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บทคัดย่อ 
 

  แกะพันธุ์ Katahdin เพศผู้ อายุ 1 ปี 6 เดือน แสดงอาการซึม น้ํามูกไหลมีเลือดปน  ไม่กินอาหาร   
ไม่ตอบสนองต่อการรักษาและตายในเวลา 2 สัปดาห์หลังจากเริ่มแสดงอาการ จากการผ่าซากและสังเกตรอยโรคด้วย
ตาเปล่า พบปอดขยายใหญ่ เนื้อปอดแข็งมีสีเทา และพบตุ่มเนื้องอกขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 1-3 เซนติเมตร 
ขอบเขตชัดเจนกระจายอยู่ท่ัวบริเวณเนื้อปอด การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา  พบการเพ่ิมจํานวนและเจริญเป็นเนื้องอก
ของกลุ่มเซลล์ pneumocytes type 2 ในถุงลม มีลักษณะเป็น cuboidal หรือ columnar cells แทนท่ีเซลล์ปกติ
ของถุงลม โดยพบการเจริญยื่นเข้าไปในช่องว่างของถุงลม มีลักษณะคล้ายนิ้วมือ (papilliform growth) นอกจากนี้ยัง
พบเซลล์อักเสบ neutrophils และ macrophage แทรกซึมเข้ามาเป็นหย่อมในถุงลม ร่วมกับพบการเพ่ิมจํานวนของ
เซลล์บุผิวของหลอดลมย่อยโดยมีกลุ่มของเซลล์อักเสบท่ีตายแล้วสะสมอยู่ในช่องว่าง การเพาะแยกเชื้อแบคทีเรียพบ
เชื้อ Mycoplasma ovipneumoniae ท่ีปอด รวมท้ังตรวจพบดีเอ็นเอของเชื้อ Jaagsiekte sheep retrovirus 
(JSRV) และ M. ovipneumoniae จากเนื้อเยื่อปอดโดยวิธี polymerase chain reaction นอกจากนี้ทําการทดสอบ
ด้วยเทคนิค immunohistochemistry โดยใช้แอนติซีรัมท่ีจําเพาะต่อเชื้อ M. ovipneumoniae พบผลบวกโดยการ
ติดสีน้ําตาลท่ีเยื่อบุผิวชั้นบนติดกับ cilia และท่ีกลุ่มเซลล์อักเสบในช่องว่างของหลอดลมย่อย จากรอยโรคท่ีสัมพันธ์กับ
การตรวจพบเชื้อและหรือดีเอ็นเอของเชื้อ JSRV และ M. ovipneumoniae ทําให้สรุปได้ว่าแกะตายจากการติดเชื้อร่วมกัน
ของ Jaagsiekte sheep retrovirus และ M. ovipneumoniae นับเป็นรายงานการติดเชื้อ M. ovipneumoniae ในแกะ
ครั้งแรกในประเทศไทย 
 
คําสําคัญ: Jaagsiekte sheep retrovirus, Mycoplasma ovipneumoniae, แกะ 
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บทนํา 
 

 Jaagsiekte sheep retrovirus (JSRV) เป็นเชื้อใน family Retroviridae subfamily Orthoretro-virinae และ 
genus Betaretrovirus ท่ีเป็นสาเหตุของโรค ovine pulmonary adenocarcinoma (OPA) ซ่ึงเป็นโรคติดต่อในแกะ 
เชื้อจะเข้าสู่เซลล์ pneumocytes type 2 และ Clara ท่ีส่วนท้ายของปอด และทําให้เซลล์มีการเปลี่ยนแปลงและขยาย
เป็นเนื้องอกกระจายอยู่ภายในปอด (Palmarini and Fan, 2001)  โรคนี้พบเกือบท่ัวโลก ยกเว้นประเทศออสเตรเลียและ
นิวซีแลนด์ (Sharp and De Martini, 2003) ส่วนประเทศไอซ์แลนด์ได้ทําการกําจัดและปลอดจากโรคแล้ว (Kycko et al., 
2008) ปัจจุบันยังไม่มีวิธีท่ีจะเพ่ิมจํานวนเชื้อในหลอดทดลองได้ ดังนั้นการวินิจฉัยโรคจะไม่ใช้วิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส แต่
จะใช้เทคนิคการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา และ PCR เป็นหลัก โดยสามารถตรวจหา RNA และ DNA ของไวรัสได้จาก
ตัวอย่างน้ําในปอด ก้อนเนื้องอก เซลล์เม็ดเลือดขาว หรือจากต่อมน้ําเหลืองท่ีติดเชื้อ อย่างไรก็ตามพบว่าสัตว์ไม่สร้าง
แอนติบอดีท่ีจําเพาะเม่ือติดเชื้อ ดังนั้นจึงไม่สามารถตรวจการติดเชื้อโดยวิธีทางซีรัมวิทยาได้ (OIE, 2008) 
 Mycoplasma ovipneumoniae (M. ovipneumoniae) แยกเชื้อได้ครั้งแรกในแกะโดย Mackey et al. 
(1963) และพบได้เรื่อยมาท้ังในแพะและแกะ เป็นสาเหตุของโรค atypical pneumonia ในลูกสัตว์ (Jones, 1983; 
Jones et al., 1986) แต่ก็สามารถแยกเชื้อได้จากแพะแกะสุขภาพดี จึงจัดเป็นเชื้อท่ีพบได้ท่ัวไปในทางเดินหายใจส่วนต้น
ของแพะแกะเช่นกัน (Brogden et al., 1988) มีการทดลองหลายงานวิจัยท่ีเหนี่ยวนําให้แกะแสดงอาการเม่ือได้รับเชื้อนี้ 
แต่ก็ให้ผลไม่แน่นอน (Buddle et al., 1984; Ionas and Mew, 1985) Mohan et al. (1992) ทําการทดลองในแพะแกะ
เพ่ือพิสูจน์การก่อโรคของเชื้อ  M. ovipneumoniae ท่ีแยกได้จากแพะแกะในประเทศซิมบับเว พบเพียงรอยโรคท่ีผนัง
ของถุงลมท่ีหนาข้ึน โดยมีการแทรกตัวของเซลล์อักเสบ neutrophils และ mononuclear ในบริเวณนั้น รวมท้ังท่ีบริเวณ
โดยรอบของ bronchioles โดยท่ีสัตว์ไม่แสดงอาการป่วยรุนแรงและตาย อย่างไรก็ตามพบว่าฝูงแพะและแกะเหล่านั้น
ยังคงมีการตายอยู่เป็นครั้งคราวจาก pneumonia โดยไม่พบเชื้อก่อโรคชนิดอ่ืนนอกจากเชื้อ M. ovipneumoniae  
ขณะท่ีการศึกษาของ Niang et al.(1998) พบว่า M. ovipneumoniae สามารถสร้างแคปซูลได้ เช่นเดียวกับเชื้อ 
mycoplasma ชนิดอ่ืนท่ีก่อโรคในคนและสัตว์ เช่น M. pneumoniae, M. dispar, M. pulmonis, M. hyopneumoniae 
และ M. gallisepicum โดยท่ีคุณสมบัติของแคปซูลคือ ทําให้เชื้อสามารถเกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผนังช่องทางเดินหายใจ
ของโฮสต์ได้ดี จึงนับได้ว่าแคปซูลเป็นปัจจัยหนึ่งของการก่อโรคของเชื้อ mycoplasma และยังพบว่าสายพันธุ์ของเชื้ออาจ
มีผลต่อการสร้างแคปซูล ส่วนการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันของเชื้อน่าจะมีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของการก่อโรค
ด้วย ดังนั้นการเพาะแยกเชื้อ M. ovipneumoniae ในสัตว์ป่วย จึงควรมีการตรวจสอบระหว่างรอยโรคกับเชื้อว่ามี
ความสัมพันธ์กันหรือไม่ เทคนิค immnunoperoxidase นับเป็นวิธีหนึ่งท่ีสามารถนํามาใช้ได้ (Haziroglu et al., 1996) 
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือรายงาน อาการ ลักษณะทางพยาธิวิทยา รวมท้ังวิธีการตรวจและวินิจฉัยการติดเชื้อ
ร่วมกันระหว่าง Jaagsiekte sheep retrovirus และ M. ovipneumoniae ในแกะ  เพ่ือเป็นข้อมูลทางระบาดวิทยาของ
การเกิดโรคในแกะ และเป็นรายงานการติดเชื้อ M. ovipneumoniae ในแกะครั้งแรกในประเทศไทย 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

ประวัติสัตว์ 
 แกะพันธุ์ Katahdin เพศผู้ อายุ 1 ปี 6 เดือน จากฟาร์มแห่งหนึ่งในจังหวัดราชบุรี แสดงอาการซึม น้ํามูกไหล
มีเลือดปน ไม่กินอาหาร แต่ไม่มีไข้ เจ้าของให้ยาต้านจุลชีพ ยาแก้แพ้ และยาบํารุง แต่การรักษาไม่ประสบผล แกะตาย
หลังจากแสดงอาการประมาณ 2 สัปดาห์ จึงส่งซากแกะเพ่ือทําการชันสูตรโรค 
 

การตรวจทางพยาธิวิทยา 
ตรวจดูรอยโรคภายนอกด้วยตาเปล่า (external examination) แล้วทําการผ่าซากเพ่ือตรวจดูรอยโรคของอวัยวะ

ภายใน (internal examination) ได้แก่ หัวใจ ปอด ตับ ม้าม ไต และลําไส้ทุกส่วนรวมท้ังสมอง โดยเก็บชิ้นเนื้อดังกล่าว  
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ใน 10% neutral buffered formalin เพ่ือนํามาผ่านกระบวนการมาตรฐานทางพยาธิวิทยา แล้วฝังชิ้นเนื้อใน paraffin 
นําไปตัดให้มีความหนาประมาณ 5 ไมครอน เพ่ือทําเป็นสไลด์เนื้อเยื่อ แล้วย้อมด้วยสี hematoxylin และ eosin (H&E) 
ตามวิธีของ Luna (1968) จากนั้นนําสไลด์ไปตรวจหารอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ธรรมดา  
 

การตรวจทางแบคทีเรียวิทยา 
 นําตัวอย่างอวัยวะภายในท่ีส่งมาจากกลุ่มพยาธิวิทยามาเพาะลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 7% defibrinated sheep 
blood agar (SBA) และ MacConkey agar นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC นาน 18-24 ชั่วโมง แล้วตรวจหาโคโลนีท่ีสงสัย
เป็นเชื้อก่อโรค นอกจากนี้นําตัวอย่างปอดอีกส่วนหนึ่งมาเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ modified Hayflick’s broth 
และ agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC ในบรรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 48-72 ชั่วโมง เพ่ือเพาะแยกเชื้อ mycoplasma 
จากนั้นตรวจหาโคโลนีท่ีสงสัยเพ่ือนํามาพิสูจน์เชื้อโดยวิธี PCR 
 

การตรวจหา DNA และการพิสูจน์เช้ือ M. ovipneumoniae 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อปอดของแกะ และจากโคโลนีท่ีสงสัย ตามวิธีท่ีดัดแปลงจาก Kobayashi et al. 

(1996) วิธีการโดยย่อ คือ เชื้อ mycoplasma ท่ีเจริญดีแล้ว นํามาป่ันท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาที นาน10 นาที 
ล้างตะกอนเชื้อด้วย phosphate buffered saline (PBS) 2 ครั้ง แล้วละลายตะกอนเชื้อด้วย lysis solution ท่ี
ประกอบด้วย 110 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 นําไป
แช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 60ºC นาน 2 ชั่วโมง แล้วนําไปต้มในน้ําเดือด 5 นาที ทําให้ DNA บริสุทธิ์ โดยวิธี 
phenol-chloroform extraction (Ausubel et al., 1990) ตกตะกอน DNA ด้วย ethanol แล้วละลายตะกอนด้วย
น้ํากลั่น 100 µL เก็บท่ี -20ºC จนกว่าจะนํามาใช้เป็น DNA template  

ส่วนตัวอย่างปอด ตัดตรงตําแหน่งท่ีมีรอยโรคขนาดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม ตัดให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ ด้วยกรรไกร 
แล้วใส่ลงในถุงพลาสติก เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ modified Hayflick’s broth ประมาณ 10 mL นําเข้าเครื่อง 
stomacher (Smasher, AES Laboratory, France) ท่ีระดับความเร็ว fast นาน 180 วินาที แยกเอาแต่ส่วนท่ีเป็นน้ํา
ออกใส่หลอด ป่ันท่ีความเร็ว 1,500 รอบ/นาที นาน 3-5 นาที เทส่วนใสใส่หลอดป่ันขนาด 1.5 mL ป่ันเก็บตะกอนท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ล้างตะกอนด้วย PBS 2 ครั้ง ทําการสกัด DNA ด้วย lysis solution 
เช่นเดียวกับข้างต้น และเก็บท่ี -20ºC จนกว่าจะนํามาใช้เป็น DNA template 

การทํา PCR ดัดแปลงจากวิธีการของ Besser et al. (2008) ดังนี้ เตรียม PCR master mix ปริมาณตัวอย่าง
ละ19 µL ท่ีประกอบด้วย PCR buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.8, 50 mM KCl และ 0.1% Triton X-100), 2.5 
mM MgCl2, 200 µM dNTP (each), primer LMF1: 5’ TGA ACG GAA TAT GTT AGC TT 3’ และ primer 
LMR1: 5’ GAC TTC ATC CTG CAC TCT GT 3’ อย่างละ 0.4 µM และ 0.5 U Taq polymerase แล้วใส่ DNA 
template ตัวอย่างละ 2.5 µL โดยมีเชื้อ M. ovipneumoniae ATCC 29419 และน้ํากลั่นเป็นตัวควบคุมบวกและลบ
ตามลําดับ นําเข้าเครื่อง Thermal cycler (Hybaid, Thermo electron, Germany) ตามโปรแกรม preheating 
95ºC นาน 10 นาที ตามด้วย 35 รอบของ denaturation 94ºC นาน 30 วินาที, annealing 55ºC นาน 30 วินาที, 
extension 72ºC นาน 30 วินาที ต่อจากนั้นเป็น final extension 72ºC นาน 5 นาที จนเสร็จ จึงตรวจหาแถบของ 
PCR product โดยการผ่านกระแสไฟฟ้าใน 1.5% agarose gel ท่ี 100 volt ประมาณ 30 นาที อ่านผลภายใต้แสง 
UV ด้วยเครื่อง Gel documentation (GelDoc –It, UVP, U.S.A) 

 

การตรวจหา DNA ของ JSRV โดยวิธี seminested PCR 
ดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อปอดท่ีสกัดตามวิธีการข้างต้น นํามาทํา PCR ตามท่ีดัดแปลงจากวิธีของ Palmarini et al. 

(2000)  ดังนี้ เตรียม PCR master mix (Qiagen, Germany) ปริมาณตัวอย่างละ 20 µL ประกอบด้วย 1X PCR 
buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.8, 50 mM KCl และ 0.1% Triton X-100), Q- solution 5 µL, 2.5 mM MgCl2, 
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200 µM dNTP (each), forward primer (JSRV-1: 5’ TGG GAG CTC TTT GGC AAA AGC C 3’) และ reverse 
primer (JSRV-3: 5’ CAC CGG ATT TTT ACA CAA TCA CCG G 3’) อย่างละ 0.9 µM และ 1.25 U Hotstar Taq 
polymerase และน้ํากลั่น 4.75 µL แล้วใส่ DNA template ตัวอย่างละ 5 µL นําเข้าเครื่อง Thermal cycler 
(Hybaid, Thermo electron, Germany) ตามโปรแกรม preheating 95ºC นาน 15 นาที ตามด้วย 35 รอบของ 
denaturation 94ºC นาน 1 นาที, annealing 57ºC นาน 1 นาที, extension 72ºC นาน 1 นาที ต่อจากนั้นเป็น 
final extension 72ºC นาน 5 นาที จนเสร็จ 

นํา PCR product ตัวอย่างละ 0.5 uL มาใส่ใน PCR master mix ท่ีมีส่วนประกอบเช่นเดิม ยกเว้นไม่ใส่ Q- 
solution และเพ่ิมปริมาณน้ํากลั่นเป็น 14.25 µL นอกจากนี้ให้เปลี่ยน reverse primer จาก JSRV-3 เป็น JSRV-6 (5’ 
TGA TAT TTC TGT GAA GCA GTG CC 3’) นําเข้าเครื่อง Thermal cycler (Hybaid, Thermo electron, Germany) 
ตามโปรแกรม preheating 95ºC นาน 15 นาที ตามด้วย 35 รอบของ denaturation 94ºC นาน 1 นาที, annealing 
59ºC นาน 1 นาที, extension 72ºC นาน 1 นาที ตามด้วย final extension 72ºC นาน 5 นาที เสร็จแล้ว จึงตรวจหา
แถบของ PCR product เช่นเดียวกัน 

 

การทํา immunohistochemistry 
นําบล็อกชิ้นเนื้อปอดของแกะท่ีฝังใน paraffin ตัดให้มีความหนา 3 ไมครอน วางบนแผ่นสไลด์ชนิด positive 

charged นําไปอบท่ี 60ºC นาน 30 นาที จากนั้นนําสไลด์มาผ่านกระบวนการ deparaffin ตามมาตรฐานทางพยาธิ
วิทยาด้วย xylene และแอลกอฮอล์ แล้วล้างสไลด์ในน้ํากลั่น นาน 5 นาที หยด 3% hydrogen peroxide ในเมทา
นอลให้ท่วมชิ้นเนื้อ ต้ังท้ิงไว้นาน 15 นาที เพ่ือกําจัด endogenous peroxidase จึงล้างสไลด์ด้วย PBS นาน 5 นาที 
หยด proteinase K ready to use (DAKOTM) ต้ังท้ิงไว้นาน 20 นาที เทออก จากนั้นหยด 5% skim milk บ่มท่ี 
37ºC นาน 20 นาที เทออก แล้วตามด้วย 10% horse serum ต้ังท้ิงไว้นาน 30 นาที เทออก แล้วจึงหยด rabbit 
anti- M. ovipneumoniae serum ท่ีความเข้มข้น 1:2,000 ต้ังท้ิงไว้นาน 1 ชั่วโมง ล้างสไลด์ด้วย PBS 3 ครั้ง ครั้งละ 
5 นาที หยด EnVision และ System-HRP labeled polymer anti- rabbit IgG (DAKOTM) ต้ังท้ิงไว้นาน 30 นาที 
จึงล้างสไลด์ด้วย PBS 3 ครั้ง ตามด้วยน้ํากลั่น 1 ครั้ง แล้วหยด AEC/H2O2solution ต้ังท้ิงไว้นาน 5 นาที ล้างด้วยน้ํา
ก๊อก ให้ไหลผ่านนาน 10 นาที ปิดทับด้วยแผ่น coverslip จากนั้นนําสไลด์ไปตรวจหาปฏิกิริยาการติดสีของแอนติเจน
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ธรรมดา  
 

ผล 
 

ผลการตรวจทางพยาธิวิทยา  
จากการผ่าซากและสังเกตรอยโรคด้วยตาเปล่า (macroscopic examination) พบปอดมีขนาดขยายใหญ่ 

เนื้อปอดแข็งและมีสีเทา นอกจากนี้ยังพบตุ่มเนื้องอกขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 1-3 เซนติเมตร ขอบเขตชัดเจน
กระจายอยู่ท่ัวไปในเนื้อปอด ปอดบวมน้ําค่อนข้างมากพร้อมท้ังพบจุดเนื้อตายหลายแห่ง นอกจากนี้ยังพบสิ่งคัดหลั่งมี
ลักษณะเป็นเมือกมีฟองอากาศปนท่ีบริเวณหลอดลม 

การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา (microscopic examination) พบการเพ่ิมจํานวนและเจริญเป็นเนื้องอกของ
กลุ่มเซลล์ pneumocytes type 2 ในถุงลม มีลักษณะเป็น cuboidal หรือ columnar cells แทนท่ีเซลล์ปกติของถุง
ลม โดยพบการเจริญยื่นเข้าไปในช่องว่างของถุงลมมีลักษณะคล้ายนิ้วมือ (papilliform growth) นอกจากนี้ยังพบเซลล์
อักเสบชนิด neutrophils และเซลล์ macrophage แทรกซึมเข้ามาเป็นหย่อมในถุงลม ร่วมกับพบการเพ่ิมจํานวนของ
เซลล์บุผิวของหลอดลมย่อยโดยมีกลุ่มของเซลล์อักเสบท่ีตายแล้วสะสมอยู่ในช่องว่าง (Fig. 1) 
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ผลการทํา Immunohistochemistry 
การตรวจด้วยเทคนิค immunohistochemistry (IHC) โดยใช้แอนติซีรัมท่ีจําเพาะต่อเชื้อ Mycoplasma 

ovipneumoniae พบผลบวกโดยการติดสีน้ําตาลท่ีเยื่อบุผิวชั้นบนติดกับ cilia และท่ีกลุ่มเซลล์อักเสบในช่องว่างของ
หลอดลมย่อย (Fig. 2) 

 

                     
 

Fig. 1  แสดงลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อปอด โดยพบการเพ่ิมจํานวนของเซลล์เนื้องอก  
pneumocytes ชนิดท่ี2 (a)  พบการเพ่ิมจํานวนของเซลล์บุผิวของหลอดลมย่อย (b) โดยมีกลุ่ม 
ของเซลล์อักเสบท่ีตายแล้วสะสมอยู่ในช่องว่าง (c)   H&E 20x 

 

 

                   
 

Fig. 2   แสดงผลการตรวจด้วยเทคนิค immunohistochemistry พบผลบวกโดยการติดสีน้ําตาลเป็น 
แกรนูลในเซลล์เยื่อบุผิวของหลอดลมย่อย (a) และในกลุ่มเซลล์อักเสบบริเวณช่องว่างของ 
หลอดลมย่อย (b)   IHC method, 20x 

a 

b 

 c 

a 

b 
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ผลการตรวจทางแบคทีเรียวิทยาและการทํา PCR 
 จากการเพาะแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SBA และ MacConkey agar ตรวจไม่พบเชื้อแบคทีเรียก่อโรค ส่วน
การเพาะแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ modified Hayflick’s agar พบโคโลนีของเชื้อ mycoplasma และจาก
การทดสอบด้วยวิธี PCR จากโคโลนีของเชื้อ mycoplasma และจากการตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อในเนื้อเยื่อปอด
โดยตรง โดยใช้ primer ท่ีจําเพาะ พบแถบ PCR product ขนาด 361 basepairs พิสูจน์ได้ว่าเป็นเชื้อ M. 
ovipneumoniae ท้ังจากโคโลนีของเชื้อ ดังแสดงใน Fig. 3  

 
 

                                                                         
Fig. 3 Detection of 16S rRNA genes of M. ovipneumoniae isolated from sheep and from lung  

samples by PCR showed the amplified fragment of 361 bp. Lane M, 100 bp ladder  marker;  
Lane 1, M.ovipneumoniae isolated from sheep; Lane 2, DNA extracted from lung of  sheep;  
Lane 3, M. ovipneumoniae ATCC  29419 (positive control for SEG); Lane 4, distilled water  
(negative control).  

 
ผลการตรวจหา DNA ของ JSRV โดยวิธี seminested PCR 

การทํา PCR ด้วย primer JSRV-1 และ JSRV-3 ซ่ึงเป็น primer ท่ีจําเพาะต่อบริเวณ long terminal 
repeat (LTR) ของเชื้อ JSRV ผลคือ ตัวอย่างท่ีให้ผลบวกจะพบแถบ PCR product ขนาดประมาณ 176 basepairs 
และเม่ือทํา seminested PCR ซ่ึงเป็นการเพ่ิมท้ังความไว และความจําเพาะของวิธีการตรวจ ตัวอย่างท่ีให้ผลบวกจะ
พบแถบ PCR product ขนาดประมาณ 133 basepairs ท้ังนี้ตัวอย่างปอดของแกะตัวนี้ ให้ผลบวกจากการทํา PCR 
ท้ังสองครั้ง โดยการทํา PCR ในครั้งท่ี 2 มีความไวในการตรวจสูง จึงพบแถบ PCR product ท่ีมีความเข้มมาก (Fig. 4) 



�������������	
�����
��������
� (Thai-NIAH eJournal): ISSN 1905-5048, http://www.dld.go.th/niah, V 6 N  3 (January - April 2011) : 62 - 72 

____________________________________________________________________________________________________________________________ 
68 

                                               
 

Fig. 4   Detection of viral long terminal repeat region of JSRV from lung samples of sheep by PCR   
(Lane 1 and 2) and seminested PCR (Lane 3 and 4) showed the amplified fragment of 176 
and 133 bp. Lane M, 100 bp ladder marker; Lane 1, DNA extracted from lung of sheep   
Lane 2, distilled water (negative control). Lane 3, PCR product from Lane 1. Lane 4, distilled 
water (negative control) 

 
วิจารณ์ 

 

โรค OPA เริ่มมีการรายงานครั้งแรกท่ีประเทศอาฟริกาใต้ จึงมีชื่อเรียกเชื้อในภาษาอาฟริกันว่า jaagsiekte 
(Tustin, 1969) ความหมายในภาษาอังกฤษ คือ driving sickness มักแสดงอาการในแกะท่ีเพ่ิงโตเต็มวัย เนื่องจาก
แกะแสดงอาการของโรครุนแรงข้ึนเม่ือก้อนเนื้องอกในปอดมีขนาดใหญ่หรือกระจายมากข้ึน ส่งผลให้เกิดการบกพร่อง
และสูญเสียการแลกเปลี่ยนอากาศภายในถุงลมของแกะ ทําให้เหนื่อยง่าย เชื่องช้า ติดตามฝูงไม่ทัน และถูกไล่ต้อนอยู่
เสมอ (Delas Heras et al., 2003) โดยมากแกะจะตายภายใน 2-3 สัปดาห์ หลังจากเริ่มแสดงอาการ แต่บางรายอยู่ได้
นานเป็นเดือนถึงหลายเดือน เม่ือทําการผ่าซากจะพบก้อนเนื้องอกขนาดใหญ่ในปอด มีลักษณะแน่นแข็ง สีเทา หน้าตัด
พบของเหลวมีฟองปนใน bronchioles ตรงบริเวณท่ีมีรอยโรค จากการศึกษาในระดับเซลล์พบว่า ก้อนเนื้องอกพัฒนา
มาจากเซลล์ pneumocytes type 2และเซลล์ non ciliated bronchiolar (Clara) รอยโรค OPA มีได้ 2 แบบ คือ 
แบบ “classic” ท่ีเนื้องอกมีการเรียงตัวของเซลล์ชนิด cuboidal, columnar และ papillary และมีเซลล์ 
macrophage ขนาดใหญ่รวมตัวอยู่ กับแบบ “atypical” ท่ีนอกจากจะพบก้อนเนื้องอกลักษณะเดียวกันแล้ว ยังพบมี
การแทรกตัวอย่างหนาแน่นของเซลล์ mononuclear และเนื้อเยื่อเก่ียวพัน (Garcia-Goti et al., 2000) เนื่องจากเชื้อ
ท่ีเป็นสาเหตุของโรคเป็น retrovirus ซ่ึงแม้จะมีสารพันธุกรรมเป็น RNA แต่ในการสร้างไวรัสตัวใหม่ สารพันธุกรรมของ
เชื้อจะเข้าไปแทรกตัวกับจีโนมของโฮสต์ และสร้าง proviral DNA ข้ึน ทําให้สามารถใช้เทคนิค PCR ในการตรวจหา 
proviral DNA ของเชื้อท่ีอยู่ในบริเวณรอยโรคได้โดยไม่ต้องใช้เทคนิค RT-PCR อย่างไรก็ตาม PCR อาจใช้ไม่ได้ผลดี
เท่ากับ RT-PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อจากเลือด หรือสิ่งคัดหลั่งซ่ึงจะมี viral RNA มากกว่า proviral 
DNA (Kycko and Reichart, 2010) 
 สําหรับแกะตัวนี้การตรวจรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาโดยเฉพาะท่ีปอด พบก้อนเนื้องอกหลายแห่งมีลักษณะ
เป็น cuboidal หรือ columnar cells แทนท่ีเซลล์ปกติของถุงลม อันเป็นลักษณะท่ีจําเพาะของรอยโรค OPA ท่ีเกิด
จากการติดเชื้อ JSRV พร้อมท้ังการตรวจพบ proviral DNA ของเชื้อโดยวิธี seminested PCR ยืนยันได้ว่ามีการติด
เชื้อนี้ในอวัยวะเป้าหมาย คือ ปอดอย่างแน่นอน แม้ว่าในการทดสอบนี้จะไม่มีตัวควบคุมบวกของการทดสอบ เนื่องจาก
ไม่สามารถหาเชื้อหรือดีเอ็นเออ้างอิงมาตรฐานของ JSRV ได้ แต่ PCR product ท่ีได้จากการทดสอบท้ังสองครั้ง       
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มีขนาดถูกต้องตามท่ีรายงานไว้โดย Palmarini et al. (2000) โดยท่ีตัวควบคุมลบไม่เกิดแถบดีเอ็นเอใด ๆ ทําให้ผู้วิจัย
แน่ใจว่าผลการทดสอบครั้งนี้มีความถูกต้องและเชื่อถือได้ 
 เนื่องจาก JSRV เป็นโรคเรื้อรัง แกะจะแสดงอาการเม่ือมีรอยโรคในปอดค่อนข้างมาก ซ่ึงทําให้แกะอ่อนแอ 
น้ําหนักลด และเกิดโรคแทรกซ้อนได้ง่าย โดยเฉพาะการติดเชื้อ Mannheimia haemolytica และมักกลายเป็น
สาเหตุของการตายของแกะ (OIE, 2008) แต่ในกรณีนี้ไม่พบเชื้อแบคทีเรียก่อโรคใด ๆ นอกจากการพบเชื้อ           
M. ovipneumoniae จากตัวอย่างปอด ซ่ึงการพบเชื้อชนิดนี้มีความเป็นไปได้สองกรณีคือ เป็นการพบเชื้อในระบบ
ทางเดินหายใจตามปกติ โดยท่ีเชื้อไม่ก่อความเสียหายใด ๆ หรือเชื้ออาจเป็นปัจจัยร่วมในการก่อโรคและทําให้สัตว์ตาย 
จึงทําให้ต้องใช้เทคนิค immunohistochemistry เข้ามาช่วยในการวินิจฉัยและยืนยันเพ่ิมเติม 
 M. ovipneumoniae พบได้ในแพะแกะท่ัวโลก สามารถแยกได้ท้ังจากสัตว์ปกติและสัตว์ป่วย แต่โดยมากจะ
แยกได้จากระบบทางเดินหายใจของสัตว์ป่วย (Leach et al., 1976) เป็นสาเหตุของ atypical pneumonia ซ่ึงกลไก
การเกิดโรคยังไม่แน่ชัด (Gilmour et al., 1979) อย่างไรก็ตามเชื้อสามารถสร้างแคปซูลได้เหมือนกับเชื้อ 
mycoplasma ก่อโรคในคนและสัตว์ชนิดอ่ืน ซ่ึงมีคุณสมบัติทําให้เชื้อสามารถเกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผนังทางเดินหายใจ
ของโฮสต์ได้ดี (Niang et al., 1998) ส่งผลต่อการทํางานของซีเลียและระบบป้องกันภายในทางเดินหายใจบกพร่อง  
ทําให้ง่ายต่อการติดเชื้อแบคทีเรียทุติยภูมิ (Martin and Atiken, 2000) นอกจากนี้เชื้อยังลดความสามารถในการเก็บ
กินของเซลล์ macrophage ได้ (Niang et al. 1997) สายพันธุ์ของเชื้อน่าจะมีผลต่อการสร้างแคปซูล และการก่อโรค 
ดังนั้นจึงอาจพบการเกิดโรคจากเชื้อนี้เด่ียว ๆ หรือพบร่วมกับการติดเชื้ออ่ืน เช่น Mannheimia haemolytica 
(Dassanayake et al., 2010) Haziroglu et al. (1996) ใช้เทคนิค immunoperoxidase เพ่ือตรวจจับแอนติเจนของ
เชื้อ M. ovipneumoniae ในเนื้อเยื่อปอดท่ีตรึงด้วยฟอร์มาลินบนแผ่นสไลด์พบว่า มีการติดสีท่ีบนพ้ืนผิวนอกและ
ภายใน cytoplasm ของ ciliated และ non- ciliated epithelial cells ของ bronchioles นอกจากนี้ยังพบการติด
สีภายใน alveolar macrophages และ syncytial macrophages ท่ีอยู่ใน bronchioles เช่นกัน ซ่ึงสัมพันธ์กับ
ลักษณะรอยโรคท่ีเกิดจากเชื้อ mycolasma และสัมพันธ์กับตําแหน่งรอยโรคในแกะ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า                
M. ovipneumoniae เป็นสาเหตุของรอยโรค bronchopneumonia ในแกะนั้น 
 การศึกษาความสัมพันธ์ของรอยโรค pneumonia ในแกะท่ีส่งมาชันสูตรและวินิจฉัยโรคในครั้งนี้ใช้เทคนิค 
immunoperoxidase เช่นเดียวกันโดยพบการติดสีน้ําตาลเป็นแกรนูลในเซลล์เยื่อบุผิวของหลอดลมย่อย และในกลุ่ม
เซลล์อักเสบบริเวณช่องว่างของหลอดลมย่อย เช่นเดียวกับรายงานของ Haziroglu et al. (1996) เป็นการแสดงให้เห็น
ว่าเชื้อและแอนติเจนของเชื้อ M. ovipneumoniae มีการเกาะติดอยู่ท่ีบริเวณเซลล์เยื่อบุผิวของหลอดลมย่อย และ  
ในกลุ่มเซลล์อักเสบบริเวณช่องว่างของหลอดลมย่อย ซ่ึงสัมพันธ์กับการเกิดโรคในกรณีติดเชื้อ mycoplasma และ  
การตอบสนองของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของแกะ 
 การชันสูตรและวินิจฉัยสาเหตุการตายของแกะรายนี้ท้ังจากประวัติ อาการ และการตรวจทางห้องปฏิบัติการโดยวิธี
ทางพยาธิวิทยา แบคทีเรียวิทยา ตลอดจนการใช้เทคนิค PCR และ immunochemistry ได้ผลท่ีสอดคล้องกัน จึงสรุปได้ว่า
แกะรายนี้ป่วยและตายจากการติดเชื้อร่วมกันของ Jaagsiekte sheep retrovirus และ M. ovipneumoniae 
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รายงานโรคครั้งนี้ 
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Abstract 

 

One and a half years old male Katahdin sheep from a farm in Ratchaburi province had the signs 
of depression, anorexia and nasal discharge with some bloody stain and the sheep died 2 weeks later. 
Macroscopic examination found that lung was grey, enlarged and firm. There were diffuse small tumors 
approximately 1-3 centimeters in diameter scattering in the lung tissue. Histopathological examination 
revealed proliferation of pneumocyte type 2 cells as the cuboidal and columnar tumor cells replaced the 
normal alveoli and formed papilliform growth projected to the alveoli. Infiltration of neutrophils and 
macrophages as well as hyperplasia of the bronchiolar epithelial cells was also present. Cellular debris 
and inflammatory cells were accumulated in the lumen of bronchiole. Mycoplasma ovipneumoniae was 
isolated from the affected lung tissue and specific PCR products of Jaagsiekte sheep retrovirus and         
M. ovipneumoniae were also positive by polymerase chain reactions. Lung sample taken for 
immunohistochemistry against anti -M. ovipneumoniae serum showed positive brown granules at the 
surface of the epithelial cells and within the inflammatory cells in the bronchiole. From the lesions which 
were compatible to the bacteriological and molecular findings, we concluded that the sheep was died by 
the mixed infections of Jaagsiekte sheep retrovirus and M. ovipneumoniae. This is a first report of           
M. ovipneumoniae infection in sheep in Thailand.  
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