ความสามารถในการสร้างสาร indole จาก tryptophan หรือ tryptone ได้ มีความสามารถในการ
ใช้ fructose เป็นพลังงานโดยไม่ใช้ออกซิเจน  ไม่สามารถย่อยสลาย hippurate โดยวิธีไฮโดรไลส์
ได้ ชื่อของเชื้อในสปีชี่ส์นี้ได้มาจากลักษณะผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อที่มีลักษณะอยู่กึ่ง
ระหว่าง B. hyodysenteriae และเชื้อ B. innocens (Stanton et al., 1997) 
 
 Brachyspira murdochii 
 เป็นเชื้อที่เพาะแยกได้จากทางเดินอาหารสุกรปกติ ของสุกร มีความยาวประมาณ 5-8 
ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.35-0.4 ไมโครเมตร และ peripalsmic flagella จ านวน  11-13 
เส้น เกาะที่บริเวณด้านปลายแต่ละด้าน มี ร้อยละของโมลเบส G+C ของ DNA เท่ากับ  27  มี
ความสามารถท าให้เกิดลักษณะของการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงอย่างอ่อน ( weak beta 
hemolysis) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเลือดผสมอยู่  ไม่สามารถในการสร้างสาร indole จาก 
tryptophan หรือ tryptone ได้ มีความสามารถในการใช้ fructose เป็นพลังงานโดยไม่ใช้ออกซิเจน  
ไม่สามารถย่อยสลาย hippurate โดยวิธีไฮโดรไลส์ (Stanton et al., 1997) 
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 Brachyspira suanatina  
 เพาะแยกได้จากทางเดินอาหารสุกรที่แสดงอาการท้องเสียแบบมีมูกเลือดปน มี
ความสามารถท าให้เกิดลักษณะของการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงอย่างรุนแรง  เชื้อ B. suanatina 
ไม่มียีน hlyA  มีความสามารถในการสร้างสาร indole จาก tryptophan หรือ tryptone ได้ ไม่
สามารถย่อยสลาย hippurate โดยวิธีไฮโดรไลส์ (Råsbäck et al., 2007a) 
 
2.7 ประวัติการเพาะแยกเชื้อ Brachyspira 

การศึกษาโรคบิดมูกเลือดในสุกรในระยะแรกใช้วิธีสังเกตรูปร่างของเชื้อ การลักษณะการ
เคลื่อนที่ผ่านกล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นด า (dark-field microscopy) ด้วยขนาดก าลังขยาย 400 เท่า
ร่วมกับการพิจารณาลักษณะรอยโรคของสุกรและการเพาะแยกเชื้อจากตัวอย่างอุจจาระและล าไส้
ที่เกิดรอยโรค ต่อมาได้พัฒนาการเพาะเลี้ยงเชื้อชนิดนี้บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งด้วยการกรอง
สารละลายผนังชั้นในล าไส้ของสุกรกรองผ่าน แผ่นกรองชนิด  cellulose acetate ตามล าดับจาก
ขนาดช่องของแผ่นกรองขนาดใหญ่ไปหาเล็ก ดังนี้คือเริ่มการกรองจากแผ่นกรองเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของรูความกว้าง 8 ไมครอน แล้วจึงน าสารละลายที่ได้ไปกรองผ่านแผ่นกรองเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของรูเล็กลงไปเรื่อยๆ  (5-> 3 -> 1.2 ->0.8 ->0.65) จนถึงขนาดความกว้าง  0.45 ไมครอน แล้ว
เกลี่ยสารละลายลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptose agar ผสมเลือดวัวหรือเลือดม้า 5% บ่มเพาะ
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในโถอัดที่บรรจุก๊าซ ไฮโดรเจน :คาร์บอนไดออกไซด์ ในสัดส่วน 80-
95%: 20-5% และเร่งปฏิกิริยาด้วย palladium catalyst โคโลนีของเชื้อ Brachyspira มีลักษณะ
เรียบแบนขนาดเล็ก 0.5-1 มิลลิเมตร ใส (translucent) และพบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ
เบต้า   (Harris et al., 1972b; Harris et al., 1973) 

เนื่องจากการเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยวิธีกรองเพื่อลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่มีขนาดใหญ่กว่า 
0.45 ไมครอนข้างต้น จะตรวจพบเชื้อแบคทีเรีย Brachyspira ในช่วงที่สุกรแสดงอาการป่วยใน
ระยะเฉียบพลันเป็นส่วนใหญ่ แต่พบว่าตรวจพบได้จ านวนตัวอย่างน้อยในสุกรที่ติดเชื้อใน
ระยะแรกที่ยังไม่พบอาการ แต่สามารถถ่ายทอดเชื้อไปยังสุกรที่ไวรับต่อโรคได้ (Gorrie, 1946) เพื่อ
ยืนยันเชื้อในสุกรกลุ่มดังกล่าวจึงมีการพัฒนาการเพาะเชื้อโดยผสมยาปฏิชีวนะชนิด 
spectinomycin ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม aminoglycyclitols โดยอาศัยข้อมูลความไวรับของยาต่อเชื้อที่มี
ในระดับต่ า (DeGeeter and Harris, 1975) อีกทั้งยังมีความสามารถในการท าลายเชื้อกลุ่มแกรม
ลบที่อยู่ภายในทางเดินอาหารได้ดี (Finland et al., 1976) เชื้อ Brachyspira เจริญในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ผสมยา spectinomycin ได้ในระดับ 1,000 ไมโครกรัม/มล. แต่ความเข้มข้นของเชื้อจะลดลง
ไป 10-100 เท่าของความเข้มข้นของเชื้อที่ใส่ลงไปตอนเริ่ม แต่ที่ระดับยา 400 ไมโครกรัม /มล. 
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spectinomycin (S400)  พบว่ามีความเหมาะสมที่สามารถยับยั้งปริมาณแบคทีเรีย ปนเปื้อน ใน
ทางเดินอาหารได้ถึง 99.9% และไม่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Brachyspira (Songer et 
al., 1976)  spectinomycin จึงเป็นยาปฏิชีวนะพื้นฐานที่ใช้ผสมในอาหารเลี้ยงในการเพาะเชื้อ 
Brachyspira ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน ต่อมาได้มีผู้พยายามน ายาปฏิชีวนะชนิดอ่ืนๆมาใช้ผสม
ร่วมกับ spectinomycin โดยเลือกจากผลค่าความไวรับของเชื้อต่อยาปฏิชีวนะในระดับที่ต่ าต่อเชื้อ 
B. hyodysenteriae ดังแสดงในตารางที่ 2 ด้วยการเสริมยาปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบ
คัดเลือกเปรียบเทียบกับการใช้ spectinomycin เพียงชนิดเดียว เรียงล าดับตามปีการศึกษา
ดังนี้คือ  ในปีค.ศ.  1981 มีการศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยา colistin 25 ไมโครกรัม /มล. + 
vancomycin 25 ไมโครกรัม /มล.  + spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. เรียกว่าCVS agar 
สามารถลดปริมาณเชื้อปนเปื้อนอ่ืนในอุจจาระจากระดับ 108 CFU/มล. จนถึงระดับน้อยกว่า 102 

CFU/มล.  โดยไม่ยับยั้งการเจริญของเชื้อ B. hyodysenteriae ทั้ง 6 เสตรนที่น ามาทดสอบ  
(Jenkinson and Wingar, 1981)  ในปี ค.ศ. 1982 มีผู้ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยา 
spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. + spiramycin 5 ไมโครกรัม /มล.เพาะแยกเชื้อจากตัวอย่าง
อุจจาระของมนุษย์ จนสามารถยืนยันเชื้อสไปโรคีทจากทางเดินอาหารสปีชี่ส์ใหม่ คือ B.aalborgi 
(Hovind-Hougen et al., 1982) ในปี ค.ศ. 1986 มีการศึกษาเปรียบเทียบผลของสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ผสมยาสองสูตรคือยา spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. + vancomycin 250 ไมโครกรัม /
มล. (S+V250) และ ยา spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. + colistin 25 ไมโครกรัม /มล. + 
brilliant green 1 ไมโครกรัม /มล.  (SCB) พบว่าอาหารเลี้ยงที่แยกตัวอย่างแบคทีเรีย B. 
hyodysenteriae ได้มากที่สุดคือ S+V250 และสามารถยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนๆจากอุจจาระให้อยู่ใน
ระดับ 4.5 x 100 CFU/มล. (Szynkiewicz and Binek, 1986)  ปี ค.ศ. 1988 ทดสอบประสิทธิรูป
ของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยา spectinomycin 200 ไมโครกรัม /มล.  +  spiramycin 25 
ไมโครกรัม/มล. + rifampin 12.5 ไมโครกรัม /มล. + vancomycin 6.25 ไมโครกรัม /มล. + colistin 
6.25 ไมโครกรัม/มล. (BJ agar) พบว่าสามารถลดระดับเชื้อที่ปนเปื้อนจากระดับ 108-1010 CFU/
มล. ลงมาถึงในระดับที่ไม่พบเชื้อปนเปื้อนเลย และสามารถแยกเชื้อ  B. hyodysenteriae จ านวน 
88 เชื้อและ B. innocens จ านวน 11 เชื้อ จาก 461 ตัวอย่างจากอุจจาระสุกรฟาร์ม ซึ่งมากกว่า S-
400 (แยกได้ B. hyodysenteriae 69 เชื้อ และ B. inncens 4 เชื้อ) แต่เมื่อทดสอบกับเชื้ออ้างอิง 
B. innocens strain B256T พบว่า BJ agar มีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อดังกล่าวบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Kunkle and Kinyon, 1988) ในปี ค.ศ. 1990 ได้มีผู้ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ผสมยา spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล.  + colistin 10 ไมโครกรัม /มล.  + rifampicin 
(rifampin) 30 ไมโครกรัม/มล. (CSR) ในการเพาะแยกเชื้อสไปโรคีทจากทางเดินอาหารของผู้ป่วย
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ในโรงพยาบาลในประเทศโอมาน 1,000 คน พบว่าสามารถแยกเชื้อได้ 114 เชื้อ  (Barrett, 1990)   
ในปี ค.ศ. 1992 มีการศึกษาเปรียบเทียบความสามารถของ CVS agar, BJ agar และ S-400 ใน
การเพาะแยกเชื้อ B. hyodysenteriae จากตัวอย่างอุจจาระสุกรจ านวน 379 ตัวอย่าง โดยคละ
ลักษณะสุขรูป  (พบโคโลนีของเชื้อ Brachyspira จาก 145 ตัวอย่าง พบว่าสามารถแยกเชื้อได้
จ านวน 111 เชื้อ จาก CVS agar , 130 เชื้อ จาก BJ agar และ 76 เชื้อ  จาก S-400 ตามล าดับ 
(Achacha and Messier, 1992) (โดยข้อมูลของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏิชีวนะที่มีการใช้ใน
สุกรกล่าวโดยสรุปไว้ในตารางที่ 3) 

 
ตารางท่ี 2 แสดงกลไกการออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะที่มีผู้ใช้ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อในการเพาะแยก
เชื้อ  Brachyspira  และระดับค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต ( minimal  
inhibitory concentration: MIC)ของเชื้อ Brachyspira hyodysenteriae 

ชื่อยา ชนิดของยา กลไกการออกฤทธิ์ MIC90 

spectinomycin animocyclitols ยับยั้งการสร้างโปรตีนของแบคทีเรียโดยจับกับ  
หน่วยไรโบโซมย่อย  30S 

>10001 

colistin Polymyxins ท าปฏิกิริยากับผนังเซลล์แบคทีเรียชั้นนอกโดยการ
เปล่ียนแปลงประจุในต าแหน่งส่วน  
lipopoysacharide และใช้ต าแหน่ง
hydrophobic/hydrophilic    จับกับเย่ือหุ้มเซลล์
ของแบคทีเรีย ท าหน้าที่คล้ายสารช าระล้างท าให้
เย่ือหุ้มเซลล์สลายตัว 

>1002 

vancomycin glycopeptide 
antibiotic 

ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก
โดยจับกับส่วน D-alanyl-D-alanine ของเปปไทด์  
NAM/NAG ท าให้เกิดการยับยั้งการสร้างสายโพลี
เมอร์สายยาวและป้องกันการเชื่อมพันธะระหว่าง
โพลีเมอร์สายยาว 

>1002 

rifampicin หรือ 
rifampin 

rifamycin ยับยั้งเอนไซม์ DNA-dependent RNA 
polymerase โดยจับกับส่วนย่อยเบต้าของเอนไซม์
ดังกล่าว ท าให้ไม่สามารถถอดรหัส 
(transcription) จากสาย DNA ได้ 

>1002 

spiramycin macrolide ยับยั้งการสร้างโปรตีนของแบคทีเรียโดยจับกับ  
หน่วยไรโบโซมย่อย 30S 

>1002 

1  (Songer et al., 1976), 2 (Kitai et al., 1979) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Glycopeptide_antibiotic
http://en.wikipedia.org/wiki/Glycopeptide_antibiotic
http://en.wikipedia.org/wiki/Rifamycin
http://en.wikipedia.org/wiki/RNA_polymerase
http://en.wikipedia.org/wiki/RNA_polymerase
http://en.wikipedia.org/wiki/RNA_polymerase
http://en.wikipedia.org/wiki/Macrolide
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ตารางท่ี 3 สรุปสูตรของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเหมาะสมส าหรับการเพาะแยกเชื้อ Brachyspira 
ในสุกร 

สูตรอาหารเล้ียงเช้ือ 
(ไมโครกรัม/มล.) 

เช้ือท่ีท า
การส ารวจ 

ร้อยละของอัตรา
การพบเช้ือ 

ค่าเฉล่ียของ
จ านวน 

Brachyspira 
ท่ีพบ 

จ านวนเท่า
ของการลด
การปนเป้ือน  

การทดสอบ เอกสารอ้างอิง 

Spectinomycin (200) 

BH 

100(6/6) 1.1x108 104 ทดสอบเพาะ
เช้ือจาก

อุจจาระสุกร
ท้องเสียท่ี

จากการป้อน
เช้ิอก่อโรค 

(Songer et 
al., 1976) 

Spectinomycin (400) 
(S400 agar) 

100(6/6) 1.4x108 104 

Spectinomyicn (400) 
Colistin (25) 

Vancomycin (25) (CVS 
agar) 

BH 
100(7/7) 

 
:1.8x108 106 

ทดสอบเพาะ
เช้ือจาก
ตัวอย่าง 

อุจจาระสุกร
ท่ีผสมเช้ือ 

Brachyspira 

(Jenkinson 
and Wingar, 

1981) 

Spectinomyicn (400) BH 
100(7/7) 

 
1.5x108 104 

Spectinomyicn (400) 
Colisitn (50) 

Brilliant green (1) (SCB 
agar) 

BH 

66.7(16/24) ND ND ทดสอบเพาะ
เช้ือจาก
ตัวอย่าง
อุจจาระ 
สุกรฟาร์ม 

 

(Szynkiewicz 
and Binek, 

1986) 
 
 

Spectinomyicn (400) 
Vancomycin 

(250) (S+V250) 
100(24/24) ND ND 

Spectinomyicn (400) 100(24/24) ND ND 

Spectinomyicn (200) 
Spiramycin (25) 
Rifampicin (12.5) 

Vancomycin (6.25) 
Colistin (6.25) 

(BJ agar) 

BH 

19.1(88/461) ND 104 

ทดสอบเพาะ
เช้ือจาก
ตัวอย่าง
อุจจาระ 
สุกรฟาร์ม 

 

(Kunkle and 
Kinyon, 
1988) 

(CVS agar) ND ND 103 

Spectinomyicn (400) 14.9(69/461) ND 102 

BJ agar 
BH 

88.3(128/145) ND ND 
ทดสอบเพาะ (Achacha 

CVS agar 76.6(111/145) ND ND 
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S400 agar 52.4(76/145) ND ND 

เช้ือจาก
ตัวอย่าง
อุจจาระ 
สุกรฟาร์ม 

and Messier, 
1992) 

Spectinomyicn (400) 
Rifampicin (30) ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว (BAM-SR 

broth)30 นาทีก่อนเพาะใน 
Spectinomyicn (400) 

Rifampicin (30) in 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

(BAM-SR agar) 

BH 
(ATCC271

64) 
ND 102 

ND 

ทดสอบเพาะ
เชื้อจาก
ตัวอย่าง 

อุจจาระสุกรที่
ผสมเชื้อ 

Brachyspira 

(Calderaro et 
al., 2005) 

BP 
(ATCC511

39) 
ND 102 

BP 
(AN914:90) 

ND 103 

BM(C301) ND 105 

 BH : B. hyodysenteriae, BP : B.pilosicoli, BM : B. murdochii ND : ไม่ได้ทดสอบ 
  
ตารางท่ี 4 แสดงอัตราการพบเชื้อ Brachyspira จากการเพาะแยกบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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Diarrheic  
pigs  

Total  pigs  

B. Hyodysenteriae 
1/222 
(0.5%)  

37/192 
(19.3%)  

0  0  
39/178 
(21.9%)  

29/207 
(13.9%)  

0  0  

B. pilosicoli 0  
5/192 
(2.6%)  

72/244 
(29.5%)  

392/1048 
(37.4%)  

5/178 
(2.8%)  

20/207  
(9.6%)  

42/428  
(9.8%)  

232/358 
(64.8%)  Brachyspira 

สปีชี่ส์อื่น 

60/222 
(27.0
%)  

0  
64/244 
(25.4%)  

134/1048 
(12.8%)  

0  
15/207  
(7.2%)  

14/428  
(3.3%)  

 
โดยสรุปแล้วมีชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดที่พบใช้การศึกษาโดยส่วนใหญ่ในปัจจุบันมี 3 

ชนิดคือ S-400, CVS, BJ แต่ละชนิดต่างมีข้อดีข้อเสียต่างกัน S-400 มีข้อดีคือไม่มีผลต่อยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียในวงศ์ Brachyspiraceae ทุกชนิด แต่พบโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ
ปนเปื้อนในปริมาณสูง แต่ CVS และ BJ ก็พบรายงานการศึกษาให้ผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ B. 
pilosicoli บางสายพันธุ์  (Trott et al., 1996b)และ B. hyodysenteriae (Achacha and Messier, 
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1992) บางสายพันธุ์ โดยอัตราการเพาะแยกเชื้อจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาต้านจุลชีพชนิดต่างๆ 
แสดงไว้ตารางที่ 4 

นอกจากการวิธีการพื้นฐานที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งในการเพาะแยกเชื้อเพียงอย่าง
เดียวแล้ว พบว่ามีผู้น าตัวอย่างอุจจาระสุกรผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว brain heart 
infusion broth (BHI) (Oxiod,UK) ที่ผสมยาปฏิชีวนะ rifampicin 30 ไมโครกรัม /มล.  และ 
spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. เป็นเวลา 30 นาที เพื่อลดปริมาณเชื้อที่ปนเปื้อนอ่ืนๆใน
อุจจาระก่อนน าไปเพาะแยกบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่ผสมยาปฏิชีวนะ rifampicin 30 
ไมโครกรัม /มล. และ spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. (BAM-SR) ดังแสดงในรูปที่ 4 พบว่า
สามารถพบเชื้อ B. pilosicoli  สายพันธุ์  C62 ในระดับความเข้มข้นของเชื้อ 102 เซลล์ /มล. เมื่อ
เทียบกับการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ CVS หรือ S400 ซึ่งจะพบเชื้อที่ระดับความเข้มข้น 104  CFU/มล. 
(Calderaro et al., 2005) 

 
 
ภาพท่ี 4 แสดงการเพาะเชื้อแบบ pre-enrichment 
 
2.8 การวินิจฉัยโรคจากการติดเชื้อ Brachyapira 
 2.8.1 การเพาะแยกเชื้อ 
 การเพาะแยกเชื้อ Brachyspira  เริ่มจากการน าตัวอย่างล าไส้หรืออุจจาระละลายหรือใส่
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดต่างๆ เช่น tryptic soy broth (TSB) หรือ brain heart infusion 
broth (BHI) ในล าดับการละลาย 1: 10 จนถึงระดับ 10-6 ถึง 10-7 แล้วไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดแข็ง tryptic soy agar (TSA) ที่ผสมเลือดแกะหรือวัวอย่างน้อย 5 % โดยเสริมยาปฏิชีวนะ
เพื่อลดปริมาณเชื้อชนิดอ่ืนๆที่ขึ้นปกคลุมทับโคโลนี น าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ในภาวะไร้ก๊าซออกซิเจนภายในโถไร้ก๊าซออกซิเจน โดยน าโถออกมาตรวจสอบการเจริญของ
โคโลนีของเชื้อทุกๆ  3 วัน (Hudson et al., 1976) โดยสังเกตลักษณะการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง

วางไว้เป็นเวลา 30 นาที 

ท่ี 30 องศาเซลเซียส 1 :  9 

อุจจาระผสมเชื้อ 
Brachyspira 

อาหารเลี้ยงเชื้อ BHI 

ผสมยาปฏิชีวนะ 

เพาะเลี้ยงในสภาวะไร้ก๊าซ
ออกซิเจน ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
อาหารเลี้ยงเชื้อ TSA 

ผสมยาปฏิชีวนะ 

ท าการละลายในลักษณะ 1: 9 

(จนถึงล าดับการละลายท่ี 10-7) 
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แบบรุนแรงในกรณีของเชื้อ B. hyodysenteriae และการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบอ่อนในกรณี
ของเชื้อ Brachyspira ในสปีชี่ส์อ่ืนๆ ดังตารางที่ 5 นอกจากนี้ยังสามารถใช้คุณสมบัติการเคลื่อนที่
โดยการป้ายตัวอย่างลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีรอยกรีดลงบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อ เชื้อ B. 
hyodysenteriae จะสามารถเคลื่อนที่จากแนวกลางไปตามแนวกรีดไปที่ปลายทั้ง 2 ด้าน สังเกต
จากการแตกของเม็ดเลือดแดงแบบรุนแรงที่ปลายรอยกรีด   (Duhamel  and Joens, 1994) 

 
2.8.2 การทดสอบทางชีวเคมี 

2.8.2.1 การทดสอบการสร้างอินโดล (indole  test)  
  เพาะเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว BHI ที่มีการเติม tryptophan 
ลงไปอย่างน้อย 0.1% ของปริมาตรแล้วปิดทับด้วย xylene น าไปเพาะบ่ม  ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ภายหลังหยดสารละลาย Kovac ลงไป 4-5 หยดสังเกตการเปลี่ยนสี
ของของเหลวในชั้นของ xylene กรณีพบให้สารละลายสีม่วงชมพู แสดงว่าเป็นเชื้อที่มีเอนไซม์ 
tryptophanase สามารถเร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของ tryptone ในอาหารเลี้ยงเชื้อให้กลายเป็น
สารประกอบ indole, pyruvate และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ โดยสาร indole ที่เกิดขึ้นจะท า
ปฏิกิริยากับ p-dimethylaminobenzaldehyde สภาวะที่มีกรดและแอลกอฮอล์ ในสารละลาย 
Kovac ให้สารประกอบเชิงซ้อนสีแดง (Lee et al., 1993) ดังแสดงในรูปที่ 5 

 
ภาพท่ี 5 แสดงผลทดสอบการสร้าง indole ที่เป็นบวกของเชื้อ B. hyodysenteriae (ขวามือ) และ

ผลลบของเชื้อ B. pilosicoli (ซ้ายมือ) 
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2.8.2.2 การทดสอบการสลายฮิปปูเรท (hippurate) ด้วยกระบวนการไฮโดร
ไลส์ (hippurate hydrolysis) 

เขี่ยเชื้อลงในสารละลาย hippurate ความเข้มข้น 1% ให้มีความขุ่นเท่ากับ 
McFarland 5 (109 CFU/มล.) แล้วท าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
ภายหลังหยดสารละลาย 3.5% ninhydrin แล้วเขย่าทิ้งไว้ 10 นาทีแล้วอ่านผล กรณีที่เชื้อมีเอนไซม์ 
hippuricase สามารถย่อยสารประกอบ hippurate เป็นกรด benzoic และ glycine ซึ่งสามารถ
เกิดปฏิกิริยารีดิวซ์ได้กับ สารละลาย ninhydrin เกิดสารประกอบเชิงซ้อนสีม่วงเข้ม กรณีที่การเกิดสี
น้ าเงินอ่อนหรือน้ าเงินใสถือว่าให้ผลลบกับการทดสอบ  (Fellström and Gunnarsson, 1995) ดัง
แสดงในรูปที่ 6 
 

 
ภาพท่ี 6  แสดงผลทดสอบการสลาย hippurate ด้วยกระบวนการไฮโดรไลส์ ที่เป็นบวกของเชื้อ B. 

pilosicoli (ขวามือ) ที่เป็นบวก B. hyodysenteriae ที่เป็นลบ(ซ้ายมือ) 
 

2.8.2.3 การทดสอบการท างานของเอนไซม์ของเชื้อโดยระบบ API-ZPM 
เป็นการทดสอบการท างานของเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรีย ประกอบด้วย alkaline 

phosphatase, esterase, esterase lipase, lipase, leucine arylamidase, valine arylamidase, 
cysteine arylamidase, trypsin, chymotrypsin, phosphatase acid, phosphoamidase, α-

galactosidase, β-galactosidase, β-glucuronudase, α-glucosidase, β-glucosidase,N-
acetyl-B glucosamonidase, α-monosidase และ α-fucosidase (Humble et al., 1977)  
ทดสอบโดยเตรียมเชื้อที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง น ามาละลายในสารละลาย  Tris 10 
มิลลิโมลาร์ EDTA 10 มิลลิโมลาร์ pH 8.0 (TE buffer) 1 มล. ให้ได้ความเข้มข้นที่ 105 เซลล์ /มล. 
แล้วหยดสารละลายเชื้อจ านวน 1 หยดลงในแต่ละกระเปาะของชุดทดสอบ น าตัวชุดทดสอบไปบ่ม
เพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมงในที่มืด แล้วหยดสารละลายทดสอบ ZYM A 
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และ ZYM B อย่างละ 1 หยดลงในแต่ละกระเปาะชุดทดสอบตามล าดับ แล้วน าชุดทดสอบไปวาง
ไว้ในที่แสงอาทิตย์ส่องถึงเป็นเวลา 15 นาที แล้วน าไปเปรียบเทียบการเปลี่ยนสีของชุดทดสอบและ
ให้คะแนนเทียบเป็นผลบวกลบและปริมาณเอนไซม์  (Hunter and Wood, 1979)  ดังแสดงในรูปที่ 
7 และ 8 

 

ภาพท่ี 7 แสดงการทดสอบ API-ZPM [ที่มา : (Humble et al., 1977)] 

 
ภาพท่ี 8 แสดงลักษณะของแถบสีมาตรฐานที่ใช้เทียบผลบวกลบและปริมาณของเอนไซม์  

ส าหรับชนิดของเอนไซม์ที่ส าคัญต่อการใช้จ าแนกสปีชี่ส์ของเชื้อ Brachyspira คือ α-
glucosidase, α-galactosidase และ  β-glucosidase (Fellström and Gunnarsson, 1995; 
Fellström et al., 1995) 
 
ตารางท่ี 5  แสดงลักษณะรูปร่างโคโลนี และจุลสัณฐานวิทยา ของเชื้อ  B. hyodysenteriae และ
เชื้อ B. pilosicoli 

 Brachyspira hyodysenteriae Brachyspira pilosicoli 
ลักษณะ กลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 มิลลิเมตร  สีกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1-3 
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โคโลนี 
ท่ีอายุ 3 
วัน 

                                  

ขาวใสถึงเหลืองอ่อน โค้งนูนเล็กน้อย 

 

มิลลิเมตร สีขาวใส โค้งนูนเล็กน้อย  

 
ลักษณะ
การย่อย
สลายเม็ด
เลือดแดง
แบบเบต้า 

 
 

 

ขนาดเซลล์ 7-12 ไมโครเมตร x 0.32-0.38 ไมโครเมตร 4-12 ไมโครเมตร  x 0.25-0.3 
ไมโครเมตร 

รูปร่าง
เซลล์เชื้อ
จากการ
ย้อมแกรม 

รูปเกลียวติดสีแกรมลบทั้งเชื้อ B. hyodysenteriae และ B. pilosicoli 
 
 
 
 
 

 
ตารางท่ี 6 แสดงการทดสอบทางชีวเคมีที่ใช้ยืนยันสปีชี่ส์ของเชื้อ Brachyspira   

สปีชี่ส ์
การย่อยสลาย
เม็ดเลือดแดง
แบบเบต้า 

การ
สร้าง
Indole  

การย่อย
สลาย 
hippurate 

การท างานของเอนไซม ์ 

α-glucosidase α-galactosidase β-glucosidase 

B. hyodysenteriae รุนแรง +/- - +/- - + 
B. pilosicoli อ่อน +/- + +/- +/- - 
B. intermedia อ่อน + - + - + 
B. murdochii อ่อน - - - - + 
B. innocens อ่อน - + +/- - + 
B.suanatina รุนแรง + - ไม่มีผู้ท าการศึกษา - + 
(Stanton et al., 1991; Stanton et al., 1997; Råsbäck et al., 2007b) 

ย่อยสลายเม็ดเลือด
แดงแบบเบต้ารุนแรง 
(strong β hemolysis)  
 

ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง
แบบเบต้าอ่อน(weak β 
hemolysis)  
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 2.8.3 การทดสอบยืนยันสปีชี่ส์เชื้อโดยการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 
(Polymerase chain reaction:PCR) จากเชื้อบริสุทธิ์ 

การใช้เทคนิค PCR เพื่อยืนยันสปีชี่ส์ เริ่มจากการเลือกต าแหน่งของยีนที่มีล าดับเบส
จ าเพาะในกลุ่มของสปีชี่ส์ของเชื้อเดียวกัน (conserved region) เช่น ส่วนของยีน 16S rDNA ของ
เชื้อ B. pilosicoli และ nox ในส่วนของเชื้อ B. hyodysenteriae  ยีน nox เป็นยีนที่แปลรหัสแล้ว
เป็นส่วนของเอนไซม์ NADH oxidase ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนออกซิเจนอิสระให้
เป็นน้ า เพื่อลดอันตรายจากอนุมูลอิสระต่อเยื่อบุล าไส้ (Stanton, 1989)  ล าดับเบสของยีน nox มี
ความแตกต่างกันระหว่างสปีชี่ส์มากที่สุดถึง 86.3%  และถูกใช้เพื่อออกแบบ primers  ส าหรับ
ยืนยันสปีชี่ส์ดังนี้คือ B. hyodysenteriae (NOX1), B.intermedia (NOX2), B. pilosicoli (NOX3) 
และB. innocens ใช้ primer ร่วมกันกับ B. murdochii คือ(NOX4) โดย primers ที่สามารถท า 
PCR แล้วเกิดขนาดผลิตภัณฑ์ที่มีความจ าเพาะในสปีชี่ส์เดียวกันคือ NOX1 (Atyeo et al., 1999) 

เชื้อ B. pilosicoli ใช้ส่วนของ ยีน 16S rDNA ในการออกแบบ primers จากล าดับเบสที่มี
ความจ าเพาะต่อเชื้อ B.  pilosicoli จากการศึกษาของ Park และคณะปี 1995 ใช้ส่วนของ 
forward primer 16S rDNA ที่ความยาว 21 เบส ชื่อ Auguillina coli1 (Acoli1) และใช้ universal 
eubacterial 16S rDNA sequencing primer (1492r) เป็น reverse primer  (Park et al., 1995) 
ซึ่งการศึกษาอ่ืนๆ ต่อมาพบว่ายังใช้ส่วนของ Acoli1 เป็น forward primer และเปลี่ยนเฉพาะส่วน 
reverse primer (Fellström et al., 1997; La et al., 2003) 

ส่วนยีน 23S rDNA  ถึงแม้ว่าจะมีความแตกต่างของล าดับเบสกันระหว่างเชื้อคนละสปีชี่ส์ 
แต่พบว่ามีความแตกต่างกันในล าดับเบสภายในสปีชี่ส์เดียวกันได้ตั้งแต่ 0.16 – 3.15% ของเชื้อ B. 
hyodysenteriae และ 2.99 – 3.15% ของเชื้อ B. pilosicoli และมีช่วงระยะ DNA ที่เบสมีความ
แตกต่างกันสูงค่อนข้างยาวจึงไม่เหมาะสมที่ใช้ส าหรับการออกแบบ primer เพื่อท า PCR (Leser 
et al., 1997)  

 
2.8.4 การทดสอบทางซีร่ัมวิทยาเพื่อวินิจฉัยเชื้อจากตัวอย่างอุจจาระ 
การใช้แอนติบอดีที่ตอบสนองต่อเซลล์หลายชนิด  (polyclonal antibodies) เพื่อตรวจหา

เชื้อ B. hyodysenteriae จากตัวอย่างอุจจาระสุกรโดยใช้ polyclonal antiserum จากกระต่ายต่อ
เชื้อ B. hyodysenteriae จับโดยตรงต่อเชื้อ ในอุจจาระ ด้วยวิธี indirect fluorescene antibody 
test (IFAT) แต่วิธีนี้พบปฏิกิริยาข้ามต่อเชื้อ Brachyspira spp. และ แบคทีเรียแกรมลบอ่ืนๆ  
ถึงแม้ว่าจะสามารถลดปฏิกิริยาดังกล่าวโดยท าปฏิกิริยาดูดซับแอนติบอดีกับโปรตีนของเชื้อในสปี
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ชี่ส์อ่ืนๆก่อนน าไปทดสอบจริง ( pre-absorption) แต่ท าให้ความไวในการตรวจลดลง จึงไม่ได้ถูก
พัฒนาต่อเพื่อใช้กับการติดเชื้อในฟาร์ม (Hudson et al., 1976) 

การใช้ monoclonal antibodies เพื่อตรวจหาเชื้อ B. hyodysenteriae และ B.pilosicoli 
กรณีของเชื้อ B. hyodysenteriae มีการผลิต monoclonal antibodies  ต่อ 29.7 kDa lipoprotein 
ซึ่งเป็นส่วนของ outer membrane ของเชื้อซึ่งเมื่อน ามาตรวจกับเชื้อ Brachyspira อ่ืนๆ อีก 20 
สายพันธุ์ พบว่าไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม ( cross reaction)  (Lee and Hampson, 1996)  ส่วนเชื้อ B. 
pilosicoli ผลิต monoclonal antibiodies ต่อโปรตีนหุ้มเซลล์ (surface protein) ขนาด 80 kDa 
(Tenaya et al., 1998) และ 29 kDa lipoprotein ด้วยวิธี indirect fluorescent antibody test 
พบว่าไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามเช่นกัน  (Lee and Hampson, 1995) ด้วยวิธีทางซีรั่มวิทยาดังกล่าว  มี
ความไวของการตรวจในระดับต่ ากว่าการวินิจฉัยด้วยวิธีเพาะเชื้อร่วมกับการท า PCR จึงไม่มีการ
พัฒนาน ามาใช้จริงกับตัวอย่างจากฟาร์ม (Corona-Barrera et al., 2004) 

 
2.8.5 การตรวจเชื้อ Brachyspira ด้วยวิธี PCR จากตัวอย่างอุจจาระสุกรโดยตรง 

 ส าหรับเทคนิคการตรวจเชื้อ Brachyspira ด้วยวิธี PCR จากตัวอย่างอุจจาระสุกรโดยตรง 
ถูกพัฒนาข้ึนส าหรับเชื้อก่อโรคส าคัญในสุกรคือ B. hyodysenteriae และ B. pilosicoli 
เช่นเดียวกับเทคนิคการท า PCR จากเชื้อบริสุทธิ์โดยเลือกยีนที่มีล าดับเบสจ าเพาะส าหรับเชื้อแต่
ละสปีซี่ส์ เช่นส่วนของยีน nox ของเชื้อ B. hyodysenteriae หรือ 16S rDNA ของเชื้อ  B. 
pilosicoli มาออกแบบ primer และท าการทดสอบความไวรับของปฏิกิริยา PCR ความแม่นย ากับ
เชื้อในสปี่ชี่ส์ใกล้เคียงอ่ืนๆ และลักษณะจ านวนตัวอย่างอุจจาระจากสุกรในฟาร์มจริงที่ให้ผลบวก
กับการท าปฏิกิริยา PCR เทียบกับการเพาะแยกเชื้อ  
 ช่วงแรกของการศึกษามีการคัดเลือกส่วนของ DNA ระบุเป็นลักษณะล าดับเบสโดยไม่
ทราบถึงหน้าที่ของยีนในส่วนล าดับเบสนั้นเช่น ส่วน 1.55 กิโลเบส ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อ B. 
hyodysenteriae (Elder et al., 1994)  หริอ 1.3 กิโลเบส  (Harel and Forget, 1995) ซึ่งยืนยัน
ความจ าเพาะภายในสปีชี่ส์เดียวกันของเชื้อด้วยวิธีต่างๆ เช่น การใช้วิธี restriction fragment 
length polymorphism ตัด DNA ด้วยเอนไซม์เอนโดนิวคลีเอสแล้วได้ผลิตภัณฑ์ที่จ าเพาะขนาด
และรูปแบบเดียวกันในทุกๆ สเตรนของเชื้อ แล้วจึงน าไปออกแบบ primer  ด้วยระบบ PCR ที่
ออกแบบนี้ สามารถตรวจเชื้อโดยตรงจากอุจจาระได้ที่ ระดับ 1-10 เซลล์/ อุจจาระ 0.1 กรัม (Elder 
et al., 1994)  และมีความไวในการตรวจที่ระดับ 10 เซลล์ / อุจจาระ 1 กรัม (Harel and Forget, 
1995)  
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 ต่อมาจึงมีผู้พัฒนาระบบของ PCR ด้วยการใช้ primer ที่มีความจ าเพาะต่อ DNA เชื้อ B. 
hyodysenteriae  และ primer ที่มีความจ าเพาะต่อ DNA เชื้อ B.  pilosicoli ในระบบร่วมของการ
ปรับอุณหภูมิและเวลาเดียวกัน และตัวอุณหภูมิหลอมเหลว ( melting temperature)  ที่ใกล้เคียง
กัน (Duplex PCR) โดยผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นต้องมีความสามารถในการแยกกันอย่างชัดเจนจาก
ความยาวของผลผลิตดีเอนเอที่แตกต่างกัน กรณีการศึกษาของ Atyeo และคณะปี 1998 พบว่ามี
ความสามารถค่าความไวของการตรวจที่ระดับ 103 -104 เซลล์ต่อ อุจจาระ 0.2 กรัม (Atyeo et al., 
1998)  และกรณีของการศึกษาของ La และคณะปี 2003 ที่เลือกใช้ primers ที่มีความจ าเพาะต่อ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ NADHoxidase (nox) ของเชื้อ B. hyodysenteriae และ 16S 
rDNA ของเชื้อ  B. pilosicoli   พบว่ามีความสามารถค่าความไวของการตรวจที่ระดับ 103 -104 
เซลล์/อุจจาระ 1 กรัม ทั้งสองสปีชีส์ และไม่เกิดปฏิกิริยาการสร้างผลิตภัณฑ์กับตัวควบคุมลบอ่ืนๆ 
คือ เชื้อ B. aalborgi, B. murdochii, B. innocens และ B. alvinipulli มีการศึกษาที่เพิ่ม primers 
ที่มีความจ าเพาะเชื้อที่ก่อโรคที่มีอาการใกล้เคียงและติดเชื้อในสุกรในกลุ่มอายุเดียวกันกับเชื้อ 
Brachyspia ได้แก่ Salmonella spp., (Suh and Song, 2005) Lawsonia intracellularis (La et 
al., 2006b) ในอดีตการศึกษา PCR เป็นการศึกษาเชิงคุณรูป ไม่สามารถแสดงถึงปริมาณของเชื้อ
แบคเรียในตัวอย่างได้ จึงมีผู้พัฒนาระบบ real time PCR ซึ่งใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อยีน 
nox มีความของสามารถในการบอกปริมาณเชื้อในอุจจาระได้แม่นย าตั้งแต่1 เซลล์ /มล.(Akase et 
al., 2009) แต่วิธีนี้ยังมิได้มีการพัฒนาใช้ในระบบการวินิจฉัยโรคจากฟาร์มในทางปฏิบัติ  
 ทั้งนี้การศึกษาท า multiplex PCR จากตัวอย่างอุจจาระโดยตรงนั้นจ าเป็นต้องลดการ
เกิดผลบวกลวงจาก DNA ของสิ่งอ่ืนในอุจจาระ  จึงมีการแนะน าให้ใช้เอนไซม์ Taq polymerase 
ในลักษณะที่เริ่มเกิดปฎิกิริยาต่อสาย DNA ของผลิตภัณฑ์ได้เมื่อได้ในกรณีที่อยู่ช่วงอุณหภูมิที่สูง 
(hot start system) เท่านั้น (Elder et al., 1994; La et al., 2006b) โดยมีลักษณะของแอนติบอดี 
และโปรตีนบางชนิดมาบังในส่วนต าแหน่งท าหน้าที่ออกฤทธิ์ดังกล่าว  ทั้งนี้เพื่อลดการเกิดการ
สร้างผลิตภัณฑ์จากการจับกันอย่างไม่จ าเพาะของ primers และ DNA สายต้นแบบในช่วง
อุณหภูมิต่ าระหว่างการเพิ่มอุณหภูมิ (Paul et al., 2010)  อัตราการพบเชื้อ B. hyodysenteriae 
และ B. pilosicoli จาการท า PCR จากตัวอย่างอุจจาระนั้น แสดงไว้ในตารางที่ 7 
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ตารางท่ี 7 แสดงอัตราการพบเชื้อ Brachyspira และ Lawsonia intracellularis จากการท า PCR 
จากตัวอย่างอุจจาระ 
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สุกรท้องเสีย สุกรปกติ 

B. Hyodysenteriae  
29/207 
(13.9%)  

36/192 
(18.8%)  

24/462 
(5.2%)  

358/2002 
(17.9%) 

97/1445 
(6.7%) 

43/178 
(29.0%)  

B. pilosicoli  
20/207  
(9.6%)  

7/192 
(3.6%)  

ND  ND ND 
7/178 
(3.9%)  

Lawsonia intracellularis  
15/207  
(7.2%)  

22/192 
(11.5%)  

70/462 
(15.2%)  

388/2002  
(19.4%) 

105/144
5 (7.3%) 

ND  

   ND = not detect : ไม่ได้ตรวจสอบ 

 
2.9 รายงานการศึกษาการดื้อยาของแบคทีเรียกลุ่มท่ีพบในทางเดินอาหารของสุกรใน
ประเทศไทย 

จากการศึกษาแบคทีเรีย Salmonella ดื้อยาจากเนื้อสุกรในประเทศไทยในช่วงปี 2003 
พบว่าเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวดื้อต่อยาปฏิชีวนะ amoxiciliin 15.4% chloramphenicol 15.4% 
gentamicin 3.9% sulfamethoxazole-trimetroprim 15.4% และ tetracycline 88,5% โดย
เปอร์เซนต์ที่ได้คิดจากจ านวน ไอโซเลท ที่แยกได้จะตัวอย่างเนื้อสุกรทั้งหมด   (Angkititrakul et 
al., 2005)  ต่อมาพบว่าตัวอย่างเชื้อ Salmonella จากฟาร์มสุกรภายในจังหวัดเชียงใหม่และ
ล าปางช่วงปี 2003-2004 พบมีการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ tetracycline 98% nalidixic acid 2% และ 
florfenicol 6% จากการทดสอบด้วยวิธี broth microdilution test (Padungtod and Kaneene, 
2006) ในช่วงปี 2004-2005 จากการทดสอบเชื้อ Salmonella จากเนื้อสุกรที่แยกได้จากตลาดใน
ประเทศไทยพบดื้อต่อยา tetracycline streptomycin และ ampicillin 50-60% 
(Bangtrakulnonth et al., 2006) รายงานการศึกษาของ Chuanchuen และคณะพบว่าเชื้อ 
Salmonella ที่แยกได้จากอุจจาระ ไม้พันส าลีป้ายก้น น้ าดื่ม และอาหารของสุกรและไก่ ระหว่างปี 
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2004-2006 มีลักษณะการดื้อต่อยาปฏิชีวนะมากกว่า 3 ชนิด ( multidrug resistant) ถึง 59% 
นอกจากเชื้อแบคทีเรียก่อโรคแล้วเชื้อแบคทีเรียที่อยู่ร่วมกับโฮสต์ ในภาวะเกื้อกูลกับโฮสต์ 
(commensalim) เช่นเชื้อ E. coli ที่ไม่ก่อโรคพบ class I intregon ถึง 11.9% ของจ านวนเชื้อที่
ศึกษา intregon เป็นส่วนพันธุกรรม (genetic elements) ที่มียีนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ไปยัง
ต าแหน่งอ่ืนๆ บนโครโมโซมใน และพลาสมิด โดยเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของลักษณะ
ดื้อยาต่างๆ  โดยพบลักษณะของ multidrug resistant bacteiria ร่วมกันในทุกเชื้อที่พบ class I 
intregon เชื้อ E. coli ดังกล่าวมีอัตราการดื้อต่อยาปฏิชีวนะดังนี้ sulphamethoxazole (100%), 
tetracycline (97.1%), ampicillin (92.8%), streptomycin (89.9%), trimethoprim-
sulphamethoxazole (88.1%), nalidixic acid (60.9%), chloramphenicol (58.0%), 
kanamycin (55.1%), cephalothin (44.9%), gentamicin (39.1%), ciprofloxacin (33.3%), 
cefoxitin (8.7%), amoxicillin-clavulanic acid (5.8%), และamikacin (2.9%)(Phongpaichit et 
al., 2007) หรือในกรณีของเชื้อ Campylobacter coli ซึ่งเป็นเชื้อแบคทีเรียที่พบก่อโรคในเฉพาะ
ช่วงสุกรอายุน้อย และอาจพบเป็นแบคทีเรียไม่ก่อโรคในสุกรโตพบว่า 4.8% ของเชื้อที่เพาะแยกมี  
class I intregon และ 71% ดื้อต่อยา ciprofloxacin 70% ต่อ nalidixic acid 67% ต่อ 
tetracycline และ 55% ต่อ erythromycin (Ekkapobyotin et al., 2008)   จากการศึกษาของ 
Chuanchen และคณะ ปี 2009 พบว่าเชื้อ Salmonella ที่แยกได้จากสุกรและไก่พบยีนที่เกี่ยวข้อง
การดื้อต่อยาปฏิชีวนะ เช่น blaTEM ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา ampicillin cmlA ที่เกี่ยวข้องกับการ
ดื้อต่อยา chloramphenicol tetA ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อต่อยา tetracycline dfrA12 ที่เกี่ยวข้องกับ
การดื้อต่อ trimethoprim sul3 ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการดื้อยากลุ่ม sulfonamide และ aadA1  ที่
เกี่ยวข้องกับลักษณะการดื้อยากลุ่ม streptomycin/spectinomycin ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะที่ใช้เป็นตัว
หลักที่ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Brachyspira  (Chuanchuen and Padungtod, 2009) และ
การศึกษาของ Prapasarakul และคณะ 2010 พบว่าเชื้อในกลุ่ม hemolytic E.coli มีอัตราของการ
ดื้อต่อยาปฏิชีวนะชนิด amoxicillin ,chlortetracycline ,nalidixic acid, tetracycline และ 
sulfametoxazole/trimethoprim ถึง100%streptomycin ที่ 93.3% colistin (เป็นยาปฏิชีวนะที่ใช้
ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อคัดแยกส าหรับ Brachyspira ) ที่ 51.3% doxycycline ที่ 68.9% 
enrofloxacin ที่ 87.8%  ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะที่ใช้รักษาอาการท้องเสียในสุกร แต่ในกลุ่มแบคทีเรีย
ดังกล่าวไม่พบการดื้อต่อสารต้านจุลชีพชนิด halquinol  
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2.10 เอกสารท่ีเกี่ยวข้อง 
Songer และคณะ ปี 1976 ท าการศึกษาเพาะเชื้อ B. hyodysenteriae ก่อโรคจ านวน 6 

เสตรน จากเยื่อเมือกผนังล าไส้ของสุกรที่ป่วยเป็นโรคบิดมูกเลือด และจากอุจจาระของสุกรปกติ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar (TSA) ที่มีเลือดวัวผสมอยู่ 5% และผสม spectinomycin ใน
ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน น าไปเพาะแยกที่อุณหภูมิ  42 องศาเซลเซียสโดยมีอัตราส่วนของก๊าซ 
H2 :CO2 เท่ากับ 80%: 20% โดยใช้การเครื่องดูด -ปล่อยก๊าซออก แล้วนับจ านวนโคโลนีของเชื้อ
เทียบกับสูตรที่ไม่ผสม  spectinomycin พบว่าสูตรที่ผสม spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. 
สามารถยับยั้งปริมาณแบคทีเรียอ่ืนๆในทางเดินอาหารได้ถึง 99.9% และไม่มีผลต่อจ านวนโคโลนี
ของเชื้อ และ B. hyodysenteriae จากการเพาะเชื้อและเมื่อเชื้อไปป้อนกลับให้สุกรพบว่าสุกร
แสดงอาการบิดมูกเลือดได้ จึงสรุปได้ว่าการเพาะแยกเชื้อโดยผสม spectinomycin ความเข้มข้น 
400 ไมโครกรัม/มล.  ไม่มีผลต่อการความรุนแรงต่อการก่อโรคของเชื้อ 

Jenkinson และ Wingar ปี 1981  ท าการเพาะเชื้อ B. hyodysenteriae จ านวน 6 สเตรน  
และเชื้อจากอุจจาระสุกรสุขรูปปกติ พบว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อ spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. 
กับ colistin 25 ไมโครกรัม /มล. และ vancomycin 25 ไมโครกรัม /มล.(CVS)  สามารถลดระดับ
จ านวนแบคทีเรียปนเปื้อนจาก 108 ลดลงไปถึงระดับ 102 CFU/กรัมอุจจาระ การใช้สารต้านจุลชีพ
ระดับดังกล่าวไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ Brachyspira อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับ 
S400 

Szynkiewicz และ Binek ปี 1986 ท าการศึกษาหาค่าความไวรับของเชื้อ B. 
hyodysenteriae ต่อยาปฏิชีวนะชนิดต่างๆ เพื่อน ามาใช้ในอาหารเลี้ยงคัดแยก โดยพบว่า 
vancomyicin  ที่มีค่า MIC90 อยู่ที่ระดับ 800 ไมโครกรัม /มล. brilliant green อยู่ที่ระดับ 5 
ไมโครกรัม /มล.และ colistin อยู่ที่ระดับ 100 ไมโครกรัม /มล. เป็นสารต้านจุลชีพที่มีคุณสมบัติ
เหมาะสม การเพาะเชื้อ Brachyspira จากตัวอย่างที่ได้จากการขูดเยื่อเมือกล าไส้พบว่าสามารถ
เพาะแยกเชื้อจากตัวอย่าง 16 จาก 24  ตัวอย่างด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม spectinomycin 400 
ไมโครกรัม /มล. colistin 50 ไมโครกรัม /มล. และ brilliant green (SCB)  และมีจ านวนโคโลนีเชื้อ
ปนเปื้อนเฉล่ีย 4.3 โคโลนี ในกรณีของการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม spectinomycin 400  
ไมโครกรัม /มล. ร่วมกับ vancomycin 250 ไมโครกรัม /มล. สามารถแยกเชื้อจากตัวอย่างได้ถึง 
100%  โดยมีจ านวนโคโลนีเชื้อปนเปื้อนเฉล่ีย 32 โคโลนี มล. 
  Kunkle และคณะ ปี 1988 ท าการศึกษาเพาะเชื้อ B. hyodysenteriae และ B. innocens 
จากอุจจาระสุกรปกติจ านวน 11 ตัวอย่าง และ 6 ตัวอย่างอุจจาระสุกรที่มีรอยโรคของบิดมูกเลือด 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. ( TSA-400) เปรียบเทียบกับ   
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spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. colistin 25 ไมโครกรัม/มล. vancomycin 25 ไมโครกรัม /มล. 
(CVS)  Spectinomyicn 200 ไมโครกรัม /มล. Spiramycin 25 ไมโครกรัม /มล. Rifampicin 12.5 
ไมโครกรัม/มล.  Vancomycin 6.25 ไมโครกรัม/มล.  และ Colistin 6.25 ไมโครกรัม /มล. (BJ) บว่า
จ านวนโคโลนีของเชื้อ  B. hyodysenteriae  ที่ขึ้นบนอาการเลี้ยงเชื้อทั้งสามชนิดไม่มีความ
แตกต่างกัน   BJ สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ได้จนหมด  14 จาก 17 ตัวอย่าง  และจาก
การตรวจตัวอย่างจากฟาร์ม 69 ตัวอย่าง พบว่ามีเชื้อ Brachyspira ที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ BJ 
เพียงอย่างเดียวถึง 19 ตัวอย่าง 

Achacha และ Messier ปี 1992  ได้น าวิธีการเพาะเชื้อต่างๆไปใช้ในการส ารวจ
อุบัติการณ์ในฟาร์ม พบว่ามีอัตราการเพาะเชื้อจาก BJ ได้ที่ระดับ 89.7%, CVS ได้ที่ระดับ  76.6% 
และTSA-S400 ที่ระดับ 52.4% และพบว่า BJ สามารถเพาะแยกเชื้อจากอุจจาระสุกรที่เก็บไว้ที่ 4 
องศาเซลเซียสได้ถึง 10 วันหลังจากการเก็บ กรณีที่เก็บตัวอย่างอุจจาระด้วยไม้พันส าลีและเก็บใน
อาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับขนส่งชนิด Stuart สามารถเก็บตัวอย่างไว้ได้ไม่เกิน 3 วันหลังเก็บตัวอย่าง 
แต่กรณีไม้พันส าลีแห้งควรส่งเพาะเชื้อภายใน 2 วันหลังเก็บตัวอย่าง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส
ตัวอย่างอุจจาระสุกรสามารถเก็บได้เพียง 1 วันหลังเก็บตัวอย่าง  

Calderaro และคณะ (2001)  สามารถเพาะแยกเชื้อ B. hyodysenteriae ด้วยอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ที่ผสมยาปฏิชีวนะ rifampicin 30 ไมโครกรัม /มล. และ spectinomycin 400 
ไมโครกรัม/มล. ปั่นให้เข้ากัน แล้วน าไปเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar modified medium 
(BAM) ที่ผสมยาปฏิชีวนะ rifampicin 30 ไมโครกรัม /มล. และ spectinomycin 400 ไมโครกรัม /
มล.พบว่าสามารถเพาะแยกเชื้อ  Brachyspira ได้จากตัวอย่างที่แสดงอาการป่วยได้ 10 จาก 11 
ตัวอย่าง Calderaro และคณะ (2005) สามารถเพาะแยกเชื้อ Brachyspira ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ
ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ที่ผสมยาปฏิชีวนะ rifampicin 30 ไมโครกรัม /มล.  และ 
spectinomycin 400 ไมโครกรัม/มล. ปั่นให้เข้ากัน แล้วน าไปเขี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar 
modified medium (BAM) ที่ผสมยาปฏิชีวนะ rifampicin 30 ไมโครกรัม /มล.  และ 
spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. พบว่าสามารถเพาะแยกเชื้อ Brachyspira ได้จากตัวอย่าง
อุจจาระที่ผสมตัวเชื้อ B.hyodysenteriae ATCC 27164 และ B.pilosicoli ATCC 51139 พบเชื้อที่
ระดับความเข้มข้น 102 เซลล์ /มล. ส่วน Brachyspira  สปีชี่ส์อ่ืนๆตรวจวัดได้ในระดับ 104 เซลล์ /
มล. 
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บทท่ี  3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 การทดสอบความไวรับและความสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของยาปฏิชีวนะ 
Flavomycin และ Halquinol ต่อเชื้อ Brachyspira สเตรนมาตรฐาน 

3.1.1 เชื้อแบคทีเรียและการเพาะเชื้อ 
 เลือกเชื้อ Brachyspira สปีชี่ส์ สายพันธุ์มาตรฐานจ านวน 5 เชื้อ ได้แกB่. 
hyodysenteriae (American type culture collection) ATCC 27164, B. pilosicoli ATCC 
51139, B. intermedia ATCC 51140, B.murdochii ATCC 51284, B. innocens ATCC 29796 
และ เชื้อ B. hyodysenteriae สายพันธุ์จากตัวอย่างสุกรไทย 1 สเตรน (P1/11/6)ได้รับการยืนยันส
ปีชี่ส์ด้วยด้วยการท า PCR ที่มีความจ าเพาะต่อสปีชี่ส์ B. hyodysentereriae ซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์จากภาคจุลชีววิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ท าการเพาะเชื้อ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar (TSA)(Oxoid, UK) ที่ผสมเลือดแกะ 5% บ่มเพาะในภาวะไร้
ก๊าซออกซิเจนเป็นเวลา 3 วัน (Harris et al., 1972b) สังเกตลักษณะเฉพาะของโคโลนีของเชื้อ 
ปรับความเข้มข้นของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด tryptic soy broth (TSB)(Oxoid, UK) จน
สารละลายเชื้อมีความขุ่นเทียบเท่ากับความขุ่นมาตรฐานที่ 0.5 McFarland (ซึ่งจะมีปริมาณเชื้อ
อยู่ที่ 0.5 – 1.5 x108 CFU/มล.) น าสารละลายเชื้อที่เตรียมไว้ท าการเจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ 
TSB จนได้เชื้อความเข้มข้นสุดท้ายในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ระดบั 106 CFU/มล.  
 

3.1.2 การเตรียมความเข้มข้นยาต้านจุลชีพในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 เตรียมสารละลายยาต้านจุลชีพทั้งสองชนิดโดยใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% เป็น
ตัวท าละลาย โดยเตรียมเพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายอาหารเลี้ยงเชื้อคือ 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 
และ 128 ไมโครกรัม /มล.ซึ่งเป็นค่าที่อยู่ระหว่างค่าความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะต่ าสุดที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ ( Minimal inhibitory concentration:MIC) ของแบคทีเรียกลุ่ม 
Enterobacteriaceae ต่อยาทั้งสองชนิด  (Pfaller, 2006; Jeong et al., 2009; Prapasarakul et 
al., 2010)  กรณีที่เตรียมส าหรับ อาหารเลี้ยงเชื้อ แข็ง TSA ที่ผสมเลือดแกะ 5% (blood TSA, 
BTSA)เตรียมที่ความเข้มข้น 20, 40, 80,160, 320, 640, 1280 และ 2560 ไมโครกรัม /มล.โดยมี
ล าดับการละละลายดังที่แสดงไว้ กรณีที่เตรียมส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BHI ให้ความเข้มข้นที่
ความเข้มข้น 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 และ 1280 ไมโครกรัม/มล.โดยมีล าดับวิธีการละลาย
ตามมาตรฐาน (CLSI, 2007) ดังตารางที่ 8 
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ตารางท่ี  8 แสดงล าดับการละลายของยาปฏิชีวนะ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3.1.3 การทดสอบความไวรับของเชื้อแบคทีเรียต่อ flavomycin และ halquinol บน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (agar dilution test) 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ BTSA 18 มล. ในหลอดทดลอง ภายหลังจากน าไปอบฆ่าเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น ามาอุ่นที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส แล้วเทผสมเลือด 1 มล. ผสมสารละลายยาต้านจุลชีพหรือยาปฏิชีวนะ 1 มล. (1 จาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ) หยดสารละลายเชื้อ 50 ไมโครลิตร บนมุมใดมุมหนึ่งของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้ว
เกลี่ยสารละลายลงบนบนพื้นที่  1 ใน 4 จานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ที่ผสมยาต้านจุลชีพที่ความเข้มข้น
ต่างๆ และอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเฉพาะเลือดแกะเพียงอย่างเดียวซึ่งใช้เป็นกลุ่มควบคุมแล้วน า ไป
บ่มเพาะในภาวะไร้ก๊าซออกซิเจนเป็นเวลา 3 วันตามข้อ 3.1.1  อ่านผลการปรากฏ โคโลนีของเชื้อ 
Brachyspira ที่เกิดลักษณะการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบเบต้ารอบโคโลนี  (Pringle et al., 
2006a) เลือกความเข้มข้นสูงสุดของ สารต้านจุลชีพที่ ยังพบโคโลนีของเชื้อเจริญเติบโตอยู่กลุ่ม
ควบคุมไปใช้ในการประเมินความเป็นไปได้ของการใช้ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกต่อไป  

3.1.4 การทดสอบความไวรับของเชื้อแบคทีเรียต่อ flavomycin บนอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเหลว (broth dilution test) 

สารต้าน
จุลชีพ 

Flavomycin Halquinol 

ตัวท า
ละลาย 

น้ ากลั่น DMSO 5% 

หน่วย ไมโครกรัม/มล. มล. ไมโครกรัม/มล. มล. 
1 5180 80 5180 80 
2 2560 20 2560 20 
3 640 60 640 60 
4 320 140 320 140 
5 160 20 160 20 
6 80 60 80 60 
7 40 140 40 140 
8 20 20 20 20 
9 10 60 10 60 
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เตรียมอาหารเลี้ยง BHI ปริมาตร 9 มล. ผสมใช้ resazurin ความเข้มข้น 0.0001% หรือ 
0.1 มิลลิกรัม/ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มล. (Sigma,USA) ต่อปริมาตรทั้งหมด น าไปต้มจน
เกิดฟองก๊าซ และสารละลายเปลี่ยนจากสีม่วงเข้ม เปลี่ยนเป็นสีแดง จนกระทั่งเปลี่ยนเป็นไม่มีสี 
จากปฏิกิริยาให-้รับอิเล็กตรอน ( oxidation-reduction) ระหว่างออกซิเจน และ resazurin 
(resazurin ม่วง <-> resorufin แดง <-> dihydroresorufin ไม่มีสี)     ซึ่งถือว่าเป็นสภาวะที่ไม่มี
ก๊าซออกซิเจนผสมอยู ่ (Kunkle and Kinyon, 1988) แล้วน าหลอดนั้นไปปล่อยก๊าซไนโตรเจน 
100% ใส่โดยปลายสายยางต่อกับปลายหัวเข็มเหล็กเบอร์ 18 แล้วปล่อยก๊าซให้ลงไปก้นหลอด 
ประมาณ 2-3 นาท ีดังรูปที่ 9 

 แล้วปิดด้วยจุกยางทันทีแล้วปิดทับหลอดด้วยพาราฟิน ล็อคตัวที่วางหลอดเชื้อด้วยด้วยที่
หนีบ ( clamp)  ก่อนน าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 20 นาที หลอด อาหารเลี้ยงเชื้อ
ต้องไม่เปลี่ยนสีเป็นสีชมพูแดงจากการเกิดปฏิกิริยารับอิเล็กตรอนของ resazurin  ระหว่างเก็บ
รักษาต้องเก็บภายใต้การบีบอัดที่ด้วยที่หนีบเสมอ แล้วใช้หลอดฉีดยาขนาดปลายเข็มเบอร์ 26 ฉีด
สารละลายยาต้านจุลชีพเข้าไปในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อหลอดละ 1 มล. และฉีดสารละลายเชื้อที่
เตรียมไว้ปริมาณ 1 มล.เข้าหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏิชีวนะแล้ว บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน  
  

 



 
 

34 

 
รูปท่ี 9 แสดงการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวเพื่อเพาะเชื้อ Brachyspira a แสดงอาหารเลี้ยง
เชื้อภายหลังเติม  resazurin ลงไปให้ลักษณะสารละลายสีม่วง b แสดงอาหารเลี้ยงเชื้อภายหลัง
ต้มจนเดือดเป็นเวลา 5 นาทีให้ลักษณะสารละลายสีแดง c แสดงอาหารเลี้ยงเชื้อภายหลังต้มจน
เดือดเป็นเวลา 5 นาทีให้ลักษณะสารละลายสีเหลือง d แสดงการเติมก๊าซไนโตรเจนด้วยหัวเข็ม
เบอร์สิบแปด e แสดงลักษณะของสารละลายภายหลังการเติมก๊าซไนโตรเจน (สารละลายไม่มีสี) f  
แสดงหลอดสารละลายภายใต้ตัวหนีบเพื่อน าไปอบฆ่าเชื้อ g แสดงลักษณะของสารละลาย 
(ซ้ายมือ) ภายหลังที่มีออกซิเจนเข้าไปในหลอดเทียบกับหลอดปกติ (ขวามือ) 
 

การนับเชื้อบน hemocytometer โดยน าเชื้อ  Brachyspira ภายในหลอดโดยดูดเชื้อ
ภายในหลอดด้วยหลอดฉีดยาหัวเข็มเบอร์ 26 มา 100 ไมโครลิตร มาละลายด้วย TSB ปริมาตร 1 
มล. และ 10 มล. ดูดสารละลายหลังจากละลายแล้ว น ามาปล่อยระหว่างช่องว่างระหว่างรอยบาก
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ตัวฐานของ hemocytometerและกระจกปิดสไลด์ ใช้แรงดึงจากผิวกระจกกับของเหลวดึง
สารละลายเข้า hemocytometer แล้วน าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยใช้เลนส์ใกล้วัตถุ
ก าลังขยาย 40 เท่า   เลือกนับแบคทีเรียรูปร่างบิดเกลียว ในบริเวณกริดขนาด 5 ช่อง x 5 ช่องตรง
กลาง ซึ่งมีขนาด 0.5 มม. X 0.5 มม. โดยนับแบคทีเรียภายในช่องกริด และแบคทีเรียอยู่คาบเกี่ยว
ระหว่างเส้นกริดด้านบนและด้านซ้าย ดังรูปที่ 10 โดยนับทั้งหมด 10 ช่อง  โดยปรับระยะโฟกัสของ
รูปให้เห็นในต าแหน่งที่ลึกที่สุด และตื้นที่สุดของ hemocytometer กรณีไม่พบเชื้อให้เปลี่ยนเป็นนับ
บริเวณ กริดขนาด 4 ช่อง x 4 ช่องตรงขอบ 4 ด้านของ hemocytometer จ านวน 4 ช่องแทน  หรือ
ให้เปลี่ยนน าสารละลายที่มีความเข้มข้นต่ ากว่ามานับแทนจนสามารถนับได้ หรือเปลี่ยนเป็นนับ
บริเวณ dibf จ านวนแบคทีเรียมีหน่วยเป็นเซลล์/มล. คิดจากสูตรค านวณ  ใน 

 
จ านวนของเซลล์แบคทีเรีย (5x5)   =    (จ านวนของเซลล์ที่นับ) x (dilution factor) 
                                 (จ านวนช่อง) x (ปริมาตรช่อง) 
 

                                       =   (จ านวนของเซลล์ที่นับ) x (dilution factor) 
                 10 x(0.05)x(0.05)x(0.1)x(10-3) 
 
                = (จ านวนของเซลล์ที่นับ) x (dilution factor) x 4000000 
                                                    10 
 

หรือ จ านวนของเซลล์แบคทีเรีย (4x4)    = (จ านวนของเซลล์ที่นับ) x (dilution factor) 
                                     (จ านวนช่อง) x (ปริมาตรช่อง) 
 

                                               =  (จ านวนของเซลล์ที่นับ) x (dilution factor) 
                           4 x(1)x(1)x(0.1)x(10-3) 
 
                        = (จ านวนของเซลล์ที่นับ) x (dilution factor) x 10000 
                                                                   4 
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รูปท่ี 10 แสดงการนับเชื้อสไปโรคีทบน hemocytometer 

 
เลือกความเข้มข้นสูงสุดของสารต้านจุลชีพที่อนุญาตให้เชื้อสามารถเพิ่มจ านวนขึ้นได้ใน

ระดับ 103 เท่า (3 function log) (modified from Pringle et al., 2006) ไปใช้ในการประเมินประ
สิทธิรูปของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกต่อไป  

 
3.2 การทดสอบความสามารถในการคัดเลือกเชื้อ Brachyspira จากแบคทีเรียอื่นๆ ใน
อุจจาระของสูตรอาหารคัดเลือกท่ีผสมยาปฏิชีวนะ flavomycin  
 

3.2.1 การทดสอบความสามารถในการคัดเลือกเชื้อ Brachyspira จากแบคทีเรีย
อ่ืนๆ ในอุจจาระสุกรท่ีผสมเชื้อ Brachyspira ซ่ึงทราบจ านวน ของสูตรอาหารคัดเลือกท่ี
ผสมยาปฏิชีวนะ flavomycin 
 

3.2.1.1 การจัดแบ่งกลุ่มสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับทดสอบประสิทธิรูป
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือก 
แบ่งเป็น 3 กลุ่มการศึกษาดังนี้  
กลุ่มทดลอง 1 การศึกษาเลือกความเข้มข้นของยาต้านจุลชีพที่สูงสุดจากการทดลองข้อ 

3.1.3 และ 3.1.4 ที่ไม่มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ Brachyspira สายพันธุ์มาตรฐาน ผสมลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ร่วมกับ สารต้านจุลชีพชนิด CSR ประกอบด้วย colitstin (C) 25 ไมโครกรัม /มล. 
rifampicin(R) 30 ไมโครกรัม/มล. spectinomycin (S)  400 ไมโครกรัม/มล. (X-CSR)  

กลุ่มควบคุม 1 อาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ผสมเลือดแกะ 5 % ผสมด้วย colitstin (C) 25 
ไมโครกรัม/มล. rifampicin(R) 30 ไมโครกรัม/มล. spectinomycin (S) 400 ไมโครกรัม/มล. ตาม
วิธีเดิมที่มีรายงาน (Barret et al., 1990 ; modified from Calderaro et al., 2005)  

กลุ่มควบคุม 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ BTSA ผสมยาต้านจุลชีพที่มีชนิดและระดับความเข้มข้น
เช่นเดียวกับกลุ่มทดลอง (X) โดยความเข้มข้นที่เตรียมเป็นความเข้มข้นสุดท้ายในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้มีสองชนิดคือ BTSA ใช้ในการทดสอบประสิทธิรูปในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง 
(ปริมาตรสุดท้าย 20 มล.) และ BHI ใช้ในการทดสอบประสิทธิรูปในรูปแบบ pre-enrichment  
((ปริมาตรสุดท้าย 10 มล.) 

 
3.2.1.2    การเลือกและการเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

 ท าเช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 3.1.1   
 

3.2.1.3    การเตรียมความเข้มข้นยาต้านจุลชีพในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เตรียมสารละลายยา ต้านจุลชีพ โดยใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% เป็นตัวท า

ละลาย โดยเตรียมเพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายอาหารเลี้ยงเชื้อตามความเข้ มข้นตามกลุ่ม
การศึกษาที่แบ่งไว้ โดยกรณีที่เตรียมส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSA ที่ผสมเลือดแกะ 5% (blood 
TSA, BTSA)ให้เตรียมสารละลายยาต้านจุลชีพที่ความเข้มข้น ยา colitstin (C) 5000 ไมโครกรัม /
มล. rifampicin(R) 6000 ไมโครกรัม/มล. spectinomycin (S)  80,000 ไมโครกรัม /มล. ร่วมกับยา
ต้านจุลชีพ X เตรียมไว้ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 200 เท่า ของระดับที่ ไม่มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
Brachyspira สายพันธุ์มาตรฐาน  เพื่อเตรียมส าหรับการใส่ลงในอาหาร ยาละ 100 ไมโครลิตร ต่อ 
1 จานอาหารเลี้ยงเชื้อ  (20 มล.) ส าหรับการเตรียม อาหารเลี้ยงเชื้อ เหลว  BHI ใช้ความเข้มข้น
เริ่มต้นที่ความเข้มข้น 100 เท่าของระดับที่ไม่มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ Brachyspira สายพันธุ์
มาตรฐาน   ดังนี้ colistin (C) 2500 ไมโครกรัม /มล.  rifampicin(R) 3000 ไมโครกรัม /มล.  
spectinomycin (S)  40,000 ไมโครกรัม/มล. มล. ยาต้านจุลชีพ X  และผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ยาละ 100 ไมโครลิตร ต่อ 1 หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ (10 มล.) 
 

3.2.1.4 การเตรียมอุจจาระ (Brachyspira-free feces) เพื่อผสมเชื้อ 
Brachyspira ท่ีทราบปริมาณ 
เก็บอุจจาระโดยวิธีล้วงเก็บจากสุกรที่มีลักษณะสุขรูปปกติไม่แสดงอาการของโรคทางเดิน

อาหาร และไม่ได้รับยาปฏิชีวนะมาเป็นเวลาไม่น้อยกว่า 28 วัน ขั้นตอนและกระบวนการได้ผ่าน
การพิจารณาเห็นชอบจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เก็บรักษา ตัวอย่าง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และน าส่งมายัง
ห้องปฏิบัติการทางจุลชีววิทยาภายใน 24 ชั่วโมง และน ามาตรวจยืนยันว่าไม่พบ Brachypira ด้วย
วิธีการเพาะเชื้อ  และ วิธี multiplex PCR (Råsbäck et al., 2006)  เตรียมอุจจาระปลอดเชื้อสไป
โรคีทในอัตราส่วนปริมาณ 1 กรัม ผสมกับน าสารละลายเชื้อที่เตรียมไว้ 1 มล.  
 



 
 

38 

3.2.1.5 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียปนเปื้อนในอุจจาระ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกชนิดแข็ง  
เจือจางสารละลายอุจจาระที่ผสมกับเชื้อสไปโรคีทที่ทราบจ านวน ด้วยสารละลาย TSB ให้

ได้ความเข้มข้นที่ล าดับการละลายที่  10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 และ 10-7แล้วน าสารละลาย
ตัวอย่างแต่ละล าดับที่ปริมาตร 100 ไมโครลิตรหยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาต้านจุลชีพผสมใช้
แท่งแก้วเกลี่ยให้ทั่วจานอาหารเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มเพาะที่ภาวะไร้ออกซิเจนเป็นเวลา  3 วัน นับ
ปริมาณโคโลนีของเชื้อปนเปื้อน (CFU/มล.) และโคโลนีของเชื้อ Brachyspira (รูปที่ 11) 

 
 
รูปท่ี 11 แสดงการแบ่งกลุ่มการศึกษาในการทดลองเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง 
 

3.2.1.6 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียปนเปื้อนในอุจจาระ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือก pre-enrichment  
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด BHI 9 มล. ฉีดสารต้านจุลชีพที่มีความเข้มข้นตามกลุ่มการ

ทดลองในข้อ 3.2.1.1 เข้าไปในหลอดชนิดยาต้านจุลชีพละ 100 ไมโครลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้น
สุดท้ายของยาต้านจุลชีพในหลอดเป็น colitstin (C) 25 ไมโครกรัม /มล. rifampicin(R) 30 
ไมโครกรัม/มล. spectinomycin (S)  400 ไมโครกรัม/มล.  และ ความเข้มข้นของยาต้านจุลชีพ 
flavomycin หรือ halquinol จากผลการทดลองข้อ 3.1.3 และ 3.1.4 ในปริมาตรสุดท้าย 10 มล.
ภายในหลอดพอดี ฉีดสารละลายอุจจาระ 1 มล.ซึ่งมีปริมาณเชื้อ Brachyspira อยู่ระดับ 107 CFU/
มล.  เข้าไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ pre-enrichment  เพื่อให้ได้ความเข้มข้น ที่ระดับ 106 CFU/มล.   ใน
ปริมาตรสุดท้าย 10 มล.ภายในหลอดพอดนี าไปตั้งไว้ใน 3 สภาวะ คือ 10 นาที 30 องศาเซลเซียส  
30 นาที 30 องศาเซลเซียส ที่บรรยากาศปกติ และ 3 วัน  37 องศาเซลเซียส ในภาวะไร้ก๊าซ
ออกซิเจน (Calderaro et al., 2005) หลังจาก นั้นตรวจสอบการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย
ปนเปื้อนและเชื้อสไปโรคีทด้วยการเพาะเชื้อ โดย เจือจางสารละลายอุจจาระและเชื้อสไปโรคีทที่

FCSR 

CSR 

F 

ไม่ผสมยาปฏิชีวนะ 

ท าการละลายในลักษณะ 1: 9 
(จนถึงล าดับการละลายท่ี 10-7) 

เพาะเลี้ยงในสภาวะไร้ก๊าซ
ออกซิเจน ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

อุจจาระผสมเชื้อ 
Brachyspira 
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ผสมกันแล้วด้วยสารละลาย TSB ได้ที่ล าดับการละลายที ่10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 และ 10-7 
แล้วปิเปตสารละลายแต่ละล าดับปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงอาหารเลี้ยงเชื้อ BTSA ที่มียา
ต้านจุลชีพชนิดเดียวกัน แล้วผสมใช้แท่งแก้วเกลี่ยให้ทั่วจานอาหารเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มเพาะที่ภาวะ
ไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 3 วัน นับปริมาณโคโลนีของเชื้อปนเปื้อน  ( CFU/มล.) และโคโลนีของเชื้อ 
Brachyspira (CFU/มล.)ดังตารางที่ 9 และ รูปที่ 12 

 
ตารางท่ี 9 แสดงการแบ่งกลุ่มการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อในรูปแบบ pre-enrichment 

FCSR = colitstin (C) 25 ไมโครกรัม /มล. rifampicin(R) 30 ไมโครกรัม /มล. spectinomycin (S)  
400 ไมโครกรัม/มล. และ flavomyicn 16 ไมโครกรัม/มล.  
CSR = colitstin (C) 25 ไมโครกรัม /มล. rifampicin(R) 30 ไมโครกรัม /มล. spectinomycin (S)  
400 ไมโครกรัม/มล. 
F = flavomyicn 16 ไมโครกรัม/มล. 
 

 ระยะเวลา 
10 นาที 30 นาที 3 วัน 

B. hyodysenteriae ATCC 
27164  

FCSR CSR F FCSR CSR F FCSR CSR F 

B. pilosicoli ATCC 51139  FCSR CSR F FCSR CSR F FCSR CSR F 
B. intermedia ATCC 51140  FCSR CSR F FCSR CSR F FCSR CSR F 
B. murdochii ATCC 51284  FCSR CSR F FCSR CSR F FCSR CSR F 
B. innocens ATCC 29796  FCSR CSR F FCSR CSR F FCSR CSR F 
B. hyodysenteriae สายพันธุ์ 
P1/11/6 

FCSR CSR F FCSR CSR F FCSR CSR F 
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รูปท่ี 12 แสดงการแบ่งกลุ่มการศึกษาในการทดลองเพาะในลักษณะ pre-enrichment  
 

3.2.2  การทดสอบประสิทธิรูปของอาหารคัดเลือกเชื้อ Brachyspira ท่ีผสมยา
ปฏิชีวนะ flavomycin จากการส ารวจในฟาร์มสุกร  
 

3.2.2.1 การเก็บตัวอย่างอุจจาระจากสุกรภายในฟาร์ม 
เลือกเก็บอุจจาระจากสุกรอายุ 12 สัปดาห์ขึ้นไปด้วยวิธีล้วงทวารจากสุกรที่มีประวัติ

อาการท้องเสียแบบมีมูกปนจ านวน 70 ตัวอย่าง และ สุกรอุจจาระสุกรปกติ 20 ตัวอย่าง เก็บรักษา
ที่อุณหภูมิไม่เกิน 4 องศาเซลเซียสแล้วน าส่งมายังห้องปฏิบัตจิุลชีววิทยาภายใน 24 ชั่วโมง 
 

3.2.2.2 การตรวจเบื้องต้น  
น าตัวอย่างมาละลายในสารละลาย NaCl 0.85% แล้วหยดลงบนสไลด์ สังเกต ลักษณะ

แบคทีเรียรูปเกลียวเคลื่อนที่แบบควงเกลียว (flexing and rotating motility) และติดสีย้อมแกรม
ภายใต้กล้องจุลทรรศน ์
 

3.2.3.3 การตรวจยืนยันเชื้อด้วยวิธี multiplex PCR จากอุจจาระ 
น าตัวอย่างอุจจาระสุกรมาสกัด DNA ด้วยชุดสกัด NucleoSpin Tissue® (Machery-

Nagel,Germany) ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ primers ที่จ าเพาะกับล าดับเบส nox gene ของเชื้อ 
B. hyodysenteriae,  16S rDNA gene ของเชื้อ B. pilosicoli และ 16S rDNA gene ของเชื้อ 
Lawsonia intercellularis ในส่วนผสมของ Perfect Taq Plus master Mix (5prime, USA) ล าดับ

อุจจาระผสมเชื้อ 
Brachyspira 

1 : 9 

1 : 9 

1 : 9 

วางไว้เป็นเวลา 30 นาท ี
ที่ 30 องศาเซลเซียส 

วางไว้เป็นเวลา 10 นาท ี
ที่ 30 องศาเซลเซียส 

เพาะเลี้ยงเป็นเวลา  72 

ชั่วโมง 
ที่ 37 องศาเซลเซียส 

ท าการละลายในลักษณะ 1: 9 
(จนถึงล าดับการละลายท่ี 10-7) 

FCSR 

CSR 

F 

อาหารเลี้ยงเชื้อ BHI 

ผสมยาปฏิชีวนะ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ TSA

ผสมยาปฏิชีวนะ เพาะเลี้ยงในสภาวะไร้ก๊าซ
ออกซิเจน ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
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เบสของ primers และข้ันตอนการเพิ่มสารพันธุกรรม ( thermal cycle) ใช้ตามการศึกษาของ La 
และคณะ ปี 2006 ดังแสดงในตารางที่ 10  โดยใช้ DNA template ของ B. hyodysenteriae 
ATCC 27164 และ B. pilosicoli ATCC 51139 เป็นตัวควบคุมบวก  
 
ตารางท่ี 10 แสดงรายละเอียดข้อมูลจ าเพาะของ primers ที่ใช้ในการศึกษา 

ชื่อ primer ยีนที่จ าเพาะ ล าดับเบส 
จ านวน
เบส 

H1 B. hyodysenteriae NADH 
oxidase (nox)gene 

5’-ACTAAAGATCCTGATGTATTTG-3’ 
354 bp 

H2 5’-CTAATAAACGTCTGCTGC-3’ 

P1 
B.pilosicoli 16S rRNA gene 

5’-AGAGGAAAGTTTTTTCGCTTC-3’ 
823 bp 

P2 5’-GCACCTATGTTAAACGTCCTTG-3’ 

รายละเอียดของล าดับอุณหภูมิและระยะเวลาที่ใช้ท า PCR ตามล าดับ ดังนี้ระยะกระตุ้น
เอนไซม์ Taq DNA polymerase ที่มีคุณสมบัติท างานได้ในช่วงอุณหภูมิ ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที ระยะการเกิดการสลายพันธะไฮโดรเจนของ DNA สายคู่  (denaturation) อุณหภูมิ  
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  ระยะการเกิดพันธะไฮโดรเจนกับไพรเมอร์  อุณหภูมิ  58 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที  การเกิดสร้างสาย polymer ของ DNA (extension) อุณหภูมิ  
68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วินาที (ขั้นตอนที่ 2-4 เกิดปฏิกิริยาขึ้นทั้งหมด 35 รอบ) และการเกิด
สร้างสาย polymer ของ DNA ครั้งสุดท้าย(final extension) อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที น าผลิตภัณฑ์ที่ได้มาแยกความแตกต่างของขนาดเบสโดยใช้โหลดลงใน agarose gel 
(Bioexpress, USA) ความเข้มข้น 1% มาเคลื่อนที่ผ่านความต่างศักย์ไฟฟ้าขนาด 100V เป็นเวลา 
25  นาที  
 

3.2.2.4 การทดสอบประสิทธิรูปการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียปนเปื้อน
และอัตราการเพาะเชื้อ Brachyspira 
เจือจางอุจจาระ ด้วยสารละลาย TSB ให้ได้ความเข้มข้นที่ล าดับการละลาย 10-1 10-2 10-3 

10-4 10-5 10-6 และ 10-7แล้วน า100 ไมโครลิตรของสารละลายแต่ละล าดับปริมาตร หยดลงอาหาร
เลี้ยงเชื้อในแต่ละกลุ่มการทดลอง ใช้แท่งแก้วเกลี่ยให้ทั่วจานอาหารเลี้ยงเชื้อน าไปบ่มเพาะที่ภาวะ
ไร้ออกซิเจนเป็นเวลา  3 วัน นับปริมาณโคโลนีของเชื้อปนเปื้อน  (CFU/มล.)  และโคโลนีของเชื้อ 
Brachyspira  
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3.2.2.5 การตรวจสอบสปีชี่ส์ของเชื้อท่ีพบโดยใช้การทดสอบทางชีวเคมี 
และ PCR 

3.2.2.5.1 การทดสอบ indole    
เพาะเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว BHI ที่มีการเติม 

tryptophan ลงไป 0.1% v/v แล้วหยอด xylene บนผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มเพาะ  ที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หยดสารละลาย Kovac ลงไป 4-5 หยด สังเกตการเกิดเปลี่ยน
สีของของเหลวในชั้นของ xylene กรณีพบให้สารละลายสีชมพูแดงแสดงว่าเชื้อที่ทดสอบให้ผลบวก
กับการทดสอบ indole 

3.2.3.5.2 การทดสอบ hippurate hydrolysis    
เขี่ยเชื้อลงในสารละลาย hippurate ความเข้มข้น 1% ให้มีความขุ่น

เท่ากับ McFarland 5 (109 CFU/มล.) แล้วท าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 ชั่วโมง ภายหลังหยดสารละลาย ninhydrin 3.5% แล้วเขย่าทิ้งไว้ 10 นาทีแล้วอ่านผล กรณีที่เชื้อ
มีเอนไซม์ hippuricase สามารถย่อยสารประกอบ hippurate เป็นกรด benzoic และ glycine ซึ่ง
สามารถเกิดปฏิกิริยารีดิวซ์ได้กับ สารละลาย ninhydrin เกิดสารประกอบเชิงซ้อนสีม่วงเข้มแสดง
ว่าเชื้อที่ทดสอบให้ผลบวกกับการทดสอบ hippurate hydrolysis 

3.2.3.5.3 การทดสอบด้วยวิธี PCR จากเชื้อบริสุทธิ ์
ภายหลังจากเพาะเชื้อจนได้โคโลนีบริสุทธิ์ หยดสารละลาย normal 

saline ลงไปในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 มล. แล้วใช้แท่งแก้วเกลี่ยโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทั้งหมด เก็บใส่หลอดเก็บเชื้อ ( eppendorf) แล้วปั่นจนตะตะกอนที่ 5000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 
นาทีเติมน้ ากลั่น 100 ไมโครลิตร น าไปต้มที่อุณหภูมิ  100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที น า
สารละลายที่ได้ใช้เป็น สาย DNA ต้นแบบจากการท า PCR ใช้ primers ที่จ าเพาะกับล าดับเบส 
nox gene ของเชื้อ B. hyodysenteriae,  16S rDNA gene ของเชื้อ B. pilosicoli ใช้ Perfect Taq 
Plus master Mix (5prime, USA) ในปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนพันธุกรรม ล าดับเบสของ primers 
และข้ันตอนการเพิ่มสารพันธุกรรม (thermal cycle) ใช้ตามการศึกษาของ La และคณะ ปี 2006 
(ตารางที่ 10)  โดยใช้ DNA template ของ B. hyodysenteriae ATCC 27164 และB. pilosicoli 
ATCC 51139 เป็นตัวควบคุมบวก  
 

3.2.2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
ข้อมูลของปริมาณเชื้อ Brachyspira spp. และเชื้อแบคทีเรียอ่ืนที่ปนเปื้อนจะถูกน าเสนอ

ในรูปแบบค่าเฉล่ียของปริมาณเชื้อ (Means) (CFU/มล.) เปรียบเทียบปริมาณเชื้อ Brachyspira ที่
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เพาะข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองด้วยวิธี  Wilcoxon’s signed rank  
test และเปรียบเทียบเปอร์เซนต์ของการพบเชื้อด้วยวิธีการเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อคัดแยกต่อ
วิธี multiplex PCR ระหว่างกลุ่มทดลอง ( n=70) และกลุ่มควบคุม ( n=70) ต่อ ด้วยวิธี Chi-
squared test ค่า p<0.05 ถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ  
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การประเมินหาค่าความความเข้มข้นสูงสุดของ flavomycin และ halquinol ท่ีไม่ยับยั้ง
เชื้อ Brachyspira สายพันธุ์อ้างอิง 5 สายพันธุ์ และ  1 สายพันธุ์จากตัวอย่างสุกรไทยใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง 
 จากการประเมินค่าความไวรับของเชื้อ Brachyspira มาตรฐาน ต่อ ยาปฏิชีวนะ 

flavomycin และ halquinol ด้วยวิธี modified agar dilution test ได้ผลตามตารางที่ 11 และรูปที่ 
13 พบว่า halquinol เป็นสารต้านจุลชีพที่สามารถยังยั้งเชื้อ Brachyspira ทุกสปีชีส์ที่ใช้ทดสอบได้
ในระดับต่ า แต่เชื้อทุกสปีชีส์สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม flavomycin ที่ระดับ
ต่ ากว่าหรือเท่ากับ 16 ไมโครกรัม /มล.  เนื่องจากเหตุที่ยา halquinol ยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ใน
ระดับที่ต่ า ยา halquinol จึงไม่เหมาะสมต่อการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเพิ่มจ านวน 
และการทดสอบอ่ืนๆ ในขั้นต่อไป ยา halquinol จึงถูกตัดออกจากการศึกษา 

 
ตารางท่ี  11 แสดง การเจริญของเชื้อ Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏิชีวนะ 
flavomycin และ halquinol ความเข้มข้นต่างๆ 

ชนิดของเชื้อแบคทีเรีย 
Brachyspira มาตรฐาน 

ความเข้มข้นยาปฏิชีวนะ (ไมโครกรัม/มล.) 
1 2 4 8 16 32 64 128 

F H F H F H F H F H F H F H F H 
 B. hyodysenteriae ATCC 27184 + - + - + - + - + - + - - - - - 
B. pilosicoli ATCC 51139 + - + - + - + - + - + - - - - - 
B. intermedia ATCC 51140 + - + - + - + - + - - - - - - - 
B. murdochii ATCC 51284 + - + - + - + - + - + - - - - - 
B. innocens ATCC 29796 + - + - + - + - + - - - - - - - 
B. hyodysenteriae สเตรน P1/11/6 + - + - + - + - + - + - - - - - 
F = flavomycin, H = halquinol  
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รูปท่ี 13 แสดงการเจริญเติบโตของเชื้อ Brachyspira สปีชี่ส์ต่างๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยา
ปฏิชีวนะ flavomycin (a = B. hyodysenteriae ATCC 27164 b = B. pilosicoli ATCC 51139 c 
= B. murdochii ATCC 51284 d = B. intermedia ATCC 51140) 
 
ชนิดของเชื้อ
แบคทีเรีย 

Brachyspira 
มาตรฐาน 

ความเข้มข้นยาปฏิชีวนะ flavomycin (ไมโครกรัม/มล.) 

8 16 32 

B. 
hyodysenteri

ae ATCC 
27184 

    

B. pilosicoli 
ATCC 51139 

    

B. intermedia 
ATCC 51140 

   

B. murdochii 
ATCC 51284 
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B. innocens 
ATCC 29796 

   

B. 
hyodysenteri

ae สเตรน 
P1/11/6 

   

 
4.2 การประเมินหาค่าความเข้มข้นสูงสุดของ flavomycin ท่ีไม่ยับยั้งการเพิ่มจ านวนของ
เชื้อ Brachyspira สายพันธุ์อ้างอิง 5 สายพันธุ์ และ  1 สายพันธุ์จากตัวอย่างสุกรไทยใน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

จากการประเมินหาค่าความเข้มข้นสูงสุดของสารต้านจุลชีพที่ไม่มีผลการเพิ่มจ านวนของ
เชื้อ Brachyspira มาตรฐาน ของสารต้านจุลชีพ flavomycin ด้วยวิธี broth dilution test ได้ผล
ตามตารางที่ 1 2 พบว่า เชื้อทุกสปีชี่ส์สามารถเพิ่มจ านวนในระดับที่มากขึ้นกว่าเดิมเป็นจ านวน
อย่างน้อย 1000 เท่า (3 log10 ) ซึ่งเป็นอัตราการเจริญของเชื้อปกติ Brachyspira ปกติในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (Trott et al., 1996a) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม flavomycin ที่ระดับต่ ากว่าหรือ
เท่ากับ 16 ไมโครกรัม /มล. ความเข้มข้นระดับดังกล่าวสอดคล้องกับค่าความไวรับของเชื้อ 
Brachyspira มาตรฐาน ต่อสารต้านจุลชีพ flavomycin จากผลการทดลอง 4.1 ความเข้มข้นของ
ยา flavomycin จึงถูกเลือกใช้ในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
อ่ืนในอุจจาระที่ทราบปริมาณเชื้อ Brachyspira และอุจจาระสุกรฟาร์ม  
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ตารางท่ี 12 แสดง จ านวนเชื้อ Brachyspira ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ผ่านการนับบน 
hemocytometer 

เชื้อ ความเข้มข้นของยา flavomycin μg/ml) 
1 2 4 16 32 64 128 

B. hyodysenteriae 
ATCC 27164  1.6x 10

9
 1.4 x 10

9
 2.0 x 10

9
 1.9 x 10

9
 1.4 x 10

6
 0 0 

B. pilosicoli             
ATCC 51139  2.0x 10

9
 1.3 x 10

9
 2.4 x 10

9
 1.2 x 10

9
 5.6 x 10

5
 0 0 

B. intermedia        
ATCC 51140  1.5 x 10

9
 2.0 x 10

9
 1.1 x 10

9
 1.0 x 10

9
 1.4 x 10

4
 0 0 

B. murdochii          
ATCC 51284  1.2 x 10

9
 2.4 x 10

9
 1.3 x 10

9
 1.0 x 10

9
 1.6 x 10

5
 0 0 

B. innocens            
ATCC 29796  1.0 x 10

9
 1.1 x 10

9
 1.6 x 10

9
 1.0 x 10

9
 4.0 x 10

4
 0 0 

B. hyodysenteriae 
 สเตรน P1/11/6 1.2 x 10

9
 2.1 x 10

9
 1.8 x 10

9
 2.2 x 10

9
 6.5x 10

5
 0 0 

 
4.3 ประสิทธิรูปการแยกเชื้อ Brachyspira และการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
ปนเปื้อนจากตัวอย่างอุจจาระท่ีมีเชื้อ Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือกชนิดแข็ง 

จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนใน
ตัวอย่างอุจจาระที่ทราบปริมาณเชื้อ Brachyspira ด้วยวิธีการเพาะแยกในอาหารเลี้ยงชนิดแข็ง 
แสดงผลดังตารางที่ 1 3 ในกรณีที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด FCSR ซึ่งประกอบด้วยสารต้านจุลชีพ 
flavomycin (f) 16  ไมโครกรัม/มล. colitstin (C) 25 ไมโครกรัม/มล. rifampicin(R) 30 ไมโครกรัม/
มล. spectinomycin (S)  400 ไมโครกรัม/มล. พบโคโลนีของเชื้อที่ไม่ใช ่Brachyspira สามารถ
เจริญขึ้นมาได้ในปริมาณ 107 CFU/กรัมอุจจาระ อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร  CSR ที่ประกอบด้วย   
colistin (C) 25 ไมโครกรัม /มล. rifampicin(R) 30 ไมโครกรัม/มล. spectinomycin (S)  400 
ไมโครกรัม/มล. และ สูตรที่ผสมเฉพาะ flavomycin (f) 16  ไมโครกรัม /มล. (F) อาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง
สองสูตรพบโคโลนีของเชื้ออ่ืนๆอุจจาระในระดับ 109 CFU/กรัมอุจจาระ ส าหรับสูตรที่ไม่ผสมยา
ต้านจุลชีพใดๆเลยมีการเจริญของเชื้อในอุจจาระที่มีปริมาณมากกว่า 3.0 x 1010 CFU/กรัม
อุจจาระ อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร FCSR และ CSR และ F สามารถแยกเชื้อ  Brachyspira สเตรน
มาตรฐาน โดยนับจ านวนโคโลนีของเชื้อ  อยู่ในปริมาณ 105 – 106 CFU/กรัมอุจจาระ ส าหรับสูตร
ที่ไม่ผสม ยาต้านจุลชีพใดๆเลย  พบเฉพาะโคโลนีของเชื้อ B.  hyodysenteriae ATCC 27164 
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และ สายพันธุ์จากตัวอย่างที่แยกได้จากสุกรไทย โดยพบที่ระดับ 106  CFU/กรัมอุจจาระ แต่ไม่
สามารถแยกเป็นโคโลนีเดี่ยวได้  ดังแสดงไว้ในตารางที่ 13 และรูปที่ 14 

ตารางท่ี 13 เปรียบเทียบปริมาณของเชื้อ Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งทั้ง 3 สูตรที่
ผสมยาปฏิชีวนะและกลุ่มควบคุม 

เชื้อ FCSR CSR F ไม่ใส่ยาปฏิชีวนะ 

B. hyodysenteriae 
ATCC 27164 

5.0 x 106 1.7 x 106 3.0 x 106 1.0 x 10
6
 

B. pilosicoli             
ATCC 51139 

8.0 x 106 1.6 x 106 6.5 x 106 - 

B. intermedia        
ATCC 51140 

2.2 x 105 2.6 x 105 3.2 x 106 -
 

B. murdochii          
ATCC 51284 

4.0 x 106 3.0 x 106 3.4 x 106 - 

B. innocens            
ATCC 29796 

3.0 x 105 2.0 x 105 2.5 x 106 - 

B. hyodysenteriae 
 สเตรน P1/11/6 

3.2 x 106 2.0 x 106 2.2 x 106 1.2 x 10
6
 

แบคทีเรียอื่นๆ ท่ีไม่ใช่ 
Brachyspira 

6.4 x 107 
(7.8±1.4) 

2.6 x 109 
(9.4±0.2) 

3.9 x 109 
(9.6±0.1) 

>3.0x 1010 
 

 

 
รูปท่ี 14 แสดงเชื้อแบคทีเรียจากอุจจาระที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อต่างกลุ่มกัน 
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4.4 ประสิทธิรูปการแยกเชื้อ  Brachyspira และการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียอื่น
จากตัวอย่างอุจจาระท่ีทราบปริมาณเชื้อ Brachyspiraด้วยการเพิ่มขั้นตอน pre-enrichment 

 ผล การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียอ่ืนจากตัวอย่าง
อุจจาระโดยเพิ่มข้ันตอนการเพาะบ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อคัดเลือก  pre-enrichment ชนิดเหลว ก่อน
การน าไปเพาะเชื้อบนอาหารคัดเลือกชนิดแข็ง แสดงผลดัง ตารางที่ 1 4 พบว่าไม่สามารถแยก
โคโลนีของเชื้อ Brachyspira เดี่ยวได้เมื่อเพิ่มข้ันตอนนี้ ตามช่วงเวลาที่ก าหนด และไม่สามารถนับ
ปริมาณเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด บนอาหารเลี้ยงเชื้อได้เนื่องจากมีปริมาณมากกว่า 3x1010 CFU/มล.
(รูปที่ 15) แต่สามารถสังเกตเห็นลักษณะของแบคทีเรียรูปร่างบิดเกลียวคล้ายงูภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์(รูปที่ 16) ขั้นตอนนี้จึงไม่เหมาะสมที่จะท าการทดสอบในขั้นตอนต่อไป  

ตารางท่ี 14 แสดงปริมาณเชื้อ  Brachyspira ในสปีชี่ส์ต่างๆ และปริมาณเชื้อจากอุจจาระอ่ืนๆ 
จากวิธีการเพาะเลี้ยงแบบ pre enrichment ที่เวลาในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่แตกต่างกัน 
 ความเข้มข้น(μg/ml) 

10 นาที 30 นาที 3 วัน 
FCSR  CSR  F  FCSR  CSR  F  FCSR  CSR  F  

BH NC NC NC NC NC NC NC NC NC 
OF UC UC UC UC UC UC UC UC UC 
BP NC NC NC NC NC NC NC NC NC 
OF UC UC UC UC UC UC UC UC UC 
BINT NC NC NC NC NC NC NC NC NC 
Of UC UC UC UC UC UC UC UC UC 
BM NC NC NC NC NC NC NC NC NC 
OF UC UC UC UC UC UC UC UC UC 
BINN NC NC NC NC NC NC NC NC NC 
of UC UC UC UC UC UC UC UC UC 
TBH NC NC NC NC NC NC NC NC NC 
OF UC UC UC UC UC UC UC UC UC 

BH = B. hyodysenteriae ATCC 27164, BP =  B. pilosicocoli ATCC 51139, BINT = B. 
intermedia ATCC 51140, BM =  B.murdochii ATCC 51284, BINN = B. innocens 
ATCC9796 และTBH = เชื้อ B. hyodysenteriae สเตรน P1/11/6OF = เชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆที่ไม่ใช่ 
Brachyspira NC =  not detect colony (ไม่พบโคโลนีของเชื้อ) UC = uncountable (จ านวนโค
โลนีมากกว่า 300 โคโลนีต่อจานอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
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รูปท่ี 15 แสดงปริมาณของโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียจากอุจจาระที่ได้จากการผ่านขั้นตอน pre-
enrichment เป็นเวลา 10 นาที ที่ล าดับการละลาย 10-6 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ FCSR ต่างกลุ่มกัน (a 
= CSR b = F c = FCSR)  

 

รูปท่ี 16 แสดงเชื้อแบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 400 เท่า จากตัวอย่างอุจจาระเมื่อ
ผ่านขั้นตอน pre-enrichment พบลักษณะแบคทีเรียรูปร่างเกลียวยาว (กรอบสีแดง) 

a b 

c 
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4.5 ประสิทธิรูปอาหารคัดเลือกเชื้อ Brachyspira โดยใช้ตัวอย่างอุจจาระท่ีได้จากสุกร
ฟาร์ม  

การตรวจเบื้องต้น  
ตัวอย่างอุจจาระและ /หรือล าไส้ จ านวนทั้งสิ้น 90 ตัวอย่าง แบ่งเป็น จากสุกรอุจจาระ

ท้องเสียแบบมีมูกเลือดปน 70 ตัวอย่าง สุกรปกติ 20 ตัวอย่าง   กรณีที่เป็นตัวอย่างล าไส้ ท าการ
เปิดผ่าและส ารวจรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาดังแสดงในรูปที่ 17 และตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ด้วยวิธี fresh smear (ดังแสดงในรูปที่ 18) สังเกตแบคทีเรีย รูปเกลียวเคลื่อนที่แบบควงเกลียว  
(flexing and rotating motility) พบแบคทีเรียรูปเกลียวย้อมติดสีแกรมลบ (ดังแสดงในรูปที่ 19)  
จ านวน 42 ตัวอย่าง แบ่งเป็นจากสุกรอุจจาระท้องเสียแบบมีมูกเลือดปน 32 ตัวอย่าง สุกรปกติ 10 
ตัวอย่าง     

 

 

รูปท่ี 17 แสดงลักษณะรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาของสุกรที่บริเวณไส้ตรง และไส้ตันที่มีปื้น
เลือดออกที่เยื่อบุชั้นใน (hemorrhagic colitis) (ตัวอย่างที่ P7) 
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รูปท่ี 18 แสดงเชื้อแบคทีเรียผ่านกล้องจุลทรรศน์จากตัวอย่างอุจจาระสุกรข้ึนปะปนกันด้วยการ
ป้ายเชื้อสด (fresh smear) พบลักษณะแบคทีเรียรูปร่างยาวที่เคลื่อนที่ควงเกลียว (กรอบสีแดง) 

 

รูปท่ี 19 แสดงเชื้อแบคทีเรียผ่านกล้องจุลทรรศน์จากตัวอย่างอุจจาระสุกรที่ขึ้นปะปนกันด้วยย้อม
สีแกรม (Gram strain) พบลักษณะแบคทีเรียรูปร่างยาวบิดเป็นเกลียว (ลูกศรชี)้  

 
การทดสอบการท า PCR จากอุจจาระโดยตรง 

 การทดสอบการท า PCR จากอุจจาระโดยตรงพบว่าให้ผลบวกที่มีล าดับเบสจ าเพาะกับ
ส่วน nox (NADPH oxidase) gene ของเชื้อ B. hyodysenteriae จ านวนทั้งหมด 29 ตัวอย่าง (ดัง 
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แสดงในรูปที่ 20,21 และ 22) ซึ่งเป็นตัวอย่างจากสุกรที่แสดงอาการท้องเสียแบบมีมูกเลือดปน
ทั้งหมด และไม่พบผลบวกกับส่วน 16S rDNA gene ของเชื้อ B. pilosicoli เลย  

 

รูปท่ี 20 แสดงผลผลิตดีเอนเอด้วยวิธี PCR ในการตรวจพิสูจน์เชื้อB. hyodysenteriae และ B. 
pilosicoli จากอุจจาระสุกรฟาร์มบนเจลอกาโรส 1% (P1-P20) แถวที่ 1 DNA มาตรฐาน 100 คู่
เบส แถวที่ 2-21 ตัวอย่างที่ 1-20 P7, P10, P16, P20 แถวที่ 22 ตัวควบคุมบวก B. 
hyodysenteriae ATCC 27164 พบ DNA ขนาด 354 เบส แถวที่ 23 B. pilosicoli ATCC 51139  
พบ DNA ขนาด 823 เบส 

 

 

รูปท่ี 21 แสดงผลผลิตดีเอนเอด้วยวิธี PCR ในการตรวจพิสูจน์เชื้อ B. hyodysenteriae และ B. 
pilosicoli จากอุจจาระสุกรฟาร์มบนเจลอกาโรส 1% (P21-P40) แถวที่ 2-21 ตัวอย่างที่ 21-40 
P23, P26, P29, P33, P39, P40 แถวที่ 22 ตัวควบคุมบวก B. hyodysenteriae ATCC 27164 
พบ DNA ขนาด 354 เบส แถวที่ 23 B. pilosicoli ATCC 51139  พบ DNA ขนาด 823 เบส 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

1500 
1000 

500 

1000 
1500 

500 

 823 bp 

354 bp 

 823 bp 

 354 bp 
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รูปท่ี 22 แสดงผลผลิตดีเอนเอด้วยวิธี PCR ในการตรวจพิสูจน์เชื้อ B. hyodysenteriae และ B. 
pilosicoli จากอุจจาระสุกรฟาร์มบนเจลอกาโรส 1% (P41-P60) แถวที่ 2-21 ตัวอย่างที่ 41-60 
P42, P44, P47, P49, P54, พบ DNA ขนาด 354 เบส  แถวที่ 22 ตัวควบคุมบวก B. 
hyodysenteriae ATCC 27164 พบ DNA ขนาด 354 เบส แถวที่ 23 B. pilosicoli ATCC 51139  
พบ DNA ขนาด 823 เบส 
 
 ประเมินความสามารถในการแยกเชื้อ Brachyspira จากตัวอย่างอุจจาระจากสุกร
ภายในฟาร์ม 
 จ านวนเชื้อ Brachyspira ปริมาณต่ าสุดที่สามารถเพาะแยกได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม  
FCSR คือ 1.1x 102 CFU/กรัมอุจจาระ ส่วนปริมาณเชื้อ  Brachyspira ปริมาณต่ าสุดที่สามารถ
เพาะแยกได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม CSR คือ 1.8x103 CFU/กรัมอุจจาระ ค่าเฉล่ียของปริมาณ

เชื้อ Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม FCSR  เท่ากับ 6.6 x 10
4
CFU/ กรัมอุจจาระ  ส่วน

ค่าเฉล่ียของปริมาณเชื้อ  Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม CSR  เท่ากับ 6.3 x 10
3
 CFU/

กรัมอุจจาระ ค่าเฉล่ียของปริมาณเชื้อ แบคทีเรียในทางเดินอาหารอ่ืนๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม

FCSR เท่ากับ 3.3x 10
7
 CFU/กรัมอุจจาระ ค่าเฉล่ียของปริมาณเชื้อ  แบคทีเรียในทางเดินอาหาร

อ่ืนๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม CSR เท่ากับ 3.4x 10
8
  CFU/กรัมอุจจาระ (ดังแสดงในรูปที่ 23) 

 
 

1500 
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 823 bp 

 354 bp 



 
 

55 

 

รูปท่ี  23 แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อ Brachyspira และเชื้อแบคทีเรียปนเปื้อนที่เจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ผสม FCSR (b,d,f) และ CSR (a,c,e)  วงกลมสีน้ าเงินในรูปแสดงลักษณะโคโลนีของ
เชื้อ Brachyspira  

 
การตรวจสอบสปีชี่ส์ของเชื้อท่ีพบโดยใช้การทดสอบทางชีวเคมี และ PCR 

 จากการทดสอบการท า indole และ hippurate hydrolysis พบว่าเชื้อBrachyspira ที่
เพาะแยกได้จาก FCSR ทั้ง 20 เชื้อ และ CSR 6 เชื้อ ให้ผลบวกกับการทดสอบ indole test และ
ให้ผลลบกับการทดสอบ hippurate hydrolysis test ทั้งหมด ส่วนการทดสอบการท า PCR จาก
เชื้อโคโลนีบริสุทธิ์พบว่าให้ขนาดผลิตภัณฑ์ที่มีล าดับเบสจ าเพาะกับส่วน nox (NADH oxidase) 
gene ของเชื้อ B. hyodysenteriae จาก FCSR จ านวนทั้งหมด 20 เชื้อ (ดังแสดงในรูปที่ 24) และ 
CSR จ านวนทั้งหมด 6 เชื้อ และไม่มีขนาดผลิตภัณฑ์ที่มีล าดับเบสจ าเพาะกับส่วน 16S rDNA 
gene ของเชื้อ B. pilosicoli เลย  
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รูปท่ี 24 แสดงผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ที่มีความจ าเพาะต่อสปีชี่ส์ B. hyodysenteriae และ 
B. pilosicoli บนเจลอกาโรส 1% จากเชื้อบริสุทธิ์ แถวที่ 2-21 เป็นโคโลนีจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ผสม FCSR แถวที่ 22 แถบ DNA ขนาด 354 เบส เป็นตัวควบคุมบวกจาก B. hyodysenteriae 
ATCC 27164  แถบ DNA ขนาด  ขนาด 354 เบส เป็นตัวควบคุมบวกจาก B. pilosicoli ATCC 
51139 ขนาด 823 เบส 
 
 การทดสอบทางสถิต ิ

จากการทดสอบทางสถิติพบว่าอัตราการพบเชื้อ Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม 
FCSR แตกต่างกับ CSR อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติด้วยวิธี Chi-squared test ที่ระดับความเชื่อมั่น 
p<0.01 ค่าเฉล่ียของปริมาณเชื้อ Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม FCSR แตกต่างกับ CSR 
อย่างทีมีนัยส าคัญทางสถิติด้วยวิธี Wilcoxon’s signed rank  test ที่ระดับความเชื่อมั่น p<0.05 
ค่าเฉล่ียของปริมาณเชื้อ  แบคทีเรียในทางเดินอาหารอ่ืนๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม FCSR 
แตกต่างกับ CSR อย่างทีนัยส าคัญทางสถิติด้วยวิธี Wilcoxon’s signed rank  test ที่ระดับความ
เชื่อมั่น p<0.001 โดยข้อมูลสรุปการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
อ่ืนจากตัวอย่างอุจจาระสุกรจากฟาร์ม วิธีการเพาะแยกในอาหารเลี้ยงชนิดแข็ง ผลของ PCR จาก
อุจจาระโดยตรง และผลการวิเคราะห์ทางสถิติได้แสดงไว้ในตารางที่ 15 
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ตารางท่ี 15 เปรียบเทียบอัตราการเพาะแยกเชื้อจากตัวอย่าง ค่าเฉลี่ยของจ านวนโคโลนี
เชื้อ Brachyspira  และค่าเฉลี่ยของจ านวนโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ในอุจจาระ 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ FCSR กับ CSR และอัตราการพบเชื้อด้วยวิธีตรวจ M-PCR  

 FCSR  CSR M-PCR 

B. hyodysenteriae (%) 20
a 
 (28%) 6

a 
(8.5%) 29 (41.4%) 

B. pilosicoli (%) - - - 

ค่าเฉล่ียของจ านวนโคโลนีเช้ือ 
Brachyspira (CFU/กรัม) 

(log(CFU/กรัม)±SD) 

6.6 x 10
4b

 

(4.8±1.2) 
6.3 x 10

3b
 

(3.8 ±0.3) 
 

ค่าเฉล่ียของจ านวนโคโลนีขออง
เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ในอุจจาระ 

(CFU/กรัม) 
(log(CFU/กรัม)±SD) 

3.3x 10
7c

 

( 7.5±0.7) 
3.4x 10

8c
 

(8.5±0.6) 
 

 aแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P < 0.01, chi-square test 
 b แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P < 0.05 

cแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P < 0.001, Wilcoxon signed 
rank test 
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บทที่  5 
การอภิปราย สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 
การอภิปราย 

ค่าความไวรับของยาปฏิชีวนะ flavomycin จากทั้งสองวิธี มีความสอดคล้องและเป็นไปใน
ทิศทางเดียวกัน คือที่ 16 ไมโครกรัมต่อมล. มีค่าความไวรับของยาปฏิชีวนะ ในระดับที่ไม่มีผลต่อ
การเจริญ และการเพิ่มจ านวนของเชื้อ ซึ่งไม่ได้เป็นไปตามแนวโน้มปกติที่พบว่าทดสอบความไวรับ
ของยาปฏิชีวนะต่อเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวจะมีค่าต่ ากว่าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
แข็งประมาณ 1 log ของความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะ โดยเฉพาะในส่วนของกลุ่มแบคทีเรียที่
จ าเป็นต้องเจริญในภาวะจ าเพาะ ( Brachyspira) อย่างเช่นกลุ่มสกุล Brachyspira  (Rohde et 
al., 2004)  อย่างไรก็ ตามการพบผลดังกล่าวเป็นเพียงแนวโน้มที่เกิดขึ้น และพบสเตรนที่ผลค่า
ความไวรับในอาหารเลี้ยงชนิดเหลวสอดคล้องกับความไวรับในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งได้
เช่นเดียวกัน (Karlsson et al., 2002) 
 การศึกษาก่อนหน้านี้ยังไม่พบการแสดงค่าความไวรับและระดับความเข้มข้นของสารต้าน
จุลชีพ halquinol และ flavomycin ของเชื้อในสกุล Brachyspira ค่าความไวรับของยา halquinol 
ต่อเชื้อ Brachyspira สเตรนมาตรฐานที่พบในสุกร 6 สเตรน อยู่ในระดับต่ า ( <1 ไมโครกรัม /มล.) 
หมายถึงสามารถให้ผลยังยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได้ดีในห้องปฏิบัติการ halquinol นอกจากจะ
ให้ผลดีต่อการยับยั้งเชื้อ E. coli ก่อโรคแล้ว  สามารถใช้ เป็นสารต้านจุลชีพในการ ใช้รักษาโรค บิด
มูกเลือด และ colonic spirochetosis  ในทางเดินอาหารสุกรได้ เพื่อยืนยันความเป็นไปได้ควร มี
การศึกษาหาความไวรับของยาต่อเชื้อสเตรนที่แยกได้จากฟาร์ม และความสามารถในการการ
ท าลายเชื้อในการทดลองในตัวสัตว์เพิ่มเติม 
 รายงานการศึกษาของ Calderaro และคณะปี 2005 ที่เสนอ การ เพิ่มข้ันตอนการ
เพาะเลี้ยงด้วยวิธี pre-enrichment broth โดยท าให้สามารถพบเชื้อ Brachyspira จากอุจจาระที่มี
การผสมเชื้อลงไปได้ตั้งแต่ 102 – 107 เซลล์ต่อกรัมอุจจาระ ซึ่งขึ้นอยู่กับสปีชี่ส์และสเตรนของเชื้อ 
และเมื่อน ามาเพาะแยกในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งสามารถพบโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะของเชื้อได้
ตั้งแต่วันที่ 2 ของการเพาะ เชื้อ  จากการศึกษา นี้พบว่าการ เพิ่มข้ันตอนของการเพิ่มจ านวน เชื้อ 
Brachyspira และลดการปนเปื้อน ด้วยวิธี pre-enrichment broth ไม่สามารถ แยก  เชื้อ 
Brachyspira สปีชี่ส์ใดๆ ออกมาเป็นโคโลนีเดี่ยวได้เลย แต่ยังส่งผลให้มีการเพิ่มจ านวนของเชื้อใน
อุจจาระในระหว่างการเพาะบ่ม จึงท าให้พบโคโลนีของเชื้อที่ไม่สามารถนับได้ (มากกว่า 3.0 x 1010 
เซลล์/กรัมอุจจาระ) ซึ่งไม่สอดคล้องกับ อาจเนื่องมาจากเชื้อแบคทีเรียในอุจจาระทั้งหมดนั้นไม่ได้
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ถูกยับยั้งจากยาปฏิชีวนะที่ ผสม ลงไปในช่วงขั้นตอนการท า pre-enrichment เชื้อ ที่ยังคง
เจริญเติบโตได้ก็สามารถเพิ่มจ านวนได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งเร็วกว่าเชื้อสไปโรคีทในระบบทางเดิน
อาหารถึง 3 เท่า การศึกษาอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้อง พบว่า เชื้อ E. coli ใช้เวลา เพียง 6 ชั่วโมงในการเพิ่ม
ปริมาณเชื้อจากปริมาณ 103 เซลล์/มล.เป็น 109 เซลล์/มล.  ซึ่งระยะเวลาดังกล่าวเชื้อ Brachyspira 
ยังอยู่ในช่วงคงตัวของการเพิ่มจ านวน ( stationary phase) เมื่อน ามาเพาะต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดแข็งโคโลนีของเชื้ออ่ืนๆในอุจจาระจึงขึ้นปกคลุมโคโลนีของเชื้อ Brachyspira จนไม่สามารถ
นับหรือแยกเพื่อเพาะเชื้อต่อไปได้ (Fujikawa et al., 2004; Fujikawa and Morozumi, 2005)  อีก
ทั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว จะมีความสามารถในการเติบโตได้
เร็วกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง   

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด FCSR จึงมีประสิทธิรูปในการเพาะแยกโคโลนีของเชื้อ Brachyspira 
ได้ดีกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐาน CSR จากการทดสอบทางสถิติที่พบว่า อัตราการพบเชื้อ 
Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อ FCSR สูงกว่า CSR อย่างมีนัยส าคัญ log ของจ านวนโคโลนีของ
เชื้อ Brachyspira บนอาหารเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ FCSR สูงกว่า CSR อย่างมีนัยส าคัญ  
log ของจ านวนโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนบนอาหารเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ FCSR ต่ า
กว่า CSR อย่างมีนัยส าคัญ  และตัวอย่างของที่พบโคโลนีเชื้อบน CSR จะพบโคโลนีควบคู่ไปกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อ FCSR เสมอ และพบว่าบางตัวอย่างพบโคโลนีของเชื้อเฉพาะบน FCSR เพียง
อย่างเดียว 

การแยกเชื้อจากตัวอย่างที่ได้รับจากฟาร์มสุกร พบ เฉพาะเชื้อ B. hyodysenteriae 
เท่านั้น ไม่สามารถพบเชื้อ  Brachyspira ในสปีชี่ส์อ่ืนๆ เลย  ส าหรับสูตรของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เลือกใช้พบว่ามีสารต้านจุลชีพ  rifampicin มีความไวรับต่อต่อ  B.pilosicoli ในระดับต่ า  (Trott et 
al., 1996b) นั่นหมายถึง rifampicin อาจมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อบางเสตรนได้ แต่การทดสอบ
แยกเชื้อด้วยอาหารแต่ละสูตร และการทดสอบด้วยวิธีอณูชีวโมเลกุลก็สามารถยืนยันได้ว่าตัวอย่าง
ที่ท าการทดสอบปราศจากเชื้อ B. pilosicoli จริงซึ่งไม่ได้เป็นผลจากการยังยั้งของสารต้านจุลชีพที่
ผสมในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  นอกจากนั้นมี รายงานเปรียบเทียบการใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 
rifampicin เป็นตัวพ้ืนฐานพบว่า ยังสามารถเพาะแยกเชื้อ  Brachyspira ชนิดต่างๆ รวมถึง B. 
pilosicoli ด้วย ออกมาได้ถึงจากจ านวนเชื้อที่ผสมอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อในระดับ 102 เซลล์ /กรัม
อุจจาระ ในขณะที่สูตรอาหารชนิดอ่ืนที่มีผู้นิยมใช้กัน (CVS และ BJ) พบว่าสามารถเพาะแยกได้ใน
ระดับ 103 เซลล์ /กรัมอุจจาระ  และนอกจากกรณีของการเพาะเชื้อ B. hyodysneteraie จาก
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี rifampicin ผสมอยู่ รายงานการศึกษาของ Achacha และคณะปี 1992 พบว่า
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มีอัตราการเพาะแยกเชื้อ  B. hyodysenteriae จากอุจจาระที่ผสมเชื้อลงไปมากว่า 89.7% และ 
CVS อยู่ที่ 76.6% และ S400 อยู่ที่ 52.1% (Achacha and Messier, 1992)  

ผลบวกการเพาะแยกเชื้อทั้งหมดที่ให้ผลบวกให้ผลสอดคล้อง ผลบวกจากการท า PCR แต่
จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลตรวจ PCR เป็นบวกต่อเชื้อ B. hyodysenteriae จากอุจจาระโดยตรงนั้นมี
ความไวต่อการตรวจมากกว่าการตรวจด้วยการแยกเชื้อ  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา เปรียบเทียบ
การท า multiplex PCR พบว่าปริมาณเชื้อที่ต่ าที่สุดที่ตรวจได้ที่ 102- 104 เซลล์ /กรัมอุจจาระ  และ
การเพาะเชื้อสามารถพบปริมาณเชื้อที่ 102-106 เซลล์ /กรัมอุจจาระ จากกรณีใช้เชื้อผสมอุจจาระ
สุกร (Råsbäck et al., 2006) แต่ในการศึกษาตัวอย่างจาก ฟาร์ม  พบว่าการเพาะเชื้อที่ให้ผลบวก
มักพบในสุกรที่แสดงอาการของโรครุนแรงและไม่ได้รับยาปฏิชีวนะซึ่งจะมีเชื้อปล่อยออกมากับ
อุจจาระในระดับ 107-1010 เซลล์ /กรัมอุจจาระ (Neef et al., 1994)  ด้วยปริมาณนี้จึงมีโอกาสที่
อาหารแยกเชื้อ FCSR สามารถแยกเชื้อจากอุจจาระของสุกรโดยเฉพาะตัวที่แสดงอาการท้องเสีย
ได้ แต่การตรวจด้วยวิธี PCR อาจมีประโยชน์ในขั้นการตรวจพาหะน าโรค และในสุกรที่อยู่ในระยะ
ฟักตัวของโรค (Phillips et al., 2009) ถึงแม้ว่าในเชิงการตรวจเชื้อเพื่อการวินิจฉัยโรค การท า PCR 
นั้นอาจมีอัตราการตรวจพบเชื้อที่สูงกว่า แต่อย่างไรก็ตามผลบวกที่ได้เป็นผลจากการตรวจดีเอนเอ 
ซึ่งไม่สามารถจ าแนกได้ว่าได้จากเชื้อมีชีวิต หรือเชื้อที่ตายจากยาปฏิชีวนะ การเพาะแยกเชื้อก็ยังมี
ความส าคัญในแง่ของการน าตัวเชื้อ มีชีวิตที่ได้ไปศึกษาด้าน ชีววิทยา อ่ืนๆ เช่น ความไวรับต่อยา
ปฏิชีวนะ การศึกษาด้านระบาดวิทยาโมเลกุลของเชื้อในรูปแบบต่างๆ 
 ในแง่ของการศึกษาระบาดวิทยา อัตราการพบเชื้อ  B. hyodysenteriae จากการศึกษา
ครั้งนี้มีอัตราที่สูง 28.5 % (20/70) เมื่อเปรียบกับการศึกษาอ่ืนๆ เช่น การศึกษาของ Phillips และ
คณะปี 2009 ที่ประเทศออสเตรเลียพบ 0.5% (1/222)  การศึกษาของ  La และคณะ ปี 2006 ที่
ประเทศออสเตรเลียพบ19.3%  (37/192) การศึกษาของ Jacobson และคณะ ปี 2005 ที่ประเทศ
สวีเดนพบ 0% (0/1048) การศึกษาของ  La และคณะ ปี 2003 ที่ประเทศออสเตรเลียพบ  21.9% 
(39/178) การศึกษาของ  Barcellos และคณะ ปี 2000 ที่ประเทศสเปนพบ  13.9% (29/207) 
การศึกษาของ Heinonen และคณะ ปี 2000 ที่ประเทศฟินแลนด์พบ 0% (0/428) การศึกษาของ 
FellstrÖm และคณะปี 1996 ที่ประเทศสวีเดนพบ 0% (0/358) ส าหรับการศึกษาในประเทศไทย
พบว่าจากการศึกษาของ Tummaruk และ Prapasarakul ปี 2005 พบว่าเพาะแยกเชื้อ B. 
hyodysenteriae จากตัวอย่างอุจจาระสุกรที่แสดงอาการท้องเสียแบบมีมูกเลือดปนได้ 30% จาก
ตัวอย่างทั้งหมด ซึ่งใกล้เคียงกับการศึกษาในครั้งนี้ และจากการศึกษาของ Tasu และคณะ ปี 
2008 สามารถไม่สามารถเพาะแยกเชื้อ Brachypira สปีชี่ส์ใดๆได้เลยจากตัวอย่างอุจจาระสุกร 
400 ตัวอย่างจากฟาร์มในเขตภาคเหนือของประเทศไทย ปัจจัยที่ท าให้เกิดความแตกต่างของผล
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ดังกล่าวอาจเกิดจากลักษณะของการการกระจายตัวของเชื้อที่แตกต่างกันในแต่ละพื้นที่ และการ
เลือกลักษณะตัวอย่างที่เก็บ  

ในแง่ของความถูกต้องของผลที่เกิดขึ้นจากการตรวจพบเชื้อด้วยวิธีการเพาะแยกเชื้อ และ 
การท า PCR นั้น พบว่า เกิดผลลบเทียม ( false negative) จากการตรวจโดยการเพาะเชื้อนั้นมี
โอกาสเกิดขึ้นได้ จากกรณีที่มีปริมาณเชื้อในที่ระดับต่ าในอุจจาระดังที่กล่าวไว้แล้วในส่วนการ
อธิบายความไวรับของการตรวจ  นอกจากปริมาณเชื้อในอุจจาระแล้วพบว่า  วิธีการเก็บตัวอย่าง มี
ส่วนเพิ่มอัตราการพบเชื้อได้เช่นเดียวกัน โดยการเก็บตัวอย่างทันทีที่ 4 องศาเซลเซียสสามารถเพิ่ม
อัตราการพบเชื้อในกรณีที่ใช้ระยะเวลาเดินทางมายังห้องปฏิบัติการมากกว่า 24 ชั่วโมงได้ดีกว่า
เก็บที่ 25 องศาเซลเซียส หรือการเก็บตัวอย่างอุจจาระสามารถตรวจพบเชื้อได้ดีกว่าการป้ายเก็บ
จากไม้พันส าลีแห้ง  (Achacha and Messier, 1992)  ส่วนลักษณะการเกิดผลบวกเทียม ( false 
positive) จากการตรวจด้วยวิธี PCR โดยตรงจากอุจจาระในระบบของ La และคณะ ปี 2006 นั้น
ยังไม่มีผู้รายงานในการศึกษาใดมาก่อน ทั้งนี้การพัฒนา PCR ระบบดังกล่าว ผู้พัฒนาได้มีการ
ทดสอบความไวในการตรวจพบ ( sensitivity) กับแบคทีเรียในสปี่ชี่ส์ B. hyodysenteriae 19 สเต
รน และ B. pilosicoli  13 สเตรน พบขนาดของผลิตภัณฑ์ที่มีความจ าเพาะกับเชื้อ B. 
hyodysenteriae (354 คู่เบส) และ B. pilosicoli (823 คู่เบส) ตรงตามสปีชี่ส์ทั้งสองสปีชี่ส์ และ
เมื่อน าผลิตภัณฑ์ไปหาล าดับเบสพบว่ามีล าดับเบสที่จ าเพาะตรงกันกับยี น nox ของเชื้อ B. 
hyodysenteriae ATCC 27164 และ 16S rDNA ของเชื้อ B. pilosicoli  ATCC 51139 นอกจากนี้
ยังท าการทดสอบกับแบคทีเรียในสกุลเดียวกัน ได้แก่ B. intermedia , B. murdochii , B. 
aalborgi , B. canis และ B. alvinipulli รวมทั้งแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่มีลักษณะใกล้เคียงและอาศัยใน
ทางเดินอาหารเช่นเดียวกัน ได้แก่ Helicobacter spp. , Campylobacter spp. , Archobaccter 
spp. และกลุ่มแบคทีเรียที่มีโอกาสพบจากการเพาะแยกตัวอย่างจากสุกรได้แก่ Escherichia coli , 
Listeria monocytogenes , Salmonella  Typhimurium , S. Derby , Desulfovibrio 
desulfuricans, Bacteroides fragilis, Bacillus subtilis , Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas cichorii และ Klebsiella oxytoca พบว่าไม่เกิดผลิตภัณฑ์จากการท า PCR ใน
ระบบดังกล่าวแต่อย่างใด การเลือกใช้วิธี multiplex PCR ระบบดังกล่าวเป็นจึงมีความเหมาะสมที่
จะใช้ตัวยืนยันการคงอยู่ของเชื้อ B. hyodysenteriae และ B. pilosicoli ในตัวอย่างอุจจาระ และ
ระบบ PCR นี้ยังถูกออกแบบให้ตรวจสารพันธุกรรมในส่วน 16S rDNA ของเชื้อ Lawsonia 
intracellularis ซึ่งเป็นเชื้อที่พบก่อโรคในบริเวณใกล้เคียงกับต าแหน่งก่อโรคของเชื้อ Brachyspira 
และในการศึกษาพบตัวอย่างที่ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดจ าเพาะกับเชื้อ L. intracellularis (655 เบส) 
จ านวน 4 ตัวอย่าง (5.7%) (Tummaruk and Prapasarakul, 2005; Tasu et al., 2008) 
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 จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดลองมีการผสมยาปฏิชีวนะลงไป
ถึง 4 ชนิดด้วยกัน ซึ่งในการศึกษาความไวรับของแบคทีเรียในกลุ่มอ่ืน  พบว่าอาจเกิดกรณีที่ความ
ไวรับต่อยาปฏิชีวนะเพิ่มเท่ากับหรือใกล้เคียงกับผลรวมของการใช้ยาปฏิชีวนะแยกชนิดกัน 
(additive effects) (Hanaki and Hiramatsu, 1999) หรือมากกว่าผลรวมของการใช้ยาปฏิชีวนะ
แยกกัน ( synergistic effects)(Gunnison et al., 1953; Gunnison et al., 1955)  ในกรณีของเชื้อ 
Brachyspira เองพบว่ามีผู้รายงานในกรณีของผลของ griseoviridin และ viridogrisein ซึ่งเป็นยา
ปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์จับกับไรโบโซมหน่วยย่อย 30S ขัดขวางการสร้างโปรตีนเช่นเดียวกับ 
spectinomycin ต่อเชื้อ B. hyodysenteriae พบว่าสามารถเกิดการออกฤทธิ์แบบเสริมฤทธิ์ต่อการ
ติดเชื้อ B. hyodenteriae (Asano and Adachi, 2006)  แต่ไม่เคยมีรายงานการศึกษาใดกล่าวถึง
ผลของยาปฏิชีวนะ flavomycin หรือ ยาในกลุ่ม phosphoglycolipids ตัวอ่ืนๆ ที่มีผลในลักษณะ 
combination effects และ synergistic effects ต่อเชื้อ spirochetes หรือแบคทีเรียตัวใดเลย และ
ซึ่งจากการศึกษาในครั้งนี้ก็ไม่พบผลลักษณะดังกล่าวกรณีใช้ยา flavomycin ร่วมกับ สูตรยา 
colistin spectinomycin และ rifampicin โดยยังพบเชื้อ แบคทีเรีย Brachyspira สปีชี่ส์ต่างๆ ใน
ระดับก าลังเดียวกันทั้งในสูตร CSR และ FCSR  
 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม flavomycin ลงไปในสูตร CSR นั้นสามารถเพิ่มประสิทธิรูปการ
เพาะแยกเชื้อ Brachyspira ได้จริง รูปแบบการใช้นั้นใช้ในลักษณะเดียวกับการเพาะแยกเชื้อ 
Brachyspira เพียงแต่ผสมยาปฏิชีวนะ flavomycin ลงไปในระดับ 16 ไมโครกรัม/มล. ระหว่างการ
ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อกับเลือดสัตว์ 5 % แล้วหยดสารละลายอุจจาระที่ท าการละลายในล าดับต่างๆ 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตรแล้วใช้แท่งแก้วเกลี่ยให้ทั่ว แล้วจึงน าไปเพาะเลี้ยงที่
ภาวะไร้ก๊าวออกซิเจนที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปิดสังเกตลักษณะโคโลนีของเชื้อ ทุก 3 วัน ท า
ไปจนครบ 12 วัน ในด้านราคาเนื่องจากยาปฏิชีวนะดังกล่าวเป็นยาที่ใช้โดยหลักโดยการผสมใน
อาหารสัตว์ท าให้ขาดรูปแบบผลิตภัณฑ์ที่มีความบริสุทธิ์ที่สามารถน ามาผสมอาหารเลี้ยงเชื้อได้ มี
แต่เพียงรูปแบบที่ใช้ผสมอาหารสัตว์ซึ่งมีความบริสุทธิ์ไม่เพียงพอ และรูปแบบที่ใช้ทดสอบความไว
รับซึ่งมีราคาต่อหน่วยค่อนข้างสูง 10 มิลลิกรัมราคา 3100 บาท (Sigma-aldrich, Singapore) 
เฉล่ียแล้วจะท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อมีราคาแพงขึ้น 99 บาท/หนึ่งจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 นอกจากการประเมินประสิทธิรูปของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เสริมลงไปแล้ว การศึกษายัง
พบว่าขั้นตอนการเลือกตัวอย่าง การเก็บรักษาตัวอย่าง ก่อนเดินทางมาที่ห้องปฏิบัติการมี
ความส าคัญต่อการเพาะแยกเชื้อ Brachyspira อย่างมีประสิทธิรูปสอดคล้องกับการศึกษาอ่ืนๆ ที่
พบว่า ควรเลือกเก็บตัวอย่างของสุกรที่เริ่มแสดงอาการและยังไม่ได้รับยาปฏิชีวนะเข้าไป เนื่องจาก
เชื้อดังกล่าวมีความไวรับต่อยาปฏิชีวนะกลุ่ม pleuromutilin (Fossi et al., 1999; Karlsson et al., 



 
 

63 

2001) ที่ใช้ทั่วไปในวงการปศุสัตว์ค่อนข้างสูงถึงแม้ว่าจะพบอุบัติการณ์ของการดื้อยาดังกล่าวใน
ปัจจุบัน (Pringle et al., 2006b) การโดยเก็บตัวอย่างในลักษณะจากตัวชั้นเยื่อเมือกผนังล าไส้ มี
โอกาสพบเชื้อมากกว่าเก็บจากอุจจาระโดยตรงหรือการเก็บโดยได้ไม้พันส าลีแห้ง และการเก็บ
ตัวอย่างที่ 4 องศาเซลเซียส สามารถรักษาเชื้อและมีโอกาสเพาะแยกเชื้อพบได้มากกว่าการเก็บที่ 
25 องศาเซลเซียส (Achacha and Messier, 1992) 
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สรุปผลการวิจัย 
 การเสริมยาปฏิชีวนะ flavomycin ที่ระดับความเข้มข้น 16 ไมโครกรัม /มล. ในสูตรอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ผสมยา colistin 25 ไมโครกรัม /มล. spectinomycin 400 ไมโครกรัม /มล. และ 
rifampicin 30 ไมโครกรัม /มล. ในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar ที่มีเลือดแกะผสมอยู่ 5% 
สามารถเพิ่มประสิทธิรูปในการเพาะแยกเชื้อเชื้อสไปโรคีทจากทางเดินอาหารสุกรได้ (Fellström et 
al., 1996; Barcellos et al., 2000; Heinonen et al., 2000; Herbst et al., 2004) 
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ภาคผนวก ก 
ตารางท่ี 16 แสดงปริมาณเชื้อ  Brachyspira (BFSCR,BSCR)และเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ (BCSR, FCSR) ที่
พบจากการเพาะแยกเชื้อตัวอย่างอุจจาระที่มีมูกเลือดปน 

ล าดับ หมายเลข 
ลักษณะ
อุจจาระ 

FCSR CSR 

จ านวนโคโลนี
เช้ือ 

Brachyspira log 

จ านวนโคโลนี
เช้ือ แบคทีเรีย

อื่นๆ log  

จ านวนโคโลนี
เช้ือ 

Brachyspira log 

จ านวนโคโลนี
เช้ือ แบคทีเรีย

อื่นๆ log  

1 P1 D 0 - 4100000 6.6 0 - 320000000 8.5 

2 P2 D 0 - 3600000 6.6 0 - 120000000 8.1 

3 P3 D 0 - 320000 5.5 0 - 330000000 8.5 

4 P4 D 0 - 420000000 8.6 0 - 100000000 8.0 

5 P5 D 0 - 560000000 8.7 0 - 200000000 8.3 

6 P6 D 0 - 530000000 8.7 0 - 250000000 8.4 

7 P7 D 110 2.0 120000000 8.1 0 - 400000000 8.6 

8 P10 D 70000 4.8 14000000 7.1 2300 3.4 300000000 8.5 

9 P11 D 0 - 1100000 6.0 0 - 100000000 8.0 

10 P12 D 0 - 5100000 6.7 0 - 200000000 8.3 

11 P15 D 0 - 7200000 6.9 0 - 320000000 8.5 

12 P16 D 23000 4.4 2400000 6.4 0 - 120000000 8.1 

13 P17 D 0 - 17000000 7.2 0 - 110000000 8.0 

14 P18 D 0 - 6000000 6.8 0 - 530000000 8.7 

15 P20 D 50000 4.7 320000 5.5 0 - 330000000 8.5 

16 P22 D 0 - 3000000 6.5 0 - 220000000 8.3 

17 P23 D 80000 4.9 42000000 7.6 0 - 100000000 8.0 

18 P24 D 0 - 6100000 6.8 0 - 310000000 8.5 

19 P25 D 0 - 1100000 6.0 0 - 100000000 8.0 

20 P26 D 22000 4.3 56000000 7.7 0 - 200000000 8.3 

21 P27 D 0 - 5400000 6.7 0 - 470000000 8.7 

22 P28 D 0 - 3200000 6.5 0 - 610000000 8.8 

23 P29 D 30000 4.5 12000000 7.1 0 - 4000000000 9.6 
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24 P30 D 0 - 5500000 6.7 0 - 510000000 8.7 

25 P31 D 0 - 4100000 6.6 0 - 140000000 8.1 

26 P33 D 0 - 5600000 6.7 0 - 470000000 8.7 

27 P35 D 0 - 12000000 7.1 0 - 860000000 8.9 

28 P36 D 0 - 5700000 6.8 0 - 670000000 8.8 

29 P39 D 34000 4.5 17000000 7.2 1900 3.3 430000000 8.6 

30 P40 D 60000 4.8 53000000 7.7 0 - 250000000 8.4 

31 P41 D 0 - 1100000 6.0 0 - 100000000 8.0 

32 P42 D 70000 4.8 5800000 6.8 4300 3.6 540000000 8.7 

33 P43 D 0 - 1500000 6.2 0 - 200000000 8.3 

34 P44 D 32000 4.5 5900000 6.8 0 - 150000000 8.2 

35 P45 D 0 - 4300000 6.6 0 - 120000000 8.1 

36 P46 D 0 - 6000000 6.8 0 - 240000000 8.4 

37 P47 D 52000 4.7 2200000 6.3 4200  3.8 630000000 8.8 

41 P49 D 410000 5.6 3100000 6.5 0 - 600000000 8.8 

42 P51 D 0 - 1100000 6.0 0 - 100000000 8.0 

43 P52 D 0 - 6300000 6.8 0 - 300000000 8.5 

44 P53 D 0 - 6350000 6.8 0 - 190000000 8.3 

45 P54 D 300000 5.5 4000000 6.6 24000 4.4 320000000 8.5 

46 P55 D 0 - 4450000 6.6 0 - 240000000 8.4 

47 P56 D 0 - 4900000 6.7 0 - 180000000 8.3 

48 P57 D 0 - 5350000 6.7 0 - 100000000 8.0 

38 P58 D 0 - 6100000 6.8 0 - 720000000 8.9 

49 P60 D 0 - 5800000 6.8 0 - 400000000 8.6 

50 P61 D 0 - 6250000 6.8 0 - 170000000 8.2 

51 P62 D 20000 4.3 6700000 6.8 0 - 120000000 8.1 

52 P63 D 0 - 7200000 6.9 0 - 550000000 8.7 

53 P64 D 0 - 7600000 6.9 0 - 140000000 8.1 
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54 P65 D 40000 4.6 32000000 7.5 0 - 330000000 8.5 

55 P66 D 0 - 8500000 6.9 0 - 250000000 8.4 

39 P67 D 0 - 2200000 6.3 0 - 310000000 8.5 

40 P68 D 0 - 6200000 6.8 0 - 170000000 8.2 

56 P69 D 0 - 1700000 6.2 0 - 200000000 8.3 

57 P70 D 0 - 9400000 7.0 0 - 150000000 8.2 

58 P73 D 22000 4.3 1100000 6.0 1800 3.3 100000000 8.0 

59 P76 D 0 - 32000000 7.5 0 - 170000000 8.2 

60 P77 D 0 - 7100000 6.9 0 - 410000000 8.6 

61 P78 D 0 - 2300000 6.4 0 - 240000000 8.4 

62 P79 D 0 - 2700000 6.4 0 - 170000000 8.2 

63 P82 D 0 - 2200000 6.3 0 - 380000000 8.6 

64 P83 D 5000 3.7 12000000 7.1 0 - 170000000 8.2 

65 P84 D 1000 3 60000000 7.8 0 - 170000000 8.2 

66 P85 D 1000 3 5000000 6.7 0 - 250000000 8.4 

67 P86 D 0 - 84000000 7.9 0 - 500000000 8.7 

68 P87 D 0 - 10000000 7.0 0 - 600000000 8.8 

69 P88 D 0 - 4300000 6.6 0 - 220000000 8.3 

70 P89 D 0 - 8200000 6.9 0 - 120000000 8.1 

เฉล่ีย 66105.5   33082000 7.5 6417   344142857.1 8.5 

D = สุกรท้องเสีย 
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ภาคผนวก ข 
ตารางท่ี 17 แสดงปริมาณเชื้อ  Brachyspira (BFSCR,BSCR)และเชื้อแบคทีเรียอ่ืนๆ ( BCSR, 
FCSR) ที่พบจากการเพาะแยกเชื้อตัวอย่างอุจจาระสุกรปกต ิ 

ล าดับ หมายเลข 
ลักษณะ
อุจจาระ 

FCSR CSR 

จ านวน
โคโลนีเช้ือ 

Brachyspira 
log 

จ านวนโคโลนี
เช้ือ แบคทีเรีย

อื่นๆ 
log 

จ านวน
โคโลนีเช้ือ 

Brachyspira 
log 

จ านวนโคโลนี
เช้ือ แบคทีเรีย

อื่นๆ 
log 

1 P8 N 0 - 6500000 6.8 0 - 780000000 8.9 

2 P9 N 0 - 4300000 6.6 0 - 110000000 8.0 

3 P13 N 0 - 7200000 6.9 0 - 109000000 8.0 

4 P14 N 0 - 5100000 6.7 0 - 121000000 8.1 

5 P19 N 0 - 3700000 6.6 0 - 540000000 8.7 

6 P21 N 0 - 110000 5.0 0 - 320000000 8.5 

7 P32 N 0 - 2100000 6.3 0 - 340000000 8.5 

8 P34 N 0 - 5100000 6.7 0 - 230000000 8.4 

9 P37 N 0 - 45000000 7.7 0 - 1170000000 9.1 

10 P38 N 0 - 2200000 6.3 0 - 920000000 9.0 

11 P48 N 0 - 27000000 7.4 0 - 940000000 9.0 

12 P50 N 0 - 5100000 6.7 0 - 320000000 8.5 

13 P59 N 0 - 10200000 7.0 0 - 101000000 8.0 

14 P71 N 0 - 570000 5.8 0 - 430000000 8.6 

15 P72 N 0 - 5100000 6.7 0 - 710000000 8.9 

16 P74 N 0 - 480000 5.7 0 - 510000000 8.7 

17 P75 N 0 - 4700000 6.7 0 - 610000000 8.8 

18 P80 N 0 - 870000 5.9 0 - 810000000 8.9 

19 P81 N 0 - 12100000 7.1 0 - 670000000 8.8 

20 P90 N 0 - 2500000 6.4 0 - 810000000 8.9 

เฉล่ีย 7496500 6.9 
  

527550000 8.6 

D = สุกรปกต ิ
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ภาคผนวก ค 
ตารางท่ี 18 แสดงผลการทดสอบการคัดกรองทางแบคทีเรียวิทยาพื้นฐานก่อนการเพาะเชื้อ และ 
ผลการท า PCR ยืนยันสปีชี่ส์จากตัวอย่างอุจจาระโดยตรง 

ล าดับ หมายเลข 

การพบ  spiral shape 
bacteria จาก fresh 

smear 

การพบ bacteria 
จากการย้อม Gram  

stain 

ผลบวกจากการท า multiplex 
PCR 

BH BP 

1 P1 - - - - 

2 P2 - - - - 

3 P3 - - - - 

4 P4 - + - - 

5 P5 + + - - 

6 P6 - - - - 

7 P7 + + + - 

8 P8 - -   - 

9 P9 - -   - 

10 P10 + + + - 

11 P11 + + - - 

12 P12 - - + - 

13 P13 + +   - 

14 P14 - -   - 

15 P15 - - - - 

16 P16 + + + - 

17 P17 - - - - 

18 P18 - - - - 

19 P19 - - - - 

20 P20 + + + - 
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21 P21 + +   - 

22 P22 - - - - 

23 P23 + + + - 

24 P24 - - - - 

25 P25 - - - - 

26 P26 + + + - 

27 P27 - - - - 

28 P28 + + - - 

29 P29 + + + - 

30 P30 - - - - 

31 P31 + + - - 

32 P32 + + - - 

33 P33 - - + - 

34 P34 - -   - 

35 P35 + + - - 

36 P36 - - - - 

37 P37 - - - - 

38 P38 - - - - 

39 P39 + + + - 

40 P40 + + + - 

41 P41 - - + - 

42 P42 + + + - 

43 P43 - - - - 

44 P44 + + + - 

45 P45 - + - - 
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46 P46 - + + - 

47 P47 + + + - 

48 P48 + +   - 

49 P49 + + + - 

50 P50 + +   - 

51 P51 - + - - 

52 P52 - - - - 

53 P53 - - - - 

54 P54 + + + - 

55 P55 - - - - 

56 P56 - - + - 

57 P57 - - + - 

58 P58 - - - - 

59 P59 + + - - 

60 P60 - - + - 

61 P61 - - - - 

62 P62 + + + - 

63 P63 - - - - 

64 P64 - - - - 

65 P65 + + + - 

66 P66 - - - - 

67 P67 - - + - 

68 P68 - - - - 

69 P69 - - + - 

70 P70 - - - - 
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71 P71 - - - - 

72 P72 + + - - 

73 P73 + + + - 

74 P74 - -   - 

75 P75 - -   - 

76 P76 + + - - 

77 P77 - - - - 

78 P78 - - - - 

79 P79 - - - - 

80 P80 + + - - 

81 P81 + + - - 

82 P82 - - - - 

83 P83 + + + - 

84 P84 + + + - 

85 P85 + + + - 

86 P86 - + - - 

87 P87 + + - - 

88 P88 - - - - 

89 P89 - - - - 

90 P90 + + - - 
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ภาคผนวก ง 
ตารางท่ี 19 แสดงผลการทดสอบการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อลักษณะคล้าย Brachyspira และ
ผลการท า PCR เพื่อยืนยันสปีชี่ส์จากโคโลนีบริสุทธิ ์

ล าดับ หมายเลข 
ผลการทดสอบ indole 

test 
ผลการทดสอบ 

hippurate hydrolysis 

การท า PCR เพื่อยืนยันสปี
ชี่ส์ของเชื้อจากโคโลนี

บริสุทธิ์ 

BH BP 

1 P7 + - + - 

2 P10 + - + - 

3 P16 + - + - 

4 P20 + - + - 

5 P20 + - + - 

6 P23 + - + - 

7 P26 + - + - 

8 P29 + - + - 

9 P39 + - + - 

10 P40 + - + - 

11 P42 + - + - 

12 P44 + - + - 

13 P47 + - + - 

14 P54 + - + - 

15 P62 + - + - 

16 P65 + - + - 

17 P73 + - + - 

18 P83 + - + - 

19 P84 + - + - 
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20 P85 + - + - 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 นายกิตติธัช  ลักษณ์สมยา เกิดเมื่อวันที่ 7 กันายายน พ.ศ. 2527 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร จบการศึกษาสัตวแพทยศาสตร์บัณฑิต ปีการศึกษา 2550  เข้าศึกษาหลักสูตร
ปริญญาวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต สาขาพยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2552 เป็นผู้วิจัยที่มีการศึกษา
ได้รับได้รับการตีพิมพ์ในหัวข้อการศึกษา เรื่อง Salmonella serovar distribution in cobras (Naja 
kaouthia), snake-food species, and farm workers at Queen Saovabha Snake Park, 
Thailand. ในวารสารเรื่อง  Journal of Veterinary Diagnostic Investigation เล่มที่ 24 ฉบับที่ 2 
ปี 2555 หน้าที่ 288-294 ,Development of a modified selective medium to enhance the 
recovery rate of Brachyspira hyodysenteriae and other porcine intestinal spirochaetes 
from faeces. ในวารสารเรื่อง  Letters in Applied Microbiology เล่มที่ 54 ฉบับที่ 4 ปี 2555 
หน้าที่ 330-335 และ Faecal excretion of intestinal spirochaetes by urban dogs, and their 
pathogenicity in a chick model of intestinal spirochaetosis ในวารสารเรื่อง  Research in 
Veterinary Science เล่มที่ 91, ฉบับที่ 3 ปี 2554 หน้าที่ 38–43 
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