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บทคัดย่อ 

Mycoplasma columborale เป็นเชือ้แบคทีเรียท่ีพบได้ทัง้ในนกพิราบสขุภาพดีและนกป่วยท่ี
แสดงอาการในระบบทางเดินหายใจและเย่ือบตุาอกัเสบ ฟาร์มนกพิราบแหง่หนึง่ในจงัหวดัสมทุรปราการ 
เลีย้งนกจ านวน 150 ตวั พบวา่ลกูนกพิราบอายปุระมาณ 2 เดือน จ านวน 7 ตวั มีน า้มกูสีเหลืองไหลออก
จากชอ่งจมกู และถ่ายเหลวเป็นน า้ ท าการผา่ซากนกพิราบ 2 ตวั ท่ีตายหลงัจากแสดงอาการได้เพียงหนึง่วนั 
ลกัษณะรอยโรคจากการดดู้วยตาเปลา่พบเย่ือหุ้มหวัใจหนา ไตขยายใหญ่ สว่นรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยา
พบวา่ไตมีการอกัเสบแบบ granuloma (granulomatous nephritis) ม้ามพบเลือดคัง่อยา่งรุนแรง พร้อมกบั
การเส่ือมและลดจ านวนลงของเซลล์เนือ้เย่ือน า้เหลือง (lymphoid depletion)  เม่ือน าปอดมาเพาะเชือ้บน
อาหารเลีย้งเชือ้พิเศษพบเชือ้ Mycoplasma spp. น า 16S rRNA gene ของเชือ้ท่ีเพาะแยกได้มาท าการหา
ล าดบัเบส ผลสรุปยืนยนัว่าเป็นเชือ้ M. columborale และเป็นการพบครัง้แรกในประเทศไทย ซึง่มีอาการ
และรอยโรคแตกตา่งจากท่ีเคยมีการรายงานมาก่อน ด้วยเหตนีุจ้งึได้พฒันา biotinylated labelling probe 
จาก RNA polymerase gene ของเชือ้ M. columborale ขึน้ เพ่ือยืนยนัวา่รอยโรคข้างต้นเกิดจากเชือ้นีจ้ริง 
จงึใช้เทคนิค in situ hybridization ผลการตรวจโดยใช้เทคนิคนี ้ พบวา่มีการแพร่กระจายของเชือ้ M. 
columborale ไปกบัเซลล์เม็ดเลือดขาว (phagocytic cells) ท่ีอยูใ่นม้ามและไตของนกพิราบ โดยต าแหนง่
ของเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีติดเชือ้ในม้ามจะอยู่ใกล้กบัเส้นเลือด splenic artery บง่ชีว้า่เชือ้สามารถ
แพร่กระจายและก่อให้เกิดภาวะการตดิเชือ้ในกระแสเลือด (septicemia) ได้ สว่นการแพร่กระจายของเชือ้ 
M. columborale ท่ีไต สง่ผลให้ร่างกายเกิดการสร้าง fibrous tissue ขึน้มาห่อหุ้ม สว่นการติดเชือ้ผา่น
กระแสเลือด แสดงให้เห็นวา่ในอนาคตอาจใช้เทคนิค PCR ตรวจหา DNA ของเชือ้จากเลือดนกพิราบท่ีป่วย
ด้วยโรคนีไ้ด้ในขณะท่ียงัมีชีวิตอยู่ ซึง่จะชว่ยให้รักษาได้ทนัทว่งที ลดการแพร่กระจายของเชือ้และการ
สญูเสียทางเศรษฐกิจในฟาร์มนกพิราบได้ 

ค าส าคญั: Mycoplasma columborale, biotinylated labelling probe, in situ hybridization, นกพิราบ 
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บทน า 

 ปัจจบุนัการท าฟาร์มนกพิราบมีวตัถปุระสงค์เพ่ือการบริโภค ขยายพนัธุ์ การกีฬา และเลีย้งไว้ดเูลน่ 
การเลีย้งนกพิราบให้มีสขุภาพดีปราศจากโรคจงึเป็นหวัใจของความส าเร็จ ลกูนกท่ีดีควรมีนยัน์ตาแจม่ใส 
ขนออ่นและขนตามตวัหนา ขนปีกขึน้ดีและเรียงตวัปกติ สถานท่ีเลีย้งนกพิราบควรโปร่ง สวา่งได้รับแสงแดด
ในเวลาเช้า ไมชื่น้แฉะ สะอาด และไมเ่ลีย้งจนแออดั ซึง่จะท าให้นกไมเ่ส่ียงตอ่การติดโรคตา่งๆ โดยเฉพาะ
โรคในระบบทางเดนิหายใจ ซึง่มีหลายโรคท่ีพบได้ในนกพิราบ เชน่ Ammonia toxicosis, Chlamydiosis, 
Mycoplasmosis, Pigeon pox, Pigeon herpesvirus, Parasitic rhinitis และ Trichomoniasisเป็นต้น 
(Doneley, 2008) 
 Mycoplasma เป็นเชือ้แบคทีเรีย จดัอยูใ่น  Class Mollicutes ซึง่หมายถึงมีผิวออ่นนุม่ เน่ืองจาก
เชือ้ไมมี่ผนงัเซลล์ พบเชือ้กลุม่นีค้รัง้แรกในโค เรียกวา่ pleuropneumonia-like โดยก่อโรค contagious 
pleuropneumonia (Nascimento et al., 2005) สว่น mycoplasma ในสตัว์ปีกพบครัง้แรกในไก่งวง ปี 
1926 โดยก่อโรคทางเดินหายใจอกัเสบเรือ้รัง (chronic respiratory disease, CRD) และตอ่มาพบในไก ่ปี 
1936 (Charlton et al., 1996) ซึง่ภายหลงัได้ช่ือวา่ Mycoplasma gallisepticum (MG) (Yoder Jr., 1991) 
เป็นท่ีทราบกนัดีว่าเชือ้ท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจในอตุสาหกรรมการเลีย้งไก่ คือ MG ท่ีก่อโรค CRD 
รวมทัง้ Mycoplasma synoviae (MS) ท าให้เกิดข้ออกัเสบ (Kleven, 1997) และ M. meleagridis ท าให้
เกิดถงุลมอกัเสบในไก่งวง แตไ่มก่่อโรคในไก่ (Yamamoto, 1991) สว่นเชือ้ M. columborale และ M. 
columbinum เพาะได้ครัง้แรกจากตวัอยา่งหลอดลม และ oropharynx ของนกพิราบสขุภาพดี โดย 
Shimizu et al. (1978) แตย่งัไมมี่การศกึษาการก่อโรคของเชือ้ทัง้สองชนิดนี ้ ในขณะท่ี Keymer et al. 
(1984) แยกเชือ้ M. columbinum, M. columborale และ M. columbinasale ได้จากนกพิราบแขง่ 
(Columba livia) ทัง้ในนกปกติและนกท่ีป่วยด้วยอาการของโรคทางเดินหายใจ ท าให้สงสยัวา่เชือ้เหล่านี ้
เป็นสาเหตขุองโรคได้ แตก็่ยงัไมมี่การพิสจูน์ยืนยนัอยา่งแนช่ดั อยา่งไรก็ตามมีการทดลองในไก่ปลอดเชือ้ 
(specific pathogenic free) พบวา่เชือ้ M. columborale ท าให้เกิดรอยโรคถงุลมอกัเสบในไก่ได้ 
(Macowan et al., 1981) นอกจากนี ้ Loria et al. (2005) รายงานการเกิดโรคในฟาร์มนกพิราบแหง่หนึง่ 
จ านวน 320 ตวั มีอตัราการป่วยและตายประมาณ 10% และ 3% ตามล าดบั นกแสดงอาการตาอกัเสบ
รุนแรงหายใจล าบาก และยงัพบนกป่วยมากขึน้เร่ือยๆ ซึง่จากการเพาะแยกเชือ้ พบ M. columborale จาก
นกพิราบ 20 ตวั โดยท่ีนกตอบสนองดีตอ่การรักษาด้วยยาไทโลซินและอิริโทรมยัซิน จงึเป็นหลกัฐานการก่อ
โรคของเชือ้นีใ้นนกพิราบได้ในระดบัหนึง่ 
 รายงานนีมี้วตัถปุระสงค์ยืนยนัการตดิเชือ้ M. columborale ในนกพิราบท่ีป่วยและตายด้วยอาการ
ของระบบทางเดนิหายใจและทางเดนิอาหาร โดยพฒันา biotinylated labelling probe จาก RNA 
polymerase gene ของเชือ้ M. columborale ขึน้ เพ่ือท าการตรวจตดิตามและวินิจฉยัทางจลุพยาธิวิทยา
โดยใช้เทคนิค in situ hybridization ตลอดจนเป็นการแสดงข้อมลูการเกิดโรค อาการ และรอยโรคท่ีพบ 
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เพ่ือให้สตัวแพทย์ ผู้ เลีย้ง ตลอดจนเจ้าของฟาร์มนกพิราบได้รับทราบและตระหนกัวา่ M. columborale เป็น
เชือ้ก่อโรคอีกชนิดหนึง่ท่ีไม่ควรมองข้าม ซึง่ห้องปฏิบตักิารสามารถตรวจวินิจฉยั เพ่ือท าการรักษาให้
ทนัทว่งทีได้ 

อุปกรณ์และวิธีการ 

ประวัตสัิตว์ 
 ฟาร์มนกพิราบแหง่หนึง่ในจงัหวดัสมทุรปราการ เลีย้งนกจ านวน 150 ตวั ในกรงรวมขนาดใหญ่ ให้
อาหารประเภทข้าวเปลือก ข้าวโพดและถัว่ชนิดตา่งๆ พบวา่ลกูนกพิราบอายปุระมาณ 2 เดือน จ านวน 7 ตวั 
แสดงอาการป่วยในระบบทางเดนิหายใจ นกพิราบ 2 ตวัตายหลงัจากท่ีเร่ิมสงัเกตเห็นอาการ จงึสง่ซากนก
มาท่ีสถาบนัสขุภาพสตัว์แหง่ชาติเพ่ือท าการชนัสตูรโรค 

การตรวจทางพยาธิวิทยาไวรัสวิทยาและปรสิตวิทยา 
 ตรวจดรูอยโรคภายนอกด้วยตาเปล่า (external examination) แล้วท าการผา่ซากเพ่ือตรวจดรูอย
โรคท่ีอวยัวะภายใน (internal examination) ได้แก่ หวัใจ ปอด ตบั ม้าม ไต และล าไส้ทกุสว่นรวมทัง้สมอง 
พร้อมทัง้เก็บตวัอยา่งแชใ่น 10% neutral buffered formalin แล้วน ามาผา่นกระบวนการมาตรฐานทาง
พยาธิวิทยา และฝังชิน้เนือ้เย่ือในพาราฟิน จากนัน้ตดัให้มีความหนาประมาณ 3 ไมครอน เพ่ือท าเป็นสไลด์
เนือ้เย่ือ จากนัน้ย้อมด้วยสี hematoxylin และ eosin (H&E) ตามวิธีของ Luna (1968) แล้วจงึน าสไลด์ไป
ตรวจหารอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาภายใต้กล้องจลุทรรศน์แสงสวา่ง 
 นอกจากนีไ้ด้เก็บตวัอยา่งอวยัวะตา่งๆ ข้างต้น สง่ตรวจทาง 1) แบคทีเรียวิทยาเพ่ือเพาะแยกเชือ้ท่ี
เป็นสาเหต ุ2) ไวรัสวิทยาเพ่ือแยกเชือ้ไวรัสไข้หวดันกและนิวคาสเซิล โดยวิธีฉีดไขไ่กฟั่ก และ 3) ปรสิตวิทยา
เพ่ือตรวจหาไขพ่ยาธิและ coccidian oocyst โดยวิธี flotation และ scraping 

การทดสอบทางแบคทีเรียวิทยา 
 ท าการตรวจหาเชือ้แบคทีเรียท่ีก่อโรค chlamydia และ mycoplasma โดยด าเนินการ 1) เพาะเชือ้
จากตวัอย่างอวยัวะตา่งๆ บนอาหารเลีย้งเชือ้ 7% defibrinated sheep blood agar (SBA) และ 
MacConkey agar บม่ท่ีอณุหภมูิ 37ºC นาน 18-24 ชัว่โมง แล้วตรวจหาโคโลนีท่ีสงสยัเป็นเชือ้ก่อโรค 2) 
สกดั DNA จากอวยัวะเพ่ือตรวจหาเชือ้ Chlamydia spp. โดยวิธี PCR (Pudjiatmoko et al., 1997) 3) น า
ตวัอยา่งปอดมาเพาะในอาหารเลีย้งเชือ้ modified Frey broth บม่ท่ีอณุหภมูิ 37ºC ในบรรยากาศท่ีมี 5% 
CO2 นาน 48-72 ชัว่โมง เพ่ือตรวจหาเชือ้ mycoplasma เลือกโคโลนีท่ีสงสยั และพิสจูน์ชนิดของเชือ้โดยการ
หาล าดบัเบสของ 16S rRNA gene  
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การพสูิจน์เชือ้โดยการหาล าดับเบสของ 16S rRNA gene 
 สกดั DNA (Kobayashi et al., 1996) จากเชือ้ mycoplasma ท่ีเพาะแยกได้จาก modified Frey 
agar วิธีการโดยย่อ คือ เข่ียเชือ้ mycoplasma จ านวน 1 โคโลนี ลงใน modified Frey broth บม่ท่ีอณุหภมู ิ
37ºC นาน 48-72 ชัว่โมง เม่ือเจริญดีแล้ว ให้น าไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบ นาน 10 นาที ล้างตะกอนเชือ้
ด้วย phosphate buffered saline (PBS) 2 ครัง้ แล้วละลายตะกอนเชือ้ด้วย lysis solution (100 mM Tris-
HCl, pH 8.9, 1.5 mM MgCl2, 80 mM KCl, 0.05% BSA, 0.1% Triton X-100, 0.45% Nonidet P-40, 
0.45% Tween 20, Proteinase K 200 µg/ml และ 0.5% CHAPS) ปริมาณ 200 µl น าไปแชใ่น water bath 
ท่ีอณุหภมูิ 60ºC นาน 2 ชัว่โมง แล้วน าไปต้มในน า้เดือด 5 นาที ท าให้ DNA บริสทุธ์ิ โดยวิธี phenol-
chloroform extraction (Ausubel et al., 1990) ตกตะกอน DNA ด้วย ethanol แล้วละลายตะกอนด้วยน า้
กลัน่ 100 µl จากนัน้เก็บท่ี -20ºC จนกวา่จะน ามาใช้เป็น DNA template  
 น า DNA template ข้างต้น มาทดสอบด้วยวิธี PCR โดยใช้ 16S rRNA universal primers ส าหรับ

เชือ้ mycoplasma จ านวน 2 คู ่ (Lauerman, 1998) คือ primers fd1AF: 5 AGA GTT TGA TCC TGG 

CTC AGG 3และ GP3R: 5 CGC TTG CAA CCT ATG TAT TAC 3 จะได้ PCR product ขนาด 546 

bp สว่น primers คูท่ี่ 2 คือ GP3F: 5 AAG YAA CGR CTA ATG TGC 3และ GP7R: 5 GCG CTC GTT 

GCR GGA CTT AAC 3 จะได้ PCR product ขนาด 617 bp ดงันี ้เตรียม Go Taq Green Master Mix 
(Promega, USA) ปริมาณตวัอยา่งละ 25 µl เตมิ forward และ reverse primer อย่างละ 0.8 µM แล้วใส่ 
DNA template ตวัอย่างละ 6 µl และ DNase RNase-free water ให้มีปริมาตรรวม 50 µl ตอ่ 1 ตวัอยา่ง 
น าเข้าเคร่ือง thermal cycler (Bio-Rad, USA) ตัง้โปรแกรมการทดสอบดงันี ้preheating ท่ี 95ºC นาน 15 
นาที ตามด้วย denaturation ท่ี 94ºC นาน 45 วินาที, annealing ท่ี 55ºC นาน 45 วินาที, extension ท่ี
72ºC นาน 45 วินาที จ านวน 30 รอบ ตามด้วย final extension ท่ี 72ºC นาน 5 นาที เสร็จแล้วน า PCR 
product ทัง้หมดผา่นกระแสไฟฟ้าใน 1.5% agarose ท่ี 100 volt นาน 30 นาที ตดัเจลตรงสว่นท่ีมี PCR 
product น ามาท าให้บริสทุธ์ิโดยใช้ชดุสกดัส าเร็จรูป QIAquick gel extraction Kit (QIAGEN, Germany) 
จากนัน้น ามาทดสอบด้วยวิธี sequence reaction ด้วยสาร Big Dye terminator cycle kit version 3.1 
(Applied Biosystems, USA) ตามวิธีการของผู้ผลิต ท าให้บริสทุธ์ิอีกครัง้โดยใช้ ZR DNA sequencing 
clean up kit (Zymo Research, USA) จากนัน้ละลายด้วย Hi Di formamide (Applied Biosystems, 
USA) ปริมาตร 15 µl และน าเข้าเคร่ืองวิเคราะห์สารพนัธุกรรมแบบอตัโนมตัิ (ABI 3130 Genetic 
Analyzer, USA) น าผลท่ีได้มาจดัเรียงล าดบัเบสโดยใช้โปรแกรม Free internet download MEGA 5 ตรวจ
ชนิดของเชือ้ด้วยโปรแกรม BLAST ใน GenBank 
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การพัฒนา biotinylated labelling probe  
 ท าการออกแบบ primers จาก RNA polymerase gene ของเชือ้ M. columborale strain 18303 

(Accession number EU833964) ดงันี ้ forward primer: 5CCT GGT GGT CTT AAC CGT GAT 

3(nt55-nt75) และ reverse primer: 5GAA CAG CTT GAC GTT GCA TGT 3 (nt526-nt505) น ามา
ทดสอบด้วยวิธี PCR ปริมาตร 25 µl โดยใช้ nuclease-free water 15.15 µl, 50 ng DNA template 5 µl, 
10 mM dNTPs mix 0.5 µl, 50 mM MgCl2 0.75 µl, 10x PCR buffer 2.5 µl, 10 pmol forward และ 
reverse primers อยา่งละ 0.5 µl และ platinum Taq polymerase (Invitrogen, USA) 0.1 µl น าเข้าเคร่ือง 

thermal cycler (Bio-Rad, USA) โดยใช้โปรแกรมดงันี ้ initial denature 94C 2 นาที ตามด้วย 

denaturation 94C 30 วินาที annealing 58C 30 วินาที และ extension 72C 90 วินาที จ านวน 35 

รอบ และfinal extension 72C 5 นาที โดยใช้น า้กลัน่เป็นตวัควบคมุลบ ได้ PCR product ขนาด 472 bp 
และเตรียม probe โดยการท า PCR reaction ดงันี ้10 pmol forward และ reverse อยา่งละ 1µl, 10x PCR 
labelling buffer 2 µl, biotin PCR labelling mix 2 µl, DNA template 5 µl, Taq polymerase (Jena 
Bioscience®, Germany) 0.5 µl และ nuclease-free water 8.5 µl น าเข้าเคร่ือง thermal cycler ตาม
โปรแกรมเดมิ ท าการวิเคราะห์ PCR product และ probe ด้วย 1% agarose gel electrophoresis แล้วจงึ
น า biotinylated labelling probe ท่ีได้มาใช้ตรวจด้วยวิธี in situ hybridization 

In situ hybridization 
 น าบล็อกพาราฟินท่ีฝังชิน้เนือ้ของนกพิราบตดัให้มีขนาด 3 ไมครอน วางบน positive slide บม่ท่ี 

60C นาน 30 นาที แล้วน าไปผา่นขัน้ตอน deparaffinization ด้วย xylene 2 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที 
rehydration ด้วยabsolute ethanol 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ตามด้วย 95% ethanol 2 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที 
และ Diethylpyrocarbonate (DEPC) water 5 นาที ตอ่จากนัน้ย่อยโปรตีนเพ่ือเปิด epitopes บนสไลด์ด้วย
proteinase K (ready to use) (DAKOTM, Denmark) นาน 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง ล้างด้วย DEPC water 
5 นาที แล้วแชใ่น 0.3% hydrogen peroxide ใน methanol นาน 20 นาที เพ่ือก าจดั peroxidase แล้วล้าง
ด้วย DEPC water 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที จากนัน้ท าการ prehybridization ด้วย biotinylated probe (500 

ng/slide) ใน hybridization buffer (Enzo®, USA), codenaturation ท่ี 95C นาน 10 นาที ในเคร่ือง 

Hybridizer (DAKO™, Denmark) และ hybridized ท่ี 42C นาน 16 ชัว่โมง ท าการ detection slides 

โดยล้างด้วย 2x saline-sodium citrate buffer (SSC), 1x SSC และ 0.5x SSC ท่ี 42C อย่างละ 5 นาที 
ตามล าดบั แล้วล้าง slide ใน Tris buffered saline ท่ีมี 0.05% Tween 20 (TBST) 5 นาที แล้วบล็อก
โปรตีนในเนือ้เย่ือด้วย 3% normal horse serum 10 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง จากนัน้หยด streptavidin-HRP 
solution (DAKO™, Denmark) บม่นาน 15 นาที ล้างด้วย TBST 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที จากนัน้หยด biotin 
บม่นาน 15 นาที ล้างด้วย TBST 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที แล้วหยด 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) 3-5 นาที 

75 



วารสารสถาบนัสขุภาพสตัว์แหง่ชาต ิ(Thai-NIAH eJournal) : ISSN1905-5048. http://niah.dld.go.th. Volume 10 Number 3 (Jan-Apr):71-83 

 
 

เพ่ือให้เกิดสี จากนัน้ล้างด้วยน า้ และย้อมทบัด้วยสี hematoxylin จากนัน้น าไปตรวจด้วยกล้องจลุทรรศน์ 
เพ่ือเปรียบเทียบผลระหวา่งตวัอยา่งเดียวกนัท่ีไมไ่ด้ใส่ probe และตวัอยา่งควบคมุลบท่ีเป็นเนือ้เย่ืออวยัวะ
ของนกพิราบปกต ิ 

ผล 

ผลการตรวจทางพยาธิวิทยาและจุลพยาธิวิทยา  
 รอยโรคจากการส ารวจด้วยตาเปลา่ พบวา่นกพิราบทัง้สองตวัมีน า้มกูสีเหลืองในชอ่งจมกู อจุจาระ
เหลวเป็นน า้ในส าไส้ใหญ่ นกพิราบ 1 ตวั ไตขยายใหญ่ และถงุหุ้มหวัใจหนาตวั (Fig. 1) 
 รอยโรคจากการส ารวจทางจลุพยาธิวิทยา พบหยอ่มการอกัเสบแบบ granuloma ท่ีไต เลือดคัง่และ 
lymphoid depletion ท่ีม้ามในนกพิราบทัง้สองตวั (Fig. 2) 

                         
 
Figure 1. Necropsy findings of the affected pigeon: A, feather surrounding cloaca stained with 
watery feces; B, drops of mucous nasal discharge; C, enlarge kidneys; D, thickening of 
pericardium 
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Figure 2. Histopathological examination showed focal granulomatous nephritis in kidneys (H&E 
20x, left), severe congestion with lymphoid depletion in spleen (H&E 20x, right) 
 
ผลการทดสอบทางไวรัสวิทยาและปรสิตวิทยา 
 การทดสอบทางไวรัสวิทยาไมพ่บเชือ้ไวรัสไข้หวดันกและไวรัสนิวคาสเซิล สว่นการทดสอบทางปรสิต
วิทยาพบปล้องของพยาธิตวัตืดในล าไส้นกพิราบหนึง่ตวั 

ผลการทดสอบทางแบคทีเรียวิทยา 
 ไมพ่บ DNA ของเชือ้ Chlamydia spp. โดยวิธี PCR รวมทัง้ไมพ่บเชือ้แบคทีเรียทัว่ไปจากการเพาะ
บน SBA และ MacConkey agar แตพ่บโคโลนีท่ีมีลกัษณะรูปร่างคล้ายไขด่าว (fried egg shape) ของเชือ้ 
Mycoplasma spp.บนอาหาร modified Frey agar (Fig. 3) จากตวัอยา่งปอดของนกพิราบทัง้สองตวั จงึ
ท าการพิสจูน์ชนิดของเชือ้โดยการหาล าดบัเบสของ16S rRNA gene ตอ่ไป 

                                         

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Growth of “fried egg” colonies, a typical colony of mycoplasma, on modified Frey     
agar 
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ผลการหาล าดับเบสของ 16S rRNA gene ของเชือ้ mycoplasma  
 ผลการจดัเรียงล าดบัเบส (multi-alignment) ของ sequence reaction ท่ีใช้ primers รวม 4 สาย 
ด้วยโปรแกรม MEGA 5 อา่นผลได้เป็น partial sequence ของ 16S rRNA gene ขนาด 1,046 bp และเม่ือ
ตรวจสอบชนิดของเชือ้ด้วยโปรแกรม BLAST ใน GenBank พบวา่เชือ้ท่ีเพาะได้คือ Mycoplasma 
columborale เน่ืองจากมีล าดบัเบส 97% ของเชือ้ท่ีแยกได้ตรงกบัเชือ้ M. columborale strain 18303 
(1,022/1,022) หรือ 100% identities ตามท่ีแสดงล าดบัเบสใน Fig. 4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Partial sequence of 16S rRNA of mycoplasma isolate (Query) showed 100% identities 
(1022/1022) to 16S ribosomal RNA of Mycoplasma columborale strain 18303 accession number 
EU859977 (Sbject) using program BLAST 

ผลการออกแบบ primer และผลการผลิต biotinylated labelling probe 

 Primer ท่ีออกแบบจาก RNA polymerase gene ของเชือ้ M. columborale strain 18303 
(Accession number EU833964) สามารถใช้เพิ่มจ านวน DNA ของเชือ้ M. columborale ท่ีเพาะแยกได้
จากนกพิราบได้ พร้อมกนันัน้สามารถผลิต biotinylated labelling probe จาก DNA ของเชือ้ M. 
columborale ท่ีเพาะแยกได้จากนกพิราบได้เชน่เดียวกนั (Fig. 5) 
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Figure 5. PCR amplification of RNA polymerase gene of M. columborale in 1% agarose: Lane M, 
1 kb DNA ladder; Lane 1, PCR product size 472 bp; Lane 2, biotinylated PCR labelling probe; 
Lane 3, negative control  

ผลการทดสอบด้วยวิธี In situ hybridization 
 จากการทดสอบด้วยวิธี in situ hybridization พบการติดสีน า้ตาลของปฏิกิริยา hybridization ใน
เซลล์เม็ดเลือดขาว (phagocytic cells) ท่ีอวยัวะไตและม้าม แสดงถึงการแพร่กระจายของเชือ้ M. 
columborale ไปกบัเซลล์เม็ดเลือดขาว โดยต าแหนง่ของเชือ้ในม้ามอยูใ่กล้กบัเส้นเลือด splenic artery 
(Fig. 6) 

                    
Figure 6. In situ hybridization results: A, M. columborale is localized in dark brown color. The 
enlarge picture (100x) demonstrates the agent is identified inside the infected cells causing 
granulomatous lesion in kidneys (20x); B, the pathogen in spleen mostly located nearby central 
artery (20x); C, negative control slide from normal pigeon (20x); D, positive slide without probe 
(20x) 
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วิจารณ์ 

 จากผลการทดสอบทางไวรัสวิทยา และปรสิตวิทยา ไมพ่บเชือ้ไวรัสหรือปรสิตท่ีน่าจะเป็นสาเหตขุอง
การตายครัง้นีใ้นนกพิราบ และจากการเพาะแยกเชือ้แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตกุารตายของนกพิราบในฟาร์ม
รายนี ้ ไมพ่บเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืน ยกเว้นการพบเชือ้ mycoplasma จากปอดของนกพิราบ 2 ตวั อย่างไรก็
ตามการพิสจูน์เชือ้ชนิดนีท้างห้องปฏิบตักิารโดยอาศยัคณุสมบตัทิางชีวเคมีเพียงอย่างเดียวไมส่ามารถท า
ได้ถกูต้องและแมน่ย า เน่ืองจากคณุสมบตัิทางชีวเคมีของเชือ้ไม่เดน่ชดั หรือจ าเพาะตอ่สปีชีส์ของเชือ้ 
จ าเป็นต้องใช้วิธีซีรัมวิทยาโดยการท าปฏิกิริยาระหวา่งเชือ้กบัแอนตซีิรัมท่ีจ าเพาะ (Jordan, 1983) แตเ่ป็น
ข้อจ ากดัของห้องปฏิบตักิารท่ีไมมี่แอนตซีิรัมดงักลา่ว การยืนยนัเชือ้ครัง้นีจ้งึต้องใช้เทคนิคการหาล าดบัเบส
ของ 16S rRNA gene (Lauerman, 1998) และผลท่ีได้เป็นเชือ้ Mycoplasma columborale ท าให้ต้องมี
การศกึษาเพิ่มเตมิ เน่ืองจากเชือ้นีส้ามารถพบได้ในนกพิราบปกติ (Shimizu et al., 1978) แม้วา่ Keymer et 
al. (1984) จะเคยรายงานพบเชือ้นีใ้นนกพิราบท่ีมีอาการในระบบทางเดนิหายใจ แตผู่้ศกึษามิได้ยืนยนั
ความสมัพนัธ์ระหวา่งเชือ้กบัอาการและรอยโรคในนกพิราบนัน้ ส าหรับอาการและรอยโรคท่ีพบในนกพิราบ
รายนีคื้อ มีน า้มกูสีเหลืองในชอ่งจมกู อจุจาระเหลวเป็นน า้ในส าไส้ใหญ่ ไตขยายใหญ่ และถงุหุ้มหวัใจหนา
ตวั ส่วนรอยโรคจากการส าหรวจทางจลุพยาธิวิทยาพบหยอ่มการอกัเสบแบบ granuloma ท่ีไต เลือดคัง่และ 
lymphoid depletion ท่ีม้าม ซึง่แตกตา่งจากรายงานท่ีผา่นมา กลา่วคือ เคยมีการศกึษาพบวา่ M. 
columborale ท าให้เกิดรอยโรคถงุลมอกัเสบในไก่ทดลอง (Macowan et al., 1981) อีกรายงานพบตา
อกัเสบรุนแรงและหายใจล าบากในนกพิราบ (Loria et al., 2005) จะเห็นวา่การรายงานท่ีผา่นมา สตัว์ท่ีติด
เชือ้มีลกัษณะอาการน้อยกว่าและแตกตา่งจากการพบในครัง้นี ้ 
 การท่ียงัไมมี่รายงานโรคติดเชือ้ M. columborale ท่ีก่อให้เกิดภาวะดงักลา่วข้างต้นเช่นเดียวกบัใน
นกพิราบฝงูนี ้ ท าให้คณะผู้วิจยัต้องยืนยนัรอยโรคท่ีพบโดยเทคนิค in situ hybridization เร่ิมจากออกแบบ 
primer ของ RNA polymerase gene ของเชือ้ M. columborale ซึง่เม่ือน ามาทดสอบด้วยวิธี PCR พบวา่
สามารถผลิต biotinylated labelling probe จาก DNA ของเชือ้นีท่ี้แยกจากนกพิราบได้ นอกจากนีย้งัพบวา่
ต าแหนง่ probe ท่ีมีขนาด 472 bp นีมี้ความจ าเพาะกบัเชือ้ M. columborale เทา่นัน้ โดยท่ีพบวา่มีความ
ใกล้เคียงกบัเชือ้ M. gallinaceum เพียง 86% โดย program BLAST (ไมไ่ด้แสดงข้อมลู) ทัง้นีผ้ลของ in 
situ hybridization ท่ีม้ามและไต ชีใ้ห้เห็นถึงการแพร่กระจายของเชือ้ไปกบั phagocytic cells ซึง่เป็นเซลล์
หลกัในการก าจดัเชือ้ และต าแหนง่ของเชือ้ในม้ามท่ีระบใุกล้กบัเส้นเลือด splenic artery บง่ถึงลกัษณะการ
แพร่กระจายของเชือ้ท่ีสามารถก่อให้เกิดภาวะ septicemia ได้ ซึง่ภาวะดงักล่าวอาจส่งผลให้เกิดการอกัเสบ
ทัว่ร่างได้ (Klasing, 1991) นอกจากนีย้งัท าให้ทราบวา่ รอยโรคท่ีพบท่ีไตนัน้เกิดจากเซลล์มีการติดเชือ้ M. 
columborale ท าให้ร่างกายของนกพิราบสร้าง fibrous tissue ขึน้มาหอ่หุ้ม เพ่ือไมใ่ห้เกิดการแพร่กระจาย
ของเชือ้ ดงันัน้จงึเป็นการยืนยนัวา่การติดเชือ้ M. columborale เป็นสาเหตขุองโรคในนกพิราบรายนี ้ ทัง้นี ้
คณะผู้วิจยัได้ลงข้อมลูการจดัเรียงล าดบัเบสของเชือ้นีไ้ว้แล้ว ในฐานข้อมลูของ GenBank  (M. 

80 



วารสารสถาบนัสขุภาพสตัว์แหง่ชาต ิ(Thai-NIAH eJournal) : ISSN1905-5048. http://niah.dld.go.th. Volume 10 Number 3 (Jan-Apr):71-83 

 
 

columborale strain 111021-57, accession no. KP698750) เพ่ือเป็นประโยชน์ในการอ้างอิงตอ่ไป 
การศกึษาครัง้นีไ้มไ่ด้ท าการทดสอบความไวของเชือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ อย่างไรก็ตามมีข้อมลูวา่ยาต้านจลุชีพ
ท่ีให้ผลดีตอ่การรักษาคือไทโลซินและอิริโทรมยัซิน (Loria et al., 2005) 
 นอกจากนีก้ลไกการเกิดโรคท่ีสมัพนัธ์กบัลกัษณะอาการท่ีแสดงออกจากการติดเชือ้ M. 
columborale นี ้ท าให้ทราบวา่เม่ือต้องการวินิจฉยัโรคชนิดนีใ้นฝงูนกพิราบหรือตวัป่วย อาจท าได้โดยการใช้
เทคนิค PCR กบัตวัอยา่งเลือดของตวัป่วย โดยไมจ่ าเป็นต้องท าการวินิจฉยัจากซาก หรือท าเมตตาฆาต ซึง่
ก่อให้เกิดการรักษาท่ีทนัทว่งที ลดการแพร่กระจายของเชือ้ภายในฟาร์มของนกพิราบ ท าให้ลดการสญูเสีย
ทางเศรษฐกิจในฟาร์มท่ีเลีย้งนกพิราบเพ่ือการแขง่ขนั หรือบริโภค 
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Abstract 

Mycoplasma columborale can be isolated from both healthy pigeons and clinically 
diseased pigeons with respiratory signs and conjunctivitis. Seven out of 150 pigeons aged 2 
months old which raised in pigeon farm in Samutprakarn showed yellowish mucous nasal 
discharge and watery diarrhea. Post-mortem examination was performed in two pigeons which 
died after showing clinical signs for only one day. The macroscopic lesions were thickening of 
pericardium and kidneys enlargement. Histopathological findings were focal granulomatous 
nephritis and severe congestion with lymphoid depletion in spleen. Mycoplasma spp. was grown 
on its specific agar medium and confirmed as M. columborale, by sequencing of 16S rRNA 
gene, which was the first finding in Thailand. However, clinical signs and lesions found in 
pigeons were different from the previous reports elsewhere. Therefore, biotinylated labelling 
probe was developed from RNA polymerase gene of M. columborale and brought to localize the 
causative agent in tissue section and to confirm the histopathological lesions of the disease by 
in situ hybridization. The results of in situ hybridization demonstrated infiltration of M. 
columborale infected phagocytic cells in the spleen and kidneys of the pigeons. In addition, the 
pathogen mostly localized nearby central artery indicated that the distribution of this agent via 
blood vessels was the causing of septicemia. Lesion in kidneys indicated host response by 
production of fibrous tissue surrounding infected cells. Moreover, from this finding, we 
suggested that a diagnosis for this causative agent might be performed by PCR technique from 
blood sample of pigeons demonstrating clinical sign. This could facilitate the rapid treatment 
and decrease the economic losses from the disease in the future. 
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