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บทคัดยอ 

 

 เชื้อไวรัสพีอารอารเอส เปนเชื้อท่ีกอใหเกิดความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลกรวมท้ัง

ประเทศไทย เชื้อไวรัสพีอารอารเอสแบงออกเปน 2 สายพันธุหลัก ไดแก สายพันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกา

เหนือ สําหรับประเทศไทยสามารถพบเชื้อไวรัสไดท้ังสองสายพันธุ และยังสามารถแบงออกเปนกลุมของเชื้อ

ไวรัสออกเปนกลุมยอย (คลัสเตอร) ไดหลายกลุมในแตละสายพันธุอีกดวย ในการศึกษาวิจัยนี้มีวัตถุประสงค

เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฝูงสุกรของประเทศไทย โดยมุงเนนไป

ท่ีสายพันธุกรรมสวนยีนโออารเอฟ 5 (ORF5) ซ่ึงเปนสวนท่ีมีความหลากหลายและมีการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมมากท่ีสุด และยังเปนสวนท่ีมีตําแหนงของนิวทรัลไลซ่ิงอิพิโทปซ่ึงสําคัญตอการกระตุนภูมิคุมกันแบบ

นิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดีอีกดวย 

 จากการศึกษาพบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุของประเทศไทยมีการวิวัฒนาการจน

กลายเปนเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีจําเพาะและแตกตางไปจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอสประเทศอ่ืน 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุสามารถอยูรวมกันไดโดยไมสงผลกระทบในดานการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมซ่ึงกันและกัน โดยในแตละสายพันธุจะมีเชื้อไวรัสท่ีพัฒนาจนกลายเปนเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะทาง

พันธุกรรมท่ีเดน อีกท้ังยังพบวาสายพันธุกรรมสวนยีน ORF5 จะมีการเปลี่ยนแปลงอยูเสมอจากกระบวนการ 

N-linked glycosylation ของกรดอะมิโนท่ีอยูบนนิวทรัลไลซ่ิงอิพิโทป ซ่ึงอาจเก่ียวของกับการกระตุน

ภูมิคุมกันแบบการสรางนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดี ความรูจากการศึกษานี้สามารถใชเปนขอมูลพ้ืนฐานเพ่ือใชใน

การวางแผนการควบคุมโรคและใชในการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสรูปแบบใหมท่ีมีประสิทธิภาพ

มากยิ่งข้ึน 
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Abstract 

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is a causative agent in 

swine production worldwide including Thailand. PRRSV is classified into two distinct 

genotypes, type 1 or European genotype and type 2 or North American genotype. In 

Thailand, two genotypes of PRRSV had been recognized and can be classified into subgroups 

or clusters in each genotype. The objective of this study was to monitor genetically change 

in PRRSV genome, in particular ORF5 gene, which is the most variable regions and associated 

with the neutralizing epitope. The results of this study demonstrated that both Thai PRRSV 

genotypes had evolved separately with temporal influence on strain development. Thai 

PRRSV type 1 and type 2 isolates developed their own clusters that separate from those of 

other countries and showed dominant cluster in each genotype. N-linked glycosylation at 

neutralizing epitope is the major cause of diversity in the ORF5 gene which can be 

influenced on host immune response. The results of this study can be used for one of 

PRRSV control strategies and provide for vaccine development. 
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บทที่ 1 

บทนํา (Introduction) 

 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 1992b) เปนอารเอ็นเอไวรัสชนิดสาย

เดี่ยวและมีเปลือกหุม จัดอยูใน genus Arterivirus ตระกูล Arteriviridae (Cavanagh, 1997) กอใหเกิดโรคท่ี

เรียกวา พีอารอารเอส ซ่ึงเปนปญหาหลักท่ีสรางความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลกในปจจุบัน สุกร

ท่ีติดเชื้อจะแสดงอาการผิดปรกติทางระบบสืบพันธุและระบบทางเดินหายใจ 

โครงสรางทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ประกอบไปดวย 10 open reading frames (ORFs) 

คือ ORF1-7 และแบงออกเปน 2 สายพันธุหลัก (genotype) คือ สายพันธุยุโรป (European genotype หรือ 

genotype I) และสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American genotype หรือ genotype II) ตามทวีปท่ีมีการ

คนพบครั้งแรก โดยพบการระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปในประเทศทวีปยุโรปเปนหลัก และพบ

การระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือในประเทศแถบทวีปอเมริกาเหนือเชน สหรัฐอเมริกา 

และ แคนาดา เปนหลัก 

สําหรับประเทศไทยพบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ตั้งแตป พ.ศ. 2532 พบฟารมท่ีมีการติดเชื้อท้ังสาย

พันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกาเหนือ โดยรายงานเม่ือประมาณป พ.ศ. 2548 พบวามีสายพันธุยุโรปประมาณ 

66.42% ซ่ึงมีความชุกมากกวาสายพันธุอเมริกาเหนือท่ีพบประมาณ 33.58% (Thanawongnuwech et al., 

2004) แตจากรายงานในป พ.ศ. 2554 พบวาฟารมสุกรสวนใหญของประเทศไทยมีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส

ท้ังสองสายพันธุอยูในฟารมเดียวกัน แตกตางจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศอ่ืนท่ีพบการติดเชื้อสาย

พันธุใดสายพันธุหนึ่งเปนหลัก นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุอยูรวมกันโดยท่ีไมมีสาย

พันธุใดเดนกวากัน โดยแตละสายพันธุมีการกลายพันธุท่ีไมข้ึนตอกัน อีกท้ังเชื้อไวรัสท้ังสองสายพันธุของประเทศ

ไทยยังมีวิวัฒนาการตอเนื่องทําใหเกิดความแตกตางจากไปจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศอ่ืนอีกดวย 

(Nilubol et al., 2012) 

แมวาจะพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุหลักไดในประเทศไทย แตเชื้อไวรัสในแตละสายพันธุ

สามารถแบงออกไดเปนคลัสเตอรยอยหรือกลุมของเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะคลายกันไดอีกเปนจํานวนหลายคลัสเตอร 

จากการติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของผูวิจัยมากวา 6 ป (พ.ศ. 2549-

2555) สามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจากฟารมจํานวนมากกวา 200 ฟารมในประเทศไทย พบวาสามารถแบง

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปออกไดเปน 2 คลัสเตอรยอย (ภาพท่ี 1) และสามารถแบงเชื้อไวรัสสายพันธุ

อเมริกาเหนือออกไดถึง 4 คลัสเตอรยอย (ภาพท่ี 1) โดยภายในแตละคลัสเตอรจะมีความตางกันของลําดับนิวคลีโอ
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ไทดอยูท่ีประมาณ 10% และจากการวิเคราะหพบวาเชื้อไวรัสท้ังสองสายพันธุมีอัตราการกลายพันธุท่ีใกลเคียงกัน 

แตมีกลไกการกลายพันธุ ท่ีแตกตางกัน เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปมีการกลายพันธุ ท่ี ตําแหนง 

neutralizing epitope นอยกวาสายพันธุอเมริกาเหนือ ทําใหตลอดระยะเวลา 3 ปท่ีสํารวจจึงยังพบเชื้อไวรัสสาย

พันธุนี้แค 2 คลัสเตอร ในทางตรงขามเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพันธุท่ีสําคัญ 2 

ประการ คือการเปลี่ยนตําแหนงของ N-linked glycosylation ท่ีลําดับกรดอะมิโนตําแหนง 31-35 ของสวนไกล

โคโปรตีน 5 (GP5) ทําให neutralizing epitope มีการเปลี่ยนแปลงรูปราง สงผลโดยตรงตอภูมิคุมขามสายพันธุ 

(cross protection) และการเขามาของเชื้อไวรัสไอโซเลตใหมท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางจากเชื้อไวรัสไอโซ

เลตเดิมท่ีมีอยูในฟารม ดังตัวอยางท่ีแสดงในภาพท่ี 1 ท่ีเชื้อไวรัสในคลัสเตอร 1 ซ่ึงเปนคลัสเตอรดั้งเดิมของ

ประเทศไทยท่ีพบมาตั้งแตป พ.ศ. 2547 แตในป พ.ศ. 2550-2551 และ 2553 พบการอุบัติข้ึนของเชื้อไวรัสในคลัส

เตอร 2 และ 3 จากการตรวจสอบพบวาเชื้อไวรัสในคลัสเตอร 2 เปนเชื้อไวรัสท่ีมีความคลายกับเชื้อไวรัสพีอารอาร

เอสสายพันธุรุนแรงจากประเทศจีน (HP-PRRSV) ท่ีมีการระบาดในประเทศตั้งแตป พ.ศ. 2553 (Nilubol and 

Tripipat, 2012) มีความคลายกับวัคซีนเชื้อเปนท่ีมีจําหนายในประเทศตั้งแตป พ.ศ. 2548 จากการติดตามเพ่ิมเติม

พบวาฝูงสุกรท่ีพบเชื้อไวรัสท้ัง 3 คลัสเตอรนี้รวมกัน (คลัสเตอร 1, 2 และ 3) มีอัตราการกลายพันธุท่ีสูงกวาปรกติ 

นอกจากนั้นฟารมท่ีสํารวจมากกวา 50% พบการติดเชื้อไวรัสท้ัง 7 คลัสเตอรและเปนฟารมมีผลผลิตท่ีต่ํากวา

มาตรฐานอีกดวย  

จากการดําเนินการวิจัยเรื่องการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ประเทศไทยมาอยางตอเนื่อง ทําใหทีมผูวิจัยสรุปเบื้องตนไดวาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน

ประเทศไทยเปนผลมาจากการจัดการเปนหลัก มีการใชวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสชนิดเชื้อเปนในฟารม เคยมี

การระบาดของเชื้อ HP-PRRSV หรือเคยมีประวัติการระบาดจากเชื้อไวรัสท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรมไปจาก

เชื้อไวรัสดั้งเดิมท่ีอยูในฟารม และวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมนั้นมีอิทธิพลมาจากการนําเชื้อ

ไวรัสใหมท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรมไปจากเชื้อไวรัสดั้งเดิมท่ีพบในฟารม 

ในฟารมสุกรแหงเดียวกันจะมีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสหลายสายพันธุหรือหลายตนตอดวยกัน เชน มีสาย

พันธุยุโรปอยู 2 คลัสเตอร จึงเปนสาเหตุใหเกิดขอสงสัยหลายประการ กลาวคือเชื้อไวรัสจะมีวิวัฒนาการอยางไรใน

ฟารม เชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังหมดสามารถอยูรวมกันไดหรือไม หรือสามารถกลายพันธุจนสงผลใหเกิดการ

ระบาดซํ้าไดหรือไม เชื้อไวรัส HP-PRRSV จะพัฒนากลายเปนเชื้อไวรัสสายพันธุท่ีเดนกวาเชื้อไวรัสเดิมท่ีมีอยูใน

ฟารมหรือหายไปจากฟารมเลยหรือไม หรือเกิดการผสมขามสาย (recombination) กับเชื้อไวรัสสายพันธุทองถ่ิน 

นอกจากนั้นการท่ีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยมีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก การควบคุมโดยวิธีการ

จัดการรูปแบบเดิม เชน การปรับสภาพแมสุกรสาวทดแทนกอนเขาฝูง (acclimatization) ดวยแมคัดท้ิงหรือแม

กระท้ังใชวัคซีนแบบเชื้อเปน จะยังใหผลสําเร็จในการควบคุมโรคหรือไม 
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เนื่องจากผูวิจัยมีฐานขอมูลของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสอยูเปนจํานวนมากจึงมีความสนใจท่ีจะติดตามการ

เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยตอไป และจะพัฒนาเปนระบบฐานขอมูลท่ี

บุคคลอ่ืนสามารถนําไปใชประโยชนได จากเหตุผลดังกลาวนี้จึงเปนมูลเหตุจูงใจใหผูวิจัยมุงศึกษาการเปลี่ยนแปลง

ทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมสุกรของประเทศไทย เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงและเฝาระวัง

สาเหตุของการระบาดซํ้า โดยเนนในดานการศึกษาพันธุกรรมสวนยีน ORF5 เนื่องจากมีการกลายพันธุสูงและเปน

สวนท่ีมีบทบาทสําคัญในการกระตุนภูมิคุมกันแบบนิวทรัลไลซซ่ิงแอนติบอดี 

ในข้ันตอนของการวิจัยจะแบงการทดลองออกเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 จะเปนการติดตามการ

เปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมสุกรของประเทศไทยจํานวน 6 ฟารม เปนเวลา 8 เดือน และสวน

ท่ี 2 จะสํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมสุกรของประเทศไทยอีกจํานวน 

20 ฟารม การศึกษานี้ถือเปนการศึกษาการกลายพันธุของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฝูงสุกร นอกจากทําใหรูถึงการ

กลายพันธุท่ีเกิดข้ึนในฝูงสุกรและขอมูลพ้ืนฐานเพ่ือใชในการวางแผนควบคุมโรคแลว ผูวิจัยคาดวาผลการศึกษานี้

จะเปนสวนหนึ่งในการพัฒนาวัคซีนรุนใหมเพ่ือปองกันและ/หรือการควบคุมโรคพีอารอารเอสรูปแบบใหมท่ีมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน 

 

1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

 

- ติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สวนยีน ORF5 ในฝูงสุกรของประเทศ

ไทย 

- จัดตั้งศูนยหรือหนวยวิจัยเพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศ

ไทย 

- จัดทําระบบฐานขอมูลสําหรับการเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ประเทศไทย 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

เฝาระวังและตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมพรอมท้ังสํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสวนยีน ORF5 ในฝูงสุกรของประเทศไทย และจัดตั้งศูนยอีกจํานวน 20 ฟารม 
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ภาพท่ี 1 แสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมสวนยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย  
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บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เกี่ยวของ (Literature Review) 

 

โรคพีอารอารเอส (PRRS) เปนโรคติดเชื้อทางระบบสืบพันธุและระบบทางเดินหายใจของสุกร ท่ีในปจจุบัน

ยังคงเปนปญหาหลักท่ีสรางความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลก โดยประสิทธิภาพการผลิตสุกรของ

ฟารมท่ีมีการติดเชื้อจะลดต่ําลง เนื่องจากการติดเชื้อในแมพันธุจะทําใหพบปญหาการแทงในแมสุกรทุกระยะของ

การตั้งทอง การกลับสัดไมตรงรอบ ลูกกรอก ลูกแรกคลอดออนแอ และตายสูงเนื่องจากอัตราการตายท่ีเพ่ิมสูงข้ึน

มากในหมูชวงอนุบาล ถึงหมูรุนขุน จากอาการปวยดวยโรคในทางเดินหายใจ (Hill, 1990) 

โรคพีอารอารเอสเกิดจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ซ่ึงเปนอารเอ็นเอไวรัสชนิดสายเดี่ยวและมีเปลือก

หุม (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 1992b) จัดอยูใน genus Arterivirus ตระกูล Arteriviridae

(Cavanagh, 1997) โดยถูกจัดใหอยู ในกลุมเดียวกับ Lactate dehydrogenase-elevating virus, Equine 

arteritis virus และ Simian hemorrhagic fever virus เชื้อไวรัสพีอารอารเอส แบงออกเปน 2 สายพันธุหลัก 

คือ สายพันธุยุโรป (European genotype หรือ genotype I) และสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American 

genotype หรือ genotype II) ตามทวีป ท่ี มีการคนพบครั้งแรก โรคพีอารอารเอสพบครั้งแรกท่ีประเทศ

สหรัฐอเมริกาเม่ือป พ.ศ. 2528 สวนในยุโรปพบในป พ.ศ. 2531 แตยังไมสามารถหาสาเหตุได จนในป พ.ศ. 2533 

สามารถแยกเชื้อไวรัสไดเปนครั้งแรกในประเทศเนเธอรแลนด และทําการตั้งชื่อวา Lelystad virus ซ่ึงเปนตนแบบ

ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป (European prototype) และในประเทศสหรัฐอเมริกาก็สามารถแยก

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดในปถัดมาและตั้งชื่อวา ATCC VR-2332 ซ่ึงเปนตนแบบของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสาย

พันธุอเมริกาเหนือ (North American prototype) (Collins et al., 1992) ในประเทศแถบทวีปอเมริกาเหนือเชน 

ประเทศสหรัฐอเมริกาและแคนาดา จะพบการระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือเปนหลัก 

เคยมีรายงานการคนพบสายพันธุยุโรปบางเม่ือประมาณป พ.ศ. 2542 แตก็ไมไดสรางความเสียหายมากนัก 

หลังจากนั้นก็ไมเคยมีรายงานการคนพบอีกเลย สวนในประเทศแถบทวีปยุโรปจะพบการระบาดของเชื้อไวรัสพีอาร

อารเอสสายพันธุยุโรปเปนหลัก ยกเวนในบางประเทศเชนประเทศเดนมารก ท่ีสามารถพบเชื้อไวรัสพีอารอาร

เอสสายพันธุอเมริกาเหนือได ซ่ึงมีสาเหตุมาจากใชวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือชนิดเชื้อ

เปน (Botner et al., 1994; Botner et al., 1997) 

สําหรับประเทศไทย พบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสตั้งแตป พ.ศ. 2532 และสามารถแยกเชื้อไวรัสได

เปนครั้งแรก ในป พ.ศ. 2540 ซ่ึงเปนเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือ และการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศ

ไทยจะพบท้ัง 2 สายพันธุ ท้ังสายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือ โดยพบวามีสายพันธุยุโรปอยูมากกวาสายพันธุ

อเมริกาเหนือ (Thanawongnuwech et al., 2004) แตในปจจุบันพบวาท้ังสองสายพันธุมีสัดสวนของการติดเชื้อ

ท่ีใกลเคียงกัน (Nilubol et al., 2012) 
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เชื้อไวรัสพีอารอารเอส มีขนาดมวลโมเลกุล 15 kDa มีสายพันธุกรรมประกอบไปดวย 10 open reading 

frames (ORFs) คือ ORF1-7 (Cavanagh, 1997; Meulenberg, 2000; Meulenberg et al., 1997) โดยสวนท่ี

มีขนาดใหญท่ีสุดคือ ORF1a และ ORF1b ท่ีมีขนาดเปน 80% ของสายพันธุกรรมท้ังหมด สวนนี้จะเปนโปรตีนท่ี

ไมใชสวนประกอบโครงสราง (non-structural protein) โดยสวนใหญจะทําหนาท่ีเปน non-coding sequence 

และเอนไซม อยูท่ีปลายดาน 5’ ของสายพันธุกรรม สวน ORF2-7 ทําหนาท่ีเปน coding sequence อยูท่ีปลาย

ดาน 3’ ของสายพันธุกรรม สวนของ ORF2-5 มีขนาด 29-50, 45-50, 31-35 และ 25 kDa ตามลําดับ โดย 

ORF2-5 นี้จะใหสวนประกอบของโปรตีนบนผนังเซลล ท่ีเรียกวาไกลโคโปรตีน 2-5 (glycoprotein 2-5 หรือ GP2-

5) สวน ORF6 มีขนาด 18 kDa จะใหสวนของ M protein และ ORF7 มีขนาด 15 kDa ใหสวนของ N protein 

ท่ีอยูในนิวเคลียส 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสองสายพันธุหลัก คือ สายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือมีความเหมือนกันของสาย

พันธุกรรมอยูท่ีประมาณ 55-79% (Murtaugh et al., 1995) และในแตละสายพันธุก็สามารถแบงออกไดอีกหลาย

ไอโซเลต (isolates) ซ่ึงมีความแตกตางทางพันธุกรรมอยูท่ีประมาณ 2.5-7.9% (Murtaugh et al., 1998) โดย

กลุมของเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือจะมีความแตกตางทางพันธุกรรมมากกวากลุมของเชื้อไวรัสสายพันธุยุโรป 

สวนของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท่ีมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมมากท่ีสุด คือ สวนของ ORF5 และ Nsp2 สวนท่ี

มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมนอยท่ีสุด คือ สวน ORF1b, ORF6 และ ORF7 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสเปน quasi-species กลาวคือทุกครั้งท่ีเชื้อไวรัสเพ่ิมจํานวน สวนของ progeny 

viruses ท่ีเกิดข้ึนจะมีหลายตัว (isolates) และแตละตัวจะมีพันธุกรรมท่ีแตกตางจากเชื้อไวรัสตัวต้ังตนมากหรือ

นอยแตกตางกันไป (Domingo, 1992) โดยมีสาเหตุหลักมาจากการท่ีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเปนอารเอ็นเอไวรัส ไม

มีขบวนการ proof-reading ในระหวางการเพ่ิมจํานวนสายพันธุกรรมและทําใหเกิดการกลายพันธุ และอาจจะมี

ขบวนการ recombination รวมดวย แตอยางไรก็ตามยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวา progeny viruses ท่ีเกิดข้ึน

เหลานี้ จะมีการเปลี่ยนแปลงอยางไรและมีการดํารงอยูในรูปแบบใด ยกตัวอยางเชน progeny viruses ทุกตัว

สามารถดํารงอยูดวยกันไดในทุก ๆ ครั้งท่ีเกิดการเพ่ิมจํานวนหรือจะมีเชื้อไวรัสเพียงบางไอโซเลตเทานั้นท่ีอยูรอด

และพัฒนาไปเปนเชื้อไวรัสสายพันธุใหมท่ีแตกตางไปจากสายพันธุเดิมอยางสิ้นเชิง ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ทางการเปนแอนติเจนและสงผลใหภูมิคุมกันท่ีเกิดข้ึนตอเชื้อไวรัสไอโซเลตเดิมไมสามารถจดจําได ทําใหเกิดการติด

เชื้อไดใหมอีกครั้ง ซ่ึงอาจจะเปนเหตุผลท่ีทําใหฟารมท่ีเคยผานการระบาดของโรคพีอารอารเอสมากอน ยังสามารถ

เกิดการระบาดใหมไดจากเชื้อไวรัสไอโซเลตเดิมหรือไอโซเลตใหมก็ได ทําใหโรคพีอารอารเอสเปนโรคท่ียากตอการ

ควบคุมและปองกัน 

นอกจากนั้นยังพบวา สุกรหนึ่งตัวสามารถติดเชื้อไวรัสไดมากกวาหนึ่งสายพันธุหรือหนึ่งไอโซเลต ซ่ึง

สามารถเปนไดท้ังสายพันธุอเมริกาเหนือท้ังคู หรือสายพันธุยุโรปท้ังคู หรืออาจจะเปนการติดเชื้อรวมกันของสาย

พันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุยุโรป ในกรณีท่ีมีการติดเชื้อรวมของท้ังสองสายพันธุ พบวา progeny viruses ท่ี
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เกิดข้ึนหลังจากท่ีไวรัสเพ่ิมจํานวนของท้ังสองสายพันธุสามารถดํารงอยูดวยกันได โดยแตละสายพันธุจะมีการกลาย

พันธุแยกจากกันและจะมีบางสวนท่ีเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม (genetic recombination) ระหวางสาย

พันธุได อยางไรก็ตามจะมีสายพันธุใดสายพันธุหนึ่งเดนข้ึนมาหรือไม (dominant mutants) ยังเปนท่ีถกเถียงกัน

อยู ซ่ึงการติดเชื้อรวมกันของท้ังสายพันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุยุโรปนั้นยังไมมีการรายงานถึงผลท่ีเกิดข้ึน 

การศึกษาของ Chang และคณะในป ค.ศ. 2002 (Chang et al., 2002) พบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

เม่ือมีการเพ่ิมจํานวนจะมีเชื้อไวรัสตัวใหมเกิดข้ึนหลายตัวและจะมีการกลายพันธุเกิดข้ึน การกลายพันธุท่ีเกิดข้ึน

เปนแบบสุม (random mutation) ไมมีรูปแบบท่ีแนนอนและไมมีสวนใดสวนหนึ่งท่ีมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา 

โดยสวนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงมากท่ีสุดคือ ORF5 และในเชื้อไวรัสตัวใหมหลายตัวท่ีเกิดข้ึนจะมีตัวหนึ่งท่ีเปนตัวท่ี

สามารถแยกไดทุกครั้ง (dominant variant) ในขณะเดียวกันก็มีรายงานวา เชื้อไวรัสพีอารอารเอสหลายตัวท่ีมี

ความแตกตางทางพันธุกรรมแตยังอยูในกลุมของสายพันธุอเมริกาเหนือ ถาอยูรวมกันจะทําใหเกิดไวรัสตัวใหมท่ีมี

การแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมกันได (genetic recombination) (Mengeling et al., 2000; Mengeling et al., 

2003a; Mengeling et al., 2003b) 

ฟารมสุกรในประเทศไทยสวนใหญพบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุ ในฟารมเดียวกัน

สามารถพบการติดเชื้อท้ังสายพันธุเดียว คือ สายพันธุอเมริกาเหนือหรือสายพันธุยุโรป และในฟารมท่ีติดเชื้อสาย

พันธุเดียวยังสามารถแยกเชื้อไวรัสไดอีกหลายไอโซเลต แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวาการติดเชื้อท่ีพบสวน

ใหญจะเปนการติดเชื้อรวมของท้ังสองสายพันธุ นอกจากนั้นในประเทศไทยมีการนําวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอส

ชนิดเชื้อเปนซ่ึงผลิตจากเชื้อไวรัสสายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือมาใชในการปองกันโรค แตขอจํากัดของวัคซีน

ชนิดนี้ คือ การปลอยเชื้อไวรัสวัคซีนของสุกรท่ีฉีดวัคซีนไปยังสุกรท่ีไมไดฉีดวัคซีน ทําใหเกิดการแพรกระจายของ

เชื้อไวรัสอยูอยางตอเนื่อง และการนําวัคซีนไปใชในฟารมท่ีมีการติดเชื้ออยูแลวอาจเปนการสรางปญหาใหแกฟารม 

และอาจจะทําใหวัคซีนไวรัสเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมกับเชื้อท่ีมีอยูในฟารม ทําใหมีโอกาสสูงท่ีจะเกิดเชื้อ

ไวรัสสายพันธุใหมท่ีเกิดจากการกลายพันธุ สรางปญหาและเกิดความสูญเสียใหแกฟารมมากยิ่งข้ึน 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินงานวิจัย 

 

3.1 ข้ันตอนดําเนินการวิจัย 

 

แบงการดําเนินงานวิจัย ออกเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 เปนการตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ

เชื้อไวรัสพีอารอารเอส และสวนท่ี 2 เปนการสํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

 

3.1.1 สวนท่ี 1 ติดตามการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

ฟารมทดลองและการเก็บตัวอยางซีรั่ม 

คัดเลือกฟารมสุกรขนาด 1,000-5,000 แม จํานวน 6 ฟารม จาก 6 พ้ืนท่ีการเลี้ยงสุกรท่ี

สําคัญในประเทศไทย ประกอบดวยภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลางตอนบน ภาค

ตะวันออก ภาคตะวันตก และภาคใต โดยทําการเก็บตัวอยางซีรั่มเดือนละครั้ง จํานวน 8 ครั้ง

ติดตอกัน (เก็บเดือนละ 1 ครั้ง แบบตอเนื่อง) จากกลุมสุกรท้ังหมด 3 กลุม ประกอบดวย 

กลุมท่ี 1 เก็บตัวอยางจากสุกรสาวทดแทนท่ีอายุ 18-30 สัปดาห ครั้งละ 5 ตัวอยาง 

กลุมท่ี 2 เก็บตัวอยางจากแมสุกรครั้งละ 5 ตัวอยาง โดยเก็บตามลําดับทอง ตั้งแตทองท่ี 

1-5 ลําดับทองละ 1 ตัวอยาง 

กลุมท่ี 3 เก็บตัวอยางจากสุกรอนุบาล และสุกรขุน จากสุกร 5 ชวงอายุ ครั้งละ 5 

ตัวอยางตอ ชวงอายุ ประกอบดวย ชวงท่ี 1 คือ 4-6 สัปดาห ชวงท่ี 2 คือ 7-9 สัปดาห ชวงท่ี 3 

คือ 10-12 สัปดาห ชวงท่ี 4 คือ 13-15 สัปดาหและชวงท่ี 5 คือ 16-18 สัปดาห 

นําตัวอยางเลือดท่ีไดมาปนแยกซีรั่ม และแบงตัวอยางซีรั่มเก็บใสในหลอดแชแข็ง หลอด

ละ 0.5 มล. กอนนําไปเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เพ่ือหลีกเลี่ยงการทําใหตัวอยางละลายหลาย

ครั้ง (freeze-thaw) กอนนําไปตรวจหาเชื้อไวรัสดวยการเพาะแยกเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ และการตรวจหาสายพันธุกรรมดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา (molecular technique) 

 

3.1.2 สวนท่ี 2 สํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

สุมคัดเลือกฟารมสุกรจํานวน 20 ฟารม จาก 6 พ้ืนท่ีการเลี้ยงสุกรท่ีสําคัญในประเทศไทย 

ประกอบดวยภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลางตอนบน ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก และ

ภาคใต โดยทําการเก็บตัวอยางซีรั่ม 1 ครั้ง จากกลุมสุกรท้ังหมด 4 กลุม จํานวน 4 ตัวอยางตอกลุม 

ประกอบดวย กลุมสุกรสาวทดแทน กลุมแมสุกรพันธุ กลุมสุกรอนุบาล และกลุมสุกรขุน 
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นําตัวอยางเลือดท่ีไดมาปนแยกซีรั่ม และแบงตัวอยางซีรั่มเก็บใสในหลอดแชแข็ง หลอดละ 0.5 

มล. กอนนําไปเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เพ่ือหลีกเลี่ยงการทําใหตัวอยางละลายหลายครั้ง (freeze-thaw) 

กอนนําไปตรวจหาเชื้อไวรัสดวยเทคนิคทางอนูชีววิทยา 

 

3.1.3 การตรวจสอบเช้ือไวรัสและการถอดรหัสพันธุกรรมของยีน ORF5 

เริ่มจากการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือ จากตัวอยางซีรั่มสุกร 

(virus isolation) ในเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ MARC-145 (African green monkey kidney cell line, 

ATCC®, CRL12231™, USA) ท่ีเปนเซลลเพาะเลี้ยงท่ีใชในการเพ่ิมจํานวนเชื้อไวรัสพีอารอารเอสได เริ่ม

จากการเตรียมเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยทําการเพาะเลี้ยงในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 ลูกบาศก

เซนติเมตร (75 cm2 tissue culture flask, Corning Incorporated, USA) โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 

Modified Essential Medium (Gibco™ MEM, USA) ท่ีเติมสารเสริม ไดแก ซีรั่มวัว 5 เปอรเซ็นต (5% 

Gibco™ Fetal bovine serum, USA) กรดอะมิโนกลูตามีน 1 เปอรเซ็นต (1% Gibco™ GlutaMax™ 

100X, USA) และยาปฏิชีวนะ-ยาตานเชื้อรา 1 เปอรเซ็นต (1% Gibco™ Antibiotic-antimycotic 

100X, USA) เรียกอาหารเลี้ยงเซลลชนิดนี้วา complete Medium (CM) แลวนําไปเลี้ยงในตูบมเซลลท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) แบบมีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต (5% CO2) เปนเวลา 3 วัน 

จนไดเซลลท่ีมีความหนาแนน ประมาณ 90 เปอรเซ็นต (90% confluence) และมีการเจริญเติบโตแผ

กระจายเปนชั้นเดียว (monolayer) เม่ือสองดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope) 

ในการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจากตัวอยางซีรั่มสุกร จะใชเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อชนิด MARC-

145 ท่ีมีการเจริญเติบโตแผกระจายเปนชั้นเดียว (monolayer) และมีความหนาแนนของเซลล ประมาณ 

90 เปอรเซ็นต (90% confluence) เริ่มจาก ลางเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ MARC-145 ดวยสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร (1X PBS, pH 7.4) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จํานวน 2 ครั้ง ตามดวยอาหารเลี้ยงเซลล 

MEM ท่ีเติมสารเสริมยกเวนซีรั่มวัว ปริมาตร 10 มิลลิลิตรจํานวน 1 ครั้ง ตามดวยการเติมตัวอยางซีรั่ม

สุกร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในขวดเลี้ยงเซลลพรอมกับนําไปเลี้ยงท่ีตูบมเซลลท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส (37ºC) แบบมีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต (5% CO2) เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือใหเชื้อไวรัส

ท่ีอยูในตัวอยางซีรั่มเขาสูเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (virus absorption) เม่ือครบเวลา ดูดซีรั่มท้ิงพรอมกับ

เติมอาหารเลี้ยงเซลลชนิด CM ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงไปในขวดเลี้ยงเซลลและนําไปเลี้ยงท่ีตูบมเซลลท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) แบบมีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต (5% CO2) เปนเวลา 5-7 

วัน โดยจะตรวจการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทุกวัน จากการสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงลักษณะรูปรางของเซลลท่ีติดเชื้อ ท่ีเรียกวา cytopathic effects (CPE) คือ สภาวะท่ีเซลลมี

รูปรางและลักษณะท่ีผิดปกติไปจากเดิมซ่ึงเปนผลมาจากการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส โดยจะประเมินเปน
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เปอรเซ็นตของความผิดปกติท่ีเกิดข้ึน (% CPE) เม่ือสองดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ โดยเฉลี่ยแลว

ปริมาณของเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อท่ีสูงท่ีสุดจะอยูท่ี CPE เทากับ 70-90 เปอรเซ็นต เม่ือทํา

การเพาะเลี้ยงไดประมาณ 3-5 วัน จากนั้นเก็บขวดเลี้ยงเซลลไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) 

ท้ิงไวขามคืน 

ลําดับตอมา เปนการเก็บเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท่ีอยูภายในเซลลดวยวิธีแชแข็งสลับกับทําละลาย

ไปเรื่อย ๆ จํานวน 2 รอบ (freeze-thaw cycles) เริ่มจาก นําขวดเลี้ยงเซลลท่ีเก็บไวมาละลายในอางน้ํา

ควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC water bath) ทันทีเปนเวลา 5 นาที พรอมเขยาขวด

เลี้ยงเซลลไปดวยเพ่ือใหเซลลแตกและเชื้อไวรัสภายในเซลลละลายออกมาอยูอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้น

เก็บขวดเลี้ยงเซลลไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) ท้ิงไวขามคืนอีกครั้งและเริ่มการทําละลายอีก

รอบ (รวมเปน 2 รอบ) ตอมา ถายอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีเชื้อไวรัสอยูใสหลอดปนขนาด 50 มิลลิลิตร (50 

ml centrifuge tube, Corning, USA) แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2,500 รอบตอนาที (2,500 

rpm) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (4ºC) เปนเวลา 15 นาที เพ่ือตกตะกอนเศษเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

แลวแบงเก็บสวนใสท่ีมีเชื้อไวรัสสวนหนึ่งไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) และนําสวนใสท่ีมีเชื้อ

ไวรัสสวนหนึ่งไปตรวจสอบสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

(molecular technique) และวัดปริมาณของเชื้อไวรัส (virus titration) ดวยวิธีอิมมูโนเปอรออกซิเดส 

โมโนเลเยอร (IPMA, Immunoperoxidase monolayer assay) (Wensvoort et al., 1992) ในเพลท 

ชนิด 96 wells ดวย monoclonal antibody ท่ีจําเพาะกับเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (SDOW-17) 

การตรวจสอบสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา เริ่มจากทํา

การส กัดอาร เอ็ น เอของเชื้ อ ไวรั ส  (viral RNA extraction) ด วยชุ ดส กัดอาร เอ็ น เอสํ า เร็ จ รู ป 

(NucleoSpin® RNA virus, Macherey-Nagel, Germany) ตามขอแนะนําของบริ ษัท  ใน ข้ันตอน

สุดทายทําการละลายอารเอ็นเอดวยน้ําบริสุทธิ์ท่ีไมมีเอนไซมไรโบนิวคลีเอส (RNase-free H2O) ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 จี (8,000 g) เปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นเก็บอารเอ็นเอ

ท่ีส กัดได ไว ท่ี อุณ หภู มิ  -80 องศาเซล เซียส  (-80ºC) จนกว าจะนํ ามาเปลี่ ยน เป นดี เอ็น เอ คู สม 

(complementary DNA, cDNA) เพ่ือปองกันไมใหอารเอ็นเอเสียหายและเปนการยืดอายุการเก็บรักษาไว

ไดเปนเวลานาน จากนั้นเปลี่ยนอารเอ็นเอท่ีสกัดไดใหเปนดีเอ็นเอคูสม (cDNA) โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลี

เมอ เรสแบบยอนกลับ  (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) ด วยชุ ด

ปฏิ กิริยาสําเร็จรูป ซ่ึงภายในหลอดปฏิกิริยาจะประกอบไปดวยบัฟเฟอร (1X M-MLV Reverse-

transcriptase Reaction Buffer, Thermo-Fisher, USA) ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟต (0.5 

mM dNTPs, Thermo-Fisher, USA) ไพ ร เมอร ท่ี ไม จํ า เพ าะ เจาะจ ง (2.5 µM Random primer, 

Thermo-Fisher, USA) สารยับยั้งการทํางานของเอนไซมไรโบนิวคลีเอส (13.2 U RNase inhibitor, 
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RiboLock™, Fermentous, Lithuania) เอนไซม  Mouse Maloney Leukemia Virus รี เวิ รสทราน

สคริปเทส (6.6 U M-MLV reverse transcriptase, New England Biolab, Ipswich, UK) อารเอ็นเอท่ี

สกัดได (0.5 ไมโครกรัม) และปรับปริมาตรใหได 25 ไมโครลิตร ดวยน้ําบริสุทธิ์ท่ีไมมีเอนไซมไรโบนิว-คลี

เอส (RNase-free H2O) แลวนําหลอดปฏิกิริยาใสในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler, PCR 

machine) ท่ีตั้งคาของอุณหภูมิไวท่ี 42 องศาเซลเซียส (42ºC) เปนเวลา 60 นาที ตามดวยการหยุด

ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส (95ºC) เปนเวลา 10 นาที ซ่ึงอุณหภูมิและระยะเวลาดังกลาวเปน

อุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเอนไซมสามารถทํางานไดเต็มประสิทธิภาพมากท่ีสุดตามคําแนะนําของ

ผลิตภัณฑ จากนั้น นําดีเอ็นเอคูสมท่ีสังเคราะหไดเก็บไวท่ี -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) จนกวาจะนําไป

ตรวจสอบสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส (polymerase chain 

reaction, PCR) ลําดับตอมาเปนการตรวจสอบสายพันธุกรรมสวนยีนโออารเอฟ 5 (ORF5) ของเชื้อไวรัส

พีอารอารเอส สายพันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกาเหนือดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส เริ่มจากการเตรียม

หลอดปฏิกิริยา ซ่ึงในหลอดปฏิกิริยาจะประกอบไปดวย สวนผสมสําเร็จรูปของปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส 

(1X GoTaq® Green Mastermix, Promega, USA) คูไพรเมอรท่ีจําเพาะกับสวนยีนโออารเอฟ 5 ของ

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป (ORF5 EU primers) ประกอบดวย ไพรเมอรคูหนา (2.5 µM 

Forward primer 5´-TGAGGTGGGCTACAACCATT-3´) และไพรเมอรคูหลัง (2.5 µM Reverse primer 

5´-AGGCTAGCACGAGGCTTTTGT-3´) ตามลําดับ หรือคูไพรเมอรของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ

อเมริกาเหนือ (ORF5 US primers) ประกอบดวย ไพรเมอรคูหนา (2.5 µM Forward primer 5´-

CCTGAGACCATGAGGTGG-3´)  แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร คู ห ลั ง  ( 2.5 µM Reverse primer 5´-

TTTAGGGCATATATCATCACTGG -3´) ตามลําดับ ดี เอ็นเอคูสมท่ีสังเคราะหได (ความเขมขน 0.1 

ไมโครกรัม) และปรับปริมาตรสุดทายใหได 50 ไมโครลิตรดวยน้ําบริสุทธิ์ (deionized water, DI water) 

แลวนําหลอดปฏิกิริยาใสในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอซ่ึงตั้งคาไวท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส (94ºC) เปน

เวลา 45 วินาที ตามดวยอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (55ºC) เปนเวลา 45 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส (72ºC) เปนเวลา 45 วินาที และจะทําซํ้าตั้งแตอุณหภูมิแรกจนถึงอุณหภูมิสุดทายเปนจํานวน 

35 รอบ (35 cycles) แลวสิ้นสุดปฏิกิริยาท้ังหมดท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส (72ºC) เปนเวลา 5 นาที 

จนไดปริมาณผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR product) ในปริมาณท่ีมากพอ ซ่ึงจะเก็บไวท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (-20ºC) เพ่ือปองกันการเสียหายหรือถูกทําลายจนกวาจะนําไปตรวจสอบ

ขนาด (size) ดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิสในตัวกลางท่ีเปนวุนอะกาโรส (agarose gel electrophoresis) 

การตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิสใน

ตัวกลางท่ีเปนวุนอะกาโรส (agarose gel electrophoresis) จะเริ่มจากทําการละลายวุนอะกาโรส 

(agarose gel) โดยใชความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (1 กรัมในปริมาตร 100 มิลลิลิตร) ในสารละลายทีบีอี
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บัฟเฟอร (0.5X TBE buffer) ใหเปนเนื้อเดียวกันโดยการใหความรอนดวยเครื่องไมโครเวฟ เม่ือวุนเริ่มอุน

จะผสมสียอมดีเอ็นเอ (RedSafe™ Nucleic acid staining solution, iNtRON technology, Korea) ใน

อัตราสวน 2.6 ไมโครลิตรของสียอมดีเอ็นเอตอ 100 มิลลิลิตรของปริมาตรท้ังหมด จากนั้นเทลงบนถาด

พลาสติก (plastic tray) ท่ีมีหวี (comb) ตั้งอยูในแนวดิ่ง รอจนวุนแข็งตัวแลวดึงหวีออก พรอมกับนําไป

วางไวในภาชนะ (chamber) ท่ีมีสารละลายทีบีอีบัฟเฟอรอยู จากนั้นเติมตัวอยางผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอเรส ลงในหลุม หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยมี 100 bp ladder® (Thermo-Fisher, USA) เปนตัว

บงชี้ขนาดของดีเอ็นเอ (DNA marker) จากนั้นตั้ง คาแรงดันไฟฟาคงท่ีท่ี 100 โวลต (100V) เปนเวลา 30 

นาที ซ่ึงดีเอ็นเอจะวิ่งจากข้ัวลบไปยังข้ัวบวก เม่ือครบเวลานําไปอานผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลตดวย

เครื่อง UV-transluminator แลวบันทึกภาพเพ่ือทําการวิเคราะหผล โดยผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ

เรสจะถูกเปรียบเทียบกับตัวบงชี้ขนาดของดีเอ็นเอ ตัวอยางจากกลุมควบคุมบวก (positive control) ซ่ึง

เปนพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมีชิ้นสวนยีนโออารเอฟ 5 ของเชื้อไวรัสแตละสายพันธุ (ORF5 plasmid control) 

และตัวอยางควบคุมลบ (negative control) ซ่ึงเปนน้ําบริสุทธิ์ โดยตัวอยางท่ีใหผลบวก (positive) จะมี

ขนาดของผลิตภัณฑปฏิ กิริยาลูกโซ โพลี เมอเรส (PCR product ) ประมาณ 700 คู เบส (700 bp) 

(Nilubol et al., 2012) 

นํา PCR product ไปทําการ ligate เขาพลาสมิดโดยใช pGEM-T easy vector (Promega, 

USA) โดยผสมสารเคมีตาง ๆ ตามคูมือของชุดทดสอบ หลังจากนั้นทําการ transform พลาสมิดเขาไปใน

เชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 ดวยเทคนิค heat shock จากนั้น ทําการเลี้ยงแบคทีเรียท่ี แลว

ใน LB agar ท่ี มีส วนผสมของ IPTG และ X-gal (Millipore, USA) เตรียมโดยใส  agar technical 

(Becton Dickinson, USA) 17 กรัม ตอ  DifcoTM LB Broth (Becton Dickinson, USA) ปริมาตร 1 

ลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการเลือกโคโลนีสี

ขาว (white colonies) จํานวน 5 โคโลนีตอหนึ่งตัวอยางและทําการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียดวยการเลี้ยงใน 

DifcoTM LB Broth ปริมาตร 6 มล. บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) นาน 12-16 ชั่วโมง และนํา

แบคที เรียมาส กัดพลาส มิดด วยชุดสกัดสํ าเร็จรูป  (NucleoSpin® Plasmid, Macherey-Nagel, 

Germany) แลวทําการสง sequence เพ่ือหาลําดับเบส (1st BASE, Singapore) และใชเปนขอมูลของ

เชื้อไวรัสตั้งตนท้ัง 2 ชนิดตอไป 

 

3.1.4 วิเคราะหขอมูล 

วางเปาหมายใหไดอยางนอยสายพันธุกรรมจํานวน 20 สายของยีน ORF5 ในแตละเดือน นํา

ขอมูลของสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสมาจัดเรียงโดยโปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1997) 

แลวทําการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมของลําดับของนิวคลีโอไทด (nucleotide similarity) 
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และลําดับของกรดอะมิโน (amino acid similarity) อีกท้ังทําการวิเคราะหสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน

กลุมประชากรเดียวกันท้ังชวงเวลาเดียวกันและตางชวงเวลากัน โดยใช phylogenetic relationships 

จาก distance-based neighbor-joining (MEGA5) และใชคา bootstrap 1000 replicates พรอมท้ัง

ตรวจสอบการผสมขามสายพันธุ ดวยโปรแกรม SimPlot และวิเคราะหอัตราการกลายพันธุโดยดวย

โปรแกรม BEAST 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 สวนท่ี 1 ติดตามการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

 

จํานวนตัวอยางเลือดสุกรท่ีเก็บจากฟารมขนาด 1,000 – 5,000 ตลอดระยะเวลา 8 เดือนท่ีใชใน

การศึกษานี้มีจํานวนท้ังสิ้น 1,629 ตัวอยาง โดยแบงเปนตัวอยางจากฟารมสุกรภาคเหนือ 269 ตัวอยาง จากฟารม

สุกรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 277 ตัวอยาง จากฟารมสุกรภาคกลางตอนบน 271 ตัวอยาง จากฟารมสุกรภาค

ตะวันออก 273 ตัวอยาง จากฟารมสุกรภาคตะวันตก 270 ตัวอยาง และตัวอยางจากฟารมสุกรภาคใต 269 

ตัวอยาง (ตารางท่ี 1) เม่ือจําแนกจํานวนตัวอยางเลือดสุกรท่ีเก็บไดรายเดือน มีคาดังนี้ เดือนท่ี 1 เก็บตัวอยางได

ท้ังหมด 210 ตัวอยาง เดือนท่ี 1 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 210 ตัวอยาง เดือนท่ี 1 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 210 

ตัวอยาง เดือนท่ี 2 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 203 ตัวอยาง เดือนท่ี 3 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 210 ตัวอยาง เดือนท่ี 4 

เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 196 ตัวอยาง เดือนท่ี 5 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 198 ตัวอยาง เดือนท่ี 6 เก็บตัวอยางได

ท้ังหมด 203 ตัวอยาง เดือนท่ี 7 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 209 ตัวอยาง และเดือนท่ี 8 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 209 

ตัวอยาง (ตารางท่ี 1) ซ่ึงสามารถจําแนกตัวอยางเลือดสุกรท่ีเก็บไดตามกลุม แสดงในตารางท่ี 2 

เม่ือทําการตรวจหาสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยาใหผลบวกตอ

เชื้อไวรัสพีอารอารเอส ท้ังหมด 254 ตัวอยาง โดยแบงเปนสายพันธุยุโรป จํานวนท้ังสิ้น 119 ตัวอยาง และสาย

พันธุอเมริกาเหนือ จํานวนท้ังสิ้น 135 ตัวอยาง ซ่ึงตัวอยางจากกลุมสุกรอนุบาล/ขุน ท่ีชวงอายุ 4-6 สัปดาห เปน

กลุมตัวอยางท่ีสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดมากท่ีสุด รองลงมาคือกลุมแมสุกร (ทองท่ี 1) และกลุม

สุกรสาวทดแทน ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 4.1 จํานวนตัวอยางเลือดสุกรท้ังหมดท่ีเก็บจากฟารมสุกร 6 แหงในพ้ืนท่ีการเลี้ยงสุกรท่ีสําคัญในประเทศไทย 

 

 
เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี 5 เดือนท่ี 6 เดือนท่ี 7 เดือนท่ี 8 

รวม 

(ตอฟารม) 

ภาคเหนือ 35 35 35 35 25 35 35 34 269 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 35 35 35 32 35 35 35 35 277 

ภาคกลางตอนบน 35 33 35 35 33 30 35 35 271 

ภาคตะวันออก 35 35 35 35 35 35 28 35 273 

ภาคตะวันตก 35 33 35 27 35 35 35 35 270 

ภาคใต 35 32 35 32 35 33 32 35 269 

รวม (ตอเดือน) 210 203 210 196 198 203 200 209 1,629 
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ตารางท่ี 4.2 จํานวนตัวอยางตอกลุมตัวอยางท่ีทําการสุมเก็บเลือด 

 

ภาคเหนือ เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี 5 เดือนท่ี 6 เดือนท่ี 7 เดือนท่ี 8 

กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 4 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 25 25 25 15 25 25 25 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 25 25 22 15 25 25 25 

ภาคกลางตอนบน 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 23 25 25 23 20 25 25 

ภาคตะวันออก 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 25 25 25 15 25 18 25 
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ตารางท่ี 4.2 จํานวนตัวอยางตอกลุมตัวอยางท่ีทําการสุมเก็บเลือด (ตอ) 
 
ภาคตะวันตก เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี 5 เดือนท่ี 6 เดือนท่ี 7 เดือนท่ี 8 

กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 23 25 17 15 25 25 25 

ภาคใต 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 22 25 22 15 23 22 25 
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4.2 สวนท่ี 2 สํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

 

จากการวิเคราะหสายพันธุกรรมของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของฝูงสุกรในประเทศไทย 

ผูวิจัยสามารถรวบรวมสายพันธุกรรมแบบสมบูรณของยีนสวน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ท้ังสองสายพันธุ 

จากฟารมสุกรท่ีคัดเลือกแลว ไดท้ังสิ้น 185 สาย เปนของสายพันธุยุโรป 149 สาย และเปนของสายพันธุอเมริกา

เหนือ 32 สาย จากนั้นเม่ือตัดสายพันธุกรรมท่ีซํ้ากัน 100% ออก พบวาสายพันธุยุโรปจาก 149 สาย เหลือเพียง 

77 สายท่ีแตกตางกัน ในขณะท่ีสายพันธุอเมริกาเหนือท้ัง 32 สายนั้นมีความเหมือนกัน 100% จึงเลือกเอามาเพียง

หนึ่งสาย เปนตัวแทนของสายพันธุอเมริกาเหนือ หลังจากนั้นนําสายพันธุกรรมท่ีรวบรวมไดท้ังหมดฝากเขาไปใน

ฐานขอมูล GenBank ซ่ึงสายพันธุยุโรปมี accession number คือ KX361347 ถึง KX361423 ในขณะท่ีสายพันธุ

อเมริกาเหนือมี accession number คือ KX361346 

นําสายพันธุกรรมของยีนสวน ORF5 ของแตละสายพันธุท่ีรวบรวมได ไปสรางเปนแผนภูมิตนไมวงศวาน 

(phylogenetic tree) ผลท่ีไดพบวา เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปมีการวิวัฒนาการออกเปน 3 คลัสเตอร 

(cluster) ไดแก คลัสเตอรท่ี 1 2 และ 3 ตามลําดับ (ภาพท่ี 1) ซ่ึงในแตละคลัสเตอร จะมีคา nucleotide 

identity อยูท่ีประมาณ 85.6-93.8% และ amino acid identity อยูท่ีประมาณ 85.1-92.5% ในคลัสเตอรท่ี 1 

ประกอบดวย 100 ไอโซเลต (isolates) ท่ีสามารถแยกไดในชวงกอนและหลังการระบาดของโรคพีอารอารเอส 

สวนคลัสเตอรท่ี 2 ประกอบดวย 35 ไอโซเลต และคลัสเตอรท่ี 3 ประกอบดวย 14 ไอโซเลต ซ่ึงท้ังสองคลัสเตอรนี้

เปนไวรัสไอโซเลตท่ีพบภายหลังการระบาดของโรคพีอารอารเอส แตในขณะเดียวกันเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสาย

พันธุอเมริกาเหนือ พบเพียง 1 คลัสเตอรเทานั้น ซ่ึงก็คือ คลัสเตอรท่ี 1 (ภาพท่ี 2) และมีคา nucleotide identity 

อยู ท่ีป ระมาณ  99.9-100% และ amino acid identity อยู ท่ี ประมาณ  99.5-100% ในคลัส เตอร ท่ีพบนี้

ประกอบดวย 32 ไอโซเลต ซ่ึงสามารถแยกไดในชวงกอนและหลังการระบาดของโรคพีอารอารเอส 

จากนั้นทําการติดตามรูปแบบของการเกิดวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฝูงสุกร พบวาเชื้อไวรัส

สายพันธุยุโรป คลัสเตอรท่ี 1 มีความคงท่ี สามารถพบไดกอนและหลังการเกิดการระบาดของโรคพีอารอารเอส 

หลังจากเกิดการระบาดของโรคพีอารอารเอสไปหนึ่งเดือน ก็พบคลัสเตอรท่ี 2 ปรากฏออกมา และเม่ือการระบาด

ผานไป 7 เดือน คลัสเตอรท่ี 2 ท่ีเคยมีอยูกลับหายไป กลับพบคลัสเตอรท่ี 3 ปรากฏออกมา ท้ังนี้เชื้อไวรัสพีอาร

อารเอส สายพันธุอเมริกาเหนือนั้น ไมพบการเกิดวิวัฒนาการ 

นําสายพันธุกรรมของยีนสวน ORF5 ท่ีแยกไดไปวิเคราะหลําดับของกรดอะมิโน พบวาเชื้อไวรัสพีอารอาร

เอส สายพันธุยุ โรปท้ัง 3 คลัสเตอรนั้น จะมีตําแหนง glycosylation ท่ีคงท่ีไม เปลี่ยนแปลง (conserved 

glycosylation) ท้ังหมด 3 ตําแหนง ไดแก กรดอะมิโนลําดับท่ี 35 ลําดับท่ี 46 และลําดับท่ี 53 ท้ังนี้ ในคลัสเตอร

ท่ี 2 และ คลัสเตอรท่ี 3 จะเกิดการกลายพันธุของกรดอะมิโนแบบแทนท่ี (substitution mutation) โดยท่ีคลัส

เตอรท่ี 2 กรดอะมิโนลําดับท่ี 32 ท่ีเปนอะลานีน (alanine, A) ถูกเปลี่ยนเปนวาลีน (valine, V) (32A เปน 32V) 
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ในขณะท่ี คลัสเตอรท่ี 3 กรดอะมิโนลําดับท่ี 37 จะพบ N-linked glycosylation โดยการเปลี่ยนจากเซอรีน 

(serine, S) เปนแอสพาราจีน (asparagine, N) (37S เปน 37N) โดยคลัสเตอรท่ีปรากฏข้ึนมาใหมสวนใหญสามารถ

แยกไดจากกลุมสุกรอนุบาล ท้ังนี้เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือนั้นไมพบการเปลี่ยนแปลงของลําดับ

กรดอะมิโนแตอยางใด 

ผูวิจัยไดนําขอมูลของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป ไปหาอัตราการกลายพันธุของกรดอะมิโน ผลท่ี

ไดพบวา อัตราการกลายพันธุของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในตัวอยางประชากรท่ีสุมเก็บมานั้น มีคาเฉลี่ยเทากับ 3.28 

x 10-4 ตอตําแหนง ตอเดือน จากนั้นหาอัตราการกลายพันธุของเชื้อไวรัสในชวงกอนและหลังการเกิดการระบาด

ของโรคพีอารอารเอส พบวา ในเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป มีอัตราการกลายพันธุของกรดอะมิโน ชวง

กอนการระบาด เทากับ 3.45 x 10-4 ตอตําแหนง ตอเดือน และหลังการระบาด เทากับ 4.61 x 10-4 ตอตําแหนง 

ตอเดือน และอัตราการกลายพันธุของกรดอะมิโนชวงกอนและหลังการระบาดนั้น มีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.0001) ท้ังนี้  ผลท่ีไดเปนของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปเทานั้น 

เนื่องจากขอมูลของสายพันธุอเมริกาเหนือ ไมเพียงพอตอการวิเคราะหดังกลาว 
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ภาพท่ี 2 แผนภูมิตนไมวงศวาน (phylogenetic tree) ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สายพันธุยุโรป ท่ีแยกไดใน

ฟารมสุกรของประเทศไทย 
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ภาพท่ี 3 แผนภูมิตนไมวงศวาน (phylogenetic tree) ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สายพันธุอเมริกาเหนือ ท่ีแยก

ไดในฟารมสุกรของประเทศไทย  
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บทที ่5 

สรุปผล 

 

 จากการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและวิวัฒนาการของสายพันธุกรรมสวนยีน ORF5 ของเชื้อ

ไวรัสพีอารอารเอสของฝูงสุกรในประเทศไทยพบวา เชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศไทยท้ังสองสายพันธุไดมีการ

วิวัฒนาการจนกลายเปนเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีจําเพาะสําหรับประเทศไทย ท่ีมีความ

แตกตางไปจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศอ่ืน เชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศไทยท้ังสองสายพันธุอยู

รวมกันไดโดยไมสงผลกระทบในดานการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมซ่ึงกันและกัน และในแตละสายพันธุมีเชื้อไวรัส

ท่ีพัฒนาจนกลายไปเปนไอโซเลตท่ีมีลักษณะทางพันธุกรราท่ีเดน การเปลี่ยนแปลงและวิวัฒนาการของสาย

พันธุกรรมสวนยีน ORF5 ของแตละสายพันธุเกิดโดยขบวนการ N-linked glycosylation 
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