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ระพี ปญญาทอง : ประสิทธิผลของวัคซีน พี อาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนในสกุรหยานม (EFFICACY OF ATTENUATED  
PRRS VACCINE IN WEANLING PIGS) อ.ที่ปรึกษา : รศ.น.สพ.ดร. รุงโรจน ธนาวงษนุเวช, อ.ท่ีปรึกษารวม: รศ.สพ.ญ.
ดร. สันนิภา สุรทัตต, 63 หนา. ISBN : 974-17-6907-5 
 
ศึกษาประสิทธิผลของวัคซีน พี อาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปน (V1) ตอการปองกนัโรคไวรัส พี อาร อาร เอส สายพันธุ

ประเทศไทย ในลูกสกุรอายุ 3 สัปดาหจํานวน 5 กลุม ๆ ละ 6 ตัว กลุมที่ 1 กลุมควบคุม กลุมที่ 2 ไดรับเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส สาย
พันธุ 02SB3 (EU genotype) กลุมที่ 3 ไดรับเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) กลุมที่ 4 ไดรับวัคซีนเชื้อเปน
ชนิด V1 กอนไดรับเช้ือไวรัส 02SB3 กลุมที ่5 ไดรับวัคซีนเชื้อเปนชนิด V1 กอนไดรับเชือ้ไวรัส 01NP1 โดยทําการฉีดวัคซีนใหสุกร
กลุม 4 และ 5 ในวันที่ 0 และ 21 ของการทดลอง และทําการฉีดเชือ้ไวรัสสายพันธุประเทศไทยแตละชนิดตามความเหมาะสมใหสุกร
กลุม 2 3 4 และ 5 ในวันที่ 42 ของการทดลอง วัดประสิทธิผลของวัคซีนจาก อาการทางคลินิก การมีไข คาโลหิตวิทยา รอยโรคทางมห
พยาธิวิทยาของปอด ตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอด และ ตอมนํ้าเหลืองลําไส รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาของปอด การยอมอิมมูนโนฮิสโตเคมี
ใน ปอด ตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอด ตอมทอนซิล ลําไสเล็ก ตอมนํ้าเหลืองลําไส และมาม ปริมาณไวรัส และสารพันธุกรรมของไวรัสใน
เลือด และเน้ือเย่ือ ดวยวิธี virus titration และ RT-PCR การตอบสนองทางภูมิคุมกันดวยวิธี ELISA และ serum neutralization ตอ
ไวรัส 3 สายพันธุ คือ 01NP1 (US genotype) 02SB3 (EU genotype) และ V1 และวัดประสิทธิภาพการผลิต จากการทดลอง ไมพบการ
มีไขในสุกรทุกกลุม และไมมีความแตกตางของคาโลหิตวิทยา เวนแตสุกรกลุม 3 ท่ีมีภาวะเม็ดเลือดขาวตํ่าเปนเวลา 5 วันหลังจาก
ไดรับเชือ้ไวรัส พบการอักเสบของตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดในสุกรกลุม 3 และ 5 อยางมนัียสําคัญทางสถิติ (p<0.05) พบรอยโรคทางจลุ
พยาธิวิทยาของปอดในสุกรกลุม 3 4 และ 5 สูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) พบผลบวกตอการยอมอิมมูโนฮิสโตเคมีใน ปอด 
ตอมทอนซิล และตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดอยางละ 1 จาก 6 ตัวอยางในกลุม 2 ใน ปอด 1 จาก 6 ตัวอยางในกลุม 4 และใน ตอมทอนซิล 
และตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดอยางละ 1 จาก 6 ตัวอยางในกลุม 5 สามารถตรวจพบไวรัสวัคซีนในกระแสเลือดของสุกรกลุม 4 และ 5 รวม 
7 ตัวอยางจากสุกรท่ีทําวัคซีนคร้ังแรกท้ังหมด 12 ตัว และการฉีดวัคซีนครั้งทีส่องในวันที ่21 ของการทดลองจะให ผลบวกของจํานวน
ตัวอยาง ปริมาณไวรัสเฉล่ีย นอยกวาการใหวัคซีนคร้ังแรก หลังจากการฉีดเชือ้พิษทับสายพันธุตาง ๆ ในวันที่ 42 ของการทดลอง
พบวาสุกรทุกกลุมสามารถตรวจพบเชือ้ไวรัสในกระแสเลอืดไดยกเวนสุกรกลุม 4 โดยสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนจะมผีลบวกของจํานวน
ตัวอยาง  และปริมาณไวรัสนอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับสุกรกลุมท่ีไดรับการฉีดเช้ือพิษทับเพียงอยางเดียว จากท้ังการทดสอบดวยวิธี 
virus titration และ RT-PCR ผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสในเน้ือเย่ือพบผลบวก 7/23 6/23 ตัว และ 3/13 ในตอมน้ําเหลือง
บริเวณข้ัวปอด ปอด และตอมทอนซิลตามลําดับ โดยสุกรท่ีไดรับการฉีดเช้ือพิษทับอยางเดียวจะใหสัดสวนผลบวกในปอดมากกวา
สุกรท่ีไดรับวัคซีนรวมดวย แตสุกรท่ีไดรับวัคซีนรวมดวยจะมีสัดสวนผลบวกในตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดมากกวาสุกรท่ีไดรับการฉีดเช้ือ
พิษทับอยางเดียว สุกรมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันต้ังแต 7 วันหลังไดรับวัคซีนโดยการทดสอบดวยวิธี ELISA และมีคาเฉลี่ย S/P 
ratio สูงสุดที่ 28 วันหลังจากทําวัคซีน หลังจากการฉีดเช้ือพิษทับสุกรท้ังส่ีกลุมมีการตอบสนองตอการฉีดเช้ือพิษทับ 12 วันใหหลงั 
โดยสุกรสองกลุมท่ีไดรับวัคซีนไปกอนมีคาเฉล่ีย S/P ratio ในตอนเริ่มตนสูงกวาเล็กนอย แตในตอนทายการทดลองคาเฉลี่ย S/P ratio 
ของทั้งสี่กลุมจะมคีวามใกลเคียงกัน การทดสอบดวยวิธี serum neutralization พบวาภูมิคุมกันท่ีเกิดข้ึนสามารถ neutralization ได
เฉพาะกับไวรัส V1 (Vaccine virus;EU genotype) เทาน้ันโดยเร่ิมพบไตเตอรเฉล่ียมากกวา 2 ในวันที่ 42 หลงัจากการทําวัคซีนเข็มแรก
ในสุกรทั้งสองกลุม และเพิ่มขึ้น ตลอดจนสิ้นสุดการทดลอง ไมพบความแตกตางท่ีชัดเจนของประสิทธิภาพการผลิต จากการทดลอง
พบวาการฉีดวัคซีนพี อาร อาร เอส ชนิด V1 สามารถลดระยะเวลา และปรมิาณไวรัสในกระแสเลือด แตไมสามารถลดรอยโรค และ
ไมมีผลตอประสิทธิภาพการผลิต 
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## 4675572731 : MAJOR Veterinary Pathobiology 
KEYWORDS : Efficacy/ PRRSV/ attenuated vaccine/ weanling pig 

Raphee Panyathong : Efficacy of attenuated PRRS vaccine in weanling pigs. THESIS ADVISOR : Roongroje 
Thanawongnuwech Ph.D., THESIS COADVISOR : Sanipa Suradhat Ph.D., 63 pp. ISBN : 974-17-6907-5 
 
The objective of this study was to evaluate efficacy of a modified live PRRS vaccine (V1) for controlling the disease 

induced by Thai PRRSV isolates. Five groups of pigs were included in the study. Each group contained six pigs. Group I was a 
control group. Group II was challenged with the EU genotype (02SB3). Group III was challenged with the US genotype (01NP1) . 
Group IV and V were initially vaccinated with V1 vaccine twice and later challenged with 02SB3 or 01NP1, respctively. Vaccine 
was given twice to group IV and V on day 0 and 21. All pigs were challenged with the Thai isolates on day 42. The vaccine 
efficacy was evaluated by : clinical symptoms, hematologic values, pathological findings, relative weight of lymph nodes, 
immunohistochemistry , the presence of virus in blood and tissues and production parameters. Immunologic responses to the 
challenged viruses were determined by ELISA and serum neutralization. None of the challenged groups developed fever. There 
was no statistical difference in hematological changes among all groups, except group III showing leucopenia for five days after 
receiving 01NP1. There was significant lymphadenopathy in group III and V (p<0.05) measured by an increased relative weight 
and histopathology. Positive immunohistochemical staining for PRRSV antigen of lung, tonsils, and lung hilar lymph nodes was 
demonstrated in one out of six samples obtained from group II III and V. The vaccine virus was detected in 7/12 blood samples 
after the first vaccination in group IV and V. After the second vaccination, positive samples and averaged viral titers and duration 
were less than those of the first vaccination. Following challenged with the Thai isolates, viremia was observed in all challenged 
groups. Both virus titration and RT-PCR demonstrated that vaccinated groups had less number of positive PCR samples and had 
lower viral load than the control group. At necropsy, the non-vaccinated groups had more PCR-positive lung samples than the 
vaccinated pigs. However, the vaccinated groups had more PCR-positive lung hilar lymph nodes. The antibody responses was 
firstly detected by ELISA, at 7 days after the first vaccination and peaked on day 28 . No anamnestic response was seen following 
the second vaccination. However, after challenged with the Thai isolates (both 01NP1 and 02SB3), the ELISA S/P ratio of the 
vaccinated groups moderately increased. Serum neutralization (SN) test demonstrated that significant neutralizing titers against V1 
virus were found only in the vaccinated pigs. An average SN titer over 2 was observed from day 42 and continuously increased to 
the end of study. There were no differences in the production parameters. The results indicated that previous vaccination with the 
modified live PRRS vaccine  could reduce viremia in some degree, but had no effect on pathological lesions and productivity. 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมา และความสําคัญของปญหา 
 โรค พ ี อาร อาร เอส (PRRS หรือ Porcine reproductive and respiratory syndrome) มี
รายงานการเกิดโรคคร้ังแรกในสหรัฐอเมริกาในป 1987 (Keffaber, 1989) และเนื่องจากในขณะนั้น
ยังไมสามารถพิสูจนสาเหตุที่แทจริงของโรคนี้ไดจึงทําการเรียกชื่อโรคนี้วา Mystery swine disease 
ตอมาในป 1991 สามารถทําการแยกเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ไดสําเร็จในประเทศเนเธอรแลนด 
(Wensvoort et al., 1991) จากการศึกษาคุณสมบัติของไวรัสพบวา เปน ไวรัสชนิด อารเอ็นเอ และถูก
จัดอยูในตระกูล Arteriviridae (Albina, 1997; Snijder and  Meulenberg, 1998) 
    การติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ในสุกรจะกอใหเกิดปญหาในสองระบบ คือ ระบบสืบพันธุ และ
ระบบทางเดินหายใจ ในดานระบบสืบพันธุ การติดเชื้อไวรัสในสุกรพอแมพันธุจะสงผลใหเกิดความ
สูญเสียตอประสิทธิภาพการผลิต เน่ืองจาก การลดต่ําลงของคุณภาพน้ําเชื้อในพอสุกร การเพ่ิมอัตรา
การกลับสัดแบบไมตรงรอบ และการแทงระยะทายของการตั้งทองในแมสุกร (Prieto and Castro, 
2004) ในดานระบบทางเดินหายใจไวรัสชนิดนี้เปนตนเหตุที่สําคัญของโรคระบบทางเดินหายใจ
ซับซอนในสุกร (Porcine Respiratory Disease Complex หรือ PRDC) เนื่องจากไวรัสสามารถลด
ประสิทธิภาพในการเก็บกิน และการทําลายจุลชีพของมาโครฟาจในปอด (PIMs หรือ pulmonary 
intravascular macrophages และ PAMs หรือ pulmonary alveolar macrophages)  
(Thanawongnuwech  et al., 2000) ทําใหสุกรที่ติดเชื้อมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนชนิดอื่น ๆ  
 ในประเทศไทยไดมีการศึกษายอนหลังของ Damrongwatanapokin และคณะ (1996a) พบ
แอนติบอดีตอเชื้อไวรัสในซีรั่มของสุกรในประเทศไทยตั้งแตป 1989 และสามารถแยกไวรัสไดเปน
ครั้งแรกใน 1996 (Damrongwatanapokin et al., 1996b) และจากรายงานการสํารวจทางซีรั่มวิทยาใน
ป 1995 พบวา มีสุกรที่ใหผลบวกถึง 64% จากจํานวนตัวอยาง 449 ตัวอยางจากฟารมสุกรพอ-แม
พันธุจํานวน 15 ฟารมจากภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (Oraveerakul et al., 1995) และมี
รายงานการเพิ่มอัตราการแทงลูกในฟารมสุกรที่มีความชุกตอโรคพ ีอาร อาร เอส สูงจากการทดสอบ
ดวย ELISA ในป 1995 (Luengyosluechakul et al., 1995) 
 จนถึงปจจุบันโรค พ ี อาร อาร เอส ยังคงเปนปญหาสําคัญในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่ว
โลกรวมทั้งในเมืองไทย โดยยงัคงสามารถพบรอยโรค และแยกเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ไดจาก
สุกรที่มีปญหาโรคระบบทางเดินหายใจ และระบบสืบพันธุ แตยังคงไมมีคําแนะนํา หรือการแกไข
ปญหาโรคที่เหมาะสมที่สุด ขอแนะนําที่ดีที่สุดสําหรับการแกปญหาในปจจุบันไดแก การปรับปรุง
ระบบความปลอดภัยทางชีวภาพ และการ acclimatization สุกรสาวใหมีสภาพภูมิคุมกันที่เหมาะสม
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เพื่อลดความเสียหายในหองคลอด และคอกอนุบาล ซึ่งคอนขางยุงยากในทางปฏิบัต ิ จึงเกิดความ
พยายามที่จะแกไขปญหาในแนวทางอื่น เชน การใชวัคซีนเพื่อสรางความสม่ําเสมอของภูมิคุมกันใน
ฝูงแมสุกร โดยในปจจุบันมีการทดลองใชวัคซีนในสามลักษณะคือ DNA วัคซีน วัคซีนชนิดเช้ือตาย 
และวัคซีนชนิดเชื้อเปน ซึ่งผลการทดลองใชวัคซีนแตละชนิดใหผลแตกตางกัน หรือแมแตการใช
งานวัคซีนชนิดเดียวกันก็ใหผลหลากหลายไมเปนไปในทิศทางเดียวกัน DNA วัคซีนเปนเพียงการ
วิจัยในหองปฏิบัติการเพื่อวิจัยการตอบสนองทางภูมิคุมกัน และกําลังอยูในขั้นทดลอง (Kwang et 
al., 1999)  วัคซีนชนิดเชื้อตายสามารถลดอาการทางคลินิก ระยะเวลาขับเช้ือ และความสูญเสียของ
ประสิทธิภาพการผลิตในดานระบบสืบพันธุ (Plana-Duran et al., 1997) แตยังเปนที่ถกเถียงในแง
ประสิทธิผล และความคุมคาที่จะใชงาน วัคซีนเชื้อเปนอาจมีความเหมาะสมในแงของรูปแบบการ
กระตุนภูมิคุมกันเนื่องจากสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลไดด ี แตอาจเกิดผลเสียจาก
การใชงาน โดยการกลบัมามีความรุนแรงของตัวไวรัสวัคซีน (reversion) เนื่องจากการผาเหลา หรือมี
สวนทําใหไวรัสในสิ่งแวดลอมมีการกลายพันธุที่รวดเร็วขึ้น (Mengeling et al., 1999b; Mengeling et 
al., 1999c ; Wesley et al., 1999) นอกจากนี้ในการใชงานไมวาจะเปนวัคซีนชนิดเชื้อตาย หรือเช้ือ
เปนก็อาจสงผลเสียตอภูมิคุมกัน เน่ืองจากการติดเช้ือไวรัสชนิดน้ีไมวาจะเปนไวรัสท่ีมชีีวิต หรือเปน
ไวรัสที่ถูกทําใหเสียสภาพดวยความรอนก็ยังสามารถกดการทํางานของภูมิคุมกันไดดวยการกระตุน
ใหรางกายสัตวสราง IL-10 ซึ่งปกติทําหนาที่ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันที่มากเกินไปให
เกิดขึ้นมาเร็วกวาปกติ (Suradhat et al., 2003; Suradhat and Thanawongnuwech, 2003) และขอดอย
ที่สําคัญของการใชงานวัคซีนก็คือ ความไมคุมคาในการลงทุน เน่ืองจาก ภูมิคุมกันที่เกิดขึ้นไม
สามารถปองกันโรคขาม genotype ซึ่งจะทําใหสุกรที่ไดรับการฉีดวัคซีนยังคงสามารถติดเชื้อซ้ําจาก 
genotype อ่ืน หรืออาจเกิดการติดเชื้อซ้ําจาก genotype เดียวกันท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรม
คอนขางสูง อยางไรก็ตามมีบางรายงานพบวาการกระตุนซ้ําดวยวัคซีนอาจทําใหเกิดการปองกันโรค
ไดมากขึ้น และมีความพยายามปรับปรุงการใชงานวัคซีนในรูปแบบตาง ๆ เชน การใชวัคซีนเชื้อตาย
กระตุนซ้ําในสุกรที่มีการติดเชื้อ (Nilubol et al., 2004) หลังจากที่พบวาการใชวัคซีนเชื้อตายกอนการ
ติดเชื้อไมสามารถปองกันการขับเชื้อไวรัสได (Swenson et al., 1995; Nielsen et al., 1997) 

การศึกษาในครั้งนี้จะทําการศึกษาประสิทธิผลของวัคซีน พ ี อาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนใน
รูปแบบการกระตุนซํ้าดวยวัคซนีชนิดเดิม โดยทาํการศึกษาในดาน การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยา
ปริมาณ และระยะเวลาที่มีไวรัสในกระแสเลือด การตอบสนองของแอนติบอดีตอไวรัสดวยวิธ ี
ELISA และวิธี serum neutralization โดยทําการทดสอบแอนติบอดีที่เกิดขึ้นทั้งตอไวรัสใน 
genotype เดียวกัน และตาง genotype รวมทั้งทําการศึกษาผลทางออมดวยการวัดประสิทธิภาพการ
ผลิตของสุกรอนุบาล  
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาประสิทธิผลของวัคซีน พ ีอาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนที่พัฒนาขึ้นในหองปฏิบัติการ 
ตอการปองกันเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุประเทศไทยในดาน  

- การลดอาการทางคลินิก และรอยโรคทางพยาธิวิทยา 
- การลดปริมาณ และระยะเวลาที่มีไวรัสในกระแสเลือด 
- การสรางภูมิคุมกัน  
- การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต  

 
1.3 สมมุติฐานของการวิจัย 

วัคซีน พ ีอาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนที่พัฒนาขึ้นในหองปฏิบัติการ สามารถลดความเสียหาย
จากเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส ที่แยกไดจากประเทศไทยทั้งสองสายพันธุ 
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
1. ขอมูลเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยา ปริมาณ และระยะเวลาที่มีไวรัสใน
กระแสเลือด การสรางภูมิคุมกัน และประสิทธภิาพการผลิต ในสุกรแตละกลุมเพื่อการ
ประเมินประสิทธิผลของวัคซีน   

2. ขอมูลประกอบการตัดสินใจในการใชงานวัคซีนในภาคสนาม 
3. ขอมูลเพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาวัคซีนตอไปในอนาคต 

 
 
 
 
 
 

 
 



บทท่ี 2 
 

เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
โรค พ ีอาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) มีสาเหตุจาก

เช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome virus; PRRSV) มี
รายงานการเกิดโรคคร้ังแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในป ค.ศ. 1987 โดยพบ การแทงลูกในแมสุกร
ทองแก และมีจํานวน มัมมี ่ ลูกสุกรตายแรกคลอด ลูกสุกรออนแอ เพิ่มขึ้น รวมกับการแสดงอาการ
ผิดปกติของระบบทางเดินหายใจ ทั้งในแม และลูกสกุร แตเนื่องจากในขณะนั้นยังไมสามารถพิสูจน
สาเหตุที่แทจริงของโรคนี้ได จึงทําการเรียกชื่อโรคนี้วาโรค Mystery swine disease หลังจากนั้นไดมี
รายงานความเสียหายในลักษณะเดียวกันในประเทศ เยอรมัน เนเธอรแลนด เบลเยี่ยม อังกฤษ สเปน 
ฝร่ังเศส และมีการตั้งชื่อโรคตามลักษณะอาการที่พบ เชน โรค Porcine epidemic abortion and 
respiratory syndrome (PEARS) โรค Blue ear โรค Swine infertility and respiratory syndrome 
(SIRV) รวมท้ังโรค พ ีอาร อาร เอส (Wensvoort et al., 1991; Collin et al., 1992; Albina, 1997) 
ตอมาในป 1990 จึงสามารถทําการแยกเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไดสําเร็จในประเทศเนเธอรแลนด 
และทําการต้ังช่ือเช้ือไวรัสตามช่ือเมืองวา Lelystad virus (Wensvoort et al., 1991) ซ่ึงเปนตนแบบ
ของเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุยุโรป (EU genotype) หลังจากนั้นในเวลาใกลเคียงกัน ใน
ประเทศสหรัฐอเมริกาก็สามารถทําการแยกเช้ือไวรัสได และตั้งชื่อสายพันธุวา VR-2332 (Collin et 
al., 1992) ซึ่งเปนตนแบบของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุอเมริกา (US genotype) แตอยางไร
ก็ตามจากการศึกษายอนหลังในธนาคารซีรั่ม ในประเทศแคนาดา พบวาซีรั่มเริ่มใหผลบวกของ
แอนติบอดีตอเช้ือไวรัส ต้ังแตป ค.ศ. 1979 (Carmen et al., 1995) ซึ่งถือวาเปนชวงเวลาเริ่มแรกที่สุด
เทาที่สามารถตรวจสอบการปรากฏของเชื้อไวรัสในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรได และยังคงไมทราบ
แหลงที่มาของเชื้อไวรัสกอนจะเริ่มติดเชื้อในสุกรได   

ในประเทศไทยสามารถแยกเชื้อไวรัสไดเปนครั้งแรกในป 1996 โดยมีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกับสายพนัธุอเมริกา (Damrongwatanapokin et al., 1996b) แตจากการศึกษา
ยอนหลังในซีรั่มของสุกรที่เก็บรักษาในสถาบันสุขภาพสัตว ในชวงป 1988 ถึง 1999 พบวาซีร่ัมเร่ิม
ใหผลบวกของแอนติบอดีตอเชื้อไวรัส ต้ังแตป 1989 (Damrongwatanapokin et al., 1996a) และจาก
รายงานการสํารวจทางซีรั่มวิทยาในป 1995 พบวา มีสุกรที่ใหผลบวกถึง 64% จากจํานวนตัวอยาง 
449 ตัวอยางจากฟารมสุกรพอ-แมพันธุจํานวน 15 ฟารมจากภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
(Oraveerakul et al., 1995) และมีรายงานการเพิ่มอัตราการแทงลูกในฟารมสุกรที่มีความชุกตอโรคพี 
อาร อาร เอส สงูจากการทดสอบดวย ELISA ในป 1995 (Luengyosluechakul et al., 1995) 
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2.1 ระบาดวทิยา 

สัตวที่ติดเชื้อสามารถขับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ผานทาง สารคัดหลั่งตาง ๆ เชน น้ํามูก 
น้ําลาย นํ้าเช้ือ รวมทั้งปสสาวะ อุจจาระ และน้ํานม (Wagstrom et al., 2002) โดยสามารถตรวจพบ
การขับเชื้อไวรัสในน้ําลายไดถึง 42 วันหลังการติดเช้ือ (Wills et al., 1997a) ในน้ํามูกไดถึง 38 วัน
หลังการติดเช้ือ ในปสสาวะไดถึง 28 วันหลังการติดเชื้อ (Rossow et al., 1994) ในอุจจาระไดถึง 35 
วันหลังการติดเช้ือ (Yoon et al., 1993) ในน้ําเชื้อไดถึง 92 วันหลังการติดเช้ือ (Christopher-Hennings 
et al., 1995) บริเวณ oropharynx เปนตําแหนงที่สามารถตรวจพบไวรัสไดนานที่สุดคือ 157 วันหลัง
การติดเช้ือ (Wills et al., 1997b) โดยสุกรมีชองทางที่ไวตอการติดเชื้อไดหลายชองทาง ประกอบไป
ดวย ชองปาก โพรงจมูก กลามเนื้อ ชองทอง และชองคลอด จํานวนไวรัสขั้นต่ําที่สามารถทําใหเกิด
การติดเช้ือผานทางโพรงจมูก และจากการฉีดเขากลามเนื้อคอนขางนอย เพียง 10 fluorescent foci 
units/ml  ก็สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อไดแลว (Yoon et al., 1999) แตตองใชจํานวนไวรัสที่สูงถึง 
2x103 TCID50/ml ของน้ําเชื้อจึงจะทําใหเกิดการติดเชื้อไวรัสผานทางชองคลอดในแมสุกร 1 ตัวจาก
จํานวนท้ังหมด 5 ตัว และตองใชจํานวนไวรัสถึง 2x105 TCID50/ml ของนํ้าเช้ือจึงจะทําใหเกิดการติด
เชื้อไวรัสผานทางชองคลอดในแมสุกร 3 ตัวจากจํานวนทั้งหมด 3 ตัว  (Benfield et al., 2000) 

การถายทอดหลักเกิดจากการสัมผัสตอสัตวติดเชื้อโดยตรง แตจากการศึกษาพบวามีความ
เปนไปไดที่เชื้อไวรัสสามารถถายทอดในรูปแบบอื่น เชน ถายทอดผานทางอากาศ ถายทอดผานสัตว
ชนิดอ่ืน ถายทอดผานทางแมลงดูดเลือด และถายทอดผานพาหะไมมีชีวิต การถายทอดผานทาง
อากาศสามารถเกิดขึ้นไดดีหากมีปจจัยที่เหมาะสม เชน ระยะหางระหวางกลุมสุกรขับเชื้อ และกลุม
สกุรรับเช้ือมีไมมากนัก ขนาดของกลุมสุกรที่ขับเชื้อมีขนาดใหญ และปริมาณอากาศท่ีพัดผานตอง
มากเพียงพอ (Kristensen et al., 2004) ซึ่งลักษณะดังกลาวสามารถเกิดขึ้นไดในอุตสาหกรรมการ
ผลิตสุกรขนาดใหญ การถายทอดผานสัตวชนิดอ่ืนในปจจุบันพบวาเปด Mollard 
(Anasplatyrhynchos) เปนสิ่งมีชีวิตที่ไมใชสุกรเพียงชนิดเดียวที่สามารถติดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
โดยสามารถขับเชื้อไวรัสออกมาในอุจจาระเปนเวลาหลายสัปดาห หลังจากไดรับเชื้อไวรัสผานนํ้า
ด่ืม และเช้ือไวรัสท่ีถูกขับออกมาในอุจจาระสามารถติดตอสูเปดตัวอ่ืน นอกจากนี้ไวรัสจากเปด
สามารถติดตอสูสุกรไดเชนกัน (Zimmerman, 2002) การถายทอดผานแมลงดูดเลือด เชน ยุง 
แมลงวันบาน (houseflies หรือ Musca domestica) โดยเฉพาะในยุงพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 
สามารถอยูในตัวยุงไดนานถึง 6 ช่ัวโมง (Otake et.al., 2003a; Otake et.al., 2003b) การถายทอดผาน 
พาหะไมมีชีวิต เชน รถบรรทกุ เข็มฉีดยา รองเทาบูท เส้ือผา อุปกรณเคร่ืองใชในฟารมพบวามีความ
เปนไปไดในธรรมชาต ิ (Otake et.al., 2002) อยางไรก็ตามเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส สามารถถูก
ทําลายไดงายในสภาพแวดลอม หรือวัสดุท่ีพบไดในฟารม เชน พลาสติก แสตนเลส ยาง ผา วัสดุรอง
พ้ืนคอก อาหารสุกร ปสสาวะ อุจจาระ ยกเวนแตในนํ้าสะอาดที่มีอุณหภูมิต่ํา pH เปนกลางเทานั้นที่
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เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยูไดเปนเวลานาน นอกจากน้ียาฆาเช้ือธรรมดาก็สามารถทําลายเช้ือไวรัส
ไดอยางมีประสิทธิภาพ (Zimmerman, 2002)  
 
2.2 อาการทางคลินิก 
 อาการทางคลินิกของโรค พี อาร อาร เอส จะแสดงในสองระบบ คือ ระบบสืบพันธุ และ
ระบบทางเดินหายใจ ในดานระบบสืบพันธุจะกอใหเกิดความสูญเสียทั้งในพอสุกร และแมสุกรพันธุ  

ในพอสุกรพันธุที่ติดเชื้อไวรัสจะแสดงอาการ ซึม เบ่ืออาหาร ลดความตองการทางเพศ และ
ลดประสิทธิภาพของน้ําเชื้อ โดยจะลด ความสามารถในการเคลื่อนที่ และเพิ่มปริมาณอสุจิผิดปกติ 
ซึ่งจะสงผลใหมีอัตราการผสมติดต่ําลง (Hopper et al., 1992) แตอยางไรก็ตามมีบางการศึกษาไมพบ
ความผิดปกติที่เดนชัดของน้ําเชื้อในพอสุกรพันธุหลังการติดเชื้อไวรัส (Yaeger et al., 1993; 
Swenson et al., 1994)  

ในสุกรแมพันธุที่ติดเชื้อไวรัสจะลดอัตราการผสมติด เพิ่มสัดสวนการกลับสัดหลังผสมทั้ง
แบบตรงรอบ และไมตรงรอบวงจรการเปนสัด เกิดการแทงทุกระยะของการตั้งทอง โดยเฉพาะใน
ระยะทายของการตั้งทอง และเนื่องจากเชื้อไวรัสสามารถติดเชื้อผานรก โดยเฉพาะอยางยิ่งการติด
เชื้อในชวงปลายของการตั้งทองทําใหมีจํานวน มัมมี ่ ลูกสุกรตายแรกคลอด ลูกสุกรออนแอหลัง
คลอดเพิ่มขึ้น (Christianson et al., 1992; Plana et al., 1992; Christianson et al., 1993; Mengeling et 
al., 1994; Lager et al., 1995; Lager et al., 1996; Prieto et al., 1996; Benfield et al., 1997; Prieto et 
al., 1997a; Prieto et al., 1997b) 

ในดานของระบบทางเดินหายใจ สามารถพบความผิดปกติไดในสุกรทุกชวงอาย ุโดยเฉพาะ
ในสุกรเล็ก (Yoon and Stevenson, 2002)  โดยมกัพบการติดเช้ือแทรกซอนรวมในระบบทางเดิน
หายใจ จากเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือไวรัสชนิดชนิดอ่ืน ๆ เชน Streptococcus suis, Hemophilus 
parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae, Salmonella 
choleraesuis, Swine influenza virus และ Porcine circo virus เปนตน (Zimmerman, 2002) ทําใหเกิด
โรคระบบทางเดินหายใจซับซอนในสุกร (Porcine Respiratory Disease Complex หรือ PRDC) 
เน่ืองจากไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามารถลดประสิทธิภาพในการเก็บกิน และการทําลายจุลชีพของมา
โครฟาจในปอด (PIMs หรือ pulmonary intravascular macrophages และ PAMs หรือ pulmonary 
alveolar macrophages)  (Thanawongnuwech  et al., 2000) สุกรจึงมีความไวตอการติดเช้ือแทรก
ซอนชนิดอ่ืน ๆ  
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2.3 พยาธิวิทยา 
 เช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส มีเปาหมายหลักในการเจริญเติบโตที่มาโครฟาจ ซึ่งเปนเซลลที่
เหมาะสมกับการเพิ่มปริมาณไวรัสมากที่สุด นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มปริมาณในอวัยวะอื่น ๆ สงผล
ใหเกิด interstitial pneumonia vasculitis lymphadenopathy myocarditis encephalitis (Rossow et al., 
1995) 

เช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส จะกอใหเกิดรอยโรคในหลาย ๆ ลักษณะในสุกรที่มีอายุแตกตาง
กัน ในลูกสุกรที่แทงรอยโรคทางพยาธิวิทยาประกอบไปดวย การเกิดภาวะเลือดออก และ การบวม
น้ําของสายสะดือ เมื่อทําการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาจะพบลักษณะ moderate-severe segmental-
circumferential necrosuppurative และ lymphohistiocytic arteritis รวมกับ severe transmural และ 
periarterial edema รวมกับการเกิดเลือดออกซ่ึงเปนรอยโรคท่ีคอนขางจําเพาะตอการติดเช้ือไวรัส พ ี
อาร อาร เอส สวนรอยโรคอ่ืน ๆ ที่สามารถพบไดประกอบดวย perirenal edema splenic ligament 
edema mesentery edema ascites hydrothorax และ hydroperitoneum เมื่อทําการตรวจทางจุลพยาธิ
วิทยาจะพบลักษณะ mild-moderate segmental arteritis ใน ปอด หัวใจ และไต mild multifocal 
interstitial pneumonia mild periportal hepatitis mild perivascular myocarditis และ mild multifocal 
encephalitis และรอยโรคที่ปอดจะพบการหนาตัวของ alveolar septa เน่ืองจากการแทรกตัวของ 
mononuclear inflammatory cells และ proliferation of type 2 pneumocytes ในรกแมสุกรจะพบ
ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาไดแก multifocal lymphohistiocytic perivascular cuffs, edema fluid ใน 
myometrium และ endometrium ในบางครั้งอาจพบลักษณะ segmental lymphohistiocytic vasculitis 
ใน small vessels และ microseparations ระหวาง endometrial epithelium กับ placental chorionic 
epithelium ซึ่งประกอบไปดวย eosinophilic proteinaceous fluid และ cellular debris (Yoon and 
Stevenson, 2002) 
 
2.4 การวินิจฉัย 
 การวินิจฉัยตรวจสอบการติดเช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในสุกรทําโดยการตรวจหา
แอนติบอดี หรือการตรวจหาแอนติเจนของไวรัส จากตัวอยางเลอืด หรือเน้ือเย่ือชนิดอ่ืน ๆ ในสุกร
ปวย โดยวิธี Indirect immunofluorescent antibody test Virus isolation Immunohistochemistry 
ELISA Immunoperoxidase monolayer assay และ Reverse transcriptase - Polymerase chain 
reaction (RT-PCR) (Botner, 1997; Yoon and Stevenson, 2002)  
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2.5 ไวรัสวิทยา 

ไวรัส พ ีอาร อาร เอส เปนไวรัสที่มีเปลือกหุม มีสารพนัธกุรรมแบบ อาร เอ็น เอ สายบวก
เด่ียว มีขนาด 48-83 nm. จัดอยูใน Genus Arterivirus Family Arteriviridae Order Nidovirales จาก
การศึกษาคุณสมบัติของไวรัสถูกจัดอยูในตระกูล Arteriviridae  รวมกับไวรัสอีก 3 ชนิด คือ equine 
arteritis virus (EAV) lactate-dehydrogenase elevating virus (LDV) และ simian hemorrhagic fever 
virus (SHFV) ซึ่งไวรัสในตระกูลนี้มีคุณสมบัติบางอยางที่คลายกัน เชน ความสามารถในการเพิม่
จํานวนในมาโครฟาจ ความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชื้อแบบ persistent infections  (Snijder 
and  Meulenberg, 1998) 

เดิมถูกจัดแบงเปน 2 ซีโรไทปตามลักษณะของแอนติเจนโดยทําการแยกประเภทไวรัสทั้ง
สองกลุมจากปฏิกิริยากับแอนติบอดีตอไวรัสตนแบบทั้งสองตัว คือ Lelystad และ VR2332 (Bautista 
et al., 1993b; Nelson et al., 1993) ตอมาจึงทําการแบงกลุมตามลักษณะทางพันธกุรรมเปน 2 
genotype คือ US genotype และ EU genotype (Meng et al., 1995) 

ไวรัสมอีงคประกอบทางพนัธุกรรมขนาด 15 Kb ประกอบดวย 8 open reading frams 
(ORFs) คือ ORF 1a และ 1b มีตําแหนงติดดาน 5’ มีขนาดเปน 80% ของนิวคลีโอไทดทั้งหมด เปน
สวน conserve region ที่แสดงออกเปนเอนไซม RNA replicase ORF 2-7 มีตําแหนงติดดาน 3’ ของ
สายนิวคลีโอไทด แสดงออกเปนสวนโปรตีนโครงสราง รายละเอียดจํานวนนิวคลีโอไทด จํานวน
กรดอะมิโน ขนาด และประเภทของโปรตีนท่ีแสดงออก ดังรายละเอียดในตารางที ่1  

 
ตารางท่ี 1 แสดงจํานวนนิวคลีโอไทด จํานวนกรดอะมโินของแตละไวรัสตนแบบ ขนาด และ
ประเภทของโปรตีนท่ีแสดงออกของไวรัส พ ีอาร อาร เอส (Yoon, 2002)  

จํานวนกรดอะมิโน ORF จํานวน 
นิวคลีโอไทด 

(Kb) EU 
(Lelystad) 

US 
(VR-2332) 

ขนาด
โปรตีน 

(kD) 

โปรตีน 

1 15    RNA replicase 
2 3.3 249 256 29-30 GP2 
3 2.7 265 254 45-50 GP3 
4 2.2 183 178 31-35 GP4 
5 1.7 201 200 25 Envelope protein 
6 1.1 173 174 18-19 Matrix protein 
7 0.7 128 123 15 Nucleocapsid protein 
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รูปท่ี 1 แบบจําลองไวรัส พ ีอาร อาร เอส แสดงสวนประกอบของไวรัส (ดัดแปลงจาก Dea et al., 
2000) 
 

การศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสตนแบบ Lelystad (EU) และ VR-2332 
(US) พบวามีความคลายกัน 63% 58% และ 68% ของสวน ORF 2 3 และ 4 ตามลําดับ จากการศึกษา
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนในกลุม US isolates เทียบกับกลุม EU isolates พบวา
ระหวางกลุม US isolates ดวยกันจะมีความคลายกันอยูในชวง 87% ถึง 95% แตเมื่อเปรียบเทียบกับ 
EU isolates พบวามีความคลายอยูในในชวง 64% ถึง 67% และจะมีความคลายกันของกรดอะมิโน
ระหวาง US isolates กับกลุม EU isolates ในชวง 55% ถึง 80% เมื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบแยกตาม 
ORF พบวาระหวางกลุม US isolates ดวยกันจะมีความคลายกันที ่91% ถึง 99% 86% ถึง 98% 92% 
ถึง 99% 100% และ 95% ถึง 100% ในสวน ORF 2 3 4 6 และ 7 ตามลําดับซึ่งถือวาสวน ORF 6 และ 
7 มีความ conserve สูงที่สุด และเมื่อนําสวน ORF 6 และ 7 ของกลุม US isolates มาเปรียบเทียบกับ 
Lelystad จะมีความคลายกันที ่ 70% ถึง 81% และ 57% ถึง 59% ตามลําดับ และพบวา ORF 5 เปน
สวนที่มีความหลากหลายมากที่สุด เนื่องจากเมื่อทําการเปรียบเทียบกรดอะมิโนระหวางกลุม US 
isolates ดวยกันจะมีความคลายกันเพียง 88% ถึง 97% และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับ Lelystad จะมี
ความคลายกันที ่51% ถึง 59% ตามลําดับ (Yoon, 2002) 

เน่ืองจากไวรัส พ ี อาร อาร เอส เปนไวรัสชนิด อาร เอ็น เอ จึงสามารถพบ heterogous 
sequences ในสัตวตัวเดียวกัน หรือ ใน 1 isolate เรียกวาลักษณะ quasispecies ซึ่งเกิดจากลักษณะการ
ทํางานของเอนไซมโพลีเมอเรสในขณะที่ไวรัสมีการเพิ่มจํานวน ทําใหไวรัสชนิดนี้มีความหลาก 

GP2 

mRNA 

N protein 

GP3 

GP4 

M protein 
E protein 

AACG
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หลายสูงทั้งในตัวสัตวเอง ระหวางโรงเรือน หรือระหวางฟารม  (Goldberg et al., 2003) ซ่ึงเปนอีก
หนึ่งปจจัยที่ทําใหการควบคุม ปองกันดวยวัคซีนเปนไดยาก 
 
2.6 ภูมิคุมกันวิทยา 
 
2.6.1. ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Innate or non-specific immune response) 
 ธรรมชาติของการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส จะผาน 2 ชองทางหลัก คือ ระบบทางเดิน
หายใจ และระบบสืบพันธุ ดังนั้นภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในบริเวณเนื้อเยื่อดังกลาวจะมีบทบาทแรก
ในการตอตานการติดเช้ือ ถึงแมภูมิคุมกันชนิดนี้ไมมีความสามารถในการจดจํา หรือความจําเพาะตอ
แอนติเจน แตก็สามารถจํากัดการเพิ่มปริมาณ และการแพรกระจายของไวรัส นอกจากนี้ยังมีบทบาท
กระตุนการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะ 

หลังการติดเชื้อไวรัสรางกายจะมีการตอบสนองโดยการหลั่งไซโตไคนกลุม antiviral และ
กลุม proinflammatory ประกอบไปดวยอินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 1 (type I interferon หรือ IFN-α
และ IFN-β) ทูเมอรเนโครซิสแฟคเตอรอัลฟา (tumor necrosis factor หรือ TNF-α) และอินเตอร
ลิวคิน (interleukins หรือ IL) เชน IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 IL-12   

IFN-α สรางจากมาโครฟาจเปนหลัก และ IFN-β สรางจากเซลลเน้ือเย่ือท่ีติดเช้ือไวรัสเปน
หลัก มีฤทธิ์ทําใหเกิด antiviral state ในเซลลขางเคียง กระตุนการทํางานของเนเจอรัลคิลเลอรเซลล 
(natural killer cell หรือ NK cell) เหนี่ยวนําใหมีการแสดง class I major histocompatibility complex 
(MHC I) และนําไปสูการตอบสนองแบบจําเพาะ เชน อินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 2 (type II interferon 
หรือ IFN-γ) แตการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส พบวามีการตอบสนองของ IFN-α ในปริมาณที่ตํ่า
ซึ่งการตอบสนองของอินเตอรเฟยรอนชนิดที ่1 นี้จะมีปริมาณแตกตางกันแลวแตสายพันธุของไวรัส 
พ ีอาร อาร เอส (Murtaugh et al., 2002b; Chung et al., 2004)  

TNF-α สรางจากมาโครฟาจเปนหลัก มีฤทธิ์สงเสริมปฏิกริิยาการอักเสบ กระตุนการทํางาน
ของเซลลเก็บกิน เหน่ียวนําใหมีการแสดง MHC I และ II ทําใหเกดิการสราง acute phase protein 
นอกจากน้ี TNF-α ที่หลั่งจากเซลลติดเชื้อไวรัสยังสามารถกระตุนใหเกิดการตายแบบ apoptosis ของ
เซลลใกลเคียงที่ไมไดติดเชื้อ (Choi and Chae, 2002) แตการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ
ไมจําเพาะของสุกรท่ีติดเช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส พบวามีการตอบสนองที่ต่ําของ TNF-α เม่ือ
เปรียบเทียบกับไวรัสอ่ืน ๆ ในตระกูลเดียวกัน (Lopez-Fuertes et al., 2000)   

IL-1 สรางจากมาโครฟาจเปนหลัก มีฤทธิ์กระตุนการทํางานของ เนเจอรัลคิลเลอรเซลล     
ท ี และบีลิมโฟไซต โดยทําใหเกิดการแบงตัว และเพิ่มความสามารถในการทํางาน IL-6 สรางจาก  
มาโครฟาจเปนหลกั มีบทบาทสําคัญในการทําให บีลิมโฟไซต เปลี่ยนแปลงเปน พลาสมาเซลล    
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IL-8 สรางจาก มาโครฟาจ และเซลลเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อไวรัสเปนหลัก มีบทบาทในการเหน่ียวนํา               
ใหมีการเคลื่อนที่เขามา และกระตุนการทํางานของ นิวโทรฟลล IL-10 สรางจาก ทีลิมโฟไซต ชนิด 
Th2 เปนหลักมีบทบาทในการยับยั้งการทํางานของภูมิคุมกันโดย ลดการทํางานของมาโครฟาจ และ
ลิมโฟไซต IL-12 สรางจาก มาโครฟาจ เปนหลักมีบทบาทในการ กระตุนการทํางานของ                 
เนเจอรัลคิลเลอรเซลล ซึ่งจากการศึกษาพบวาหลังการติดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สุกรมีการสราง
ไซโตไคนดังกลาวในปริมาณที่ต่ํา สงผลใหมีการตอบสนองของภูมิคุมกันตอไวรัสที่ลาชา (Van 
Reeth and Nauwynck, 2000; Murtaugh et al., 2002b) เวนแต IL-10 ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ
ภูมิคุมกันเทานั้นที่มีปริมาณคอนขางสูงหลังการติดเชื้อ ซึ่งอาจเปนหนึ่งในกลไกที่ไวรัสเหนี่ยวนําให
เกดิ เพื่อควบคุมการทํางานของภูมิคุมกัน (Chung and Chae, 2003; Suradhat et al., 2003; Suradhat 
and Thanawongnuwech, 2003) ซึ่งจากกลไกนี้การติดเชื้อไวรัสอาจสงผลถึงการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของสัตว ตอไวรัส หรือการทําวัคซีนชนิดอ่ืน ๆ เชน พบวาการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
สงผลในทางลบตอ ภูมิคุมกันที่เกิดจากการทําวัคซีนอหิวาตสุกร (Li and Yang, 2003) นอกจากนี้การ
เพ่ิมข้ึนของ IL-10 ท่ีเร็วเกินไป ยังจะมีผลทําใหเกิดความไวตอการติดเชื้อแบคทีเรีย เน่ืองจากการกด
การทํางานของ  อินเตอรเฟยรอนท่ีเร็วเกนิไป (Feng et al., 2003)  

 
2.6.2. ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Adaptive or specific immune response) 
 
2.6.2.1 ภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (Humoral immune response) 
 หลังการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgM ไดที ่ 5 ถึง 7 
วันหลังติดเช้ือ และสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgG ไดที ่7 ถึง 14 วันหลังติดเช้ือ (reviewed by 
Murtaugh et al., 2002b) การทดสอบดวยวิธ ีELISA พบวาจะใหคาแอนติบอดีไตเตอรสูงสุด 5 ถึง 6 
สัปดาหหลังติดเชื้อ และจะคงอยูเปนระยะเวลานานกวา 300 วัน (Horter et al., 2002) อยางไรก็ตาม
แอนติบอดีที่สรางขึ้นในระยะแรกของการติดเชื้อ พบวาไมสามารถทําลายไวรัสที่อยูในกระแสเลือด
ได และแอนติบอดีชนิด neutralizing จะมีพัฒนาการที่คอนขางชา โดยจะเริ่มพบที ่ 2 ถึง 3 สัปดาห
หลังการติดเช้ือ (Murtaugh et al., 2002b) หรือประมาณ 4 สัปดาหหลังการติดเช้ือ (Meier et al., 
2003) การปรากฏของแอนติบอดีชนิด neutralizing จะสัมพันธกับการขจัดเชื้อไวรัสออกจากปอด 
อยางไรก็ตามยังคงสามารถพบ persistent infection ในสุกรบางตัวที่ระยะเวลามากกวา 150 วันหลัง
การติดเช้ือ และสุกรยังคงสามารถขับเชื้อไวรัสได (Allende et al., 2000) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจ
พบสารพันธุกรรมของไวรัสในตอมทอนซิล และเลือดดวยวิธ ีRT-PCR ที่ระยะเวลามากกวา 251 วัน
หลังการติดเช้ือ (Wills et al., 2003) 
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 แอนติบอดีที่เกิดจากการติดเชื้อจะไมใหความคุมโรคตอไวรัสตาง genotype หรือใหความ
คุมโรคในปริมาณท่ีตํ่าเน่ืองจากความแตกตางขององคประกอบของไวรัส บางการศึกษาพบวามี
สาเหตุมาจากสวนของ N protein ของไวรัส (Rowland and Yoo, 2003) บางรายงานบงชี้วา เกิดจาก
ความแตกตางในสวนของ E protein ท่ีแสดงออกจากสวน ORF5 ซึ่งเปนเปาหมายที่สําคัญของ
แอนติบอดี (Jiang et al., 2003)  
 
2.6.2.2 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (Cell-mediated immunity) 
 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีบทบาทสําคัญในการกําจัดไวรัสที่ติดเชื้อภายในเซลล ซึ่งเปนสวน
ที่ภูมิคุมกันชนิดสารน้ําไมสามารถเขาถึงได ประกอบไปดวย ทีลิมโฟไซตที่ CD4+ โดยทั่วไปคือ 
helper T cells (Th) และทีลิมโฟไซตที ่CD8+ คือ cytotoxic T cells (CTL)  

ทีลิมโฟไซตชนิด Th จะทํางานผานการกระตุนจาก MHC II ทําหนาที่สรางไซโตคายน
กระตุนการทํางานของ บีลิมโฟไซต ใหมีการสรางแอนติบอดี และกระตุนการทํางานของ CTL       
เนเจอรัลคิลเลอรเซลล และมาโครฟาจ Th สามารถแบงออกเปนสองชนิดตามลักษณะของ             
ไซโตคายนที่สรางขึ้น คือ Th1 ที่สราง IFN-α และ IL-2 ซึ่งจะสนับสนุนการตอบสนองภูมิคุมกัน
แบบ CMI และ Th2 ที่สราง IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 และ IL-13 ซึ่งจะสนับสนุนการตอบสนอง
ภูมิคุมกันแบบ HMI สวนทีลิมโฟไซตชนิด CTL จะทํางานผานการกระตุนจาก MHC I ทําหนาที่
กําจัดไวรัสที่อยูภายในเซลล สามารถพบการตอบสนองของ CMI โดยการเพิ่มปริมาณทีลิมโฟไซตที่
จําเพาะตอไวรัส พ ีอาร อาร เอส ทั้ง Th และ CTL ในชวง 4 ถึง 12 สัปดาหหลังจากการติดเชื้อ และ
คาดวา M protein เปนเปาหมายสําคัญของระบบ CMI (Bautista and Molitor, 1997; Bautista et al., 
1999; Murtaugh et al., 2002b) 

อินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 2 (type II interferon หรือ interferon γ ) เปนไซโตไคนที่สรางจาก
ลิมโฟไซตที่ถูกกระตุนเปนหลัก มีฤทธ์ิคลายกับอินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 1 แตมีประสิทธิภาพดีกวา 
โดยนอกจากจะสามารถ กระตุนการทํางานของเนเจอรัลคิลเลอรเซลล ยับยังการเพิ่มจํานวนไวรัส
ภายในเซลล และเหนี่ยวนําใหมีการแสดง MHC I ยังสามารถเหนี่ยวนําใหมีการแสดง MHC II 
นอกจากนี้ยังมีสวนทําให pre CTL เจริญไปเปน mature CTL จึงเปนตัวบงช้ีการตอบสนองของ
ภูมิคุมกันที่สําคัญ อยางไรก็ตามพบวาการตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส โดยการ
สราง interferon γ คอนขางลาชาถึงแมจะมีการทดลองกระตุนการสรางดวยสื่อวัคซีนก็ตาม (Meier 
et al., 2003)  
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2.7 วัคซีน  

วัคซีนเชื้อตาย Plana-Duran และคณะ (1997) พบวาการใชงานวัคซีนชนิดเชื้อตายซึ่งทําการ 
inactivated ในหองปฏิบัติการสามารถลดความสูญเสียของผลผลิตในแมสุกรอุมทองจากการติดเชื้อ
ไวรัสสายพันธุเดียวกัน ซึ่งตางจากการศึกษาของ Nielsen และคณะ (1997) ที่ทําการศึกษา
เปรียบเทียบการใชงานวัคซีนเชื้อเปน และเชื้อตายในพอพันธุ พบวาการใชงานวัคซีนเชื้อตายไมให
ประสิทธิผลในการลดความรุนแรงของโรค จากการสังเกตระยะเวลา และปริมาณไวรัสในกระแส
เลือด และน้ําเชื้อ ซึ่งแตกตางกับการใชงานวัคซีนเชื้อเปน ทั้ง ๆ ที่ไวรัสที่ทําการฉีดเชื้อพิษทดสอบ
เปนไวรัสที่มีความใกลเคียงทางพันธุกรรมกับ ไวรัสวัคซีนชนิดเชื้อตายมากกวา Nilubol และคณะ 
(2004) รายงานการใชงานวัคซีนเชื้อตายหลังจากสุกรมีการติดเชื้อไวรัสไปแลววา วัคซีนไมสามารถ
ลดการขับเชื้อไวรัสในสุกรได แตมีแนวโนมในการเพ่ิมปริมาณภูมิคุมกันชนิด neutralizing antibody 
ในสุกรที่ไดรับวัคซีน 

การศึกษาการใชงานวัคซีนชนิดเชื้อเปนที่มีจําหนายในทองตลาดกอนป 2000 โดย 
Christopher-Hennings และคณะ (1977) Dee และ Joo (1997) Hesse และคณะ (1977) Lager และ 
Mengeling (1977) Madsen และคณะ (1998) Osorio และคณะ (1998) Van Woensel และคณะ 
(1998) Mavromatis และคณะ (1999) Mengeling และคณะ (1999a,b,c) Wesley และคณะ (1999) มี
ผลสรุปที่ใกลเคียงกัน คือ วัคซีนสามารถลดปริมาณ และระยะในการขับเชื้อ รวมทั้งอาการทาง
คลินิก แตมีความสามารถในการปองกันโรคในไวรัสตาง genotype ต่ําทั้งนี้เนื่องจากภูมิคุมกันที่
เกิดข้ึนคอนขางจําเพาะตอ genotype โดยอาจพบภูมิคุมกันขาม genotype ไดบาง แตอยูในปริมาณท่ี
ตํ่า การศึกษาหลังป 2000 Labarque  และคณะ (2003) พบวาสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัส EU genotype 
หลังจากผานการทําวัคซีน EU genotype จะมีจํานวนสุกรที่มีไวรัสในกระแสเลือด นอยกวาสุกรที่
ผานการทําวัคซีน US genotype แสดงใหเห็นถึงความจําเพาะของแอนติบอดีที่เกิดขึ้น และการคุม
โรคที่ไมสมบูรณของวัคซีนแมใน homologus strain เนื่องจากยังคงพบสุกรที่มีไวรัสในกระแสเลือด 
Lager และคณะ (2003) พบวาการทําวัคซีนเชื้อเปน ไมสามารถปองกันการติดเชื้อไวรัสผานรกไดทุก
สายพันธุ เน่ืองจากความจําเพาะของแอนติบอดีตอไวรัส และไวรัสแตละสายพันธุมีความสามารถใน
การผานรก แตกตางกัน Mengeling และคณะ (2003a) พบวาวัคซีนสามารถลดปริมาณ และระยะใน
การขับเชื้อ รวมทั้งอาการทางคลินิก แตประสิทธิภาพจะต่ําลงหากไดรับไวรัสตาง genotype และ
บางครั้งอาจพบภูมิคุมกันขาม genotype ในปริมาณท่ีตํ่า   Verheije และคณะ (2003) พบวาวัคซีนของ 
recombinant virus ที่ทําพัฒนาขึ้นในหองปฏิบัติการ สามารถปองกันการแพรกระจายเช้ือไวรัส
หลังจากการใหเช้ือไวรัส homologous strain แตไมปองกันใน heterologous strain จากการทดสอบ
ดวยการเลี้ยงสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสรวมกับสุกรปลอดเชื้อ  
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ดังนั้นผลสรุปในปจจุบันสําหรับการสรางภูมิคุมกันที่เกิดจากวัคซีนไมวาจะเปนวัคซีน

เช้ือตาย หรือเชื้อเปน หรือแมแตการติดเช้ือตามธรรมชาติยังไมสามารถคุมครองขามกันระหวาง EU 
genotype และ US genotype และแมกระทั่งภายในกลุม genotype เดียวกันหากมีการติดเชื้อสายพันธุ
ที่มีความแตกตางทางพันธุกรรมสูง ภูมิคุมกันที่มีอยูก็ไมสามารถคุมครองได อยางไรก็ตาม ทั้งวัคซีน
เช้ือตาย และวัคซีนเชื้อเปนสามารถลดความรุนแรงของโรคได โดยเฉพาะอยางยิ่งหากไวรัสที่ไดรับ
เปนไวรัสที่ใกลเคียงกับวัคซีนไวรัส 

ในดานความปลอดภัยในการใชงานพบวา จากการศึกษาการติดเช้ือไวรัสท่ียังมีความรุนแรง
เปรียบเทียบกับวัคซีนไวรัสในแมสุกรอุมทองพบวา วัคซีนมีผลกระทบคอนขางนอยตอการให
ผลผลิต และของแมสุกร และตอสุขภาพลูกสุกร (Cheon, 2004) ซึ่งแตกตางผลการสํารวจของ 
Deway และคณะ (2004) ตอการใชวัคซีนในฟารมแมพันธุจํานวน 54 ฟารม พบวาผลของการทํา
วัคซีนจะแตกตางกันตามโปรแกรมการใชงาน และฟารมที่มีโปรแกรมทําวัคซีนในแมพันธุอุมทอง
จะมีจํานวนลูกมีชีวิต และหยานมลดลง นอกจากนี้การใชวัคซีนชนิด attenuated ที่ประกอบขึ้นจาก
หลาย ๆ สายพันธุมีความเสี่ยงที่จะกอความรุนแรง มากกวาวัคซีนที่มีไวรัสเพียงสายพันธุเดียว 
(Mengeling et al., 2003b) และจากการศึกษาทาง phylogenetic ของ Key และคณะ (2001) พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสที่เปนสาเหตุการแพรระบาดของโรคมีความใกลเคียงกับลําดับนิวคลีโอ
ไทดของวัคซีนจากประเทศที่ไดอนุญาตใหใชวัคซีนชนิดเชื้อเปนแลว แสดงถึงขอควรคํานึงในเรื่อง
ของความปลอดภัยในการใชวัคซีนชนิดเชื้อเปน อยางไรก็ตามจากการศึกษา interaction ของไวรัส
พบวาถึงแมการติดเชื้อรวมของไวรัสตางสายพันธุ อาจสามารถเรงใหเกิดการ mutation และทวีความ
รุนแรง แตก็มีความเปนไปไดที่คอนขางต่ํา (Murtaugh et al., 2002a) 

 
 

 



บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 วัคซีน 
 เตรียมวัคซีนจากไวรัส สายพันธุ V1 (EU genotype) (Mateu et al., 2003) ซึ่งถูกลดความ
รุนแรงโดยทาํการเพาะเลีย้งผานเซลล MARC-145 เปนจํานวน 20 คร้ัง (Laboratorios Hipra, Spain) 
ในขนาด103.5 TCID50/2 ml เพ่ือทําการฉีดเขากลามเน้ือบริเวณคอสุกรในวันท่ี 0 และ 21 ของการ
ทดลอง ในขนาด 2 ml ตอตัว 
 
3.2 ไวรัส 
 เตรียมไวรัส 3 สายพันธุ คือ 01NP1 (US genotype) 02SB3 (EU genotype) 
(Thanawongnuwech et al., 2004) และ V1 (EU genotype) โดยทําการเพิ่มจํานวนในเซลล MARC-
145 เพื่อใชประโยชนในการเตรียมวัคซีน ประกอบการปฏิบัติงาน SN Virus titration RT-PCR และ
เพ่ือทําการฉีดเช้ือ โดยจะทําการเตรียมในขนาด 105 TCID50/ml  
 การเพิม่จํานวนไวรัสจะทาํโดยการ เพาะเช้ือไวรัสขนาด 0.1 MOI (Multiplicity of infection) 
ลงในเซลล MARC-145 ที่มีการกระจายตัวขนาด 80 % confluence หลังจากนั้นจะทําการเก็บไวรัส
เมื่อสังเกตเห็นการลอกหลุดของเซลล โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 5 วัน หลังการเพาะเชื้อไวรัส  
 การเก็บไวรัสจะทําโดยการทําใหเซลล MARC-145 แตก ดวยวิธีการแชแข็งที่อุณหภูมิ         
– 80〈 ซ.  สลับกับการละลายน้ําแข็งดวยอุณหภูมิหอง ประมาณ 3 รอบ หลังจากน้ันทําการดูด
สารละลายทั้งหมดมาปนเหวี่ยงเพื่อเก็บสวนใส แลวนําสวนใสที่ไดไปเก็บที่อุณหภูม ิ – 80〈 ซ. เปน 
stock ไวรัสทีพ่รอมใชงาน  
 
3.3 เซลลเพาะเลี้ยง 
 ทําการเลี้ยงเซลล MARC-145 ซึ่งเปน African green monkey kidney cell line (ไดรับความ
อนุเคราะห จาก Dr. Eileen Thacker, Iowa State University, Ames, Iowa, USA) ดวย Minimal 
essential medium (MEM) (Hyclone, USA) ที่ม ี5% fetal calf serum (FCS) (Hyclone, USA) ในขวด
เพาะเลีย้งขนาด 75 ลูกบาศกเซนติเมตร (Corning Incorporated, USA) ที ่ 5%CO2 อุณหภูมิ 37 〈 ซ.  
หลังจากนั้นจะทําการดูด MEM ออก และลางเซลลดวย phosphate buffer saline (PBS) แลวจึงยอย
เซลลดวย 0.00125% trypsin versene  เพื่อแบงเซลลเพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงดวย MEM ตามความ
เหมาะสมของปริมาณเซลล และปริมาตรของภาชนะ โดยหากตองการจะทาํ SN หรือ Virus titration 
จะเปลี่ยนภาชนะปกติมาเปน microculture 96-well-plate 
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3.4 สัตวทดลอง 
 ลูกสุกรอายุ 3 สัปดาห เพศผูที่ผานการตอนแลว จากฟารมที่ไมมีประวัติการระบาดของโรค 
อหิวาตสุกร และปลอดจากโรค พิษสุนัขบาเทียม พ ีอาร อาร เอส และผานการตรวจระดับแอนติบอดี
ดวย ELISA แลว วาไมมีภูมิคุมกันตอโรค พ ีอาร อาร เอส  
 ทําการ แบงกลุม สักเบอร ฉีดยา Excenel� (Pfizer, USA) ขนาด 5 mg ตอนํ้าหนักตัว 1 
กิโลกรัม ติดตอกัน 3 วัน และใหพักปรับตัว 3 วันกอนเริ่มทําการทดลอง 
 
3.5 การวิจัย 

ทําการแบงลูกสุกรจํานวน 30 ตัวออกเปน 5 กลุม ๆ ละ 6 ตัว ทําการทดลองดังตอไปน้ี 
กลุม 1 กลุมควบคุม (Control) 
กลุม 2  ทําการฉีดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุ 02SB3 (EU genotype) ในวันที ่42 ของการ 

ทดลอง (EU) 
กลุม 3  ทําการฉีดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) ในวันที ่42 ของการ 

ทดลอง (US) 
กลุม 4 ทําการฉีดวัคซีนเชื้อเปนชนิด V1 ในวันที ่ 0 และ 21 ของการทดลอง และฉีดเช้ือไวรัส พ ี

อาร อาร เอส สายพันธุ 02SB3 (EU genotype) ในวันที ่42 ของการทดลอง (Vac+EU) 
กลุม 5 ทําการฉีดวัคซีนเชื้อเปนชนิด V1 ในวันที ่ 0 และ 21 ของการทดลอง และฉีดเช้ือไวรัส พ ี

อาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) ในวันที ่42 ของการทดลอง (Vac+US) 
ทําการศึกษาในหัวขอดังตอไปนี้ 
1. การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยา ประกอบดวย 

- อาการทางคลินิก และอุณหภูมิรางกาย  
- คาโลหิตวิทยา 
- รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา  
- รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และอิมมูนโนฮิสโตเคมี 

2. ปริมาณเช้ือไวรัส และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในตัวอยางเลือดสุกร ดวยวิธี virus 
titration RT-PCR และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในเนื้อเยื่อของสุกร ดวยวิธ ีRT-PCR 

3. การตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรตอวัคซีน และไวรัส ดวยวิธ ี ELISA และ serun 
neutralization 

4. ประสิทธิภาพการผลิต ประกอบดวย 
- อัตราการเจริญเติบโตเฉลีย่ตอวัน (ADG) 
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- อัตราแลกเน้ือ (FCR) 
- ปริมาณการกินอาหารเฉล่ียตอวัน (FI) 

การวิจัยนี้ไดผานการพิจารณา และไดรับการรับรองจากคณะกรรมการจรรยาบรรณในการ 
ใชงานสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.6 สถานที่เลี้ยงสัตวทดลอง 
 ทําการเลี้ยงสัตวทดลองใน หองเลี้ยงสัตวทดลองติดเชื้อ ชั้น 3 อาคาร 60 ป                       
คณะสัตวแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่มีระบบควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ ดวย
ระบบประตูล็อค 2 ชั้น รวมกับระบบระบายอากาศเขาออก ดวยพัดลมดูดอากาศ และทาํการปรับ
อุณหภูมิดวยเคร่ืองปรับอากาศอัตโนมัติ และมีการบันทึกอุณหภูม ิ และความชื้นสัมพัทธ 
หองทดลองจะถูกลางทําความสะอาด เพื่อกําจัดสิ่งสกปรก หลังจากน้ันทําการฆาเช้ือดวย 
glutaraldehyde รวมกับ KMnO4 + formalin และพักหองกอนนําสุกรเขาเลี้ยง ในขณะทําการทดลอง
สุกรจะไดรับการให นํ้า อาหาร และกําจัดสิ่งปฏิกูล 2 คร้ังตอวันโดยในแตละคร้ังของการเขาเล้ียง 
พนักงานเลี้ยงสุกรจะตองทําการ อาบนํ้า สระผม เปลี่ยนชุด กอนและหลังเขาปฏิบัติงาน เมื่อเขาสู
หองทดลองแตละหองจะตองทําการสวม หนากาก หมวก ถุงมือ และชุดปลอดเชื้อแบบใชแลวทิ้ง
กอนปฏิบัติงาน และพนักงานเลี้ยงสุกรจะรับผิดชอบการเลี้ยงสุกรแตละหองแยกออกจากกัน 
 
3.7 การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา 
 
3.7.1 อาการทางคลินิก 

ทําการบันทึกลักษณะอาการทางคลินิกของสุกรทุกวันโดยมีเกณฑการใหคะแนนดังตอไปนี ้
(Halbur et al., 1995) 

0 = ปกติ  
1 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วเล็กนอยเมื่อเครียด  
2 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วเล็กนอยขณะพัก  
3 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วปานกลางเม่ือเครียด  
4 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วปานกลางขณะพัก  
5 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วรุนแรงเม่ือเครียด  
6 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วรุนแรงขณะพัก  

บันทึกอาการทางคลินิกอื่น ๆ เชน ทองเสีย หากมีอาการดังกลาวปรากฏ  
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ทําการวัดอุณหภูมิรางกายผานทางทวารหนัก วันเวนวันจํานวน 5 คร้ัง หลังจากทําวัคซีน 

คร้ังท่ี 1 และ 2 และทําการวัดอุณหภูมิวันเวนวันหลังจากทําการฉีดเช้ือจนเสร็จส้ินการทดลอง 
 
3.7.2 การเปล่ียนแปลงทางโลหิตวิทยา 

ทําการเก็บตัวอยางเลือดในหลอดสูญญากาศบรรจุ EDTA ดวยวิธีการปลอดเชื้อ แลวนํา 
เลือดที่ไดมาศึกษาการเปลี่ยนแปลงของคาโลหิตวิทยาประกอบไปดวย  

- คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน ดวยวิธ ีmicrohematocrit 
- ฮีโมโกลบนิ ดวยวิธ ีcyanmethemoglobin 
- ปริมาณเม็ดเลอืดแดงดวย Rbc diluting pipette และ counting chamber 
- ปริมาณเม็ดเลอืดขาวดวย  WBC diluting pipette และ counting chamber 
- สัดสวนประชากรของเม็ดเลือดขาวแตละชนิด ดวยวิธ ีgiemsa stain 

ในสุกร 5 ตัวจากกลุม 1 (ตัวแทนกลุมที่ไมไดรับวัคซีน) และ 5 ตัวจากกลุม 5 (ตัวแทนกลุม
ที่ไดรับวัคซีน) ในวันที ่ 0-5, 7 และ 10 หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 และ ทําการตรวจ
ในสุกร 5 ตัวจากทุกกลุมในวันที่ 0-5, 7 และ 10 หลังจากทําการฉีดเชื้อไวรัส 
 
3.7.3 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 

ทําการชันสูตรซากสุกรในวันที ่75 ของการทดลอง บันทึกคะแนนรอยโรคปอดอักเสบ โดย 
แบงปอดเปน 7 lobe ไดแก สวน cranial(2) intermediate(2) และ accessory(1) lobe ละ 10 คะแนน 
และสวน caudal (2) lobe ละ 25 คะแนน รวม 100 คะแนน และทําการเพาะเชื้อแบคทีเรียจากเนื้อเยื่อ
ปอดใน blood agar และ MacConkey agar เพื่อทําการแยกเชื้อจากลักษณะของโคโลนี และ
คุณสมบัติทางชีวเคมี 
 
3.7.4 รอยโรคทางจลุพยาธวิิทยา  

ทําการเก็บชิ้นเนื้อสวน ทอนซลิ ปอดสวน cranial และ accessory มาม ตอมนํ้าเหลืองข้ัว 
ปอด ตอมนํ้าเหลืองลําไส และลําไสเล็กสวน ilium ใน 10% formalin มาผานขบวนการเตรียมชิ้นเนื้อ
อัตโนมัติ ประกอบดวยการดึงนํ้าออกจากช้ินเน้ือ (dehydration) ดวยแอลกอฮอล 70, 80, 95 และ 
100% ตามลําดับ ผานไซลีน (xylene) และฝงชิ้นเนื้อในพาราฟน นําช้ินเน้ือ ท่ีไดมาตัดใหมีความหนา 
5 ไมครอน เพื่อทําการยอมสี hematoxylin and eosin และนํามาประเมินรอยโรคที่ปอดโดยมีเกณฑ
การใหคะแนน ดังตอไปน้ี (Halbur et al., 1995)    

0 = ไมพบรอยโรค  
1 = mild interstitial pneumonia 
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2 = moderate multifocal interstitial pneumonia 
3 = moderate diffuse interstitial pneumonia  
4 = severe interstitial pneumonia  

 
3.7.5 อิมมูนโนฮิสโตเคมี 

ทําการเก็บชิ้นเนื้อสวน ทอนซลิ ปอดสวน cranial และ accessory มาม ตอมนํ้าเหลืองข้ัว 
ปอด ตอมนํ้าเหลืองลําไส และลําไสเล็กสวนปลาย ใน 10% formalin มาผานขบวนการเตรียมชิ้นเนื้อ
อัตโนมัติ ประกอบดวยการดึงนํ้าออกจากช้ินเน้ือ (dehydration) ดวยแอลกอฮอล 70, 80, 95 และ 100 
% ตามลําดับ ผานไซลีน (xylene) และฝงชิ้นเนื้อในพาราฟน นําช้ินเน้ือ ที่ไดมาตัดใหมีความหนา 5 
ไมครอน เพ่ือยอมอิมมูนโนฮิสโตเคมีดวยวิธี peroxidase anti-peroxidase (PAP) โดยทาํการเปดเผย
แอนติเจนดวย trypsin ทําการกําจัดเอนไซม peroxidase ดวย hydrogen peroxide 3% ทําการกําจัด
ปฏิกิริยาแบบไมจําเพาะดวย 10% BSA (Fluka, Switzerland) หลังจากน้ันทําการจับแอนติเจนดวย 
anti-PRRS monoclonal antibody (SDOW17 ไดรับความอนุเคราะหจาก Dr. Eileen Thacker, Iowa 
State University, Ames, Iowa, USA) ซึ่งมีความจําเพาะตอ nucleocapsid protein ของไวรัส พ ีอาร 
อาร เอส ทั้งสองสายพันธุ แลวหยด PAP (MAX-PO, Nichirei, Japan) หลังจากนั้นทําใหเกิดสีของ
สารประกอบดวย diaminobenzidinetetrachloride (DAB) และยอมฉากหลังดวย hematoxylin ทําการ
นับจํานวนเซลลที่ใหผลบวกทั้งหมดในเนื้อเยื่อ โดยมีเกณฑการใหคะแนน ดังตอไปน้ี   

0 = ไมพบเซลลที่ใหผลบวก  
1 = มีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลล  
2 = มีเซลลที่ใหผลบวก 11-30 เซลล  
3 = มีเซลลที่ใหผลบวก 31-100 เซลล  
4 = มีเซลลที่ใหผลบวกมากกวา 100 เซลล (Halbur et al., 1996)   

 
3.8 ปริมาณเชื้อไวรัส และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส 
 
3.8.1 Virus titration 

นําซีรั่มมาเจือจางในอัตราสวน 1: 2 ดวย MEM หลังจากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดรวม 100 
ไมโครลิตรจากเพลทที่ทําการเจือจางมาใสในเพลทที่เลี้ยงเซลล MARC-145 (ซึ่งไดเลี้ยงเตรียมไว
กอนหนาน้ีเปนเวลา 2 วัน) ทําการบมไว ท่ีอุณหภูมิ 37〈 ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงดูด
สารละลายทั้งหมดออก เพ่ือใส MEM 2% FBS จํานวน 200 ไมโครลิตรลงไปแทน และทําการบมไว
เปนเวลา 2 วัน 
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ทําการยอมหาไวรัส พ ี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี indirect immunoperoxidase monolayer 

assay (IPMA) (Bautista et al., 1993) โดยการสะบัด MEM ออกจากเพลทใหหมด แลวทําการตรึง
สภาพดวย 4% ฟอรมาลิน (เจือจางโดยใช 0.5% PBST) หลุมละ 100 ไมโครลติร บมท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 30 นาทีแลวลางแตละหลุมเปนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาทีดวย 0.5% PBST 150 
ไมโครลติรตอหลมุ หลังจากน้ันจึงใส anti-PRRS monoclonal antibody (SDOW 17, ไดรับความ
อนุเคราะห จาก Dr. Eileen Thacker, Iowa State University, Ames, Iowa, USA) (เจือจาง 1:300 ดวย 
0.5% PBST ที่ม ี1% BSA (bovine serum albumin)) หลุมละ 50 ไมโครลติร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางแตละหลุมเปนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาทีดวย 0.5% PBST 150 
ไมโครลติรตอหลมุ หลังจากนั้นใส monoclonal anti mouse IgG conjugate (Dako, USA) (เจือจาง 
1:300 ดวย 0.5% PBST ที่ม ี 1% BSA) หลุมละ 50 ไมโครลติร บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางแตละหลุมเปนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาทีดวย 0.5% PBST 150 ไมโครลิตรตอหลุม แลว
ใส substrate หลุมละ 100 ไมโครลิตร อานผลภายใตกลองจุลทรรศนชนิดแสงขาว และทําการ
คํานวณหาปริมาณไวรัสดวยวิธีของ Reed and Muench (1983) 
 
3.8.2 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

การทดสอบหาสารพันธกุรรมของไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยวิธี RT-PCR ไดปฏิบัติตามวิธี
ของ Thanawongnuwech และคณะ (2002) ดังน้ี 

การสกัด RNA (QIAamp Viral RNA Mini Kit)(QIAGEN, Germany)โดยการนําซีร่ัม หรือ
สวนใสของสารละลายเนื้อเยื่อที่ผานการตัด และบดดวยทรายละเอียด จํานวน 140 ไมโครลติรมา
สกัด RNA ตามวิธีการของ QIAGEN (Germany) เกบ็ RNA ไวท่ีอุณหภูมิ -20〈 ซ. เพ่ือทํา RT-PCR 
ตอไป  

เตรียม master mix สําหรับ RT-PCR จากชุด Promega One step RT-PCR (Promega, USA) 
ตามสูตรดังน้ี 
 RNAse-free water  9.5 ไมโครลติร 

master mix   12.5     ไมโครลติร 
 primer EU (50pmol/ul)  0.5 ไมโครลติร 
 primer ED (50pmol/ul)  0.5 ไมโครลติร 
 enzyme reverse transcriptase 0.5 ไมโครลติร 
 รวม    25 ไมโครลติร 
โดยมีลําดับเบสของ primer ที่ใชในปฏิกิริยาดังนี ้  (Thanawongnuwech et al., 2002) 
 common forward primer (EU) : 5’-agg tcc tcg aac ttg agc tg-3’ 



 21
 common reverse primer (ED) :  5’-cct cct gta tga act tgc-3’ 
 primer จะจับกับสวน ORF1b โดย common forward primer จะจับท่ีตําแหนง 8628-8645 
และ common reverse primer จะจับท่ีตําแหนง 8863-8882 จากการเปรียบเทียบกับจีโนมของไวรัส
ตนแบบสายพันธุ Lelystad ใหขนาดผลิตภัณฑ 255 bp 

แบง master mix ใส PCR tube หลอดละ 23.5 ไมโครลิตร จากน้ันเติม viral RNA จาก
ขั้นตอนการสกัดตัวอยางละ 1.5 ไมโครลิตร ปดฝาหลอด PCR แลว นําไปใสเครื่อง PCR โดยมี
โปรแกรม ดังน้ี 

reverse transcription 48〈 ซ.  45 นาท ี
initial PCR activation 95〈 ซ.  2  นาท ี
denaturation  94〈 ซ.  20   วินาที 
annealing  50〈 ซ.  30   วินาท ี          ซ้ํา 35 รอบ 
extension  72〈 ซ.  30   วินาที 
final extension  72〈 ซ.  15   นาท ี
เมื่อสิ้นสุดการทํางานนํา cDNA ที่ไดไปทําขั้นตอน multiplex PCR ตอไป  
multiplex PCR เตรียม master mix สําหรับทํา multiplex PCR ดังน้ี 
RNAse-free water  19.4 ไมโครลติร 
10x buffer PCR   2.5 ไมโครลติร 
25 mM MgCL2   1 ไมโครลติร 
10mM dNTP mix  0.5 ไมโครลติร 
primer U1 (50pmol/ul)  0.25 ไมโครลติร 
primer D1 (50pmol/ul)  0.13 ไมโครลติร 
primer U2 (50pmol/ul)  0.25 ไมโครลติร 
primer D2 (50pmol/ul)  0.13 ไมโครลติร 
Taq polymerase(5U/ul)  0.25 ไมโครลติร 

 รวม    25 ไมโครลติร 
โดยมีลําดับเบสของ primer ที่ใชในปฏิกิริยาดังนี ้ (Thanawongnuwech et al., 2002) 
 european forward primer (U1) :  5’-gta tga act tgc agg atg-3’ 
 european reverse primer  (D1) :  5’-gcc gac aat acc atg tgc tg-3’ 

american forward primer (U2) :  5’-gga gca gtg act aag aga-3’ 
 american reverse primer (D2) :  5’-gta act gaa cac cat atg ctg-3’  
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 primer จะจับกับสวน ORF1b โดย european forward primer จะจับท่ีตําแหนง 8634-8651 
และ european reverse primer จะจับท่ีตําแหนง 8800-8819 จากการเปรียบเทียบกับจีโนมของไวรัส
ตนแบบสายพันธุ Lelystad ใหขนาดผลิตภัณฑ 186 bp american forward primer จะจับท่ีตําแหนง 
8713-8730 และ american reverse primer จะจับท่ีตําแหนง 8799-8819 จากการเปรียบเทียบกับจีโนม
ของไวรัสตนแบบสายพันธุ Lelystad ใหขนาดผลิตภัณฑ 255 bp 

แบง Master Mix ใส PCR tube หลอดละ 23.5 ไมโครลติร จากน้ันเติม cDNA จากข้ันตอน 
RT-PCRตัวอยางละ 1.5 ไมโครลติร ปดฝาหลอด PCR แลว นําไปใสเครื่อง PCR โดยมโีปรแกรม 
ดังน้ี 

initial PCR activation 94〈 ซ.  3 นาท ี
denaturation  94〈 ซ.  20   วินาที 
annealing  48〈 ซ.  30   วินาท ี           ซ้ํา 35 รอบ 
extension  72〈 ซ.  30   วินาที 
final extension  72〈 ซ.  15   นาท ี
เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยานํา DNA ที่ได 10 ไมโครลติรผสมรวมกบั 6x loading dye ปริมาตร 2 

ไมโครลติรใสลงใน 1.5 % agarose gel ใน lectrophoresis chamber ที่ม ี TBE buffer อยูในระดับที่
ทวมแผนเจล โดยแถวแรกของเจลจะใส DNA marker เพ่ือประเมินขนาด ของ DNA เม่ือเสร็จการ
ทํางานนําแผนเจลที่ไดมายอมดวย 1% ethidium bromide solution (10mg/ml) ในน้ํากลั่น นาน 15 
นาท ีและนําไปอานผลดวยเคร่ือง Visible-UV gel transmission 
 
3.9 การตอบสนองทางภูมิคุมกัน 
 
3.9.1 ELISA test (Herdchek����, Idexx, USA) 
 โดยการนําซีร่ัมที่ไดจากการเจาะเลือด และปลอยใหเกิดการแข็งตัว แตละตัวอยางมาเจือจาง 
ในขนาด ซีรั่ม 5 ไมโครลติร ตอ diluent 195 ไมโครลติรในเพลท หลังจากนั้นดูดซีรั่มในเพลทใสใน 
strip coated plate หลุมละ 100 ไมโครลติร ซึ่งในการทําทุกครั้งจะใส ตัวควบคุมบวก และตัวควบคุม
ลบ อยางละ 2 หลุมใน strip หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตอหนึ่งเพลท หลังจากบมไว 30 นาทีจะทําการ
ลาง strip ดวย washing solution 3 คร้ัง ๆ ละ 300 ไมโครลิตร เติม conjugate (Anti-Porcine: HRPO 
Conjugate) หลุมละ 100 ไมโครลติร บมไว 30 นาทีทําการลาง strip 3 คร้ัง ๆ ละ 300 ไมโครลติร 
แลวใส substrate (TMB Substrate) หลุมละ 100 ไมโครลติรบมไว 15 นาท ีจึงใส stop solution หลุม
ละ 100 ไมโครลติร ทําการวัดคา OD ดวยเคร่ือง ELISA Reader ที่ความเขมแสง 650 นาโนเมตร 
และคํานวณผล 
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3.9.2 Serum neutralization test (SN) 

นําซีรั่มมาทําการอุนที่อุณหภูมิ 56〈 ซ. เปนเวลา 30 นาทีเพื่อกําจัด complement หลังจากนั้น
ทําการเจือจางซีร่ัม 100 ไมโครลติรแบบ 2-folded dilution ดวย MEM ที่ม ี FBS เปนสวนประกอบ 
2% ในขนาด 2 เทาจนถึง 32 เทาตอหน่ึงตัวอยางใน microculture 96-well-plate และทาํการใสไวรัส
ขนาด 103 TCID50/ml. หลุมละ 100 ไมโครลติร บมไวที่อุณหภูมิ 37〈 ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง หลังจากนั้น จึงดูด สารละลายทั้งหมดรวม 200 ไมโครลิตรจากเพลทที่ทํา neutralization มา
ใสในเพลทที่เลี้ยงเซลล MARC-145 (ซึ่งไดเลี้ยงเตรียมไวกอนหนานี้เปนเวลา 2 วัน) ทําการบมไว ที่
อุณหภูมิ 37〈 ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงดูดสารละลายทั้งหมดออก เพ่ือใส MEM ที่ม ี
FBS เปนสวนประกอบ 2% FBS จํานวน 200 ไมโครลติรลงไปแทน และทําการบมไวเปนเวลา 2 วัน 
ทําการยอมหาไวรัส พ ีอาร อาร เอส ดวยวิธ ี Indirect immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) 
(Bautista et al., 1993) ดังวิธีขางตน  
 
3.10 การวิเคราะห และประเมนิผล  
 นําขอมูลของสุกรแตละกลุม จากแตละการทดลองมาทดสอบดวยวิธีทางสถิติ ดังตอไปน้ี 
ขอมูลอุณหภูมิรางกาย คาโลหิตวิทยาทําการทดสอบดวยวิธ ี Chi-square ขอมูลรอยโรคทางมหพยาธิ
วิทยาทําการทดสอบดวยวิธ ี ANOVA ขอมูลรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และอิมมูนโนฮิสโตเคมีทํา
การทดสอบดวยวิธ ี Kruskal-Wallis ถาพบความแตกตางจะทําการทดสอบในแตละคูดวยวิธี 
Wilcoxon rank sum test ขอมูลปริมาณเชื้อไวรัสในตัวอยางเลือดสุกรดวยวิธ ี virus titration ทําการ
ทดสอบดวยวิธ ี 2-way ANOVA ขอมูลสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในตัวอยางเลือด และในเน้ือเย่ือ
สุกรดวยวิธ ี RT-PCR ทําการแสดงตามความถี ่ ขอมูล ELISA และ serum neutralization ทําการ
ทดสอบดวยวิธ ี 2-way ANOVA ขอมูลอัตราการเจริญเติบโตตอวันจะทําการทดสอบดวยวิธี 
ANOVA ขอมูลอ่ืน ๆ ทําการรายงานเปนคาเฉลี่ย คา p-value ที่นอยกวา หรือเทากับ 0.05 ถอืวาขอมูล
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 
 



บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา 
 จากการทดสอบ ไมพบการเปลี่ยนแปลงของอาการทางคลินิก ในสุกรทุกกลุมตลอดการ
ทดลอง ยกเวนสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียว (US) ที่มีอาการ
ทางคลินิกในระดับ 1 ทุกตัว ภายหลังจากไดรับเชื้อไวรัส 1 วัน และแสดงอาการเปนระยะเวลารวม 2 
วัน การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิรางกายของสุกรพบวาสุกรทุกกลุมมีการเปลี่ยน แปลงของอุณหภูมิใน
บางชวง แตยังคงอยูในคาปกติที ่38.4-40 องศาเซลเซียส (Taylor, 1995) (รูปท่ี 2)  
 การทดสอบคาทางโลหิตวิทยาพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยเฉพาะ
อยางยิ่งคา ปริมาณเม็ดเลือดแดง ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน และปริมาณฮีโมโกบินในสุกรทุก
กลุม แตพบการลดต่ําของเม็ดเลือดขาวจากคาปกติที ่11,000-22,000/ไมโครลติร (Jain, 1993) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติในสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพนัธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียว (US) (รูปท่ี 
3-7) 
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รูปที่ 2 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยอุณหภูมิรางกายของสุกรทดลอง 
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รูปที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของสุกรทดลอง 
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รูปที่ 4 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของสุกรทดลอง 



 28 

 

0

5

10

15

20

25

0 1 2 3 4 5 7 10 21 22 23 24 25 26 28 31 42 43 44 45 46 47 49 52

วนั

ฮีโ
ม
โก
ลบ
นิ

Control EU US Vac+EU Vac+US

 
รูปที่ 5 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของสุกรทดลอง 



 29 

 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

0 1 2 3 4 5 7 10 21 22 23 24 25 26 28 31 42 43 44 45 46 47 49 52

วัน

เม็
ด
เลื
อด
ข
าว

Control EU US Vac+EU Vac+US

 
รูปที่ 6 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาวของสุกรทดลอง 
 
 
 
 
 



 30 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

0 1 2 3 4 5 7 10 21 22 23 24 25 26 28 31 42 43 44 45 46 47 49 52

วัน

ลิม
โฟ
ไซ
ท
 (

%
)

Control EU US Vac+EU Vac+US

 
รูปที่ 7 แสดงการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของคาเฉลี่ยเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซทของสุกรทดลอง 
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รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาพบวาสัดสวนการเกิดรอยโรคของปอดมีมากที่สุดในกลุมสุกรที่

ไดรับวัคซีน แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype) ทับ รองลงไปเปนกลุมที่ไดรับวัคซีน 
แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 02SB3 (EU genotype) ทับ ซึ่งมีรอยโรคเฉลี่ยพอ ๆ กับกลุมสกุรที่ไดรับการ
ฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype) ทับเพียงอยางเดียว และกลุมที่แทบจะไมพบรอยโรคคือ
กลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 02SB3 (EU genotype) เพียงอยางเดียว อยางไร
ก็ตามสัดสวนรอยโรคในในปอดสุกรแตละกลุมไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวน
การเกิดการอักเสบของตอมนํ้าเหลือง โดยพิจารณาจากคาน้ําหนักสัมพัทธ พบวาตอมนํ้าเหลืองของ
ลําไสไมพบความแตกตางในแตละกลุม ซึ่งแตกตางจากตอมน้ําเหลืองที่ขั้วปอดที่กลุมสุกรที่ไดรับ
วัคซีน แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype) ทับ และ กลุมสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสาย
พันธุ 01NP1 (US genotype) ทับเพียงอยางเดียว มีการอักเสบของตอมน้ําเหลืองมากกวาอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 2) และผลการเพาะเชื้อแบคทีเรียจากปอดไมพบเชื้อสําคัญตอ
การกอโรค เวนแต Hemophilus parasuis ที่แยกไดจากจากสุกรหนึ่งในหกตัวจากกลุมฉีดวัคซีน แลว
ฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype)  
 
ตารางท่ี 2 แสดงการเปลี่ยนแปลงรอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 

น้ําหนักสัมพัทธ*  รอยโรคปอด 
(100%) ตอมนํ้าเหลืองปอด

(%x10-3)** 

ตอมนํ้าเหลืองลําไส

(%x10-3) 
Control 0.60 ± 0.89 0.17 ± 0.06A 1.75 ± 0.38 
EU 0.67 ± 0.82 0.20 ± 0.05ABC 1.60 ± 0.34 
US 1.60 ± 1.14 0.28 ± 0.08C 1.77 ± 0.12 
Vac+EU 1.50 ± 0.84 0.22 ± 0.04AB 1.63 ± 0.24 
Vac+US 2.92 ± 2.87 0.28 ± 0.08BC 1.74 ± 0.31 
*น้ําหนักสัมพัทธคิดจาก นํ้าหนักตอมนํ้าเหลือง/น้ําหนักตัวสุกร 
**สัญลักษณอักษรตามหลังตัวเลข (A B C) แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
 
 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของปอดพบวาสุกรทุกกลุมมีคะแนนรอยโรคเฉลี่ยที่มากกวา 1 
เน่ืองจากสุกรสวนใหญมีรอยโรคข้ันตํ่าเปน mild interstitial pneumonia รวมทั้งสุกรกลุมควบคุม
เน่ืองจากภาวการณยุบตัว (atelectasis) ของเนื้อเยื่อปอดภายหลังการตาย อยางไรก็ตามสุกรกลุม
ควบคุม และกลุมสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 02SB3 (EU genotype)ทับเพียงอยางเดียวมีรอย
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โรคเฉลี่ยต่ํากวากลุมอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) การยอมอิมมูโนฮิสโตเคมีพบวาการยอม
สวนใหญปรากฏผลเปนลบ มีการยอมติดสีท่ีปอด ตอมทอนซลิ และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัว
จาก 6 ตัวในกลุม EU มีการยอมติดสีที่ ปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวในกลุม Vac+EU และมีการยอม
ติดสีที่ ตอมทอนซลิ และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวในกลุม Vac+US โดยอวัยวะที่
ยอมใหผลบวกทุกชิ้นจะมีคะแนนการกระจายของเชื้อไวรัสเทากับ 1 หรือมีมีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 
เซลลตออวัยวะ แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในแตละกลุม (ตารางท่ี 3) 
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ตารางที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของปอด และผลการยอมอิมมูนโนฮิสโตเคมี 
 รอยโรค* อิมมูนโนฮิสโตเคมี** 
 ปอด ปอด ตอมน้ําเหลอืง

ปอด 
ทอนซิล มาม ลําไส ตอมน้ําเหลอืง

ลําไส 
Control 1.60±0.55A*** 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

EU 2.33±0.82AB 0.17±0.41 0.17±0.41 0.17±0.41 0.00 0.00 0.00 
US 3.60±0.55C 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Vac+EU 3.00±0.63BC 0.17±0.41 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
Vac+US 2.83±0.75BC 0.00 0.17±0.41 0.17±0.41 0.00 0.00 0.00 

 
*0 = ไมพบรอยโรค, 1 = mild interstitial pneumonia, 2 = moderate multifocal interstitial pneumonia, 3 = moderate diffuse interstitial pneumonia 4 = severe 
interstitial pneumonia (Halbur et al., 1995)  
**0 = ไมพบเซลลที่ใหผลบวก, 1 = มีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลล, 2 = มีเซลลที่ใหผลบวก 11-30 เซลล, 3 = มีเซลลที่ใหผลบวก 31-100 เซลล 4 = มีเซลลที่ใหผลบวก
มากกวา 100 เซลล (Halbur et al., 1996)   
***สัญลักษณอักษรตามหลังตัวเลข (A B C) แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P<0.05)  
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รูปท่ี 8 ตัวอยางการแบงเกรดรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 
 
บนซาย  H&E เกรด 0 = ไมพบรอยโรค  
บนขวา  H&E เกรด 1 = mild interstitial pneumonia 
กลางซาย H&E เกรด 2 = moderate multifocal interstitial pneumonia 
กลางขวา H&E เกรด 3 = moderate diffuse interstitial pneumonia  
ลางซาย  H&E เกรด 4 = severe interstitial pneumonia  
ลางขวา  อิมมูนโนฮิสโตเคมี เกรด 1 = มีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลล  
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4.2 ปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือด และในเน้ือเย่ือ 
 จากการทดสอบปริมาณไวรัสในกระแสเลอืดดวยวิธี virus isolation และ virus titration 
สามารถตรวจพบไวรัสในกระแสเลือดของสุกรทั้งสองกลุม (Vac+EU และ Vac+US) 7 วันหลังจาก
การทําวัคซีนโดยใหผลบวก 7 ตัวอยางจากสุกรที่ทําวัคซีนทั้งหมด 12 ตัว และจะมีการลดลงของ
จํานวนตัวอยางที่ใหผลบวก และปริมาณไวรัสเรื่อย ๆ และพบวาการฉีดวัคซีนคร้ังที่สองในวันที ่ 21 
ของการทดลองจะใหผลบวกของจํานวนตัวอยาง และจํานวนไวรัสนอยกวาการใหวัคซีนครั้งแรก 
และมีอัตราการลดลงของปริมาณไวรัสในกระแสเลือดที่เร็วกวาการฉีดวัคซีนครั้งแรก หลังจากการ
ฉีดเชื้อพิษทับสายพันธุตาง ๆ ในวันที ่ 42 ของการทดลองพบวาสุกรกลุม EU US และ Vac+US
สามารถตรวจพบเช้ือไวรัสในกระแสเลอืด ยกเวนสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีน แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 
02SB3 (EU genotype) ทับ (Vac+EU) โดยสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนจะมีผลบวกของจํานวนตัวอยาง  
และปริมาณไวรัสนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับเพียงอยางเดียว 
(ตารางท่ี 4) 
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รูปท่ี 9  การยอม IPMA ในเซลล MARC-145 
 
ซาย  ใหผลลบ  
ขวา  ใหผลบวก (ลูกศร)  
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ตารางที่ 4  แสดงปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือดของสุกรดวยวิธี virus isolation  
 0 7 14 21 28 35 42 48 54 60 66 72 
Control 0* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EU 0 0 0 0 0 0 0 2 (1.8) 0 0 0 0 
US 0 0 0 0 0 0 0 6 (3.0) 5 (2.2) 0 0 0 
Vac+EU 0 5 (2.0) 3 (2.2) 1 (1.8) 1 (1.0) 0 0 0 0 0 0 0 
Vac+US 0 2 (2.3) 2 (2.7) 0 2 (1.0) 0 0 2 (2.5) 0 0 0 0 
*จํานวนสุกรที่ใหผลบวกจากจํานวน 6 ตัว/กลุม (คาเฉลี่ย virus titer log10TCID50/ml) 
ตารางที่ 5 แสดงผลการตรวจหาเชื้อไวรัสในกระแสเลือดของสุกรดวยวิธ ีRT-PCR 
 0 21 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 
Control 0* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EU 0 0 0 0 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 
US 0 0 0 1 4 5 4 3 2 0 0 0 0 0 
Vac+EU 0 6 6 3 0 2 3 2 2 0 0 0 0 0 
Vac+US 0 6 4 3 2 6 5 4 3 1 0 0 0 0 
*จํานวนสุกรที่ใหผลบวกจากจํานวน 6 ตัว/กลุม
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การตรวจหาสายพนัธกุรรมของไวรัสในกระแสเลือดดวยวิธ ี RT-PCR พบวาเปนไปในทิศทาง
เดียวกันกับการตรวจดวยวิธ ี virus isolation แตมีความไวที่สูงมากกวา เนื่องจากใหจํานวนผลบวกที่
สูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับวิธ ี virus isolation โดยจากการทดสอบหลังจากการทําวัคซีนพบวาให
ผลบวก 12 ตัวอยางจากสุกรที่ทําวัคซีนทั้งหมด 12 ตัว และสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของ
ไวรัสในกระแสเลือดไดจนถึงวันที ่63 ของการทดลอง ซึ่งวิธ ีvirus isolation สามารถตรวจพบไดถึง
แควันท่ี 54 ของการทดลอง (ตารางท่ี 5) 
 ผลการตรวจหาสารพันธกุรรมของไวรัสในอวัยวะตาง ๆ พบวาอวัยวะที่ใหผลบวกมากที่สุด
คือตอมนํ้าเหลืองบริเวณข้ัวปอด โดยใหผลบวกรวม 7 ตัวอยางจากสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับ 23 
ตัว และใหผลบวก 6 ตัวอยางจาก 23 ตัว และ 3 ตัวอยางจาก 13ตัวในปอด และตอมทอนซิล
ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบพบวาสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับอยางเดียวจะใหสัดสวนผลบวก
ในปอดมากกวาสุกรที่ไดรับวัคซีนรวมดวย แตสุกรที่ไดรับวัคซีนรวมดวยจะมีสัดสวนผลบวกใน
ตอมน้ําเหลืองขั้วปอดมากกวาสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับอยางเดียว (ตารางท่ี 6) 
 
ตารางท่ี 6 แสดงผลการตรวจหาเช้ือไวรัสในเน้ือเย่ือสวนตาง ๆ ของสุกรดวยวิธ ีRT-PCR ณ วันท่ี 75 
ของการทดลอง     
 ปอด ตอมน้ําเหลืองปอด ตอมทอนซลิ 
Control 0/5 (0%)* 0/5 (0%) 0/5 (0%) 
EU 2/6 (33%) 1/6 (17%) 0/4 (0%) 
US 3/5 (60%) 1/5 (20%) 1/2 (50%) 
Vac+EU 1/6 (17%) 3/6 (50%) 1/2 (50%) 
Vac+US 0/6 (0%) 2/6 (33%) 1/5 (20%) 
  *จํานวนสุกรที่ใหผลบวก/จํานวนตัวอยาง (%) 
 
 
4.3 การตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรตอวัคซีน และไวรัส 
 จากการทดลองสุกรที่ไดรับการฉีดวัคซีนในวันที่ 0 ของการทดลองเริ่มมีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกัน 7 วันใหหลังโดยการทดสอบดวยวิธี ELISA และมีคาเฉลี่ย S/P ratio สูงสุดที ่ 28 วัน
หลังจากทําวัคซีนโดยสุกรที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุมมีแนวโนมการตอบสนองไปในทิศทางเดียวกัน 
และในปริมาณที่ใกลเคียงกัน หลังจากการฉีดเชื้อพิษทับสุกรทั้งสี่กลุมมีการตอบสนองตอการฉีดเชื้อ
พิษทับ 12 วันใหหลัง โดยสกุรสองกลุมที่ไดรับวัคซีนไปกอนมีคาเฉลี่ย S/P ratio ในตอนเร่ิมตนสูง
กวา แตในตอนทายการทดลองคาเฉลี่ย S/P ratio ของทั้งสี่กลุมจะมีความใกลเคียงกัน ซึ่งตลอดการ
ทดลองกลุมควบคุมยังคงไมมีการตอบสนองตอการทดสอบ (รูปท่ี 10) 
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รูปที่ 10 แสดงการตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรดวยวิธ ีELISA 
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ในการทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันดวยวิธ ี serum neutralization จะทําการทดสอบ
ซีรั่มของสุกรกับไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามสายพันธ คือ V1 (Vaccine virus; EU genotype), 01NP1 
(US genotype) และ 02SB3 (EU genotype) เนื่องจากความจําเพาะของภูมิคุมกันตอสายพันธุ โดย
การทดสอบตอไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) และ 02SB3 (EU genotype) 
พบวาไมมีภูมิคุมกันชนิด neutralizing antibody เกิดขึ้นเลยตลอดการทดลอง (ขอมูลไมไดแสดง) มี
เพียงแตการทดสอบตอไวรัสพี อาร อาร เอส สายพันธุ V1 (Vaccine virus; EU genotype) เทาน้ันท่ีมี
การสราง neutralizing antibody และพบเฉพาะในกลุมสุกรที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุม โดยเร่ิมพบไต
เตอรเฉลี่ยมากกวา 22 ในวันที่ 42 หลังจากการทําวัคซีนเข็มแรกในสุกรทั้งสองกลุม และปริมาณ
ภูมิคุมกันเฉลี่ยจะมีการเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ ตลอดจนสิ้นสุดการทดลองโดยในวันสุดทายของการทดลอง
สุกรกลุม Vac+Eu มีไตเตอรเฉล่ียเทากับ 25.67 และสุกรกลุม Vac+US มีปริมาณไตเตอรเฉลี่ยเทากับ 
25.50 และไมพบการปรากฏของภูมิคุมกันตอไวรัสชนิดนี้ในสุกรกลุมควบคุม และสุกรกลุมที่ไดรับ
การฉีดเชื้อพิษทับดวยไวรัสสายพันธุอื่น (รูปท่ี 11) 
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รูปที่ 11 แสดงการตอบสนองทางภูมิคุมกันดวยวิธ ีSerum Neutralization โดยใชวัคซนีไวรัส V1 
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4.4 ประสิทธิภาพการผลิต 
 ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยในสุกรแตละ
กลุม แตการทําวัคซีนสามารถลดอัตราแลกเนื้อได เมื่อทําการเปรียบเทียบสุกรที่ไดรับการทําวัคซีน 
กับสุกรที่ไมไดรับการทําวัคซีนทั้งตอ homologous strain challenge (กลุม Vac+EU เปรียบเทียบกับ
กลุม EU) และ heterologous strain challenge (กลุม Vac+US เปรียบเทียบกับกลุม US)  และการทํา
วัคซีนสามารถเพิ่มอัตราการกินเฉลี่ยตอ heterologous strain chellenge (กลุม Vac+US เปรียบเทียบ
กับกลุม US) แตจะลดลงใน homologous strain challenge (กลุม Vac+EU เปรียบเทียบกับกลุม EU) 
(ตารางท่ี 7 ) 
 
ตารางท่ี 7 แสดงอัตราการเจริญเติบโตเฉลีย่ อัตราการแลกเน้ือ และอัตราการกนิอาหารเฉลีย่ของ
สุกรทดลอง 

 ADG (กรัม/ตัว/วัน) FCR FI (กิโลกรัม/ตัว/วัน) 
Control 668.22±75.49 1.62 1.10 
EU 668.44±83.26 1.73 1.16 
US 546.44±158.27 1.80 0.99 
Vac+EU 618.00±42.72 1.71 1.06 
Vac+US 623.11±61.93 1.66 1.03 
 
 
 



บทท่ี 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 
 การทดสอบการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติใน
สุกรทุกกลุมการทดลอง หากใชอุณหภูมิที่สูงกวา 40 องศาเซลเซียสเปนเกณฑบงถึงการมีไข ซึ่ง
แตกตางจาก Nilubol และคณะ (2004) ที่มักพบการเปนไขของสุกรหลังจากไดรับเชื้อไวรัส ซึ่งอาจมี
สาเหตุมาจาก สุกรทดลองในครั้งนี้มีอายุที่คอนขางมาก ในขณะที่ไดรับเชื้อไวรัสในวันที ่42 ของการ
ทดลอง และการไมพบภาวะไขในสุกรหลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปนในขณะที่สุกรมีอายุนอย อาจมี
สาเหตุมาจากวัคซีนไวรัสชนิดนี้เปนสายพันธุที่ไดรับการพัฒนาใหไมมีความรุนแรง สอดคลองกับ
ผลอาการทางคลินิกที่ไมพบอาการทางคลินิกตลอดการทดลอง ยกเวนสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อ
พิษสายพันธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียวที่มีอาการหายใจลําบากเล็กนอยเปนเวลา 2 วันหลังจากไดรับ
เช้ือไวรัส นอกจากน้ีไวรัส 01NP1 ซ่ึงเปนไวรัส US genotype ที่แยกไดในประเทศไทย จัดเปนไวรัส
ประเภทที่มีความรุนแรงปานกลาง (Talummug et al., 2004) จึงทําใหไมเห็นความแตกตางที่ชัดเจน
ของอาการทางคลินิก และภาวะมีไข 
 คาทางโลหิตวิทยาพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยเฉพาะอยางยิ่งคา 
ปริมาณเม็ดเลอืดแดง ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน และปริมาณฮีโมโกลบินในสุกรทุกกลุม 
เนื่องจากไวรัสชนิดน้ีมีกลุมเซลลเปาหมายหลักในการติดเชื้อเปนกลุมเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดโมโน
นิวเคลียเซลล ซึ่งในการทดลองครั้งนี้พบภาวะ leucopenia เฉพาะในสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษ
สายพันธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียวซึ่งเปนเหตุการณที่พบไดของการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส 
สายพันธุอเมริกา เมื่อเปรียบเทียบกับสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสตัวเดียวกัน แตไดรับวัคซีนกอนหนา
น้ี พบวาไมมีภาวะ leucopenia เกิดข้ึน แสดงใหเห็นวาวัคซีนสามารถลดความรุนแรงของภาวะ 
leucopenia ได 

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของรอยโรคที่
ปอดท้ังในสุกรท่ีไดรับ และไมไดรับวัคซีน รวมทั้งสุกรควบคุม เนื่องจากวันที่ทําการชันสูตรซาก
เปนวันท่ี 75 ของการทดลอง หรือ 33 วันหลังจากที่สุกรไดรับเชื้อ สุกรมีการฟนตัวจากการติดเช้ือทํา
ใหคาเฉลี่ยรอยโรคที่ไดในแตละกลุมไมแตกตางกัน การอักเสบของตอมนํ้าเหลืองท่ีปอดก็ใหผล
เปนไปในทิศทางเดียวกับรอยโรคที่ปอด น่ันคือการทําวัคซีนไมสามารถลดการอักเสบของตอม
นํ้าเหลืองปอดได ความแตกตางทางสถิติเกิดจากความแตกตางของเชื้อไวรัสที่สุกรไดรับ โดยสกุรท่ี
ไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 ทั้งในสุกรที่ไดรับ และไมไดรับวัคซีนตางเกิดการอักเสบของตอม
น้ําเหลืองทั้งคู และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อทําการเปรียบเทียบกันเอง ตอม
น้ําเหลืองลําไสเปนสวนที่คาดวาไมนาจะมีความแตกตางของน้ําหนักสัมพัทธ ถึงแมจะเคยมีรายงาน
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การพบ สารพนัธกุรรมของเช้ือไวรัสในอุจจาระ (Wagstrom et al., 2002) และแอนติเจนของไวรัส
จากตอมน้ําเหลืองลําไสในสุกรทดลองก็ตาม (Halbur et al., 1996) เน่ืองจากการพบแอนติเจนใน
บริเวณดังกลาวมักพบในกรณีตัวอยางเนื้อเยื่อสุกรที่นํามาตรวจอยูในระยะมีไวรัสในกระเลือด  หาก
พนระยะนี้ไปแลวมักจะตรวจพบเฉพาะอวัยวะที่เหมาะสมแกการซอนตัวของไวรัส เชน ตอม
นํ้าเหลืองท่ีปอด ทอนซิล เปนตน ผลการทดลองครั้งนี้สอดคลองกับงานของ Mengeling และคณะ 
(2003a) ที่พบวาการฉีดวัคซีนไมสามารถลดรอยโรคที่ปอด หรือการอักเสบของตอมนํ้าเหลืองได 

รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของปอดพบวา สุกรทุกกลุมพบลักษณะ interstitial pneumonia 
ในเน้ือเย่ือปอด โดยสุกรสวนใหญมีรอยโรคในระดับ moderate interstitial pneumonia เวนแตสุกร
กลุมควบคุมที่เกือบทุกตัวอยูในระดับ mild interstitial pneumonia เน่ืองจากภาวะ atelectasis การ
ยอมอิมมูโนฮิสโตเคมี พบวาการยอมสวนใหญปรากฏผลเปนลบ มีการยอมติดที่ปอด ตอมทอนซลิ 
และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวในกลุม 2 (EU) ยอมติดที่ ปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัว
ในกลุม 4 (Vac+EU) และยอมติดที ่ตอมทอนซลิ และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวใน
กลุม 5 (Vac+US) โดยอวัยวะที่ยอมใหผลบวกทุกชิ้นจะมีคะแนนการกระจายของเชื้อไวรัสเทากับ 1 
หรือมีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลลตออวัยวะ จะเห็นไดวาผลการยอมใหผลบวกที่คอนขางต่ําเมื่อ
เปรียบเทียบกับงานของ Halbur  และคณะ (1996) เนื่องมาจากการทดลองนี้เปนการทดลองที่กระทํา
ในสุกรอายุมากซึ่งมีความไวตอการติดเชื้อลดลง ตางจากการทดลองอ่ืน ๆ ที่ทําเพื่อศึกษาพยาธิวิทยา
ของโรคโดย Labarque  และคณะ (2003) Mengeling และคณะ (2003a) Verheije และคณะ (2003)  
รวมท้ังงานของ Halbur  และคณะ (1996) ที่ทําการศึกษาในสุกรอายุนอยซึ่งเปนชวงอายุที่มีความ
รุนแรงของโรคมากทีส่ดุ และการทดลองนี้ทําการเก็บตัวอยางในวันที ่ 75 ของการทดลอง หรือ 33 
วันหลังจากไดรับเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส ซึ่งสุกรมีการฟนตัวจากอาการปวย ไวรัสในกระแสเลอืด 
และในเนื้อเยื่อที่ไมเหมาะสมตอการเจริญจะถูกกําจัดออกโดยการทํางานของภูมิคุมกันไปแลว 
อยางไรก็ตามเนื้อเยื่อที่ใหผลบวกจากการศึกษาในครั้งนี้ ก็มีการกระจายของเชื้อไวรัสในลักษณะที่
คลายคลึงกับรายงานอื่น ๆ ที่สวนใหญมีคะแนนการกระจายในเนื้อเยื่อประมาณ 1  
 การทดสอบปริมาณของไวรัสดวยวิธ ีvirus isolation และ virus titration พบวาหลังจากการ
ทําวัคซีนครั้งที ่1 สามารถตรวจพบไวรัสในกระแสเลือดจากสุกร 7 ตัวจากที่ถูกทําวัคซนีทั้งหมด 12 
ตัวในวันท่ี 7 หลังจากทําวัคซีน ซึ่งเปนสิ่งที่ควรตระหนักของการทําวัคซีนชนิดเชื้อเปนวา อาจ
สามารถพบการขับเชื้อไวรัสวัคซีนในตัวสุกรได และหลังจากการทําวัคซีนครั้งที่ 2 พบวาปริมาณ
สุกรที่ใหผลบวก และคาเฉลีย่ virus titer ลดลงเมื่อเทียบกับ หลังจากการทําวัคซีนครั้งแรก เปนผลมา
จากสุกรเริ่มมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอไวรัสวัคซีนที่ไดใหไปในครั้งที ่ 1 โดยหากพจิารณา
จากวันที่ 35 ของการทดลองที่สุกรทุกตัวขจัดเชื้อไวรัสวัคซีนออกจากกระแสเลือดได จะเห็นไดวา
ในวันที ่ 35 นี้สุกรบางตัวเริ่มใหภูมิคุมกันชนิดทําลายไวรัสจากการทดสอบดวยวิธ ี serum 
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neutralization โดยใชวัคซนีไวรัสแลว และหลังจากการใหไวรัสสายพันธุรุนแรงทับ (01NP1 และ 
02SB3) สามารถตรวจพบไวรัสในกระแสเลอืดสกุร 6 วันหลังจากใหไวรัสในสุกรทุกกลุมยกเวน
กลุม 4 (Vac+EU) ที่ไดรับการฉีดวัคซีน แลวทําการฉีดเชื้อไวรัส 02SB3 (EU genotype) ทับซึ่งอาจมี
ระยะขับเชื้อที่สั้นมากกวา 3 วันจึงไมสามารถตรวจพบเช้ือไวรัสในกระแสเลือด จากการทดลองหาก
พิจารณาเฉพาะผลการทดสอบดวยวิธ ี virus isolation และ virus titration จะพบวาสกุรท่ีไดรับการ
ฉีดวัคซีนจะมีจํานวนสุกรที่ใหผลบวก และมีคาเฉลี่ย virus titer ของไวรัสสายพันธุรุนแรงที่ใหทับ 
นอยกวาเมื่อเทียบกับสุกรที่ไมไดรับวัคซีนทั้งสายพันธุ 01NP1 และ 02SB3 ซึ่งแตกตางกับผลการ
ทดสอบ serum neutralization ที่พบวาการฉีดวัคซีนไมไดเพิ่มปริมาณ หรือเรงการตอบสนองของ 
neutralizing antibody ตอไวรัสสายพันธุไทยเลย แสดงวาการฉีดวัคซีนอาจใหผลดีตอภูมิคุมกันใน
รูปอ่ืน ที่ไมใช neutralizing antibody เชน มีการทํางานของภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ หรือมีการเพ่ิม
การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล เปนตน และเมื่อทําการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อไวรัสใน
กระแสเลือดของสุกรหลังการใหเชื้อไวรัส กับรายงานอื่นๆ จะเห็นไดวาคอนขางมีปริมาณเช้ือไวรัส
ในกระแสเลือด และมีระยะขับเชื้อที่คอนขางต่ํา โดยเฉพาะในกลุมเช้ือไวรัส 02SB3 (EU genotype) 
ทั้ง ๆ จํานวนไวรัสทีใ่หจากการทดลองอ่ืน ๆ ไมแตกตางกันมากนัก (Nilubol et al., 2004) อาจมี
สาเหตุมาจาก ลักษณะที่จําเพาะของเชื้อสายพันธุ 01NP1 และ 02SB3 ของประเทศไทยที่มีความ
รุนแรงแตกตางจากสายพันธุตางประเทศ หรือเนื่องจากการทดลองนี้เปนการทดลองใหเชื้อไวรัสใน
สุกรที่คอนขางอายุมาก (9 สัปดาห) ซึ่งมีอายุมากกวาการทดลองในรายงานอื่น ๆ ที่ใชสุกรหยานม (3 
สัปดาห) เปนแบบทดสอบไวรัส ทําใหสุกรในการทดลองครั้งนี้มีความทนทานตอเชื้อไวรัส และ
ขจัดเช้ือไวรัสออกไปไดมากกวาปกติ ซึ่งเปนขอควรพิจารณาสําหรับการทดลองตอไปที่จะใชสุกร
อายุมากเปนแบบในการทดสอบ อยางไรก็ตามการมีจํานวนสุกรที่ใหผลบวก และมีคาเฉลี่ย virus 
titer หลังจากไดรับเชื้อไวรัสในสุกรกลุมที่มีการทําวัคซีน อาจไมไดหมายความวาแอนติบอดี
สามารถกาํจัดไวรัสไดเสมอไป เพราะอาจเกดิจากกลไก antibody dependent enhancement (ADE) 
ซึ่งเกิดจากแอนติบอดีชนิด non-neutralizing ( Cancel-Tirado et al., 2004)  ทําใหไวรัสสามารถเขาสู
เซลลเปาหมายไดดียิ่งขึ้น และจากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวาถึงแมรอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 
และจุลพยาธิวิทยาจะไมแตกตางกันในทางสถิต ิ แตหากพิจารณาจะเห็นวาการทําวัคซีนกลับมี
แนวโนมที่จะทําใหเกิดรอยโรคมากกวาการไมทําวัคซีนใน homologous challenge ซึ่งอาจเปนไปได
วาการทําวัคซีนกลับทําใหเกิดแอนติบอดีที่สงผลเสียตอตัวสุกร โดยเฉพาะอยางยิง่หากแอนติเจนของ
ไวรัสวัคซีนทําใหเกิดแอนติบอดีไมจําเพาะกับ แอนติเจนของไวรัสที่สุกรจะไดรับในภายหลัง สวน
เหตุผลท่ี รอยโรคในสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีน มีแนวโนมนอยกวาการไมทําวัคซีนใน heterologous 
challenge อาจเกิดจากหลายปจจัย ซึ่งจากการศึกษา IL-10 และ interferon γ ดวยรูปแบบการทดลอง
เดียวกัน (Sada et al., data not show) พบวาการไดรับเช้ือไวรัสแบบ homologous challenge จะมีการ
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เพิ่มสูงขึ้นของ IL-10 และลดต่ําลงของ interferon γ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แตกตางจาก 
heterologous challenge ที่จะไมมีการเพิ่มสูงขึ้นของ IL-10 และมีการตอบสนองของ interferon γ 

ดีกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม จึงทําใหรอยโรคของสุกรที่ไดรับไวรัสแบบ heterologous challenge 
มีแนวโนมดีกวา ซ่ึงการตอบสนองตอแอนติเจนของไวรัสในการติดเช้ือคร้ังท่ีสอง แต avidity ของ
ภูมิคุมกันที่เกิดกลับมีประสิทธิภาพที่แยลงนี้ อาจเกิดในรูปแบบ antigenic sin ที่พบในไวรัสชนิดอื่น
ก็เปนได 
 การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสในกระแสเลือดดวยวิธ ี RT-PCR ใหผลไปในทิศทาง
เดียวกันกับการตรวจดวยวิธี virus isolation แตการทดสอบจะใหจํานวนผลบวกที่มากกวาใน
ชวงเวลาเดียวกนั ยกเวนแตในวันท่ี 48 และ 54 ที่วิธ ีvirus isolation ใหผลบวกที่สูงกวาวิธ ีRT-PCR 
แตโดยภาพรวมแลวถือวามีความไวที่สูงมากกวา และสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสใน
กระแสเลือดไดจนถึงวันที่ 63 ของการทดลองหรือ 21 หลงัจากไดรับเช้ือไวรัส ซึ่งวิธ ีvirus isolation 
สามารถตรวจพบไดถึงแควันที่ 54 ของการทดลองหรือ 12 วันหลังจากไดรับเช้ือไวรัส อยางไรก็ตาม
ถึงแมวิธ ีvirus isolation จะมีความไวต่ํากวาวิธ ีRT-PCR ก็ยังคงมีความสําคัญตอการศึกษาทางไวรัส
วิทยาเนื่องจากสามารถบงบอกถึงไวรัสที่มีความสามารถในติดเชื้อได สําหรับการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสในอวัยวะตาง ๆ พบวา กลุม 2 (EU) ใหผล 33 17 และ 0% กลุม 3 (US) ใหผล 
60 20 และ 50% กลุม 4 (Vac+EU) ใหผล 17 50 และ 50% กลุม 5 (Vac+US) ใหผล 0 33 และ 20% 
ในปอด ตอมนํ้าเหลืองท่ีปอด และตอนทอนซิลตามลําดับ 
 ผลการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธ ี ELISA เร่ิมสังเกตเห็นการตอบสนองในวันท่ี 7 หลังจาก
ไดรับวัคซีนคร้ังแรก ซึ่งใกลเคียงกับการตอบสนองตอการไดรับไวรัสครั้งแรกในสุกรกลุมที่ไมได
รับวัคซีน โดยมีการตอบสนองประมาณวันที ่12 หลังจากการใหเชื้อ  รูปแบบการตอบสนองจากการ
ทดสอบดวยวิธ ี ELISA นี้คลายคลึงกับการทดลองอื่น ๆ เชนของ Mengeling และคณะ (2003a) 
Nilubol และคณะ (2004) โดยปกติจะสามารถตรวจพบไดจนถึง 12 เดือนหากไมมีการกระตุนซ้ํา 
(Lopez and Osorio, 2004) ในการทดลองนี้ไมพบการเพิ่มขึ้นของภูมิคุมกันซึ่งเปนผลมาจากการ
กระตุนซ้ํา ทั้งจาก การกระตุนซ้ําดวยการใหวัคซีนคร้ังที่สอง หรือการกระตุนซํ้าดวยการใหเช้ือไวรัส 
อยางไรก็ตามขอควรคํานึงอยางหนึ่งสําหรับการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ก็คือการเพิ่มขึ้นของคา S/P 
ratio ไมไดหมายความวาสุกรจะมีภูมิคุมกันตอไวรัสสูงดวยเสมอไป เน่ืองจากปริมาณแอนติบอดีท่ี
เกิดข้ึนอาจเปนแอนติบอดีชนิด non-neutralizing ดังนั้นหากตองการวัดประสิทธิผลของการทํา
วัคซีน ควรมีการทดสอบการเพิ่มขึ้นของภูมิคุมกันชนิดทําลายไวรัสดวย โดยจากผลการทดลองการ
ทํา serum neutralization โดยใชวัคซีนไวรัสจะเห็นไดวาสุกรท่ีรับวัคซีนเปนจํานวน 2 คร้ังในวันท่ี 0 
และวันที ่21 ของการทดลองจะเร่ิมพบแอนติบอดีชนิด neutralizing (ปริมาณเฉลี่ยเทากับ 2) ในวันที่ 
42 ของการทดลอง หรือ 42 วันหลังจากการทําวัคซีนคร้ังที ่1 และ 21 วันหลังจากการทําวัคซีนครั้งที่ 
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2 ซึ่งถือวาเปนการตอบสนองที่คอนขางชา ซึ่งสาเหตุที่ทําใหเกิดการตอบสนองที่ลาชานี้อาจเกิด
ไดจากหลายสาเหตุ เชน การเพิ่มขึ้นของ IL-10 กอนเวลาอันควร (Suradhat et al., 2003; Suradhat 
and Thanawongnuwech, 2003) และจากการทํา serum neutralization โดยใชไวรัสสายพนัธุ 01NP1 
(US genotype) และ 02SB3 (EU genotype) ไมสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด neutralizing เลย
ตลอดจนสิ้นสุดการทดลองในวันที ่ 75 ซึ่งสอดคลองกับผลการทํา serum neutralization โดยใช
วัคซีนไวรัสที่วา จะเร่ิมพบแอนติบอดีชนิด neutralizing ชัดเจนโดยเฉลี่ยในวันที่ 42 หลังจากไดรับ
เชื้อไวรัสครั้งแรกขึ้นไป ซึ่งหากพิจารณาจากวันที่สุกรไดรับไวรัส สายพันธุ 01NP1 และ 02SB3 ใน
วันท่ี 42 ของการทดลองจะเห็นไดวามีระยะเวลาเพียง 33 วันเทาน้ันจนสิ้นสุดการทดลองในวันที ่75 
ซึ่งอาจไมเพียงพอที่จะพบการตอบสนองตอการใหเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ 02SB3  ทั้งนี้ใน
สวนของระยะเวลาที่ใชในการตอบสนองของแอนติบอดีชนิด neutralizing น้ี มีรายงานในหลาย ๆ 
ลักษณะตาง ๆ กันไป โดย Takikawa และคณะ (1997) รายงานการเร่ิมตรวจพบในชวง 10-21 วัน
หลังจากไดรับเชื้อ โดยสามารถเพิ่มความไวของการตรวจไดมากขึ้นดวยวิธ ี complement-requiring 
neutralizing antibody ซึ่งทําใหตรวจพบไดเร็วขึ้น 2-3 วัน Botner และคณะ (1999) ตรวจพบการ
ตอบสนองท่ี 14 วัน อยางไรก็ตามผลสรุปที่คอนขางแนชัดจากการทดลองก็คือ แอนติบอดีท่ีเกิดข้ึน
ไมสามารถ neutralize ทั้งไวรัสตาง genotype และตางสายพันธุ และการฉีดวัคซีนไมไดชวยใหมีการ
ตอบสนองตอไวรัสสายพันธุอื่นที่มากขึ้น หรือเร็วขึ้น เมื่อเปรียบเทียบจากกลุมสุกรที่ไดรับ และ
ไมไดรับวัคซีน แลวทําการใหเชื้อไวรัสทับ อยางไรก็ตามมีหลาย ๆ รายงานท่ีพบวาแอนติบอดีชนิด 
neutralizing สามารถคุมครองขามสายพันธุ หรือการฉีดวัคซนีสามารถกระตุนการสรางแอนติบอดี
ชนิด neutralizing ได เชน Botner และคณะ (1999) ที่พบวาการฉีดวัคซีน US genotype นอกจากจะ
ทําใหเกิดแอนติบอดีชนิด neutralizing ตอ US genotype ยังสามารถกระตุนแอนติบอดีชนิด 
neutralizing ตอสายพันธุ EU genotype ในแมสุกรที่เคยติดเชื้อสายพันธ ุ EU genotype มากอน 
Nilubol และคณะ (2004) พบวามีแนวโนมในการเพิ่มปริมาณแอนติบอดีชนิด neutralizing ในสุกร
ติดเชื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายเปนการกระตุนซ้ํา 
 เหตุผลที่การใชงานวัคซีนใหผลไมแนนอน บางครั้งมีการคุมครองขามสายพันธุ หรือแมแต
คุมครองขาม genotype และบางครั้งไมมีการคุมครองแมกระทั่งใน genotype เดียวกันอาจมีสาเหตุมา
จากลักษณะความเปนแอนติเจนของวัคซีนและไวรัสมีความแตกตางกันทําใหแอนติบอดีที่เกิดจาก
การทําวัคซีนไมมีการคุมครองขามสายพันธุ ซึ่งสวน ORF5 หรือ E protein มีบทบาทหลักในสวนนี ้
เน่ืองจากโปรตีนสวนน้ีเปนสวน neutralizing epitope แอนติบอดีที่เกิดตอสวนนี้สามารถลด
ความสามารถในการติดเชื้อของไวรัสได แตพบวา ORF5 เปนสวนที่มีความหลากหลายสูงจึงเปน
ที่มาของความจําเพาะของภูมิคุมกันตอตัวไวรัส จากการศึกษาพบวา ภูมิคุมกันท่ีเกิดข้ึนตอไวรัส 
สามารถเกิดการคุมครองขามสายพันธุ หากไวรัสอีกสายพนัธุมีความคลายคลึงกันในสวนของ ORF5 
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มากกวา 98% (Labarque et al., 2004) ซึ่งอาจนําหลักการดังกลาวมาทํานายความสามารถในการ
คุมโรคของวัคซีนที่จะนําไปใชในภาคสนามได โดยทาํการเปรียบเทียบสวน ORF5 ของไวรัสวัคซีน 
กับไวรัสในภาคสนาม ซึ่งจากการศึกษาของ Thanawongnuwech และคณะ (2004) ที่ทําการ
เปรียบเทียบสวน ORF5 ของไวรัสพ ีอาร อาร เอสที่แยกไดในประเทศไทยทั้ง EU และ US genotype 
กับสวน ORF5 ของไวรัสวัคซีนที่มีจําหนายในตางประเทศรวมทั้งไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 พบวาไม
มีไวรัสวัคซีนใดเลยที่มีความเหมือนกันมากกวา 98% ไมวาจะทําการเปรียบเทียบกับ heterologous 
หรือ homologous strain ตัวใดของไทยกต็าม ซึ่งชี้ใหเห็นขอจํากัด และความไมคุมคาของการใช
วัคซีนที่มีจําหนายอยูในตางประเทศ 
 การทําวัคซีนสามารถปรับปรุงไดเฉพาะอัตราแลกเนื้อ แตไมมีผลตออัตราการเจริญเติบโต 
และอัตราการกินเฉลี่ย สอดคลองกับงานของ Mengeling และคณะ (2003a) ที่พบวาการฉีดวัคซีนไม
สามารถปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตโดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่แอนติบอดีตอไวรัสวัคซีนไม
จําเพาะตอไวรัสที่สุกรไดรับในภายหลัง 

ถึงแมมีหลายการทดลองพบวาการฉีดวัคซีนสามารถลดอาการทางคลินิกได (Dee and Joo, 
1997; Hesse et al., 1997; Lager and Mengeling, 1997; Christopher-Hennings et al., 1997; Van 
Woensel et al., 1998; Osorio et al., 1998; Madsen et al., 1998; Mavromatis et al., 1999 Mengeling 
et al., 1999a,b,c; Wesley et al., 1999; Labarque et al., 2003; Lager et al., 2003; Mengeling et al., 
2003a; Verheije et al., 2003; Deway et al. 2004 และ Nilubol et al., 2004)  แตผลของการทําวัคซีน
ยังใหผลไมแนนอน สุกรที่ไดรับวัคซีนไมไดมีรอยโรคลดลง และไมมีประสิทธิภาพการผลิตที่ดีขึ้น
เสมอไป ในงานทดลองน้ีภูมิคุมกันที่ไดจากการทําวัคซีนเพียงสามารถ neutralize ไวรัสสายพันธุที่
ตรงกับวัคซีนเทานั้น ไมไดมีการคุมครองขาม genotype หรือแมกระทั่งภายใน genotype เดียวกัน
เน่ืองจากบริเวณ neutralizing epitope ของไวรัสเปนสวน variable region ทําใหภูมิคุมกันที่ไดมี
ความจําเพาะ (Lopez and Osorio, 2004)  บางการทดลองอาจพบวามีการคุมครองขามสายพันธุได 
ทั้งนี้เพราะความคลายคลึงกันในบริเวณดังกลาว ซึ่งบางการทดลองพบวาการกระตุนครั้งที่ 2 ดวย
วัคซีนเชื้อตาย หรือวัคซีนตางสายพันธุอาจเพิ่มปริมาณภูมิคุมกัน อยางไรก็ตามหากพิจารณาจาก
สภาพความเปนจริงในอุตสาหกรรมการผลิตสุกร ความเสียหายสวนใหญของการติดเชื้อจะเกิดอยาง
รุนแรงในสกุรหยานม การพยายามใชวัคซีนเพื่อการปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตอาจเปนเรื่องไม
คุมคาการลงทุน เนื่องจากการพัฒนาภูมิคุมกันที่ลาชา กวาจะเกิดภูมิคุมกัน สุกรอนุบาลสวนใหญก็มี
การติดเช้ือตามธรรมชาติ และเกิดการปวยไปแลว หรือหากลักษณะของฝูงมีการติดเชื้อลาชาจริง ๆ 
โดยมีการติดเชื้อหลังจากสุกรไดพัฒนาภูมิคุมกันจากวัคซีนไปแลว (ใชเวลาประมาณ 42 วันโดย
เฉลี่ยจากการทดลอง) จะเห็นไดวาในอายุขนาดนั้นสุกรเองก็มีความทนทานตอตอโรคไดแลว โดย
จากการทดลองจะเห็นไดวายิ่งสุกรมีอายุมากขึ้นความสามารถในการขจัดเชื้อจะคอนขางรวดเร็ว 
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และแทบไมมีอาการปวยจากการติดเชื้อไวรัสเลย อยางไรก็ตามหากมีความจําเปนในการใชวัคซีน
เพื่อลดความสูญเสีย การพิจารณาทําวัคซีนชนิด autogenous vaccine อาจใหผลที่ดีกวาการใชวัคซีนที่
ผลิตในเชิงการคาทั่ว ๆ ไปซึ่งอาจไมมีความใกลเคียงของแอนติเจนก็ได ทั้งนี้การศึกษาเรื่องความ
เหมาะสมของการใชวัคซีน พ ีอาร อาร เอส ยังตองมีการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก 
การเตรียม minimal essential medium (MEM) 

- Eagle’s MEM powder    9.5  กรัม 
- penicillin-G  
- streptomycin  
- โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3)  1  กรัม 
- เติมน้ํากลั่นที่ผานการ autoclave จนครบ  1  ลิตร 
- ปรับความเปนกรดดางใหได 7.2 ดวยโซเดียมไบคารบอเนต 
- กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน  
- เก็บในขวดที่ผานการ autoclave แลวในอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

การเตรียม phosphate buffered saline (PBS) 
- โซเดียมคลอไรด (NaCl)   8  กรัม 
- โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)  0.2  กรัม 
- โพแทสเซียมไฮโปฟอสเฟต (KH2PO3) 0.2  กรัม 
- โซเดียมไฮโปฟอสเฟต (NaHPO4)  1.15  กรัม 
- เติมน้ํากลั่นที่ผานการ autoclave จนครบ  1  ลิตร 
- นําไป autoclave แลวเก็บในอุณหภูมิหอง 

การเตรียม 0.00125% trypsin versine 
- 2.5% trypsin     5  มิลลิลิตร   
- 1% versene     2.5  มิลลิลิตร 
- เติม PBS ที่ผานการ autoclave จนครบ 100  มิลลิลิตร  
- เกบ็ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

การเตรียม 2.5% trypsin 
- trypsin      2.5  กรัม 
- เติม PBS ที่ผานการ autoclave จนครบ 100  มิลลิลิตร  
- นําสารละลายไปปนที ่4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 1,800 รอบ/นาท ีนาน 10 นาที 
- กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน 
- เกบ็ในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การเตรียม 1% versene 
- EDTA      1  กรัม 
- เติมน้ํากลั่นที่ผานการ autoclave จนครบ  100  มิลลิลิตร 
- นําไป autoclave แลวเก็บในอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียม 0.5% PBST 

- Tween20     10  มิลลิลิตร 
- 20xPBS     100  มิลลิลิตร 
- เติมนํ้ากล่ันจนครบ    2  ลิตร 

การเตรียม 4% formalin 
- 40% formalin    4 มิลลิลิตร 
- เติม 0.5% PBST จนครบ    100  มิลลิลิตร 

การเตรียม 1% BSA ใน 0.5%PBST 
- BSA     1 กรัม 
- เติม 0.5% PBST จนครบ    100  มิลลิลิตร 

การเตรียม SDOW17 (1:300) 
- SDOW17    20 ไมโครลติร 
- 1% BSA ใน 0.5%PBST   6 มิลลิลิตร 

การเตรียม Mouse IgG conjugate (1:300) 
- Mouse IgG conjugate   20 ไมโครลติร   
- 1% BSA ใน 0.5%PBST    6 มิลลิลิตร 

การเตรียม Substrate 
- AEC solution    0.5 มิลลิลิตร 
- Acetate buffer    9.5 มิลลิลิตร 
- 30% H2O2    25 ไมโครลติร 

การเตรียม AEC 
- 3-amino acid-9-ethylcarbazole  80 มิลลิกรัม 
- Dimethyl formamide   20 มิลลิลิตร 

การเตรียม Acetate buffer 
- 0.1 M Glacial acetic acid   21 มิลลิลิตร 
- 0.1 M Sodium acetate   79 มิลลิลิตร 

การเตรียม 1.5% agarose gel 
- Agarose     1.5  กรัม 
- เติม TBE จนครบ    150  มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

  
น. สพ. ระพ ีปญญาทอง เกิดวันท่ี 1 พฤษภาคม พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดลําปาง สําเร็จการศึกษา

ปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 
2544 ทํางานสัตวแพทยควบคุมฟารมสุกรเปนระยะเวลา 2 ป และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตร 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาพยาธิวิทยาทางสัตวแพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ. 2546 
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