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The aim of this study was to investigate the pathogenesis of cell culture attenuated Thai 

porcine epidemic diarrhea virus (PEDV). The virus was cultured in Vero cells 53 passages. Twenty 

eight one-day-old colostrum-deprived piglets were separated into three groups: Group 1 (n=12) was 

inoculated with the 53,d_passage virus (attenuated group); Group 2 (n= 12) was inoculated with the 15
' _ 

passage virus (virulence group) and Group 3 (n=4) was a negative control group. Clinical signs were 

observed every 6 hours. At 12, 24, 36, and 72 HPI., those pigs were euthanized and necropsied. 

Gross lesions and histopathological lesions were examined as well as villi height per crypt depth ratio 

measured in Jejunum and ileum sections. Partial S-gene of PEDV was selected for RT-PCR detection. 

PEDV virus titers in samples were calculated using viral titration technique. At 24 HPI.. clinical signs of 

piglets in Group 1 were less severe than those in Group 2. Gross lesions of piglets in both groups 

were similar; however, gross lesions of pigs in Group 1 were less severe. Histopathological lesion 

scores of pigs in Group 2 were higher and the severe cases showed shortening of villi , lymphocyte 

infiltration and sloughing of epithelial cells especially in ileum related with the VH/CD ratio. Again, the 

VH/CD ratio in ileum of pigs in Group 1 were higher than those of pigs in group 2 at 24 and 36 HPI 

(p<O.05 ). RT-PCR from pooled samples at each time point detected PEDV in both groups and the 

virus titers in samples of Group 2 were higher. In conclusion , the 53,d_passage Thai PEDV was still 

able to induce mild enteritis and diarrhea in the colostrums-deprived piglets. However, the severity of 

enteritis and villous atrophy were less than those found in the 1S1-passage inoculated piglets. Cell 

culture attenuation in this study is able to reduce PEDV pathogenicity. Future study ShOUI~~ 

order to investigate the efficacy of this attenuated virus in pregnant sows. - / ... 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 โรคพีอีดี เกิดจากไวรัสพีอีดี (porcine epidemic diarrhea virus, PEDV) เปน
อารเอ็นเอ (RNA) ที่มีเปลือกหุม (enveloped) และมีสารพันธุกรรมเสนเดี่ยว ถูกจัดอยูในวงศ 
Coronaviridae  เชนเดียวกับ ไวรัสทีจีอี (transmissible gastroenteritis virus, TGEV)   ไวรัสพีอีดี
จะกอใหเกิดปญหาทองเสียในสุกรทุกชวงอายุ ซึ่งสามารถแบงไดจากลักษณะอาการทางคลินิกที่
ปรากฏได 2 ชนิด ชนิดที่ 1 พบอาการทองเสียในสุกรทุกอายุยกเวนลูกสุกรดูดนม (Anonymous, 
1972) และ ชนิดที่ 2 พบลักษณะอาการทองเสียในสุกรทุกอาย ุ (Wood, 1977) โดยสุกรไดรับเชื้อ
ไวรัสทางปากจากการปนเปอนของอุจจาระที่มีเชื้อเปนทางหลัก โดยจะสามารถตรวจพบสาร
พันธุกรรม (nucleic acid) และแอนติเจน (antigen) ของไวรัสพีอีดี โดยวิธี in situ hybridization 
และ วิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี (Immunohistochemistry) ไดตั้งแต 24  ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ โดย
ในชวงเวลาดังกลาว จะพบวาวิลไลของลําไสเล็กของสุกรมีการหดส้ันลง (Kim and Chae, 2003) 
ทําใหความสามารถในการดูดซึมสารอาหารลดลง การทําหนาที่ในการยอยอาหารเสียไป รอยโรคที่
ลําไสเล็กของลูกสุกรดูดนมจะเกิดความรุนแรงของรอยโรคมากกวาสุกรที่มีอายุมาก เนื่องจากลูก
สุกรดูดนมมีความสามารถในการสรางเซลลเยื่อบุลําไสข้ึนทดแทนสวนที่เสียหายไปไดคอนขางชา 
และมีระบบภูมิคุมกันที่ยังทํางานไดไมเต็มที่ ดังนั้นในฟารมสุกรที่ไมมีภูมิคุมกันตอโรคพีอีดีมากอน
จะพบวาลูกสุกรมีความไวรับโรคตอโรคพีอีดีโดยจะกอใหเกิดความเสียหายอยางรุนแรงมีอัตราการ
ปวยและตายในลูกสุกรสูงถึงรอยละ 50 -100   

สําหรับในประเทศไทยนั้นเคยมีการรายงานการระบาดของโรคพีอีดีในลูกสุกรดูดนมในป 
พ.ศ. 2538 ในทองที่จังหวัดตรัง (สนอง และคณะ 2538) มีรายงานการตรวจแยกเชื้อไวรัสพีอีดีได
ในป พ.ศ. 2540 (ชองมาศ และคณะ 2540) และในชวงปลายป พ.ศ. 2550 จนถึงตนป พ.ศ. 2551
พบการระบาดของโรคพีอีดีอยางรุนแรงอีกคร้ังหนึ่ง  โดยพบวาการระบาดเร่ิมตนที่จังหวัดนครปฐม
กอนที่จะแพรกระจายไปทั่วประเทศ จากขอมูลการวินิจฉัยโรค ของหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสแบบยอนกลับ (reverse 
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transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)  ตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสพีอีดี จาก
ตัวอยางลําไสลูกสุกรดูดนมที่มีอาการอยางรุนแรง โดยไวรัสพีอีดีที่แยกไดในการระบาดคร้ังนั้นมี
ลักษณะทางพันธุกรรมคลายคลึงกับไวรัสพีอีดีจากประเทศจีน (Puranaveja et al., 2009) แสดง
ใหเห็นวามีไวรัสพีอีดีสายพันธุใหมเปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดปญหาทองเสีย ซึ่งในหลายๆ ฟารมที่
เกิดปญหาทองเสียจากโรคพีอีดีนั้น พบวาลูกสุกรดูดนมมีอัตราการปวยและตายสูงถึงรอยละ 80 
และจากการระบาดดังกลาวประเมินไดวามีการตายของลูกสุกรดูดนมไมต่ํากวา 800,000  ตัว คิด
เปนมูลคากวา 1,440 ลานบาท แนวทางการควบคุมโรคนั้นสามารถทําไดโดยการสับไสลูกสุกรปวย
ใหแมสุกรกิน เพื่อใหแมสุกรมีการสรางภูมิคุมกันตอไวรัสพีอีดีแลวถายทอดใหลูกสุกรผานทางนม
น้ําเหลืองตอไป แตปญหาที่เกิดข้ึนคือใหผลในการควบคุมโรค และ การปองกันโรคที่ไมแนนอน 
และ อาจมีการนําโรคชนิดอ่ืน เชน โรคพีอารอารเอส (porcine reproductive and respiratory 
syndrome, PRRS) จากลูกสุกรกลับไปใหแมสุกรอีกดวย นอกจากนี้ยังมีการใชวัคซีนชนิดเชื้อเปน
จากประเทศเกาหลีใตในฟารมสุกรที่พบปญหาของการระบาดของโรคพีอีดี มักจะไมไดผลในการ
ควบคุมโรคเนื่องจากเชื้อไวรัสพีอีดีที่ใชในการทําวัคซีนมีความแตกตางทางพันธุกรรมจากไวรัสพีอี
ดีที่กอโรคในประเทศไทย โดยรอยละความเหมือนในบางสวนของยีน S มีคาเทากับ 95.7  
(Puranaveja et al., 2009)  ดังนั้นการพัฒนาวัคซีนจากเชื้อไวรัสพีอีดีที่พบในประเทศไทยข้ึนมาใช
ภายในประเทศจึงเปนเร่ืองที่จําเปนในการควบคุมโรคพีอีดี การพัฒนาวัคซีนนั้นสามารถทําไดโดย
การทําใหเชื้อไวรัสพีอีดีออนแรงลงดวยการนําไวรัสพีอีดีที่ไดมาผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง
ชนิด Vero cells จํานวนหลายๆ รอบ (Kweon et al., 1999) แตอยางไรก็ดีกอนที่จะมีการพัฒนา
วัคซีนข้ึนใชเองในประเทศไทยนั้น จําเปนตองศึกษาถึงพยาธิกําเนิดของไวรัสพีอีดีสายพันธุที่แยกได
ในประเทศไทยหลังจากทําใหออนกําลังลงผานเซลลเพาะเล้ียงหลายๆ รอบ เพื่อใหทราบวา
หลังจากที่ลูกสุกรไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ทําใหออนกําลังไปจะมีผลทางคลินิกและพยาธิสภาพกับลูก
สุกรอยางไรบาง โดยเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลลชนิด Vero cells 
เพียง 1 รอบ เพื่อที่จะนําผลการทดลองที่ไดมาเปนตนแบบของการศึกษาพยาธิกําเนิดของโรคและ
นํามาใชศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนที่จะไดพฒันาข้ึนในอนาคต นอกจากนี้ขอมูลที่ไดยังสามารถ
นําไปประยุกตใชในการวางแผนการควบคุมและปองกันโรคในภาคสนาม 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 

 เพื่อศึกษาความแตกตางทางพยาธิวิทยาและการขับออกของไวรัสในระบบทางเดินอาหาร
ของโรคพีอีดี จากเชื้อไวรัสพีอีดีที่แยกไดจากประเทศไทยหลังจากทําใหออนกําลังลงโดยผานการ
เล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงมากกวา 50 รอบ เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุเดียวกันที่ผานการ
เล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงรอบที่ 1 

 

สมมติฐานงานวิจัย  

 เชื้อไวรัสพีอีดีที่แยกไดในประเทศไทยเม่ือทําใหออนกําลังลงโดยการเล้ียงในเซลล
เพาะเล้ียงจํานวนหลายๆ รอบ จะมีคุณสมบัติในการกอโรคในลูกสุกรแรกคลอดที่ไมไดรับน้ํานม
เหลืองลดลง 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัย  

1. สามารถใชวิธีในการทําใหเชื้อไวรัสพีอีดีออนแรงลงโดยการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง
จํานวนหลายรอบไปประยุกตใชในการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพีอีดีในอนาคตได 

2. ทราบพยาธิกําเนิดของโรคพีอีดีในลูกสุกรดูดนมที่ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดี ซึ่งแยกเชื้อได
จากในประเทศไทย เพื่อใชในการวางแผนการปองกันการระบาดของโรคพีอีด ี
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

เช้ือไวรัสพีอีด ี

โรคทองรวงติดตอในสุกร หรือโรคพีอีด ี(porcine epidemic diarrhea, PED) เกิดจากเชื้อ
ไวรัสพีอีดี (porcine epidemic diarrhea virus, PEDV) เปนเชื้อไวรัสที่มีลักษณะสารพันธุกรรม
เปนแบบอารเอ็นเอ (RNA) มีเปลือกหุม (envelope) มีรูปรางแบบ pleomorphic ที่มีขอบแบบกลม 
(spherical shape) มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 130 นาโนเมตร (95-190 นาโนเมตร) ความ
หนาแนนเม่ือวัดในน้ําตาลซูโครส 1.18 กรัม/มิลลิลิตร ไวรัสมีความคงทนในสภาวะความเปนกรด-
ดาง (pH) ตั้งแต 4.0-9.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือที่สภาวะความเปนกรด-ดาง 6.5-7.5 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีสภาพคงตัวปานกลางที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แตเชื้อไวรัสจะ
สูญเสียความสามารถในการกอโรคเม่ืออยูในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงเกินกวา 60 องศาเซลเซียส 
นานเกิน 30 นาที (Pensert and Yeo, 2006) ไวรัสพีอีดีอยูในวงศ Coronaviridae กลุม 1b 
นอกจากนี้ยังมีเชื้อไวรัสที่เปนสมาชิกในวงศเดียวกัน ที่สามารถกอโรคไดในสุกร  เชน ไวรัสทีจีอี 
(transmissible gastroenteritis virus, TGEV) ซึ่งเชื้อไวรัสทีจีอีจะอยูในกลุม 1a สามารถทําใหเกิด
อาการ อาเจียน ทองเสียอยางรุนแรง ในสุกรทุกอายุ โดยเฉพาะอยางยิ่งในลูกสุกรอายุนอยกวา 14 
วัน เชนเดียวกับเชื้อไวรัสพีอีดี พบวาหากเกิดการระบาดข้ึนในฝูงสุกรที่ไมมีภูมิคุมกันตอไวรัสทั้ง
สองชนิดนี้ จะพบอัตราการตายในลูกสุกรสูงถึงรอยละ 100 (Brown et al., 2007)  ไวรัสพีอารซีวี 
(porcine respiratory coronavirus, PRCV) ซึ่งอยูในกลุม 1a เปนไวรัสทีจีอีที่มีการหายไปของยีน
ในสวนของ ยีน S (spike gene, S) เม่ือมีการถอดรหัสจะทําใหโปรตีน S ของไวรัสพีอารซีวี (170-
190 kDa) มีขนาดเล็กกวาโปรตีน S ของเชื้อไวรัสทีจีอี (220 kDa) นอกจากนี้ยังพบวาไวรัสพีอารซี
วี จะติดทางระบบทางเดินหายใจ กอใหเกิดอาการทางระบบหายใจ ซึ่งระดับความรุนแรงในการกอ
โรคจะข้ึนอยูกับสภาวะส่ิงแวดลอมและการติดเชื้อรวม เชน ไวรัสพีอารอารเอส (porcine 
reproductive and respiratory syndromes virus, PRRS)  (Saif and Wesley, 1999) นอกจากนี้
ยังมีไวรัสเอชอีเอ็มวี (hemagglutinating encephalomyelitis  virus, HEMV) เปนเชื้อ 
coronavirus ที่อยูในกลุม 2a ทําใหเกิดอาการอาเจียน สงผลใหเกิดการสูญเสียน้ําหนักในลูกสุกร
ดูดนมเชนเดียวกัน สามารถกอใหการเกิดความผิดปกติในระบบประสาทสวนกลางและระบบ
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ประสาทสวนปลาย (Brown et al., 2007)  จากการศึกษาการแยกลําดบัทางพันธุกรรมของไวรัสพี
อีดีนั้น พบวามีลักษณะทางพันธุกรรมที่ใกลเคียงกับเชื้อไวรัสทีจีอีแตอยูคนละกลุมยอย ซึ่งเชื้อไวรัส
ในในวงศ Coronaviridae ที่อยูในกลุมยอยเดียวกับ เชื้อไวรัสพีอีดีไดแก human coronavirus 
(HCoV-229E) ซึ่งมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคยีงกับไวรัสพีอีดีคอนขางมาก และ HCoV-NL63 
(รูปที่ 1) โดยเชื้อไวรัส HCoV ทั้งสองชนิดนี้ยังไมพบการรายงานการกอโรคในสุกร แตเชื้อไวรัสพอีีดี
คอนขางแตกตางจากเชื้อไวรัส murine hepatitis virus (MHV-A59) ในหนู และเชื้อไวรัส 
infectious bronchitis virus (IBV) ที่กอโรคหลอดลมอักเสบติดตอในสัตวปก (Kocherhans et at., 
2001)  

 
รูปที่ 1 ตัวอยางการจําแนกเชื้อไวรัสในจีนัส coronavirus โดยแบงตามลําดับ (sequence) ของ N 
(nuclecapsid, N) โปรตีน ออกเปน 3 กลุมสําคัญ กลุมที่ 1 ประกอบดวย กลุมยอย 1a: เชื้อไวรัส 
feline infectious peritonitis (FIPV) เชื้อไวรัส ferret coronavirus (FeCoV) และเชื้อไวรัสทีจีอี 
กลุมยอย 1b: เชื้อไวรัสพีอีด ี HCoV-299E และ HCoV-NL63 กลุมที่ 2 ประกอบดวย กลุมยอย 2a: 
เชื้อไวรัส HCoV-HKu-1, เชื้อไวรัส HEMV และ เชื้อไวรัส MHV A-59  กลุมยอย 2b: เชื้อไวรัสซารส 
(severe acute respiratory syndrome, SARS) และกลุมที่ 3 ประกอบดวย เชื้อไวรัส pigeon 
coronavirus (PCoV), เชื้อไวรัส goose coronavirus (GCoV) และ เชื้อไวรัส IBV (ดัดแปลงจาก 
Cavanagh and Britton, 2008)  
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ประวัติและการระบาดของโรคพีอีด ี

ในป ค.ศ. 1971 มีรายงานการปวยดวยอาการทองเสียในสุกรโดยสังเกตไดในกลุมสุกรขุน 
ซึ่งลักษณะอาการทางคลินิกจะมีความคลายกับโรคทีจีอี แตไมกอใหเกิดอาการทองเสียในสุกรอายุ
นอยกวา 4-5 สัปดาห ในขณะนั้นยังไมมีการระบุสาเหตุที่แนชัด แตมีการใหคําจํากัดความของโรค
ที่เกิดข้ึนวา โรคอีวีดี (epidemic viral diarrhea, EVD) (Anonymous. 1972) ซึ่งพบอาการปวย
ดังกลาวในประเทศในทวีปยุโรป เชน เบลเยี่ยม อังกฤษ (cited by Pensert, 1992) ในป ค.ศ. 
1976 มีรายงานการปวยของสุกรเกิดข้ึนเขตตะวันออกของประเทศอังกฤษ ซึ่งมีลักษณะอาการ
ทองเสียในสุกรทุกกลุมอายโุดยเฉพาะสุกรอายุนอยจะมีอัตราการปวยและการตายที่สูง พบวา
ลักษณะการปวยไมเหมือนกับการปวยของโรคพีอีด ี ชนิดที่ 1 ที่สุกรจะมีอาการทองเสียในทุกกลุม
อายุยกเวนลูกสุกรดูดนม (Anonymous, 1972) แตจะมีลักษณะคลายกับโรคทีจีอี ที่มีอาการ
ทองเสียในสุกรทุกอายุ จากผลการตรวจทางหองปฏิบัติการดวยวิธ ี FAT (fluorescent antibody 
technique)  และ การตรวจหาเชื้อไวรัสในอุจจาระโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนกลับไมพบเชื้อ
ไวรัสทีจีอี จึงระบุวาการปวยอาจมีสาเหตุมาจาก โรคพีอีดี ชนิดที่ 2 ที่ทําใหมีการปวยและการตาย
ในลูกสุกรดูดนม (Wood, 1977)  (โรคพีอีดีชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 มีลักษณะที่แตกตางกันเฉพาะ
อาการทางคลินิก) เพื่อทําการยืนยันสาเหตุในการเกิดโรค Chasey และ Cartwright (1978) ทํา
การทดลองโดยการปอนลําไสบดจากสุกรที่ปวยจากอาการทองเสียที่ถูกระบุวาอาจจะเกิดจากโรค
พีอีด ีชนิดที่ 2 ใหกับสุกรปกติ ผลการทดลองพบวาสามารถตรวจพบส่ิงที่คลายกับไวรัสจํานวนมาก
ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของเซลลเยื่อบุ (epithelium) บนวิลไล (villi) บริเวณลําไสเล็กสวน 
ไอเลียม นอกจากนั้นยังพบวาวิลไลมีการหดส้ันลง และไมมีการเพิ่มข้ึนของนิวทรอลไลซิ่ง
แอนติบอดี ตอโรคทีจีอี ในสุกรที่ทดลอง ในชวงป ค.ศ. 1977 พบวาที่ประเทศเบลเยี่ยมมีรายงาน
การทองเสียในฟารมสุกรแมพันธุจํานวน 4 ฟารม โดยสุกรมีอาการทองเสียในสุกรทุกอายุ พบอัตรา
การตายในสุกรที่อายุนอยกวา 7 วันสูงถึงรอยละ 50 ผลการตรวจดวยวิธีการ อิมมูโนฟลูออเรส
เซนต    ไมพบเชื้อไวรัสทีจีอี  รวมไปถึงการตรวจดวยวิธีทางซีรัมวิทยาไมพบการตอบสนองตอเชื้อ
ไวรัสทีจีอี เม่ือนําตัวอยางมาตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบเชื้อไวรัสที่มีลักษณะคลาย
กับเชื้อ coronavirus  จึงไดมีการระบุสายพันธุ (strains) เชื้อ coronavirus เปน CV777 และเม่ือ
นําเชื้อ CV777 ปอนกลับใหสุกรพบวาสุกรแสดงอาการทองเสียและตรวจพบเชื้อ CV777 ใน
อุจจาระไดเชนกัน (Pensaert and Debouck, 1978) ในชวงระหวางป ค.ศ.1982 Callebaut และ
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คณะ (1982) ไดมีการพัฒนาชุดตรวจ ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) สําหรับ
การตรวจหาภูมิคุมกันตอโรคพีอีด ี และ มีความไวตอการตรวจโรคมากกวาการตรวจโดยใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน ซึ่งไดมีการนํามาประยุกตเพื่อศึกษาระบาดวิทยาของโรคพีอีดี ทําใหทราบวา
ในหลายๆ ประเทศมีการระบาดของโรคพีอีด ี เชน เบลเยี่ยม อังกฤษ เยอรมนี ฝร่ังเศส 
เนเธอรแลนด สวิตเซอรแลนด บัลแกเรีย และ ไตหวัน ในขณะเดียวกันบางประเทศตรวจไมพบ
ภูมิคุมกันตอโรคพีอีด ี ไดแก สวีเดน ไอรแลนดเหนือ สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย และ ฮังการี 
(Debouck et al., 1982) ในชวงป ค.ศ. 1992 ถึงป ค.ศ. 1993 ประเทศสเปนไดมีการศึกษาความ
ชุกของโรคพีอีดีในฟารมสุกรโดยใชการศึกษาทางซีรัมวิทยาดวยวิธี ELISA  พบความชุกทางซีรัม
วิทยาของโรคพีอีดีรอยละ 55.9 ของฟารมแมพันธุสุกร (Carvajal et al., 1995)   หลังจากที่ไมพบ
การระบาดในประเทศเนเธอรแลนดหลายป ในป ค.ศ. 1993 Pijpers และ คณะ (1993) ไดมี
การศึกษาการระบาดของโรคพีอีด ี ที่เกิดข้ึนอยางเฉียบพลันในประเทศเนเธอรแลนด พบสุกรขุน
และสุกรพันธุมีอาการทองเสียโดยอาการทองเสีย ซึ่งลักษณะดังกลาวพบไดนอยในสุกรเล็กและ
สุกรดูดนม นอกจากนั้นยังพบวาสุกรสามารถติดเชื้อไวรัสพีอีด ี แบบคงทนได ในสุกรอายุ 6 ถึง 10 
สัปดาห โดยเฉพาะอยางยิ่งในสุกรสาวเตรียมทดแทนทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อไวรัสออกไป
ทั่วประเทศ ในประเทศฮังการีมีรายงานความชุกของโรคพีอีดี ซึ่งมีการยืนยันโดยการใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน และการใชเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสเซนต พบวาในชวงเวลานั้นโรคพีอีด ีไมใช
ปญหาหลักของการเกิดอาการทองเสียในสุกรหลังหยานม เพราะมีการระบาดของโรคพีอีด ี เพียง
รอยละ 5.5 เม่ือเปรียบเทียบกับสาเหตุอ่ืน โดยสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดอาการทองเสียหลักคือการ
ติดเชื้อแบคทีเรีย (bacteria) E. coli (Nagy et al., 1996) ในเดือนกุมภาพันธป ค.ศ. 1998 มี
รายงานการระบาดของโรคพีอีดี ซึ่งพบอาการทองเสียและอาเจียนในฝูงสุกรขุนแถบตะวันออกของ
ประเทศอังกฤษเปนเวลาประมาณ 2 เดือน มีการยนืยันทางหองปฏิบัติการโดยวิธี ELISA และวิธ ี
RT-PCR หลังจากที่ไมพบการระบาดเปนเวลานาน  (Pritchard et al., 1999) ในชวงป ค.ศ. 2005 
ถึงป ค.ศ. 2006 ในประเทศอิตาลีพบอาการทองเสียในสุกรทุกอายุโดยเฉพาะอยางยิ่งลูกสุกรมี
อัตราการตายสูงกวารอยละ 34  มียืนยันทางหองปฏิบัติการตรวจดวยวิธี RT-PCR กลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน และวิธ ี IPMA (immunoperoxidase monolayer assay) (Martelli et al., 2008) 
พบวามีรายงานการระบาดสวนมากในประเทศในทวีปยุโรป แตยังไมพบขอมูลการระบาดในแถบ
ทวีปอเมริกา (Pensert and Yeo, 2006)  สําหรับในทวีปเอเชียนั้นมีรายงานการระบาดมากใน
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ประเทศญี่ปุน และ ประเทศเกาหลีใต ในประเทศญี่ปุนนั้นมีการรายงานพบสุกรทองเสียที่มี
ลักษณะเกิดจากโรคพีอีดีในชวงปลายป ค.ศ.1982 จนถึงตนป ค.ศ. 1983 (cited by Sueyoshi et 
al., 1995)    หลังจากนั้นไมมีรายงานการระบาดเกิดข้ึนจนกระทั่งในชวงเดือน กันยายน ป ค.ศ. 
1993 จนถึงเดือน มิถุนายน ป ค.ศ. 1994 พบลูกสุกรเกิดใหมมีอาการทองเสีย แหงน้ํา และตาย
ภายในเวลาอันรวดเร็ว อัตราการตายรอยละ 30 -100 ในแมสุกรพบลักษณะไมกินอาหาร และการ
ใหนมนอยลง ซึ่งมีการยืนยันโดยการใชเทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมี (Sueyoshi et al., 1995)    
นอกจากในประเทศญี่ปุนแลวยังมีรายงานการระบาดของโรคพีอีด ีในประเทศเกาหลีใตชวง ป ค.ศ.
1992 ถึง ป ค.ศ. 1993 เกิดการสูญเสียของสุกรซึ่งมีผลมาจากอาการทองเสีย โดยเฉพาะในลูกสุกร
ที่อายุนอยกวา 10 วัน (Hwang et al., 1994) หลังจากนั้นไดมีการสํารวจความชุกของโรคพีอีดีใน
ประเทศเกาหลีใตชวงป ค.ศ. 1997 ถึง ป ค.ศ. 1998 พบวามีความชุกของโรครอยละ 47.6 ของ
ฟารมสุกรที่ทําการสํารวจ ซึ่งอาจกลาวไดวาโรคพีอีดีเปนปญหาหลักของสุกรที่มีอาการทองเสียใน
ฟารมสุกรในขณะนั้น  (Chae et al., 2000)  ในประเทศจีนรายงานการระบาดของโรคพีอีดี ในป 
ค.ศ. 1976 พบลูกสุกรมีอัตราการปวยการตายที่สูง สงผลกระทบตออุตสาหกรรมการผลิตสุกร 
หลังจากนั้นไดมีการระบาดของโรคพีอีดใีหมอีกคร้ัง ในป ค.ศ. 2004 ไดมีรายงานการศึกษา
เกี่ยวกับลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสพีอีด ี ตรงบริเวณยีน M และยีน N ของเชื้อไวรัสพีอีด ี สาย
พันธุ LJB/03 พบวามีความแตกตางจากเชื้อไวรัสที่มีการระบาดในยุโรปและประเทศเกาหลีใต มี
ความเปนไปไดวาอาจเกิดจากการกลายพันธุของเชื้อไวรัสพีอีด ีในสวนของยีน M ในสวนของยีน N 
นั้นพบวาเชื้อไวรัสพีอีดี ที่ระบาดในประเทศจีนนัน้มีความใกลชิดกับเชื้อไวรัสสสายพันธุ JS2004-2 
ที่แยกไดจากการระบาดที่เกิดข้ึนในประเทศจีน ซึ่งมีความเปนไปไดวาเชื้อไวรัสพอีีดี ในประเทศจีน
นั้นเกิดจากเชื้อที่อยูในประเทศเอง (Jinghui and Yijing, 2005; Junwei et al., 2006) ในชวงตนป 
ค.ศ. 2006 มีการระบาดของโรคพีอีดีในประเทศจีนมากข้ึน ทําใหมีการศึกษาลําดับทางพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสพีอีดี พบวาเชื้อไวรัสพีอีดทีี่ระบาดอยูในประเทศจนีนั้นเปนสายพันธุใหมที่ไมเคยมีการ
ระบาดในประเทศใดๆ มากอน ทั้งนี้โดยการเปรียบเทียบความแตกตางของรหัสพันธุกรรมตรง
บริเวณยีน M พบวาเชื้อไวรัสพีอีดทีี่แยกไดนั้นมีความสัมพันธทางลําดับพันธุกรรมใกลเคียงกับสาย
พันธุ JS2004-2 แตแตกตางไปจากสายพันธุ LJB/03 ที่เคยมีการระบาดมาในอดีต  (Chen et al., 
2008) นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่กอโรค สายพันธุ CH/GSJIII/07 ที่แยกไดในประเทศจีน
นั้น เม่ือทําการศึกษาลําดับทางพันธุกรรมพบวามีลักษณะทางพันธุกรรมคลายคลึงกับเชื้อไวรัสจาก



9 

วัคซีนชนิดเชื้อเปนสายพันธุ CV777 ที่ใชในการปองกันโรค มีความเปนไปไดที่จะมีกลายพันธุของ
เชื้อไวรัสพีอีด ีในวัคซีน แลวทําใหเกิดความเสียหายข้ึน (Chen et al., 2010)   

สําหรับในประเทศไทย มีการรายงานการระบาดของโรคพีอีด ี ในลูกสุกรดูดนมซึ่งยืนยัน
ดวยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนต ในป พ.ศ. 2538 ที่จังหวัดตรัง โดยสุกรมีอัตราการปวยรอยละ 50 
และอัตราการตายรอยละ 31.25 (สนอง และคณะ 2538) ตอมามีรายงานการตรวจแยกเชื้อไดในป 
พ.ศ. 2540 (ชองมาศ และคณะ 2540) จากนั้นไมพบรายงานการเกิดโรคพีอีด ี อยางเปนทางการ
อีกจนกระทั่งไดเกิดการระบาดคร้ังใหญในชวงไตรมาสที่ 3 ของป พ.ศ. 2550 เร่ือยมาถึงตนป พ.ศ. 
2551 โดยเกิดปญหาทองเสียในสุกรหลายชวงอายุ โดยเฉพาะอยางยิ่งในลูกสุกรดูดนมจะพบอัตรา
การปวยและตายสูงถึงรอยละ 80 (โรคพีอีดีชนิดที ่2) จากการศึกษาลักษณะสารพันธุกรรมของยีน 
M ของไวรัสพีอีดทีี่แยกไดในประเทศไทยในชวงป พ.ศ. 2551 จํานวน 31 สายพันธุ พบวาไวรัสพีอีดี
ที่แยกไดจากประเทศไทยมีลําดับสารพันธุกรรม คลายคลึงกับไวรัสพีอีดสีายพันธุ JS-2004-2 และ 
M_NIAH 07-08  (99.2%–99.7%) ซึ่งเปนสายพันธุที่ระบาดในประเทศจีน และจากการศึกษา
ลําดับพันธุกรรมของยีน S ของไวรัสพีอีดสีายพันธุที่แยกไดในประเทศไทย จํานวน  33 สายพันธุ 
พบวามีลําดับสารพันธุกรรมสูงสุด 98.6%  เหมือนกับไวรัสพีอีดสีายพันธุ JS-2004-2 โดยเม่ือทํา
การเปรียบเทียบจากแผนภูมิตนไม (phylogenetic trees) พบวาไวรัสพีอีดสีายพันธุที่แยกไดใน
ประเทศไทยมีความเหมือนกับไวรัสพีอีดี สายพันธุ LJB/03 และ JS-2004-2 ซึ่งระบาดในประเทศ
จีนในป พ.ศ. 2546-2547 ตามลําดับมากที่สุด ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาโรคพีอีดี ที่ระบาดใน
ประเทศไทยชวงป พ.ศ. 2551 นั้นอาจเกิดจากการการปนเปอนของไวรัสพีอีด ีสายพันธุที่ระบาดใน
ประเทศจีนเขามาสูประเทศไทย (Puranaveja et al., 2009)  

 

โครงสรางของเช้ือไวรัสพีอีด ี

โครงสรางของเชื้อ coronavirus โดยทั่วไป รวมไปถึงเชื้อไวรัสพีอีดีจะประกอบไปดวย
โปรตีนที่เปนโครงสรางหลัก 4 ชนิด (รูปที่ 2) ไดแก ไกลโคโปรตีน S (spike glycoprotein, S) 
โปรตีน E (envelope protein, E) ไกลโคโปรตีน M (membrane glycoprotein, M) และ โปรตีน N 
(nucleocapsid protein, N) นอกจากนั้นยังพบวาในเชื้อไวรัสกลุมยอย 2a มีโปรตีนในโครงสราง
เพิ่มข้ึน คือ hemagglutinin-esterase glycoprotein (HE) (Cavanagh and Britton, 2008)    
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รูปที่ 2 ภาพจําลองเชื้อ coronavirus ประกอบไปดวยโปรตีนที่สําคัญ 4 ชนิดไดแก ไกลโคโปรตีน S 
โปรตีน E ไกลโคโปรตีน M และ โปรตีน N โดยโปรตีนที่เปนโครงสรางของเชื้อ coronavirus  ไดแก 
S E และ M จะมีสวนที่อยูในชั้นเยื่อหุมไขมันสองชั้นของเชื้อไวรัสที่ไดมาจากเยื่อหุมเซลลชั้นในของ
ตัวโฮสต ขณะที่เชื้อไวรัสมีการเพิ่มจํานวน (ดัดแปลงจาก Perlman and Dandekar, 2005)  

ไกลโคโปรตีน S ใน coronavirus  ทําหนาที่ในการจับกับตัวรับ (receptor) บนเยื่อหุม
เซลลของโฮสต เม่ือจับกันแลวจะทําใหเกิดการรวมตัวกับ โปรตีน E ของเชื้อไวรัสกับเยื่อหุมเซลล
ของโฮสต ไกลโคโปรตีน S มีขนาด180-200 กิโลดาลตัน (kilodalton, kDa) (Pensaert and Yeo, 
2006; Baker, 2008) แบงเปน 2 สวน ประกอบไปดวย S1 และ S2 (ภาพที่ 3) S1 ประกอบไปดวย
สวนที่จับกับตัวรับบนเยื่อหุมเซลลของโฮสต (receptor-binding domain,RBD)  ซึ่งจะมี
ความจําเพาะกับตวัรับในแตละชนิดของโฮสต เชน เชื้อไวรัสทีจีอี เชื้อไวรัส HCoV-229e  จะมี
ความจําเพาะกับตวัรับที่ชื่อวา aminopeptidase N ของสุกรและคนตามลําดับ สวน S2 ประกอบ
ไปดวย heptad repeats (HR)1, HR 2 และ fusion peptide (F)  นอกจากนั้น ไกลโคโปรตีน S ยัง
เปนแอนติเจนที่สําคัญที่ทําใหเกิดการสรางภูมิคุมกันชนิดทําลายเชื้อไวรัส  (neutralizing 
antibodies) (Chang et al., 2002) การใชภูมิคุมกันชนิดเดี่ยว (monoclonal antibodies) ตอไกล
โคโปรตีน S หรือการใชเปปไทดที่ยับยั้งการทํางานของ HR1 และ HR2 จะทําใหหยุดขบวนการ 
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การเขาเซลลของเชื้อไวรัส สงผลใหความสามารถในการติดเชื้อไวรัสลดลง นอกจาก ไกลโคโปรตีน 
S แลวยังพบวา ไกลโคโปรตีน M โปรตีน E  และ โปรตีน N ซึ่งมีบทบาทหนาและความสําคัญดังนี ้

ไกลโคโปรตีน M มีขนาด 27-32 kDa  จะเปนองคประกอบที่สําคัญในการประกอบกันเปน
เชื้อไวรัสโดย ไกลโคโปรตีน M จะประกอบไปดวย 3 สวน (รูปที่ 3) สวนที่ 1 อยูดานนอกไวรัส 
(ectodomain) จะเปนสวนที่มีองคประกอบเปนน้ําตาล (glycocylate)  ซึ่งสามารถทําหนาที่เปน
แอนติเจนของเชื้อไวรัสและสามารถลดความสามารถในการเขาเซลลของเชื้อไวรัสไดถามีการใช
ภูมิคุมกันที่จําเพาะตอสวนนี้ สวนที่ 2 อยูที่เยื่อหุมไวรัส (transmembrane) และสวนที่ 3 อยูดาน
ในเชื้อไวรัส (endodomain) เปนสวนที่ติดตอกับ โปรตีน N ของเชื้อไวรัส ทําหนาที่ในการสง
สัญญาณในขณะที่เชื้อไวรัสมีการสัมผัสกับตัวรับบนเซลลของโฮสต  ในสวนของ โปรตีน E มี
ลักษณะคลายกับประตูโดยมี 2 สวน สวนที่ 1 อยูในเยื่อหุมไขมันสองชั้น และสวนที่ 2 จะอยู
ภายในไวรัสโดย โปรตีน E มีบทบาทในสวนการเปนองคประกอบของไวรัส และเชือ่วาทําหนาที่ใน
การเปนชองสําหรับเคล่ือนยายอิออน (ion channel)     นิวคลีโอแคปสิดโปรตีน  มีขนาด 57-58 
kDa จะทําหนาที่ในการจับกับ อารเอ็นเอของเชื้อไวรัส ประกอบไปดวย 3 สวน (ภาพที่ 3)  สวนที่ 1 
และ 2 จะมี arginine และ lysine จํานวนมากซึ่งเปนสวนที่จับกับ อารเอ็นเอสวนที่ 3 จะเปนสวนที่
ติดกับ ไกลโคโปรตีน M โปรตีน N ทําหนาที่ในการเปนปจจัยรวม (co-factor) ในการสังเคราะหอาร
เอ็นเอ (Pensaert and Yeo, 2006; Baker, 2008)  
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รูปที่ 3 โปรตีนที่สําคัญที่เปนองคประกอบของโครงสรางเชื้อไวรัสพีอีด ีไกลโคโปรตีน S ประกอบไป
ดวย S1 (เปนสวนที่จับกับตัวรับบนโฮสตเซลล) และ S2 (เปนสวนที่มีการเปล่ียนแปลงรูปราง) 
โปรตีน E ประกอบไปดวย สวนที่อยูในเยื่อหุมไวรัส และสวนที่อยูดานในเชื้อไวรัส ไกลโคโปรตีน M 
ประกอบไปดวย 3 สวน สวนภายนอก สวนที่อยูเยื่อหุมไวรัส  และสวนที่อยูดานในเชื้อไวรัสซึ่งเปน
สวนที่ทํางานรวมกับ โปรตีน N โดย โปรตีน N จะประกอบไปดวย 3 สวน สวนที่ 1 และ 2 จับกับ
สารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส และสวนที่ 3 เปนสวนที่จับกับไกลโปรตีน M (ดัดแปลงจาก Masters, 
2006) 

 

ลักษณะสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอีด ี

องคประกอบที่สําคัญของยีนในไวรัสพีอีด ี จะพบวามีลักษณะคลายคลึงกับไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
ที่อยูในจีนัส coronavirus เชื้อไวรัสชนิดนี้มีสารพันธุกรรมเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยวชนิดบวก 
(positive single-stranded RNA) มีความยาวประมาณ 28,000 นิวคลีโอไทด (Koscherhans et 
al., 2001) ประกอบไปดวย open reading frame (ORF) หลายสวนไดแก ORF1a และ ORF1b 
เปนสวนยีนที่ถอดรหัสไปเปนโปรตีนชนิดอ่ืนที่ไมใชโครงสรางของเชื้อไวรัส มีความยาวประมาณ 2 
ใน 3 สวนของสายจีโนม (genome) ทั้งเสน สวนที่เหลือคือ ยีนที่ถอดรหัสเปนโปรตีนโครงสราง 
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(structural proteins) ซึ่งแบงออกเปน 4 สวน ไดแก ยีน S ยีน E ยีน M และ ยีน N นอกจากนี้ยัง
พบยีนที่ถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนเสริม (accessory protein gene) คือ ORF3 (Baker, 2008)  
ดังรูปที่ 4   

 มีการศึกษาลําดับของสายพันธุกรรม ORF1 ของเชื้อไวรัสพีอีด ี สเตรน CV777 พบวา
กอนที่จะถึง ORF 1 จะมีสายพันธุกรรมสายส้ันที่ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 99-137 บริเวณปลายดาน 
5’ ถัดมาจึงจะเปน ORF1 ซึ่งเชื้อไวรัสพีอีดีจะแบงออกเปน 2 สวน ไดแก สวน ORF1a ตําแหนงนิ
วคลีโอไทดที่ 297-12,650 และ ORF1b ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 12,650-20,641 ซึ่งทั้งสองสวนจะ
มียีนที่ซอนทับกัน จากการศึกษาพบวา ORF1 ถอดรหัสออกมาเปนเปปไทดสายยาว 
(polypeptides) โดยพบวาโปรตีนที่ไดจากการถอดรหัสสาย ORF1a จะเปนกลุมเอนไซม 
proteases ในสวนของ ORF 1a ยาวไปจนถึง ORF1b จะไดเอนไซม polymerase และเอนไซม 
helicase (Koscherhans et al., 2001) (รูปที่ 5)   

 นอกจากการศึกษา ORF 1 แลวยังมีการศึกษายีนอ่ืนในไวรัสพีอีด ีเชน ยีน S โดย Duarte 
และ Laude (1994) ไดทําการศึกษายีน S จากไวรัสพีอีด ีสายพันธุ Br1/87 พบวามีจํานวนนิวคลี
โอไทด 4,149 สามารถถอดรหัสไดเปน ไกลโคโปรตีน S มีความยาว 1,383 กรดอะมิโน โดย ไกลโค
โปรตีน S แบงเปน 2 สวนไดแก S1 โปรตีนที่ลําดับกรดอะมิโนที่ 1-789 และ S2 ที่ลําดับกรดอะมิโน
ที่ 790-1383 ยังพบวามีการเติมน้ําตาล (glycosylation) 29 จุดที่บริเวณ N-linked  มีการศึกษา
ยีน S เพิ่มเติมในไวรัสพีอีดีสายพันธุ Chinju99 พบวา ยีน S ORF มีความยาว 4,152 นิวคลีโอไทด 
ซึ่งประกอบไปดวยเบสดังนี้  1,001 อะดีนีน (adenine) (24.1%), 849 ไซโตซีน (cytosine) 
(20.4%), 877 กัวนีน (guanine) (21.1%)  และ 1,425 ไทมีน (thymine) (34.3%) มีตําแหนงใน
การเติมน้ําตาล 27 ตําแหนง เม่ือนําลําดับทางพันธุกรรมเฉพาะสวนยีน S ของไวรัสสายพันธุ 
Chinju99 มาเปรียบเทียบกับสายพันธุ Br1/87 พบวามีความเหมือนกันรอยละ 94.5 (Yeo et al., 
2003) เนื่องจาก ไกลโคโปรตีน S มีความสําคัญในการกระตุนภูมิคุมกันนิวทรัลไลซิ่งแอนติบอดี จึง
ไดมีการศึกษาสวนของ ยีน S ที่กระตุนภูมิคุมกันชนิดนี้พบวาจะอยูในตําแหนงกรดอะมิโนที่ 636-
789  (Sun et al., 2007) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสพีอีด ี ในเซลล
เพาะเล้ียงจํานวนหลายรอบ จะทําใหบางสวนของยีน  S เกิดการกลายพันธุอาจทําให
ความสามารถในการเขาเซลลของเชื้อไวรัสพีอีดีลดลง (Sato, 2009) 
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 ยีน ORF3 ถอดรหัสเปนโปรตีนเสริม (accessory proteins) โดยมีการศึกษาการถอดรหัส
เชื้อไวรัสพอีีดี สายพันธุ Br1/87 และ CV777 พบวาตําแหนงของยีน ORF3 จะอยูระหวางยีน S 
และยีน sM (ปจจุบันพบวาคือ ยีน E) ซึ่งโปรตีนที่ไดจากการถอดรหัสของยีน ORF3 ยังไมทราบ
บทบาทหนาที่แนชัด (Duarte et al., 1994) มีการเปรียบเทียบความแตกตางของยีน ORF3 ของ
เชื้อไวรัสชนดิเชื้อรุนแรงสายพันธุ CV777 เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสที่ผานการเล้ียงในเซลล
เพาะเล้ียงหลาย  ๆ รอบ พบวามีการเปล่ียนแปลงตําแหนงนิวคลีโอไทดในเชื้อไวรัสพีอีด ี ซึ่งอาจจะ
เกี่ยวของกับการลดความรุนแรงของเชื้อไวรัสพีอีด ี (Song et al., 2003) ตอมา Park และคณะ 
(2008) ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับลําดับทางพันธุกรรมของยีน ORF3 ของเชื้อไวรัสพีอีด ี โดยทําการ
เปรียบเทียบเชื้อไวรัสพีอีดทีี่กอโรคที่ไดจากการระบาด กับเชื้อไวรัสพีอีดจีากวัคซีนเชื้อเปน พบวา
ในเชื้อไวรัสพีอีดทีี่กอโรคที่ไดจากการระบาดมียีน ORF3 มีจํานวน 675 นิวคลีโอไทด ถอดรหัสได
เปนโปรตีนจํานวน 224 กรดอะมิโน สวนในวัคซีนจะพบวามีจํานวน 624 นิวคลีโอไทด ถอดรหัสได
เปนโปรตีนจํานวน 207 กรดอะมิโน มีการหายไปของสายพันธุกรรม 51 นิวคลีโอไทด (ถอดรหัสได
เปนโปรตีน 17 กรดอะมิโน) จากการศึกษานี้สามารถนํามาประยุกตใชประโยชน โดยใชการศึกษา
ลําดับทางพันธุกรรมของยีน ORF3 ของเชื้อไวรัสพีอีด ีในการแยกระหวางการติดเชื้อตามธรรมชาติ
และเชื้อไวรัสพีอีดจีากวัคซีนได 

 

รูปที่ 4 แผนภูมิของ gRNA ของเชื้อไวรัสพีอีดี ประกอบไปดวยสวนที่เปนยีน ORF1a และ ยีน 
ORF1b ซึ่งถอดรหัสออกมาไดเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในขบวนการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส และ
สวนที่เปนยีนที่ถอดรหัสไดเปนโปรตีนโครงสราง ไกลโคโปรตีน S โปรตีน E ไกลโคโปรตีน M และ 
โปรตีน N นอกจากนี้ยังมีสวนที่เปน ORF3 ที่ถอดรหัสเปนโปรตีนสวนเสริม (ดัดแปลงจาก 
Masters, 2006) 
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รูปที่ 5 แผนภูมิแสดงภาพจําลองการถอดรหัสของ ORF1ab ของเชื้อไวรัสพีอีด ี ซึ่งจะประกอบไป
ดวยเอนไซม papain-like proteinase X domain (PlpX), poliovirus 3C-like proteinase 
(plp3CL), growth factor-like domain (Gfl), RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), Mb 
metal ion-binding-domain (Mb) และ Helicase (Hel) (ดัดแปลงจาก Koscherhans et al., 
2001) 

 ยีน M มีการถอดรหัสไดเปนไกลโคโปรตีน M มีความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกันและ
การประกอบรางของไวรัส ทําใหมีการศึกษายีน M เพื่อที่จะใชเปนแนวทางในการวิเคราะหแยกเชื้อ
ไวรัส โดย Jinghui และYijing (2005) ไดทําการศึกษายีน M จากเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ LJB/03 ที่
ไดจากอุจจาระสุกรในฟารมที่มีการระบาดในประเทศจีนพบวายีน M จะประกอบไปดวย 681 นิ
วคลีโอไทด ซึ่งถอดรหัสไดเปนโปรตีนจํานวน 226 กรดอะมิโน  ซึ่งในยีน M  ของเชื้อไวรัสพีอีดี
ประกอบไปดวยเบสดังนี้ 152 อะดีนีน (22%), 153 ไซโตซีน (23%), 161 กัวนีน (24%) และ 14 ไท
มีน (31%) เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีจากยุโรปพบวามีความแตกตางกัน ซึ่งอาจเกิดจาก
การกลายพันธุในบริเวณยีน M ของเชื้อไวรัสสายพันธุ LJB/03  หลังจากนั้นไดมีการประยุกต
การศึกษาลําดับทางพันธุกรรมของยนี M เพื่อใชในการศึกษาความสัมพันธของเชื้อไวรัสพีอีด ี ที่มี
การระบาดใหมในประเทศจีน โดย Chen และคณะ (2008) พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่มีการระบาดใหม 
มีลักษณะทางพันธกุรรมที่แตกตางจากเชื้อไวรัสสายพันธุ LJB/03  ที่เคยมีการระบาด แตจะคลาย
กับเชื้อไวรัสสายพันธุ JS-2004-2 นอกจากนั้นยังมีการศึกษาลําดับของยีน M ในไวรัสพีอีดีที่ไดจาก
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ระบาดในประเทศไทยพบวามีความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสที่เคยมีการระบาดในประเทศจีน 
(Puranaveja et al., 2009) 

ยีน N ถอดรหัสไดเปน โปรตีน N เปนโปรตีนที่จับกับชิ้นสวนพันธุกรรมของเชื้อไวรัส มี
การศึกษาลําดับพันธุกรรมของยีน N ของเชื้อไวรัสพีอีด ีสเตรน CV777 และ Br1/87 พบวามีขนาด 
1323 นิวคลีโอไทด (Bridgen et al., 1993) ตอมาไดมีการศึกษายีน N ในเชื้อไวรัสพีอีด ี สเตรน 
Chinju99 โดย Lee และ Yeo (2003) พบวาประกอบไปดวยเบส 1326 ตัว ถอดรหัสไดเปนโปรตีน
ที่มีขนาด 441 กรดอะมิโน ประกอบไปดวยเบสดังนี ้405 อะดีนีน (30.5%) 293 ไซโตซีน (22.1%) 
334 กัวนีน (25.2%) และ 294 ไทมีน (22.2%)  มีการศึกษายีน N ในเชื้อไวรัสพีอีด ีสเตรน  LJB/03 
พบวาประกอบดวยเบส 1326 ตัวประกอบไปดวย 405 อะดีนีน (30.5%) 294 ไซโตซีน (22.1%) 
329 กัวนีน (24.8%) และ 298 ไทมีน (22.5%) ถอดรหัสไดเปนโปรตีนขนาด 441 กรดอะมิโน จะ
พบวาลําดับเบสในสารพันธุกรรมมีความแตกตางเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสสเตรน Chinju99 
(Junwei et al., 2006) นอกจากนี้ยังมีการนําสวนยีน N มาทดลองในการผลิตวัคซีนตนแบบเพื่อ
ตอตานโรคพีอีดี ชนิดรีคอมบิแนนท (recombinant) (Hou et al., 2007) สวนยีน E มีการศึกษา
นอยในเชื้อไวรัสพีอีด ี

 

พยาธิกําเนิดของเช้ือไวรัสพีอีด ี

เชื้อไวรัสในวงศ Coronaviridae นี้จะอาศัยอยูในเซลลเยื่อบุผนังลําไสเล็ก (intestinal 
epithelial cell) และสามารถผานเขาสูเซลลขางเคียงไดโดยการแตกหนอ (budding) ผานเยื่อหุม
เซลล (intracytoplasmic membrane) เชื้อไวรัสพีอีดีสามารถขับออกทางอุจจาระของสุกรปวย 
และติดตอไปยังสุกรตัวอ่ืนอยางรวดเร็ว ในการผานเขาสูเซลลของเชื้อไวรัสพีอีด ี จะเขาสูเซลลโดย
อาศัยสวน ไกลโคโปรตีน S1 ที่อยูบริเวณผิวของเชื้อไวรัสจับกับตัวรับที่อยูบนผิวเซลลเยื่อบุเปน
โปรตีนที่มีขนาด 150 กิโลดาลตัน แบงเปนสวนที่เปน C terminal อยูดานนอกเซลล และ N 
terminal อยูในเซลลเยื่อบุซึ่งในเบื้องตนเชื่อวาใช amino peptidase N (หรือที่เรียกวา CD 13) 
เชนเดียวกับ เชือ้ coronavirus ตัวอ่ืนๆ ในกลุมที่ 1 (Oh et al., 2003; Li et al., 2007; Master, 
2006) หลังจากที่ ไกลโคโปรตีน S1 ของเชื้อไวรัสจับกับตัวรับแลวจะกระตุนใหมีการมีเปล่ียนแปลง
โครงสรางของ ไกลโคโปรตีน S2 จากลักษณะที่เปนเสนตรงมีการบิดเปนเกลียวมากข้ึน ทําใหเกิด
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การนําเชื้อไวรัสและเซลลของโฮสตมาติดกัน เกิดการรวมตัวกันของเยื่อหุมไขมันสองชั้น ของทั้งเชื้อ
ไวรัสและโฮสตเซลล จากนั้นจะมีการสงสัญญาณผานทาง ไกลโคโปรตีน M สวนที่อยูในเชื้อไวรัส 
ทําใหมีการสงสวน โปรตีน N และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเขาไปในไซโตพลาสซึมของโฮสต
เซลล (Master, 2006; Baker, 2008) (รูปที่ 6) พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีสามารถติดเซลลเยื่อบุลําไส
อยางรวดเร็วภายหลังจากติดเชื้อ 18 - 24 ชั่วโมงสามารถตรวจพบแอนติเจนของเชื้อไวรัสพีอีดใีน
เซลลเยื่อบุลําไส  โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวน เจจูนัม และ ไอเลียม (Coussement et al., 1982; 
Kim and Chae, 2003) หลังจากที่เชื้อไวรัสพีอีดีเขาไปในบริเวณไซโตพลาสซึมของเซลลเยื่อบุ
ลําไสแลว เชื้อไวรัสพีอีดีจะแบงตัวเพิ่มจํานวนในบริเวณไซโตพลาสซึมของเซลล จากการศึกษาโดย
ใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบเชื้อไวรัสพีอีด ีจํานวนมากในบริเวณไซโตพลาสซึม
ของเซลลเยื่อบุลําไสเล็ก ซึ่งบางคร้ังอาจพบในบริเวณระหวางไมโครวิลไล (microvilli) บริเวณคริ
ปของลําไส และเซลลเยื่อบุลําไสสวนโคลอน โดยชิ้นสวนของไวรัสจะมีหลายรูปรางซึ่งโดยสวนใหญ
มีลักษณะเปนทรงกลมและมีลักษณะเปนทรงรี โดยมีขนาด 70 นาโนเมตร ถึง 140 นาโนเมตร  
พบวา หลังจากที่มีการติดเชื้อไวรัสพีอีดีเขาไปในเซลลแลว สามารถตรวจพบ ลักษณะ การขยาย
ขนาดของไมโตคอนเดรีย (mitochondria) การพบ ER (endoplasmic reticulum) ลดลง 
นอกจากนี้ยังสามารถพบ หยดไขมัน (fat droplet) ในไซโตพลาสซึมของเซลลเยื่อบุลําไสเล็กได  
นอกจากลําไสเล็กแลวยังสามารถตรวจพบแอนติเจนของเชื้อไวรัสพีอีดีไดในเซลลเยื่อบุของลําไส
สวน ดูโอดีนัม (duodenum) ซีกัม (ceacum) และโคลอน (colon) นอกจากนี้ยังพบในสวน
ของคริป ของลําไสเล็กสวนเจจูนัม เล็กนอย (Ducatelle et al., 1982; Sueyoshi et al., 1995; Kim 
and Chae, 2000)  

โดยเชื้อไวรัสพีอีด ี จะทําใหเกิดความเสียหายกับเซลลเยื่อบุวิลไลของลําไสของสุกร
โดยเฉพาะสวน เจจูนัม และสวน ไอเลียม ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงลักษณะของเซลลเยื่อบุลําไส 
ซึ่งพบวาเซลลเยื่อบุจะมีการเปล่ียนแปลงรูปรางจากเซลลทรงสูง (columnar) เปล่ียนไปเปนเซลลที่
มีรูปรางลักษณะเปนส่ีเหล่ียม (cuboidal) จนถึงเซลลที่มีลักษณะแบน เกิดการลอกหลุดของเซลล
เยื่อบุทําใหเกิดการหดส้ันของวิลไล (Coussement et al., 1982; Ducatelle et al., 1982) จะเร่ิม
พบวามีการหดส้ันของวิลไลของลําไสเล็กสวน เจจูนัม ที่ 24 ชั่วโมง (Kim and Chae, 2003)  
สอดคลองกับการพบการลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไสจนทําใหวิลไลหดส้ันลง (Coussement  et 
al., 1982) นอกจากนี้ยังพบวาการติดเชื้อไวรัสพีอีดีจะทําใหมีการสรางเอนไซมที่วิลไลขนาดเล็ก 
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(microvilli) บนผิวเซลลเยือ่บุลําไสมีปริมาณลดลง (Jung et al., 2006) ซึ่งเอนไซมเหลานี้ไดแก  
เอนไซม disaccharidases ทําหนาที่ในการยอยน้ําตาลที่ประกอบไปดวย เอนไซมlactase, 
sucrase, maltase และ เอนไซมยอยโปรตีน leucine aminopeptidase N ทําหนาที่ในการยอย
สารประกอบโปรตีนสายส้ันเพือ่ใหไดเปนกรดอะมิโน และ เอนไซม alkaline phosphatase ทํา
หนาที่ในยอยสารประกอบอินทรียมีบทบาทเกี่ยวของกับกระบวนการดูดซึมไขมัน  จากการลดลง
ของเอนไซมที่ไดกลาวมานั้น จะสงผลใหความสามารถในการยอยอาหารของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอี
ดีลดลงตามไปดวย เกิดภาวะ การยอยอาหารผิดปกติ (maldigestion) สงผลใหเกิดภาวะทองเสีย
เนื่องจากความเขมขนของของเหลวในลําไสสูงทําใหมีการดึงน้ําเขาสูภายในลําไสจํานวนมาก 
(osmotic diarrhea) ตามมา ดังนั้นจึงพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอีดีมีอาการถายเหลวเปนน้ํา
ตลอดเวลา 

 

 
 

รูปที่ 6 การเขาสูเซลลเยื่อบุลําไสของเชื้อไวรัสพีอีดโีดยอาศัย ไกลโคโปรตีน S จับกับตัวที่อยูบนผิว
เซลล เม่ือเขาไปแลวจะมีการแบงตัวในบริเวณไซโตพลาสซึม (ดัดแปลงจาก Master, 2006) 
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อาการทางคลินิกและรอยโรคทางพยาธิวิทยา 

อาการทางคลินิกของโรคพีอีด ี มีลักษณะเดนคือ การเกิดทองเสียอยางรุนแรงในสุกร จะ
พบวาอุจจาระมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองไหลดานทายของสุกร บางคร้ังจะพบลักษณะอาการ
อาเจียนเปนลักษณะกอนนมที่ไมยอย (milk curd) ในลูกสุกรดูดนมดวย โดยการระบาดที่เกิดข้ึน
ในฟารมจะข้ึนอยูกับความไวรับโรค (susceptible) ของแตละฟารม ทําใหอัตราการปวยของแตละ
ฟารมมีความแตกตางกัน ตั้งแตรอยละ 50 จนถึงรอยละ 100 ของสุกรมีชีวิต ในลูกสุกรดูดนมที่ไมมี
ภูมิคุมกันตอโรคพีอีดี จะมีอาการทองเสียอยางรุนแรงและเสียชีวิตจากการขาดน้ํา 3 ถึง 4 วัน
หลังจากที่แสดงอาการทองเสีย (Pensaert and Yeo, 2006) ลักษณะการเกิดโรคพีอีดนีั้นสามารถ
แบงออกไดเปน 2 ชนิด แบงไดจากลักษณะอาการที่แสดงออกของสุกรในแตละอายุ โดยชนิดที่ 1 
จะพบอาการทองเสียในสุกรทุกอายุ ยกเวนในลูกสุกรดูดนมโดยจะพบความเสียหายเกิดข้ึนกับสุกร
หลังหยานม  (Anonymous, 1972)  และชนิดที่ 2 คือ พบลักษณะความเสียหายที่เกิดข้ึนในสุกรทุก
อายุรวมทั้งถึงลูกสุกรดูดนมดวย ทําใหอัตราการตายลูกสุกรดูดนมสูง อาจสูงถึงรอยละรอย สวน
สุกรใหญสามารถหายปวยและมักไมพบอัตราการตาย (Wood, 1977) โดยสวนใหญมักพบ
ลักษณะของการเกิดโรคพีอีดชีนิดที่ 2 มากกวาชนิดที่ 1 โรคพีอีดจีะทําใหเกิดอาการทองเสียในสุกร
ทุกอายุแตจะมีความรุนแรงในสุกรที่ดูดนมที่ไมมีภูมิคุมกันตอโรค  ความรุนแรงของโรคพีอีดี พบวา
ข้ึนอยูกับอายุของสุกรโดยจะพบอาการทองเสียอยางรุนแรงในสุกรอายุนอย การศึกษาของ 
Shibata และคณะ (2000) มีการปอนเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ C777 ใหกับสุกรอายุ 2 วัน จนถึง
อายุ 12 สัปดาห พบวาในกลุมสุกรที่มีอายุ 2 วันและอายุ 7 วันมีอาการทองเสียภายใน 1 วัน
หลังจากการปอนเชื้อและตายระหวางวันที่ 3 ถึง 4 ในกลุมอายุ 2 สัปดาหและ 4 สัปดาหมีอาการ
ทองเสียแตไมพบตัวสุกรตาย ในสุกรกลุมอายุ 8 และ 12 สัปดาหสุกรไมแสดงลักษณะอาการปวย 
สุกรจะมีการสรางภูมิคุมกันตอโรคพีอีด ีซึ่งสามารถตรวจพบไดตั้งแต 1 ถึง 2 สัปดาห และมีระดับ
สูงสุด 4 ถึง 5 แสดงใหเห็นวาสุกรอายุนอยจะแสดงอาการของโรครุนแรงมากกวาสุกรที่มีอายุมาก 
ทั้งนี้เนื่องจาก ความสามารถในการสรางเซลลเยื่อบุผนังลําไสข้ึนทดแทนในลูกสุกรอายุนอยชากวา
สุกรที่มีอายุมาก แตมีการศึกษาถึงความสัมพันธของโรคพีอีดีที่เกิดระบาดข้ึนในประเทศไทยในชวง
ป พ.ศ. 2551 พบวาฟารมที่มีการระบาดคร้ังแรกของโรคพีอีดีมีความเกี่ยวของกับประสิทธิภาพการ
ผลิตของแมพันธุที่ลดลง มีจํานวนลูกเกิดชีวิตนอยลง รวมไปถึงมีการแทงเพิ่มข้ึน (Olanratmanee 
et al., 2010) รวมทั้งระบบภูมิคุมกันของลูกสุกรยังทํางานไดไมเต็มที่ การศึกษาของ Kim และ 
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Chae (2003) โดยการปอนเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ SNUVR971496 ที่แยกไดจากประเทศเกาหลีใต
ใหกับสุกรดูดนมทีไ่มไดรับนมน้ําเหลืองอายุ 1 วันและติดตามลักษณะการเกิดโรคโดยในชวงเวลา
ตางๆ หลังการปอนเชื้อพบวา ลูกสุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสียตั้งแต 12 ชั่วโมงและสุกรทั้งหมด
แสดงอาการทองเสีย 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ  

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาของโรคพีอีด ี พบลําไสเล็กของสุกรมีลักษณะผนังบาง มี
ของเหลวภายในลําไสเปนสีเหลืองเนื่องจาก ลําไสไมสามารถดูดซึมสารอาหารได เกิดภาวะการดูด
ซึมอาหารผิดปกติ (malabsorption) สงผลใหมีการสะสมของเหลวภายในทั้งลําไสเล็กและลําไส
ใหญ ไมพบทอน้ําเหลืองฝอย (lacteal) สามารถพบการคั่งเลือดในหลอดเลือดในบริเวณเยื่อแขวน
ลําไสของสุกรที่ติดโรคพีอีด ี ลักษณะรอยโรคที่พบทางมหพยาธิวิทยานั้นคลายคลึงกับโรคทีจีอีและ
โรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสโรตา (Rotavirus) แตสําหรับในโรคที่เกิดเชือ้ไวรัสโรตาในสุกรนั้นเม่ือมี
อาการทองเสียไปแลว 24 ชั่วโมงจะมีการกระตุนการบีบตัวของลําไสมากข้ึนทําใหพบผนังลําไส
บางนอยกวาการติดโรคพีอีดีและโรคทีจีอี (Saif and Wesley, 1999; Paul and Stevenson, 
1999) ในบางคร้ังอาจพบวาตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไสมีการขยายขนาดเกิดข้ึน 
(Coussement et al., 1982; Pensaert and Yeo, 2006)  (รูปที ่7)  

 
รูปที่ 7 ลําไสเล็กของสุกรที่มีอาการทองเสียเฉียบพลันสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสพีอีด ีพบลักษณะ
ผนังลําไสบาง (ลูกศร)  



21 

ลักษณะที่พบเห็นดวยตาเปลามีความสอดคลองกับรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในลําไสเล็กสวน เจจูนัม และสวน ไอเลียม สําหรับรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาเม่ือสุกร
ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีจะพบ การคั่งเลือดของหลอดเลือด พบการหนาตัวข้ึนของชั้น lamina propia มี
การเขามาของเซลลอักเสบ ชนิด ลิมโฟไซต (lymphocyte) บางคร้ังอาจพบเซลลอักเสบชนิด นิว
โทรฟลล (neutrophil) และ อิโอสิโนฟลล (eosinophil) พบลักษณะการเปล่ียนแปลงของรูปราง
เซลลเยื่อบุลําไส จากเซลลที่มีลักษณะทรงสูงเปนเซลลที่ลักษณะเตี้ยลงหรือแบน พบการหดส้ัน
ของวิลไลขนาดเล็กบนผิวเซลลเยื่อบุ พบการสรางวงกลมวงขนาดเล็ก (vacuolation) ในไซโตพลา
สซึม มีการลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไสที่มีการติดเชื้อที่บริเวณเซลลเยื่อบุลําไส พบการหดส้ันของ
วิลไล และมีการรวมตัวกันของวิลไล ดังรูปที่ 8 (Coussement et al., 1982; Ducatelle et al., 
1982) โดยลักษณะการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและสวนไอเลียมนั้น สามารถพบได
ในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสทีจีอี เชื้อไวรัสโรตา (Paul and Stevenson, 1999; Saif and Wesley, 1999) 
และการติดเชื้อบิด I. suis (Isospora suis) แตการติดเชื้อบิดรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาจะพบ การ
อักเสบแบบเนื้อตายของลําไสเล็กในระยะเฉียบพลัน และ ลักษณะการเพิ่มจํานวนของคริป (crypt 
hyperplasia) ในระยะเร้ือรัง นอกจากนี้ยังสามารถพบเชือ้บิดที่อยูในระยะแบงตัวแบบไมอาศัย
เพศ (type 1 meront, type 1 merozoite, asexual stage) (Lindsay et al., 1999) ลักษณะทาง
จุลพยาธิวิทยาของลํ้าไสเล็กสุกรที่ปวยเปนจากโรคพีอีดี จะมีอัตราสวน VH/CD ลดลงอยูที่
ประมาณ 1:1 ถึง 3:1 โดยจะเร่ิมมีการหดส้ันของวิลไลที ่ 24 ชั่วโมงหลังจากที่มีการติดเชื้อ จาก
ระดับปกติที่มีอัตราสวนประมาณ 7:1 (Kim and Chae, 2003) สําหรับรอยโรคสามารถที่พบไดใน
อวัยวะอ่ืนๆ เชน ซีกัม ลําไสใหญสวนโคลอน จะพบวามีเม็ดไขมัน (fat vacuole) จํานวนมากใน
เซลลเยื่อบุ (Kim and Chae, 2000) ในกระเพาะอาหารพบเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต และการคั่ง
เลือด ในลําไสเล็กสวนดูโอดีนัมพบการหดส้ันของวิลไล ในลําไสใหญสวนโคลอนมีการลอกหลุด
ของเซลลเยื่อบุ (Coussement et al., 1982; Ducatelle et al., 1982)  
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รูปที่ 8 ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของสุกรที่ปวยดวยโรคพีอีดี พบวามีการคั่งเลือดในหลอดเลือด 
(ลูกศร) พบการเขามาของเซลลอักเสบ (หัวลูกศร) มีการหดส้ันและรวมตัวกันของวิลไล, แถบ = 50 
ไมโครเมตร 

 

การตรวจวินิจฉัย 

อาการทางคลินิกและผลการชันสูตรซาก รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา และรอยโรคทางจุล
พยาธิวิทยาสามารถบอกไดเบื้องตน แตควรมีการตรวจทางหองปฏิบัติการณเพื่อยืนยันการเกิดโรค
พีอีดี ซึ่งที่ผานมามีการศึกษาทางหองปฏิบัติการณ ดังนี ้

กลองจุลทรรศนอิเลกตรอน สามารถใชตรวจการเปล่ียนแปลงในเซลลเยื่อบุทางเดินอาหาร
โดยเฉพาะในลําไสเล็กสวนเจจูนัม ไอเลียม พบวา 18 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อไวรัสเซลลเยื่อบุใน
ลําไสเล็กมีการเปล่ียนแปลง ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) มีการขยายขนาด พบการยืดขยาย
ของ ER มีการสรางเม็ดกลมในบริเวณไซโตพลาสซึม นอกจากนี้อาจพบเชื้อไวรัสในสวนไซโตพลา
สซึมใน 24 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อไวรัส (Ducatelle et al., 1982) 

FAT (fluorescent antibody technique) เปนวิธีการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสในชิ้น
เนื้อ โดยเก็บชิ้นเนื้อที่ตองการทดสอบแชแข็ง นํามาทําปฏิกริยากับภูมิคุมกันที่จําเพาะตอเชื้อไวรัส
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พีอีดี ซึ่งภูมิคุมกันที่จําเพาะนี้มีจะมีการติดดวยสี fluorescent แลวจึงนําไปสองดวยกลอง
จุลทรรศนสําหรับงาน FAT โดยเฉพาะ ตามวิธีการของ Debouck และคณะ (1981) 

อิมมูนโนฮีสโตเคมี เปนวิธีการที่ใชในการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสพีอีดีโดยสามารถ
ประยุกตตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไดในเซลลเพาะเล้ียงและในชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงสภาพดวย
น้ํายาฟอรมาลินและเก็บไวในพาราฟน ในชวงแรกมีการใชแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดรวม 
(polyclonal antibodies) (Sueyoshi et al., 1995) ตอมามีการพัฒนาใชแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสพี
อีดีชนิดเดี่ยว (monoclonal antibodies) ซึ่งจะมีความจําเพาะตอเชื้อไวรัสมากวาแอนติบอดีชนิด
รวม (Kim and Kweon, 1999) 

ISH (in situ hybridization) เปนวิธีการที่สามารถใชในการตรวจสอบหาสารพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสพีอีดีในชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงสภาพดวยน้ํายาฟอรมาลินและเก็บไวในพาราฟน โดยการใช
ตัวจับ (probe) ที่เปน cDNA ไปจับกับอารเอ็นเอในชิ้นเนื้อ โดยตัวจับจะถูกติดไวดวย 
nonradioactive digoxigenin-labeled (Kim and Chae, 2000) 

ELISA มีการพัฒนาข้ึน โดยในชวงแรกใชในการตรวจหาเชื้อไวรัสพีอีดีในอุจจาระสุกรที่ติด
เชื้อไวรัสพีอีดี ซึ่งมีความไวในการตรวจหาเชื้อไวรัสมากกวาการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
(Callebaut et al., 1982) นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาเทคนิคการใช ELISA แบบ blocking เพื่อใช
ในการตรวจหาภูมิคุมกันในซีรัมของสุกรที่มีการติดเชื้อไวรัสพีอีดี (Callebaut et al., 1982; 
Hofmann and Wyler,1990) หลังจากนั้นมีการพัฒนาการใชโปรตีนที่จําเพาะในการกระตุน
ภูมิคุมกันบนผิวเซลลในสวนของ ไกลโคโปรตีน S มาประยุกตใชในเทคนิค ELISA เพื่อเพิ่ม
ความจําเพาะในการตรวจหาระดับภูมิคุมกันชนิด Ig (immunoglobulin) G ในซีรัมไดมากข้ึน 
(Knuchel et al., 1992) นอกจากการตรวจหาระดับภูมิคุมกันชนิด IgG ในซีรัมแลวชุดตรวจ 
ELISA ยังมีการพัฒนาเพื่อตรวจหา IgA ในซีรัมไดดวยเชนกัน (cited by de Arriba et al., 2002)  

RT-PCR เปนวิธีการที่ใชในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสซึ่งสามารถใชในการ
ตรวจสอบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในตัวอยางจากอวัยวะ อุจจาระสุกรที่ปวย และในเซลล
เพาะเล้ียง โดยวิธีการนี้ใหผลในการตรวจสอบทีเ่ร็วกวาการใชวิธีการยืนยันดวยวิธีอ่ืน ในการ
พัฒนาชวงแรก จะมีการตรวจหาสารพันธุกรรมโดยการใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน M ของเชื้อไวรัส
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พีอีดี ในการตรวจหาสารพันธุกรรมในสวนยีน M นั้นมักจะใชในการยืนยันความคงอยูของเชื้อไวรัส
พีอีดีในเซลลเพาะเล้ียงเนื่องจากยีน M มีความคงตัวสูง (Kweon et al., 1997) นอกจากนั้นการ
ตรวจหาบางสวนของยีน S ยังนํามาประยุกตใชในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (Park 
et al., 2007) แตเนื่องจากยีน S มีการเปล่ียนแปลงที่พบไดบอยจึงมีการนํามาใชในการบอก
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อไวรัสพีอีดทีี่ถูกเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง (Sato, 2009) สําหรับ
การประยุกตวิธี RT-PCR ใชในการแยกการระบาดของโรคพีอีดีจากการติดเชื้อธรรมชาติหรือเกิด
จากการใชวัคซีนเชื้อเปนนั้นจะใชไพรเมอรที่ตรวจสารพันธุกรรมในสวนของ ORF3 (Song et al., 
2003) 

 

การปองกันและการรักษา 

จากการศึกษาดังกลาวขางตนจะพบวาโรคพีอีดี มีระยะฟกตัวที่ส้ันมาก สามารถแพรกระจายได
อยางรวดเร็วโดยผานทางอุจจาระของสุกรปวย กอใหเกิดความเสียหายเปนวงกวางในอุตสาหกรรม
การผลิตสุกร นอกจากนีย้ังไมมีวิธีการควบคุมรักษาโรคพีอีดี ที่เฉพาะเจาะจง ที่ผานมามีการคิดคน
วิธีการในการควบคุมโรคพีอีดี ไมใหกอความเสียหายมากนัก โดยการเตรียมแมสุกรทดแทน และ
แมสุกรอุมทองกอนคลอดใหมีการสัมผัสเชื้อเพื่อใหแมสุกรสรางภูมิคุมกันตอโรคดวยการสับไสสุกร
ที่ปวยใหแมสุกรกิน แตวิธีดังกลาวอาจเปนการนําเชื้อโรคชนิดอ่ืนกลับเขาสูแมสุกรได นอกจากนี้มี
การศึกษาเกี่ยวกับการใชอิมมูโนโกลบูลินที่ไดจากไขไกที่ เรียกวา IgY (chicken egg yolk 
immunoglobulin ) (Kweon et al., 2000)   และการใชนมโคที่มีภูมิคุมกันตอพีอีดี (hyperimmune 
cow colostrums, HCC) (Shibata et al., 2001) ในลูกสุกรซึ่งหลังจากที่มีการปอนเชื้อไวรัสพีอีดี
กลับไปแลวพบวา สามารถลดอัตราการตายในลูกสุกรทดลองได แตลูกสุกรยังมีอาการทองเสียและ
ไมสะดวกในการปฏิบัติงาน เนื่องจากข้ันตอนในการผลิตซับซอนและวิธีการใหตองปอนลูกสุกรทุก
ตัว  จึงไดมีการศึกษาแนวทางในการพัฒนาวัคซีน โดยลดความรุนแรงของไวรัสพีอีดีสายพันธุ 
KPEDV-9 ผานการเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells  จํานวนหลายรอบ (passages)   
พบวาการกอโรคในลูกสุกรของเชื้อไวรัสพีอีดีที่ถูกทําใหออนแรงจะทําใหเกิดอาการทางคลินิกและ
อัตราการตายนอยกวาเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดที่แยกไดโดยตรงจากสุกรปวย (wild type) และแมสุกร
สามารถสรางภูมิคุมกันซึ่งถายทอดสูลูกผานทางนมน้ําเหลืองได (Kweon et al., 1999) ตอมามี
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การพัฒนาวัคซีนเชื้อเปนในประเทศเกาหลีโดยใชไวรัสสายพันธุ DR13 (Song et al., 2007) ที่ผาน
การเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงจํานวน 100 รอบซึ่งพบวาแมสุกรสามารถสรางภูมิคุมกันและ
ถายทอดไปยังลูกสุกรได ในประเทศญี่ปุนมีวัคซีน P-5V โดยผลิตจากเชื้อไวรัสสายพันธุ 83P-5 ใช
ในการลดความรุนแรงของโรคพีอีดีในฟารมสุกร มีการศึกษาแนวทางการผลิตวัคซีนโดยการใช
แบคทีเรียแสดงโปรตีนที่เปนแอนติเจนออกมาบนผิวเซลล ซึ่งใช Lactobacillus casei  ที่สามารถ
แสดงโปรตีน N โดยวิธีการใหวัคซีนผานทางปากในแมสุกรพบวามีการสรางภูมิคุมกันชนิด IgG 
และ IgA เปนภูมิคุมกันที่มีความจําเพาะตอโปรตีน N ของเชื้อไวรัสพีอีดี แตภูมิคุมกันที่ไดไม
สามารถยับยั้งการเขาเซลลของเชื้อไวรัสพีอีดีได (Hou et al., 2007)  อยางไรก็ดีเชื้อไวรัสที่ใชใน
การทําวัคซีนมีความแตกตางกับเชื้อไวรัสพีอีดี ที่ระบาดในประเทศไทย ภูมิคุมกันที่เกิดข้ึนจาก
วัคซีนอาจไมสามารถคุมโรคขามสายพันธุได อีกทั้งการใชวัคซีนเชื้อเปนอาจเปนการชักนําเชื้อไวรัส
สายพนัธุใหมเขามาระบาดในประเทศ และที่สําคัญเชื้อไวรัสพีอีดี จากวัคซีนอาจจะเกิดการกลาย
พันธุและกอโรคข้ึนใหมได (Chen et al., 2010) เนื่องจากยังไมมีวิธีการรักษาที่จําเพาะตอโรคพีอีดี 
การวางแผนในการปองกันโรคพีอีดีจึงมีความจําเปนที่ตองปฏิบัติ การสรางภูมิคุมกันใหแกสุกรเปน
วิธีการปองกันโรค ดั้งนั้นการพัฒนาวัคซีนโดยการนําเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศมาพัฒนาวัคซีน
เปนจึงมีความจําเปน แตวิธีการพัฒนาวัคซีนจําเปนตองมีการศึกษาแนวทางการลดความรุนแรง
ของเชื้อไวรัสพีอีดี ซึ่งแนวทางการลดความรุนแรงของเชื้อไวรัสพีอีดียังไมมีการศึกษาในประเทศ
ไทย การศึกษานี้จึงเปนการศึกษาแรกที่ศึกษาแนวทางการลดความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อ
ไวรัสพีอีดีที่แยกไดในประเทศ โดยเชื้อไวรัสพีอีดีที่ถูกลดความรุนแรงนั้น จะมีลักษณะการกอโรค
เปนอยางไรเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ยังไมลดความรุนแรง กอนที่จะมีการนําไปทดสอบ
ประสิทธิภาพและพัฒนาเปนวัคซีนตอไป 
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บทท่ี 3 

การดําเนินการวิจัย  

แผนการทดลอง 

ทําการทดลองปอนเชื้อไวรัสพีอีดีใหกับลูกสุกรที่ไมไดรับนมน้ําเหลือง โดยแบงกลุมทดลอง
ออกเปน 3 กลุม กลุมที่ 1 ปอนดวยเชื้อออนแรง (53rd passage) กลุม 2 ปอนดวยเชื้อรุนแรง (1st 
passage) และ กลุมที่ 3 ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นติดตามสังเกตอาการและสุมตัวอยาง
สุกรเพื่อทําการชันสูตรซากและเก็บตัวอยางตามตารางเวลาที่กําหนด จากนั้นทําการศึกษาทางมห
พยาธิวิทยา จุลพยาธิวิทยา การวิเคราะหอัตราสวนระหวางความสูงของวิลไลกับความลึกของคริป 
(VH/CD) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส และการตรวจหา
ปริมาณเชื้อไวรัสดวยวิธี viral titration 
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แผนผังงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ลูกสุกรอายุ 1 วันที่ไมไดรับน้ํานมเหลือง (n=28) 

กลุม 1 ปอนดวยเช้ือออนแรง
(n=12) 

กลุม 3 ปอนดวยอาหารเล้ียงเช้ือ 
(n=4) 

กลุม 2 ปอนดวยเช้ือรุนแรง 
(n=12) 

ทําการสังเกตอาการทางคลินิกทุก 6 ช่ัวโมง 

การุณยฆาตที่ 12 24 36 และ 72 ช่ัวโมงหลังปอนเช้ือ 

เก็บตัวอยางเพ่ือศึกษาทางพยาธิวิทยา: 
กระเพาะอาหาร ดูโอดีนัม เจจูนัมสวนตน เจจูนัม
สวนกลาง เจจูนัมสวนทาย ไอเลียม ซีกัม โคลอน 
และไสตรง 

 

เก็บตัวอยางเพ่ือทําการศึกษาหาเช้ือไวรัส:  

- ลําไสเล็กรวม 

- ลําไสสวนโคลอนและส่ิงบรรจุภายใน 

- การหาสารพันธุกรรมของเช้ือ
ไวรัสพีอีดีโดย mRT-PCR 

- คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 

- อัตราสวน VH/CD 
- การหาปริมาณเช้ือไวรัสพีอีดี

โดย Viral titration 
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สุกรทดลอง 

ใชสุกรทดลองจํานวน 28 ตัว อายุ 1 วัน ไมจํากัดเพศ สุกรที่ใชในการทดลองเปนลูกสุกรที่
ยังไมไดรับน้ํานมเหลือง (colostrum deprived) จากแมสุกร ไดรับอนุญาตการใชสัตวทดลอง จาก
คณะกรรมการควบคุมดูแลการเล้ียงและการใชสัตวเพื่องานทางวิทยาศาสตร คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใบอนุญาตเลขที่ 1031043 ลูกสุกรที่นํามาทดลองไดจาก
ฟารมที่ไมเคยมีการระบาดของโรคพีอีดีโดยไดรับความอนุเคราะหมาจาก บริษัท พันธุสุกรไทย-เดน
มารค จํากัด (มหาชน) โดยทําการแยกลูกสุกรออกจากแมทันทีหลังคลอด และฉีดธาตุเหล็ก (Iron-
dextran, Ferron®, T.P Drug Laboratories) 100 มิลลิกรัมตอตัว ที่คอดานซายของสุกร ฉีดยา
ปฏิชีวนะ (Marbofloxacin, Marbocyl®, Vetoquinol) 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมทีค่อดานขวาของสุกร 
และปอนยาตานบิด (Toltrazuril, Baycox®, Bayer) ในสุกรอาย ุ1 วันกอนการปอนเชื้อไวรัส 

 

การเตรียมเช้ือไวรัส  

เชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุไทย  08NP02 ที่แยกไดจากการระบาดของโรคพีอีดีในประเทศไทย
ในป พ.ศ. 2550 - 2551 (Puranaveja et al., 2009) หลังจากนั้นนํามาเล้ียงและเพิ่มจํานวนไวรัส
ในเซลลเพาะเล้ียงชั้นเดียว Vero cells โดยประยุกตจากวิธีของ Hofmann และ Wyler (1988) ซึ่ง
ถูกเล้ียงดวย Modified Eagle’s medium (MEM) ที่เติม fetal calf serum (FCS) ความเขมขนรอย
ละ 5 หลังจากนั้นเปล่ียนมาใช maintenance medium ที่ประกอบดวยสารสกัดจากยีสตความ
เขมขนรอยละ 0.02 และ trypsin 10 ไมโครกรัม  ทําการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสใน Vero cells หลายๆ 
รอบ จนได 53 รอบ โดยปริมาณของเชื้อไวรัสพีอีดีที่ไดตองไมต่ํากวา 105 TCID50/มิลลิลิตร 
(Shibata et al., 2000) ตรวจสอบความเขมขนของเชื้อไวรัสพีอีดีโดยใชการสังเกตการเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาของเซลล (cytopathic effect, CPE) ที่เกิดข้ึนในเซลลเพาะเล้ียง ใน
ระหวางการเล้ียงเชือ้ไวรัสในเซลลเพาะเล้ียงไดตรวจสอบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเปนระยะๆ 
โดยวิธี RT-PCR เพื่อยืนยันวาเชือ้ไวรัสพีอีดียังคงสามารถเจริญเติบโตไดในเซลลเพาะเล้ียง 

 
 

 



29 

สถานท่ีทดลอง 
หองเล้ียงสัตวทดลองที่มีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 1 ของศูนยฝกนิสิตสัตวแพทย 

คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม เตรียมความพรอมโดย ลางทํา
ความสะอาดดวยน้ําเปลา และทําการฆาเชื้อในหองทดลอง 2 คร้ัง กอนที่จะมีการนําสุกรเขาไป
เล้ียงดวยโดยใชน้ํายาฆาเชื้อที่สามารถกําจัดเชื้อไวรัสพีอีดี (Virkon–s®, Dupont) สุกรทดลองใน
แตละกลุมถูกเล้ียงแยกหองกัน มีมาตรการลดการปนเปอนระหวางหอง (cross contamination) 
แบงคนเล้ียงหองละกลุมไมปะปนกัน แยกอุปกรณทั้งหมดที่ใชในการทดลองไมใหปะปนกันในแต
ละกลุม ที่หนาหองเล้ียงสุกรมีการวางอางน้ํายาฆาเชื้อโรค (Virkon–s®, Dupont) มีการเปล่ียนทุก
วัน  อยางเขมงวด สุกรทดลองเล้ียงบนกรงที่บริเวณดานบนของกรงจัดวางไฟกกดานบน ควบคุม
อุณหภูมิที่ 30-35 องศาเซลเซียส (Carr, 2006) มีภาชนะเพื่อใสน้ําสะอาดและเปล่ียนทําความ
สะอาดทุก ๆ 3 ชั่วโมง 

  
การทดลองในสุกร 

ทําการแบงกลุมสุกรออกเปน 3 กลุมดังตอไปน้ี 
กลุมที ่ 1 (กลุมเชื้อออนแรง) สุกรจํานวน 12 ตัว ที่อายุ 1 วันทําการปอนเชื้อไวรัสพีอีด ีที่

ผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells จํานวน 53 รอบ มีความเขมขนมากกวา 
105TCID50/มิลลิลิตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/ตัว 

กลุมที ่ 2 (กลุมเชื้อรุนแรง) มีสุกรจํานวน 12 ตัว ที่อายุ 1 วันทําการปอนเชื้อไวรัสพีอีด ี ที่
ผานเซลลเพาะเล้ียงจํานวน 1 รอบ มีความเขมขนไมนอยกวา 105TCID50 /มิลลิลิตร ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร/ตัว  

กลุมที่ 3 (กลุมควบคุมลบ) มีสุกรจํานวน 4 ตัว ที่อายุ 1 วัน ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อ 
(mock inoculations) ซึ่งประกอบดวยสารสกัดจากยีสต (yeast extract) ความเขมขนรอยละ 
0.02 และ trypsin 10 ไมโครกรัม ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/ตัว  

ทําการปอนเชื้อไวรัสเขาทางปากสุกร  โดยใชกระบอกฉีดยา ขนาด 5 มิลลิลิตร บรรจุเชื้อ
ไวรัสปริมาณ 5 มิลลิลิตร ปอนที่ละตัว แยกผูปอนตามกลุม วิธีการปอนสุกรใชมือขางที่ไมถนัดจับ
บริเวณตนคอสุกรใหเงยหนาและอาปาก ใชมือขางที่ถนัดจับกระบอกฉีดยาวางเขาไปในกระพุง
แกมดานในของสุกร ใชหัวแมมือกดกระบอกฉีดยาเพื่อเดินเชื้อไวรัส ระมัดระวังมิใหมีการไหลยอน
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ของเชื้อไวรัสออกทางปาก ในระหวางการทดลองใหอาหารลูกสุกรทุกๆ 3 ชั่วโมง โดยใชนมผง
สําหรับลูกสุกรซึ่งไดมีการทดสอบแลววาไมทําใหเกิดการทองเสีย (Denkapig lacto sas®)  นํามา
ละลายในน้ําอุน และปอนคร้ังละ ปริมาณ 10 -30 มิลลิลิตรตอตัว ข้ึนอยูกับความสามารถในการ
กินของสุกรแตละตัว สุกรแตละกลุมถูกแยกเล้ียงในแตละหอง โดยมีน้ําสะอาดใสถวยใหกินตลอด
การทดลอง ภายหลังการปอนเชื้อไดบันทึกอาการทางคลินิกทุกๆ 6 ชั่วโมง อาท ิ เชน อาการหนาว
ส่ัน การนอนสุม อาการทองเสีย ลักษณะของอุจจาระ ลักษณะขน สภาวะแหงน้ํา เปนตน รวมทั้ง
บันทึกขอมูลจํานวนสุกรที่ปวย และสุกรตาย จากนั้นทําการสุมสุกรเพื่อทําการุณยฆาตและเก็บ
ตัวอยางชิ้นเนื้อตามเวลาที่กําหนดไวในตารางที่ 1 โดยสุมสุกรจาก กลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 กลุมละ 
3 ตัว สวนกลุมที่ 3 กลุมละ 1 ตัว 
 
ตารางที่ 1 กลุมสุกรในการทดลองปอนเชื้อพีอีดีและระยะเวลาที่ชันสูตรซากหลังจากปอนเชื้อไวรัส
พีอีด ี

กลุม 

เวลาและจํานวนสุกรที่ชันสูตรหลังการปอน
เชื้อ  

12 ชม   
(ตัว) 

24 ชม   
(ตัว) 

36 ชม
(ตัว) 

72 ชม
(ตัว) 

1. กลุมเชื้อออนแรง ( n = 12) 3 3 3 3 

2. กลุมเชื้อรุนแรง ( n = 12) 3 3 3 3 

3. กลุมควบคุมลบ ( n = 4) 1 1 1 1 

 
 
การศึกษาทางพยาธิวิทยา 

การศึกษารอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 
ทําการการุณยฆาต (euthanasia) สุกรทดลองตามตารางเวลาที่กําหนดดวยยาสลบ 

(Pentobarbital sodium, Nembutal®, Ceva Sante Animale) ในปริมาณสูง (5 มิลลิลิตร) โดย
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การฉีดเขาหลอดเลือด จากนั้นทําการชันสูตรซากและบันทึกลักษณะรอยโรคของอวัยวะทางเดิน
อาหาร จากนั้นเก็บอวัยวะตางๆดังตอไปนี้เพื่อตรวจทางจุลพยาธิวิทยา กระเพาะอาหาร ลําไสเล็ก
สวนตางๆ ไดแก ดูโอดีนัม เจจูนัมสวนตน เจจูนัมสวนกลาง เจจูนัมสวนทาย และลําไสเล็กสวน ไอ
เลียม ลําไสใหญสวน ซีกัม โคลอน และไสตรง แชลงในน้ํายาฟอรมาลินความเขมขนรอยละ 10 
นํามาผานเขาสูกระบวนการเตรียมชิ้นเนื้อที่มาตรฐาน และยอมดวยสีฮีมาท็อกซิลิน-อิโอซิน 
(Hematoxylin and Eosin, H&E) สําหรับกรณทีี่พบรอยโรคซึ่งสงสัยวาอาจเกิดจากการติดเชื้อ
แบคทีเรีย ไดทําการเก็บตัวอยางลําไสเพื่อสงเพาะเชื้อแบคทีเรีย 
 

การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา  
การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา แบงเปน 2 สวนไดแก  
การใหคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา  
การศึกษารอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาโดยมีการใหคะแนนตามลักษณะรอยโรคทางจุล

พยาธิวิทยาที่พบ กอนการตรวจจะทําการปดบังหมายเลขของตัวอยางเพื่อมิใหผูตรวจทราบที่มา
ของกลุมตัวอยาง ผูตรวจใหคะแนนโดยแบงตามระดับความรุนแรงของรอยโรคที่พบในลําไสสวน
ตางๆ ดังนี ้

คะแนน  0: ลักษณะปกติ ไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 
คะแนน 1: มีรอยโรคเล็กนอย เร่ิมมีรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในทางเดินอาหาร มีการคั่ง

เลือด (congestion) มีการเขามาของเซลลอักเสบ (infiltration of 
inflammatory cells) 

คะแนน 2: มีรอยโรคปานกลาง พบลักษณะการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลลเยื่อบุซึ่งเซลล
มีลักษณะแบนลง (squamous metaplasia of epithelial cells) พบการหดส้ัน
ของวิลไลเล็กนอย (mild blunting of villi) และมีการเขามาของเซลลอักเสบ  

คะแนน 3: มีรอยโรครุนแรงพบลักษณะ การหดส้ันของวิลไลอยางรุนแรง มีการรวมตัวกัน
ของวิลไล เซลลเยื่อบุมีการลอกหลุด (sloughing of epithelial cells) และมี
การเขามาของเซลลอักเสบ  
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การวัดอัตราสวนระหวางความสูงของวิลไล/ความลึกของคริป (Villi height/Crypt 
depth, VH/CD)  
ถายภาพโดยกลองดิจิตอล Micropublisher 5.0 (Qimage, Surrey, BC, Canada) ที่

เชื่อมตอกับกลองจุลทรรศนชนิดแสงสวาง (Olympus, Tokyo, Japan) ภาพที่ไดถูกนํามาวิเคราะห
โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร Image-PRO®PLUS 6.0 (Media Cybernatics, Inc, Bethesda, 
MD, USA) โดยทําการศึกษาลําไสเล็กในสวนเจจูนัม และไอเลียม เนื่องจากเปนสวนของลําไสสุกร
ที่จะไดรับผลกระทบจากการติดเชื้อไวรัสพีอีดี (Kim  and  Chae, 2003) ในแตละสวนของลําไสทํา
การถายภาพจํานวน 4 ภาพ (แตละภาพทำการวัด VH/CD จํานวน 4 จุด)   หลังจากนั้นนําคาที่
ไดมาหาคาเฉล่ียของ VH/CD  

 
การตรวจหาเช้ือไวรัสเชิงคุณภาพ  

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีด ี เชื้อไวรัสทีจีอี และเชื้อไวรัสโรตา ดวยวิธี 
mRT-PCR (multiplex RT-PCR) โดยเก็บตัวอยางดังนี ้

- ลําไสเล็กรวม โดยเก็บลําไสเล็กสวนดูโอดีนัม รวมกับ เจจูนัม และ ไอเลียม  
- ลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่อยูภายใน (colonic contents)  

ข้ันตอนการสกัดอารเอ็นเอ นําตัวอยางที่เก็บมาศึกษานําไปสกัดอารเอ็นเอตามวิธีการของ RBC 
Viral Nucleic Acid Extraction Kit (RBC biosciene Corp, Taipae, Taiwan) จากนั้นนําอารเอ็น
เอที่ไดไปสังเคราะห cDNA โดยใช ชุดสําเร็จรูป SuperScrip® (Invitrogen® life technologies: 
Carlsbad, CA, USA) สวนประกอบของปฏิกิริยาสังเคราะห cDNA ไดแสดงไวในตารางที่ 2 ทํา
การผสม cDNA Synthesis Mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตรกับ RNA/primer mixture (4 ไมโครลิตร
ตอ1ไมโครลิตร) ผสมใหเขากันเบาๆ แลวปนเหว่ียงตกตะกอน นําไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (thermal cycler) โดยตั้งอุณหภูมิ และเวลาสําหรับการทําปฏิกิริยาการ
สังเคราะห cDNA ตามตารางที่ 3 
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ตารางที่ 2 การเตรียมสารที่ใชในปฏิกิริยาการสังเคราะห cDNA   

สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10X RT buffer 2 
25 mM MgCl2 4 
0.1M DTT 2 
RNaseOUT (40 U/ul) 1 
SuperScript III RT (200 U/ul) 1 
ปริมาตรรวม 10 

 

ตารางที่ 3 อุณหภูมิและเวลาของข้ันตอนตางๆ ของปฏิกิริยาการสังเคราะห cDNA 

ขั้นตอน อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) เวลา(นาที) จํานวน (รอบ) 

Annealing 25 10 1 
cDNA synthesis 50 50 1 
Terminate reaction 85 5 1 
วางบนน้ําแข็งทันท ี       

 
การตรวจดวยวิธ ีmRT-PCR โดยใชไพรเมอร 3 คู ดังตอไปนี้ 
ไพรเมอรคูที่ 1 มีความจําเพาะตอ S ยีนของเชื้อไวรัสพีอีดี ดัดแปลงจาก Park และคณะ 

(2007) (ลําดับ nucleotides ที่ 1495-1914 เชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ Brl/87; EMBL accession No. 
Z25483)  ผลผลิตที่ไดมีความยาว 651 คูเบส  

- forward primer 5’- TACTCCATTAGTGATGTTGTG -3’ (1466-1485) 
- reverse primer 5’- GCCGCAGAGACAGTAATATTA -3’ (2097-2116) 

ไพรเมอรคูที่ 2 มีความจําเพาะตอ S ยีนของเชื้อไวรัสทีจีอี ผลผลิตที่ไดมีความยาว 859 คู
เบส โดยดัดแปลงจาก Song และคณะ (2006) 

- forward primer 5’- GTGGTTTTGGTYRTAAATGC -3’ (16–35) 
- reverse primer 5’- CACTAACCAACGTGGARCTA -3’ (855–874) 
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ไพรเมอรคูที่ 3 มีจําเพาะตอเชื้อโรตาไวรัส ผลผลิตที่ไดมีความยาว 309 คูเบส ดัดแปลง
จาก Song และคณะ (2006) 

- forward primer 5’- AAAGATGCTAGGGACAAAATTG -3’ (57–78) 
- reverse primer 5’- TTCAGATTGTGGAGCTATTCCA -3’ (344–365) 

 สวนประกอบสารเคมี อุณหภูมิและระยะเวลาของข้ันตอนตางๆของปฏิกิริยา mRT-PCR 
ไดแสดงไวในตารางที่ 4 และ 5 ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4 สวนประกอบของปฏิกิริยา mRT-PCR 

สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10X Rx buffer 5 
10 mM dNTP mix 0.5 
Forward Primer (25 mM)  3 (ไพรเมอรชนิดละ 1 ไมโครลิตร) 
Reward Primer (25mM) 3 (ไพรเมอรชนิดละ 1 ไมโครลิตร) 
 cDNA 2 
 Taq DNA polymerase 
H2O  

0.25 
36.25 

 

ตารางที่ 5 อุณหภูมิปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จํานวนรอบ 
Initial denature 94 2 1 
Denature 94 1 

40 Annealing 50 1 
Extension 72 2 
Final extension 72 5 1 
เก็บรักษาที ่ 4    

ผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยา mRT-PCR อานผลดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริสิส (electrophoresis) ใน 
agarose gel ทีมีความเขมขนรอยละ 1.5 และมีสวนผสมของ Ethidium Bromide  



35 

การตรวจหาเช้ือไวรัสเชิงปริมาณ  
การตรวจหาเชื้อไวรัสเชิงปริมาณโดยวิธี viral titration โดยเก็บตัวอยางเพื่อทําการตรวจหา

เชื้อไวรัสโดยวิธี mRT-PCR  ดังนี ้
- ลําไสเล็กรวม โดยเก็บ ลําไสเล็กสวน ดูโอดีนัม เจจูนัม และ ไอเลียม  
- ลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่อยูภายในลําไสใหญ 

เตรียมสารละลายไวรัสพีอีดี ดวยการนําตัวอยางลําไสสุกรทดลองประมาณ 1 กรัม  ใสลง
ในโกรง ตัดเปนชิ้นเล็กๆดวยกรรไกร เติมทรายละเอียดที่ฆาเชื้อแลวลงไปเล็กนอย บดใหเขากัน 
เติม PBS หรือ อาหารเล้ียงเซลล 5 มิลลิลิตร  บดใหเขากันอีกคร้ัง แลวถายใสลงในหลอดปน นําไป
ปนที่ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที แยกสวนใสออก นําไปกรองผานตัวกรอง ขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร viral titration เจือจางสารละลายไวรัสพีอีดคีวามเขนขนลดลงคร้ัง
ละ 10 เทา (serial 10- fold dilution) ใน maintenance medium ที่ประกอบดวย tryptose 
phosphate broth ความเขมขนรอยละ 0.3 สารสกัดจากยีสตความเขมขนรอยละ 0.02 และ 
trypsin (TM) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเจือจาง 10 เทา ตั้งแตคร้ังที่ 1 จนถึง
คร้ังที่ 5 จํานวน 5 หลอด โดยเติมอาหารเล้ียงเซลลจํานวน 900 ไมโครลิตร เติมสารละลายไวรัสพีอี
ดี ที่ตองการหาระดับความเขมขนลงในหลอดจํานวน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จะไดไวรัสพีอี
ดี ที่เจือจางไป 10 เทา 1 คร้ัง ดูดสวนผสมในหลอดแรกจํานวน 100 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดที่ 2 
ผสมใหเขากัน จะไดไวรัสพีอีด ี ที่เจือจาง 10 เทาคร้ังที่ 2 เปน 100 (10-2) เทา ทําซ้ําในลักษณะ
เดียวกันจนถึงหลอดสุดทาย ซึ่งจะไดไวรัสพีอีดีเจือจางไป 5 คร้ังจะไดความเขมขนเจือจาง 
100,000 (10-5) เทาของสารละลายไวรัสพีอีด ี เร่ิมตน นําเพลทพลาสติก 96 หลุมที่มีเซลล
เพาะเล้ียง Vero cells อายุ 2  วัน มาดูดอาหารเล้ียงเซลลออก และลางดวย TM 2 คร้ัง หลังจาก
นั้นเติมตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีดี ที่ยังไมเจือจาง (undiluted) ลงไปในหลุมแรก และเติม
ตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีดี ที่เจือจางแลว (10-2- 10-5) ลงไปในหลุมที่ 2 – 6 ปริมาณ 50 
ไมโครลิตรตอหลุมตามลําดับ เติม TM ลงไปทุกหลุม ปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอบที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสสภาวะความเขมขนของ CO2 รอยละ 5 ติดตามสังเกต และบันทึกผล
การเกิดความผิดปกติของเซลลเพาะเล้ียง (cytopathic effect, CPE) เปนเวลา 3-5 วัน  นําผลที่
ไดมาคํานวณคา TCID50 โดยการใชสูตรคํานวณของ Karber (cited by Gris et al, 1966) ดังนี้  
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Log TCID50  =  L-d(S-0.5) 
L = log ของความเขมขนต่ําที่สุด 
d = log ของระหวางความเขมขนที่เจือจาง 
S = จํานวนรวมของอัตราสวนของหลุมที่เกิด CPE ในแตละความเขมขน 
 

การวิเคราะหและประเมินผล  

วิเคราะหผลการทดลองโดยใชสถิติเชิงพรรณนาในการบรรยายลักษณะความแตกตางของ
อาการทางคลินิก และรอยโรคทางพยาธิวิทยาที่ปรากฏ สําหรับคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา
ในลําไสเล็กสวนเจจูนัมของกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรงทําการวิเคราะหดวยวิธี Mann-
Whitney Test อัตราสวน VH/CD ของลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียมในสุกรกลุมเชื้อออนแรง 
กลุมเชื้อรุนแรง และกลุมควบคุมลบทําการวิเคราะหดวยวิธ ี Analysis of Variance (ANOVA) 
ปริมาณเชื้อไวรัสในกลุมเชื้อออนแรง และกลุมเชื้อรุนแรง เปล่ียนใหอยูในรูปของ logTCID50 
หลังจากนั้นจึงนํามาวิเคราะหดวยวิธี student t-test โดยคา P ≤ 0.05 ถือวาขอมูลมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ  
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

อาการทางคลินิก 

หลังจากที่ทําการปอนเชื้อไวรัสพีอีดีใหแกลูกสุกรทดลอง พบวาลูกสุกรแสดงอาการทาง
คลินิก ไดแก ถายเปนของเหลวสีเหลือง รวมกับอาเจียน และมีอาการแหงน้ําตามมา  (รูปที่ 9) 
จํานวนสุกรที่แสดงอาการตางๆ ไดแสดงไวในตารางที่ 8 ในลูกสุกรกลุมที่ 1 ซึ่งทําการปอนดวยเชื้อ
ไวรัสพีอีดีชนิดออนแรง พบสุกรทองเสียหลังจากที่ปอนเชื้อไวรัสไปแลว 6 ชั่วโมง จากนั้นมีสุกรตาย
ที่ 7 ชั่วโมงจํานวนหนึ่งตัว ณ ชั่วโมงที่ 30 หลังการปอนเชื้อ สุกรทดลองทั้งหมดแสดงอาการ
ทองเสีย แตในชั่วโมงที่ 36 หลังการปอนเชื้อมีสุกรเร่ิมฟนตัวจากอาการทองเสีย สําหรับอาการ
อาเจียนพบสุกรแสดงอาการอาเจียนจํานวนหนึ่งตัว ณ เวลา 6 18 และ 30 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
จากนั้นไมพบอาการอาเจียนอีกเลย 

ในสุกรกลุมที่ 2 ซึ่งทําการปอนดวยเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดรุนแรง สุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสีย
ที่ 12 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อ สุกรทดลองแสดงอาการทองเสียทุกตัวในชั่วโมงที่ 24 หลังการปอน
เชื้อ ในกลุมนี้ไมพบสุกรหายจากอาการทองเสีย สุกรทดลองมีอาการอาเจียนหลายตัวเร่ิมตั้งแต
ชั่วโมงที่ 24 จนถึงชั่วโมงที่ 60    หลังการปอนเชื้อ นอกจากนั้นยังพบวามีสุกรทดลองตาย 2 ตัวที่ 
60 ชั่วโมงหลังจากที่มีการปอนเชื้อไวรัส 

ในสุกรกลุมที่ 3 ไมพบสุกรแสดงอาการทางคลินิกหลังจากทําการปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อ 
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รูปที่ 9 อาการทางคลินิกของสุกรหลังจากทีไ่ดรับการปอนเชื้อไวรัสพีอีด ี ก. แสดงอาการอาเจียน
ของสุกรในกลุมปอนดวยเชื้อออนแรง ข. และ ค. แสดงอาการทองเสียมีลักษณะเปนของเหลวใน
สุกรกลุมที่ปอนดวยออนแรงและเชื้อรุนแรง ตามลําดับ ง. แสดงอาการแหงน้ําในสุกรกลุมที่ปอน
ดวยเชื้อรุนแรง 
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รอยโรคทางพยาธิวิทยา 

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา  

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่พบจากการชันสูตรสุกรในชวงเวลาตางๆ ไดแสดงไวในตารางที่ 9 
ภายหลังการปอนเชื้อไวรัสพีอีดใีหกับลูกสุกร มีลูกสุกรในกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงตาย 1 ตัว ณ 
เวลา 7 ชั่วโมงหลังปอนเชื้อ การชันสูตรซากสุกรตัวดังกลาวพบการบวมน้ําที่บริเวณเยื่อแขวนลําไส
สวนโคลอน (mesocolon) มีการอักเสบแบบเยื่อเมือกของลําไสเล็กและลําไสใหญสวนโคลอน 
(catarrhal enterocolitis) มีการอักเสบของเยื่อบุชองทอง (peritonitis) ผลเพาะเชื้อแบคทีเรียที่
ลําไสสวนเจจูนัมพบเชื้อ E. coli สําหรับสุกรกลุมทีป่อนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียวไมพบ
รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 

12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในสุกรกลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสบาง จํานวน 1/3 ตัว พบ
การขยายขนาดของตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไส สวนในสุกรกลุมเชื้อรุนแรง พบรอยโรค
ผนังลําไสบาง 1/3 ตัว และมีการขยายขนาดของตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไสเล็ก  

24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ กลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแทบทั้งหมด 2/3 ตัว มี
ของเหลวในลําไสใหญ และตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไสมีการขยายขนาด ในกลุมที่ไดรับ
เชื้อรุนแรงพบผนังลําไสเล็กบาง 3/3 ตัว 

36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ กลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแทบทั้งหมด 2/3 ตัว 
นอกจากนั้นยังพบของเหลวแข็งกึ่งของเหลวในลําไสใหญจํานวน 2/3 ตัว ในกลุมเชื้อรุนแรง พบ
ลักษณะผนังลําไสบางตลอดลําไส 3/3 ตัว และพบอุจจาระเหลวในลําไสใหญในสุกรทุกตัว  

72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ กลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแบบบางสวน 1/3 ตัว 
สวนสุกรที่เหลือไมพบลักษณะรอยโรคที่ชัดเจน ในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแบบ
บางสวน 1/3 ตัว ในสุกรกลุมเชื้อรุนแรงมีสุกรตาย 2 ตัว ที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อซึ่งไมสามารถ
ระบุรอยโรคที่ชัดเจนได  
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รูปที่ 10 รอยโรคของทางมหพยาธิวิทยาในสุกรแตละชวงเวลาที่มีการเก็บตัวอยาง ที่ 12 ชั่วโมง
หลังจากปอนเชือ้ ก) รอยโรคในกลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กมีลักษณะบาง (ลูกศร) ข) รอย
โรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสเล็กมีลักษณะบาง (ลูกศร) ที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ค) 
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รอยโรคในกลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กมีลักษณะบาง (ลูกศร) พบการสะสมของเหลวใน
ลําไสใหญ (หัวลูกศร) ง) รอยโรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสมีลักษณะบาง (ลูกศร) พบการ
สะสมของเหลวในลําไสใหญ (หัวลูกศร) ที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ จ) รอยโรคในกลุมเชื้อออน
แรง พบผนังลําไสเล็กบางสวนมีลักษณะบาง (ลูกศร) พบอุจจาระกึ่งของแข็งสะสมในลําไสใหญ 
(หัวลูกศร) ฉ) รอยโรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสมีลักษณะบาง (ลูกศร) และพบอุจจาระเหลว
เปนน้ําในลําไสใหญ (หัวลูกศร) ที่ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ช) รอยโรคในกลุมเชื้อออนแรง พบ
อุจจาระกึ่งของแข็งสะสมในลําไสใหญ (หัวลูกศร) ซ) รอยโรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบการสะสม
ของเหลวในลําไสเล็กและพบการสะสมของเหลวในลําไสใหญ (หัวลูกศร) 

 

รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 

การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา พบรอยโรคของระบบทางเดินอาหาร ที่มีความรุนแรง
แตกตางกันในแตละกลุม ดังไดแสดงคาเฉล่ีย ของระดับความรุนแรงของรอยโรคไวในตารางที่ 9   
ที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อในสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงพบการเปล่ียนแปลงเล็กนอย ใน
อวัยวะสวน กระเพาะอาหาร ลําไสเล็กสวนดูโอดีนัม ซีกัม และไสตรง แตพบความรุนแรงของรอย
โรคทางจุลพยาธิวิทยา ในสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรง ในอวัยวะสวนอ่ืน เชน กระเพาะอาหาร ลําไส
เล็กสวนดูโอดีนัม ซีกัม และไสตรง ดังรูปที่ 11  
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รูปที่ 11 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของอวัยวะทางเดินอาหารที ่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ก) 
กระเพาะอาหารกลุมเชื้อออนแรงไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ข) กระเพาะอาหารกลุมเชื้อ
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รุนแรงไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ค) ลําไสเล็กสวนดูโอดีนัมกลุมเชื้อออนแรง พบเม็ดเลือด
แดงในชั้น lamina propia (ลูกศร) ง) ลําไสเล็กสวนดูโอดีนัมกลุมเชื้อรุนแรง พบเม็ดเลือดแดงในชั้น 
lamina propia (ลูกศร) จ) ลําไสใหญสวนซีกัมกลุมเชื้อออนแรงไมพบลักษณะความผิดปกติ ฉ) 
ลําไสใหญสวนซีกัมกลุมเชื้อรุนแรงพบการคั่งเลือด (ลูกศร) ช) ลําไสใหญสวนไสตรงกลุมเชื้อออน
แรงไมพบลักษณะความผิดปกติ ซ) ลําไสใหญสวนไสตรงกลุมเชื้อรุนแรงพบการคั่งเลือด (ลูกศร) 
และการลอกหลุดของเซลลเยื่อบุ (หัวลูกศร), แถบ = 50 ไมโครเมตร 

สําหรับในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียมพบรอยโรคที่มีความสําคัญ รายละเอียดของ
รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของลําไสเล็กสวนดังกลาวในแตละชวงเวลาภายหลังการปอนเชื้อไวรัสพี
อีดีมีดังตอไปนี้  

สุกรตัวแรกที่ตาย พบการคั่งเลือดในหลอดเลือดในชั้น lamina propia และพบเซลล
อักเสบชนิดนิวโทรฟลลในลําไสเล็กสวนเจจูนัม แตไมพบการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็ก 

12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงพบมีการคั่งเลือดและมีการเขามาของเซลล
เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต ในลําไสเล็กสวนเจจูนัม แตยังไมพบการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็ก
สวนเจจูนัม และสวนไอเลียม ในกลุมเชื้อรุนแรงพบรอยโรคเชนเดียวกับกลุมเชื้อออนแรง  

24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรง สุกรทดลอง 1/3 ตัวพบการหดส้ันของวิล
ไล การลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไส การคั่งเลือด และการเขามาของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟ
ไซต โดยรอยโรคที่พบจะพบรุนแรงในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียม ในกลุมเชื้อรุนแรง ในสุกร
ทดลอง 3/3 ตัว พบการหดส้ันของวิลไล การลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไส การคั่งเลือด และการ
เขามาของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต โดยรอยโรคที่พบ จะมีความรุนแรงในลําไสเล็กสวนเจ
จูนัมและไอเลียม  

36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรงสุกร พบจํานวนสุกรที่
แสดงรอยโรค และลักษณะรอยโรคเชนเดียวกับชวงเวลา 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 

72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรง พบลักษณะรอยโรค
เชนเดียวกับชวงเวลา 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ แตในกลุมเชื้อรุนแรงมีสุกรตาย 2 ตัว
ในชวง 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบลําไสมีลักษณะเนาไมสามารถใหคะแนนรอยโรคได รอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยาในแตละชวงเวลาของสุกรกลุมเชื้อออนแรงและเชื้อรุนแรง แสดงตัวอยางในรูปที่ 
12 
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รูปที่ 12 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของลําไสเล็กสวนเจจูนัมในแตละชวงเวลา ที่ 12 ชั่วโมงหลัง
การปอนเชื้อ ก) กลุมเชื้อออนแรงไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ข) กลุมเชื้อรุนแรงไมพบรอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยา ที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ค) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น laminar propia 
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(ลูกศร) ง) กลุมเชื้อรุนแรงเร่ิมพบวามีการหดส้ันของวิลไล (หัวลูกศร) และพบลักษณะการเขามา
ของเม็ดเลือดแดง (ลูกศร) ที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ จ) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น lamina propia 
(ลูกศร) ฉ) กลุมเชื้อรุนแรงพบการหดส้ันของวิลไล (หัวลูกศร) พบเม็ดเลือดแดงในชัน้ lamina 
propia (ลูกศร) ที่ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ช) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น lamina propia (ลูกศร) 
ซ) กลุมเชื้อรุนแรงพบการหดส้ันของวิลไล (หัวลูกศร) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น lamina propia 
(ลูกศร), แถบ = 200 ไมโครเมตร  
 สําหรับคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในลําไสเล็กสวนเจจูนัม ที่ 24 และ 36 ชั่วโมง
หลังการปอนเชื้อ คะแนนรอยโรคในกลุมเชื้อออนแรงนอยกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p 
< 0.05) (รูปที่ 13) แตใน 12 และ 72 ชั่วโมง มีสุกรไมครบเนื่องจากมีสุกรตายไปกอนจึงไมสามารถ
นําขอมูลทั้งสองกลุมมาวิเคราะหความแตกตางได 
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ช่ัวโมงหลังการปอนเช้ือ
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a

 
รูปที่ 13 ระดับคะแนนรอยโรคในลําไสเล็กสวนเจจูนัมของสุกรกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรง 
a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  
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อัตราสวน VH/CD    

24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ อัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียมในกลุมเชื้อออน
แรงมีคามากกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) แตไมแตกตางจากกลุมควบคุมที่
ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียว (p > 0.05) 

36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ อัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียมในกลุมเชื้อออน
แรงมีคามากกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) แตไมแตกตางจากกลุมควบคุม (p > 
0.05) เชนเดียวกับคา VH/CD ใน 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ โดยขอมูลที่ไดแสดงไวในตารางที่ 6   

ตารางที่ 6 อัตราสวน VH/CD (mean ± SD) ของลําไสเล็กสวนไอเลียมที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลัง
การปอนเชื้อ 

กลุมการทดลอง 
24 (HPI.) 36 (HPI.) 

VH/CD (ไมโครเมตร) VH/CD (ไมโครเมตร)  

กลุมเช้ือออนแรง 5.298±1.170a 3.620±1.482a  

กลุมเช้ือรุนแรง 1.572±0.343b 1.482±0.470b 

กลุมควบคุม 5.379±0.418a  5.379±0.241a 

 a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  

เนื่องจากมีสุกรทดลองตายไปในชวงที่ 7 และ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ จึงทําใหได
ตัวอยางขอมูลในชวง 12 และ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อไมครบถวน ดังนั้นขอมูลที่สามารถนํามา
คํานวณทางสถิติไดจึงมีเพียงขอมูลจากตัวอยาง ณ เวลา ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
นอกจากนี้การวิเคราะหภาพเพื่อวัดความยาวของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัมไมสามารถทําได
เนื่องจากในข้ันตอนการวัดนั้นทําการวัดเฉพาะ VH ที่มีลักษณะสมบูรณเทานั้น จึงเหลือเพียง
อัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียม 
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การตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัสในลําไส 

 หลังการปอนเชื้อไวรัสพีอีดีในสุกรทดลอง สามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสพีอีดจีากลําไสเล็ก 
และลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่บรรจุใน ในระหวาง 12-72 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัส 
โดยสามารถตรวจเพาะแยกเชื้อไวรัสไดในสุกรกลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรงและกลุมทีป่อนดวยเชื้อ
ออนแรง ในตัวอยางลําไสเล็กที่ 12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบวาปริมาณเชื้อไวรัสของกลุมเชื้อ
ออนแรงมีนอยกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (รูปที่ 14)   สําหรับลําไสใหญสวน
โคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายใน ที่ 12 36 และ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบวาปริมาณเชื้อไวรัส
ของกลุมเชื้อออนแรงมีนอยกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (รูปที่ 15) ไมสามารถ
ตรวจพบเชื้อไวรัสในสุกรกลุมควบคุมที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียว นอกจากนี้ยัง
สามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสไดในกลุมเชือ้ออนแรงตายที ่ 7 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ และสุกรกลุม
เชื้อรุนแรงตายที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ  
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รูปที่ 14 คา logTCID50 ในสวนลําไสเล็กของสุกรกลุมเชื้อออนแรง และกลุมเชื้อรุนแรง                                  

a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
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รูปที่ 15 คา logTCID50 ในลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่บรรจุภายใน ของสุกรกลุมเชื้อออน
แรง และกลุมเชื้อรุนแรง  a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

 

การหาสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสดวยวิธี mRT-PCR 

จากการตรวจหาสารพันธุกรรม ของ S ยีน ของเชื้อไวรัสพีอีดี จากตัวอยางที่เก็บจากลําไส
เล็กรวม และลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายใน ดวยวิธี mRT-PCR พบวา ในสุกรกลุม
เชื้อออนแรงสามารถตรวจพบ สารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงทั้งในลําไสเล็กรวม และลําไสใหญสวน
โคลอนรวมกับส่ิงที่อยูภายใน เชนเดียวกับชั่วโมงที่ 72 แตที่ 24 ชั่วโมงพบสารพันธุกรรมเฉพาะ
ลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่บรรจุใน ใน 36 ชั่วโมงตรวจไมพบสารพันธุกรรม ในสุกรกลุมเชื้อ
รุนแรงตรวจพบสารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงในลําไสเล็กรวม แตไมพบในลําไสใหญสวนโคลอน
รวมกับส่ิงที่อยูภายใน ที่ 24 -72 ชั่วโมงสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมในลําไสเล็กรวม และลําไส
ใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายในได โดยผลการตรวจหาสารพันธุกรรมทั้ง 2 กลุมสรุปไวใน
ตารางที่ 12 นอกจากนั้นยังพบวา สุกรทดลองกลุมเชื้อรุนแรงจะใหผลบวกในการตรวจมากกวา
สุกรในกลุมเชื้อออนแรง ที่ 24 36 และ 72 ชั่วโมงในลําไสเล็กรวม และ ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงในส่ิงที่
อยูในลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายใน 
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สําหรับผลการตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทีจีอี และเชื้อไวรัสโรตาใหผลทัง้หมดเปนลบ  

ตารางที่ 7 ผลการตรวจหาสารพันธุกรรม บางสวนของ S ยีน ของเชื้อไวรัสพีอีดี ในสุกรทดลองแต
ละตัวของกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงและสุกรที่ไดรับเชื้อรุนแรง ดวยวิธี mRT-RCR ที่ 12 24 36 และ 
72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 

กลุม ลําไสเล็กรวม 
 

  สิ่งที่อยูภายในลําไสใหญ 
 หลังการปอนเช้ือ (ชม.) 

 
กลุมเช้ือออนแรง               

12 ชม. -* - + -* - + 
24 ชม. - - - - - + 
36 ชม. - - - - - - 
72 ชม. - - + - - + 

กลุมเช้ือรุนแรง 
12 ชม. - - + - - - 
24 ชม. + + + + + - 
36 ชม. + + - + + + 
72 ชม. -** +** +   -** -** + 

 

* สุกรทดลองตายที่ 7 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ **สุกรทดลองตายที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
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ตารางที่ 8 จํานวนสุกรทดลองที่แสดงอาการทางคลินิกหลังจากไดรับเชื้อไวรัสพีอีด ี

  จํานวนสุกรท่ีแสดงอาการทางคลินิก (จํานวนสุกรคงเหลือ) 
 เวลาท่ีสังเกตอาการทางคลินิกหลังการปอนเช้ือ ทองเสีย อาเจียน 

(ช่ัวโมง) 
กลุมเช้ือออนแรง กลุมเช้ือรุนแรง กลุมควบคุม กลุมเช้ือออนแรง กลุมเช้ือรุนแรง กลุมควบคุม 

  
6 3(12) 1(12) 0(4) 1(12) 0(12) 0(4) 
12 3(11*) 4(12) 0(4) 0(11) 0(12) 0(4) 
18 6(9) 5(9) 0(3) 1(9) 0(9) 0(3) 
24 8(9) 9(9) 0(3) 0(9) 2(9) 0(3) 
30 6(6) 6(6) 0(2) 1(6) 6(6) 0(2) 
36 1(5) 6(6) 0(2) 0(5) 3(6) 0(2) 
42 1(3) 3(3) 0(1) 0(3) 2(3) 0(1) 
48 1(3) 3(3) 0(1) 0(3) 2(3) 0(1) 
54 1(3) 3(3) 0(1) 0(3) 2(3) 0(1) 
60 1(3) 3(3) 0(1) 0(3) 2(3) 0(1) 
66 1(3) 1(1**) 0(1) 0(3) 0(1) 0(1) 
72 1(3) 1(1) 0(1) 0(3) 0(1) 0(1) 

        
 

* สุกรทดลองตายท่ี 7 ช่ัวโมง  ** สุกรทดลองตายท่ี 60 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 9 รอยโรคที่พบทางมหพยาธิวิทยาในสุกรทดลองภายหลังจากไดรับการปอนเชื้อไวรัสพีอีดี ชนิดออนแรง และชนิดรุนแรง ในชวงเวลาตางๆกัน 

รอยโรค 

เวลาที่ทําการชันสูตรสุกรทดลอง หลังจากมีการปอนเช้ือ (ชม.) 
12 24 36 72 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

(n=2*) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=1**) 
1. ผนังลําไสเล็กบาง บางสวน - 1 - - 1 - 1 1 
2. ผนังลําไสเล็กบาง แบบทั้งหมด 1 - 2 3 2 3 - - 
3. พบการค่ังเลือดที่ลําไส - - 2 2 - 1 - - 
4. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กขยายขนาด < 1.5 เทา 1 2 2 2 1 1 
5. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กขยายขนาด > 1.5 เทา - - - 1 2 2 1 1 
6. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กมีการค่ังเลือด - - - 1 - 1 - - 
7. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กมีการบวมน้ํา 1 - - - - - - - 
8. เย่ือแขวนลําไสเล็ก 1 - - - - - - - 
9. เย่ือแขวนลําไสใหญสวนโคลอนมีการบวมน้ํา 2 - - - - - - - 
10. มีของเหลวบรรจุในลําไสเล็ก - - 1 3 1 2 1 1 
11. มีของเหลวบรรจุในลําไสใหญ - - 2 3 1 3 1 1 
 
*สุกรทดลองตายท่ี 7 ช่ัวโมงหลังการปอนเช้ือ **สุกรทดลองตายท่ี 60 ช่ัวโมงหลังการปอนเช้ือ 
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ตารางที่ 10 คะแนนรอยโรคเฉล่ียของอวัยวะทางเดินอาหาร ของสุกรทดลองที่ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีแตละชวงเวลาที่ทําการศึกษา 

เวลาที่ทําการศึกษาหลังปอนเช้ือ (ชม.) 
คะแนนรอยโรค 

กระเพาะ
อาหาร 

ดูโอ
ดีนัม 

เจจูนัม  
สวนตน 

เจจูนัม 
สวนกลาง 

เจจูนัม 
สวนทาย 

ไอเลียม 
 

ซีกัม 
 

โคลอน 
 

ไสตรง 
 

กลุมเช้ือออนแรง 
12 (n=2) 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
24 (n=3) 0.67 0.5 1 1 1 1.33 0.33 0.33 0.33 
36 (n=3) 0.67 0.33 1 0.33 1.67 1.67 0.33 0.33 0.33 
72 (n=3) 1 1.33 1 1 1.33 1.67 0.67 0.67 0.67 

กลุมเช้ือรุนแรง 
12 (n=3) 0.67 0.33 0.33 0.33 0.67 1 0.33 0.33 0.33 
24 (n=3) 1 0.67 3 3 2.5 2.67 1 0.67 0.33 
36 (n=3) 1.67 1 3 3 3 3 2.33 1.67 1 
72 (n=1) 1 1 2 3 3 2 1 1 0 

กลุมปอนดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ 
12 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
24 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
36 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
72 (n=1) 0 0 0 0 1 1 0 0 0 

คะแนนรอยโรค 0= ปกติ, 1= ระดับความรุนแรงเล็กนอย, 2=ระดับความรุนแรงปานกลาง, 3=ระดับความรุนแรงมาก 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล 

 จากการศึกษาพยาธิกําเนิดของไวรัสพีอีดีสายพันธุที่แยกไดในประเทศไทยหลังจากทําให
ออนกําลังผานเซลลเพาะเล้ียงในลูกสุกรที่ไมไดรับนมน้ําเหลือง สามารถสรุปไดเบื้องตนวาเชื้อไวรัส
พีอีดีที่เพาะเล้ียงผานเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells จํานวน 53 รอบ (เชื้อออนแรง) ยังมี
ความสามารถในการกอโรคพีอีดีในสุกรทดลองไดโดยเชนเดียวกับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานเซลล
เพาะเล้ียงเพียงหนึ่งรอบ (เชื้อรุนแรง) สามารถพบเชื้อไวรัสในลําไสไดในชวงเวลาหลังจากปอนเชื้อ
ไวรัสไปแลว 72 ชั่วโมง โดยมีลักษณะการกอโรคไมแตกตางกัน คือ พบอาการทางคลินิก รอยโรค
ทางมหพยาธิวิทยา และรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่คลายคลึงกัน แตอาการทางคลินิกและรอย
โรคในกลุมที่ไดรับเชื้อชนิดออนแรงนั้นมีความรุนแรงนอยกวาลูกสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อชนิดรุนแรง 
ทั้งนี้พบวาในกลุมที่ปอนดวยเชื้อออนแรงจะมีจํานวนสุกรทดลองแสดงอาการทางคลินิก ของโรคพี
อีดีนอยกวากลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรง สําหรับคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาพบวากลุมที่ปอน
เชื้อออนแรงมีคานอยกวากลุมเชื้อรุนแรง นอกจากนี้ยังพบวากลุมที่ปอนดวยเชื้อออนแรงจะมี
คาเฉล่ียของอัตราสวนความสูงของวิลไลตอความลึกของคริป มากกวากลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ เม่ือทําการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดสีามารถตรวจพบ
เชื้อไวรัสพีอีด ี ไดจากลําไสเล็ก ลําไสสวนโคลอนและส่ิงที่บรรจุภายในของสุกรทั้งสองกลุมโดย
ตรวจพบหลังจากปอนเชื้อไปแลว 12 จนถึง 72 ชั่วโมง ผลจากการทดลอง สุกรกลุมเชื้อออน
แรงและกลุมเชื้อรุนแรง แสดงอาการปวยของโรคระบบทางเดินอาหาร เชนอาการทองเสียเปน
ของเหลวสีเหลือง อาการอาเจียน เปนตน ซึ่งพบวาลักษณะอาการทางคลินิกที่พบดังกลาว มี
ลักษณะคลายอาการทางคลินิกของโรคพีอีดี คือ สุกรมีอาการทองเสีย อาเจียน นอนสุม (Pensaert 
and Yeo, 2006) ผลการทดลองในคร้ังนี้พบวาเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศไทย (รอบที1่) มีระยะ
การฟกตัวของโรคส้ันมาก โดยพบลูกสุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสียที่ 6 ชั่วโมงหลังจากการปอนเชื้อ 
ลูกสุกรทองเสียทุกตัวที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ขอมูลดังกลาวแตกตางจากการศึกษากอนหนา
นี้ซึ่งพบวาเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุ CV777 ลูกสุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสียที่ 22 ชั่วโมงหลังการ
ปอนเชื้อ สุกรแสดงอาการทองเสียทั้งหมดที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ (Ducatelle et al., 1982) 
และเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุ SNUVR971496 เร่ิมแสดงอาการทองเสียที่ 12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
ลูกสุกรทองเสียทกุตัวภายในเวลา 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ (Kim and Chae, 2003) แสดงให
เห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่แยกไดในประเทศไทยที่ยังไมถูกลดความรุนแรงนั้น มีความสามารถในการ
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กอโรคไดรวดเร็วกวาเชื้อไวรัสพีอีดี สายพันธุ CV777 จากทวีปยุโรป และสายพันธุ SNUVR971496 
จากประเทศเกาหลี  

การทดลองในคร้ังนี้พบวาเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุไทยทีถู่กทําใหออนกําลังลงโดยผานเซลล
เพาะเล้ียงจํานวน 53 รอบยังคงมีความสามารถในการกอโรคและกอใหเกิดอาการทางคลินิกได แต
จํานวนสุกรที่แสดงอาการทางคลินิก และระยะเวลาที่แสดงอาการทางคลินิกจะนอยกวากลุมที่
ไดรับเชื้อชนิดรุนแรง  ทั้งนี้ในกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงหลังจากทีสุ่กรแสดงอาการทองเสียแลว มี
สุกรบางตัวฟนตัวจากอาการทองเสียที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อไปจนถึงส้ินสุดการทดลอง 
แสดงใหเห็นวาการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเล้ียงหลายๆ รอบจะทําใหเชื้อไวรัสมีความ
รุนแรงในการกอโรคลดลงอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Kweon และคณะ (1999) ที่พบวาหลังจากที่ปอนเชื้อไวรัสสเตรน 
KPEDV-9 ที่ผานเซลลเพาะเล้ียงจํานวนหลายรอบ สุกรทดลองทุกตัวมีระยะเวลาที่แสดงอาการ
ทางคลินิกส้ันลงและสามารถฟนตัวภายใน 2-3 วัน แตอยางไรก็ดียังพบวาลูกสุกรบางตัวที่ปอน
ดวยเชื้อออนแรงในประเทศไทยนั้นยังคงมีอาการทางคลินิก ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดสีาย
พันธุที่แยกไดในประเทศไทยชนิดที่ถูกทําใหออนกําลังลงนั้นสามารถกอโรคได และยังมีความ
รุนแรงมากกวาการศึกษาที่ผานมา   

ผลจากการทดลอง พบรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่บงบอกถึงรอยโรคที่เกิดจากการติด
เชื้อไวรัส พบลักษณะผนังลําไสเล็กบางสวนมีลักษณะบาง  (Pensaert and Yeo, 2006) ภายใน 
12 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัสในกลุมเชื้อรุนแรง จึงกลาวไดวาอาการทางคลินิกของสุกรกลุมนี้
เกิดข้ึนเนื่องจากการไดรับเชื้อไวรัสพีอีดรีวมกับการตรวจพบไวรัสพีอีดีจากตัวอยางลําไส จึงทําให
เกิดทองเสียในลูกสุกรได สําหรับกลุมเชื้อออนแรงซึ่งพบสุกรตายภายในเวลา 7 ชั่วโมงหลังปอนเชื้อ
แตจากการชันสูตรพบลักษณะบวมน้ําที่บริเวณเยื่อแขวนลําไสสวนโคลอน (mesocolon)  มีการ
อักเสบแบบเยื่อเมือกของลําไสเล็กและลําไสใหญสวนโคลอน (catarrhal enterocolitis) และมีการ
อักเสบของเยื่อบุชองทอง (peritonitis) ซึ่งรอยโรคที่พบไมสอดคลองกับลักษณะของโรคพีอีดี แต
นาจะเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน เชน การติดเชื้อ E. coli (Fairbrother and Gyles, 
2006) สอดคลองกับการตรวจพบเชื้อ E. coli จากตัวอยางลําไสเล็กสวนเจจูนัมที่สงไปตรวจทาง
หองปฏิบัติการ ซึ่งปกติแลวเชื้อ E. coli สามารถตรวจพบไดปกติในลําไสเล็กสวนไอเลียมแตมักไม
พบในสวนเจจูนัม จึงกลาวไดวาการตรวจพบเชื้อ E. coli ในลําไสเล็กสวนเจจูนัมนั้มอาจมีความ
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เกี่ยวของกับลักษณะรอยโรคและอาการทางคลินิกที่ปรากฎ ที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ เม่ือ
ชันสูตรสุกรทั้งกลุมเชื้อออนแรง และกลุมเชื้อรุนแรง พบรอยโรคที่คลายคลึงกัน โดยพบลักษณะ 
ผนังลําไสเล็กบาง ภายในบรรจุดวยของเหลวจํานวนมาก ซึ่งรอยโรคที่พบนั้นสอดคลองกับ
การศึกษากอนหนานี้ (Coussement et al., 1982; Kim and Chae, 2003) อยางไรก็ดลัีกษณะ
รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่พบนั้นยังมีลักษณะคลายคลึงกับโรคทีจีอี และโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส
โรตา ซึ่งเปนโรคลําไสอักเสบที่เกิดจากเชื้อไวรัสเชนเดียวกับโรคพีอีดี และกอใหเกิดอาการทองเสีย
ในสุกรโดยเฉพาะอยางยิ่งสุกรที่อายุนอย (Paul and Stevenson, 1999; Saif and Wesley, 1999) 
แตผลจากการตรวจหาสารพันธุกรรมดวยวิธี mRT-PCR ไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทีจีอีและ
เชื้อไวรัสโรตา ในตัวอยางที่เก็บมา อาจกลาวไดวารอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่พบนั้นเกิดการจาก
ติดเชื้อไวรัสพีอีด ี

จากการทดลองปอนเชื้อไวรัสพีอีดีในคร้ังนี้ พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีทั้งที่ทําใหออนกําลังลงแลว 
ยังมีความสามารถในการกอโรคได แตพบรอยโรคทางมหพยาธิวิทยานอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อชนิด
รุนแรง  ทั้งนี้สังเกตุไดจากรอยโรคที่พบในเวลา 36 และ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ โดยพบวากลุม
เชื้อออนแรงจะพบรอยโรคที่บงบอกถึงการเกิดโรคพีอีดี ไดในบางอวัยวะ หรือ พบไดในสุกรบางตัว
เทานั้น จึงกลาวไดวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานลงในเซลลเพาะเล้ียงจํานวน 53 รอบมีความรุนแรงในการ
กอโรคนอยลงเม่ือเทียบกับเชื้อไวรัสที่ผานลงในเซลลเพาะเล้ียงเพียงหนึ่งรอบ ซึ่งสอดคลองกับรอย
โรคทางจุลพยาธิวิทยาที่พบวาในกลุมเชื้อออนแรงมีรอยโรคนอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรงซึ่งจะ
กลาวถึงตอไป นอกจากนี้ยังพบวาสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อชนิดออนแรงนี้สามารถฟนตัวจากอาการของ
โรคพีอีดีไดเร็ว จึงทําใหไมพบรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาในสุกรที่หายจากอาการของโรค  

จากผลการตรวจ และใหคะแนนความรุนแรงของรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ในสุกรกลุม
เชื้อออนแรงที่ตาย 7 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัส พบการคั่งเลือดในบริเวณ laminar propia พบ
การเขามาของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟล (neutrophil) ยังไมพบการหดส้ันของวิลไล นอกจากนั้น
ยังพบแบคทีเรียลักษณะแทง (rods shape) ในสวนปลายของวิลไล รวมถึงผลการเพาะเชื้อ
แบคทีเรีย จึงบงชี้วารอยโรคที่เกิดข้ึนอาจเกิดจากการติดเชื้อ E. coli (Fairbrother and Gyles, 
2006) ที่ 12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงพบมีการคั่งเลือดและมีการเขามาของ
เซลลอักเสบ ซึ่งอาจจะเปน natural killer (NK) cell ที่เปนเซลลในกลไกทางภูมิคุมกันที่มีมาแต
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กําเนิด (innate immunity) (สันนิภา 2553) ทําหนาที่ในการปองกันการติดเชื้อไดทันทีหลังจากการ
ติดเชื้อ ในลําไสเล็กสวนเจจูนัม แตไมพบการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัม และสวนไอ
เลียม ในกลุมเชื้อรุนแรงพบรอยโรคเชนเดียวกับกลุมเชื้อออนแรง และไมพบลักษณะการหดส้ันของ
วิลไล เนื่องจากเร่ิมมีการตอบสนองตอการปอนเชื้อไวรัสพีอีดีที่ปอนเขาไปจึงทําใหพบการคั่งเลือด
และการเขามาของเซลลเม็ดเลือดขาว ซึ่งสอดคลองกับอาการทางคลินิกที่พบวาสุกรทดลองมี
อาการทองเสีย แต ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบวาในกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อ
รุนแรงมีรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ที่บงบอกถึงลักษณะรอยโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสพีอีดี 
(Coussement et al., 1982; Kim and Chae, 2003; Pensaert and Yeo, 2006) เชน มีการคั่ง
เลือด มีการเขามาของเซลลอักเสบ (NK cell) การเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลลเยื่อบุซึ่งเซลลมี
ลักษณะแบนลง พบการหดส้ันของวิลไล และวิลไลมีการรวมตัวกัน สอดคลองกับการศึกษากอน
หนา ที่พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีสามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงในทางเดินอาหารของสุกรทดลองที่ 
24 และ 36 ชั่วโมงหลังจากการปอนเชื้อ (Kim and Chae, 2003) รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่
เกิดข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียมอยางรุนแรง 
รอยโรคดังกลาวจะมีความคลายคลึงกับรอยโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสทีจีอีและโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส
โรตา (Paul and Stevenson, 1999; Saif and Wesley, 1999) ซึ่งสามารถทําใหเกิดการหดส้ันของ
วิลไลไดเชนกัน แตจากผลการตรวจหาสารพันธุกรรมนั้นไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทีจีอี 
และเชื้อไวรัสโรตา นอกจากนี้รอยโรคทางทางจุลพยาธิวิทยาไมพบการอักเสบแบบมีเนื้อตายของ
ลําไส และตรวจไมพบเชื้อบิด I. suis  จึงกลาวไดวารอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่พบเกิดจากเชื้อ
ไวรัสพีอีดี สําหรับรอยโรคที่เกิดข้ึนในสุกรทดลองที่ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดนีั้น เกิดจากเชื้อไวรัสพีอีดีจะ
เขาไปแบงตัวในเซลลเยื่อบุลําไส ทําใหมีการเปล่ียนแปลงลักษณะโครงสรางของเซลลเยื่อบุลําไส 
ทําใหเกิดการหดส้ันลงของวิลไลในลําไส และยังเหนี่ยวนําใหมีการเขามาของเซลลอักเสบ 
(Ducatelle et al., 1982; Sueyoshi et al., 1995; Kim and Chae, 2000) จากการทดลองคร้ังนี้
พบวาลําไสเล็กสวน เจจูนัม และไอเลียม เปนอวัยวะที่มีการเปล่ียนแปลงเกิดพยาธิสภาพมากกวา
อวัยวะอ่ืนโดยดไูดจากคะแนนความรุนแรงของรอยโรค ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในลําไสเล็กสวนเจ
จูนัม และไอเลียม เปนบริเวณมีตัวรับที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสพีอีด ี (amino peptidase N) มากกวา
ลําไสสวนอ่ืนๆ จึงทําใหเกิดความเสียหายไดจากการไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีมากกวาอวัยวะทางเดิน
อาหารสวนอ่ืนๆ (Oh et al., 2003; Master, 2006; Li et al., 2007) อยางไรก็ดีการทดลองในคร้ังนี้
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พบวาคะแนนรอยโรค ของลําไสเล็กสวน เจจูนัม และไอเลียม ในกลุมเชื้อออนแรงมีระดับความ
รุนแรงนอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรง ทั้งนี้จากตัวอยางที่ทําการศึกษาในกลุมเชื้อออนแรงไมคอย
พบการหดส้ันและการรวมตัวกันของวิลไลอยางรุนแรงในลําไสสวน เจจูนัม และไอเลียม ขอมูล
ดังกลาวนี้เปนหลักฐานสําคัญที่บงชี้ไดวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่ปอนในกลุมเชื้อออนแรงมีความสามารถ
ในการกอโรคนอยกวาเชื้อไวรัสพีอีดีในกลุมเชื้อรุนแรง  

ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในสุกรกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรงนั้น พบ
รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในอวัยวะอ่ืนๆ ของระบบทางเดินอาหาร เชน กระเพาะอาหารของสุกร
ทดลองทั้งสองกลุมพบ การเขามาของเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต มีการคั่งเลือดในหลอดเลือดและ
บริเวณ lamina propia  อาจมีความเกี่ยวของกับอาการอาเจียนที่เกิดข้ึน ในลําไสใหญสวน ซีกัม 
โคลอนและไสตรง พบการเขามาของเซลลอักเสบ การคั่งเลือด และการเปล่ียนลักษณะของเซลล
เยื่อบุ ซึ่งอาจเกิดจากเชื้อไวรัสพีอีดทีําใหเกิดการเปล่ียนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของทางเดิน
อาหารสุกรทดลองได สอดคลองกับการศึกษากอนหนา (Coussement et al., 1982; Ducatelle et 
al., 1982) สําหรับรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่พบในกระเพาะอาหาร และลําไสสวนโคลอน ของ
สุกรที่ปอนดวยเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดออนแรงและชนิดรุนแรงนั้น มีลักษณะรอยโรคที่คลายกับสุกรที่
ปวยดวยโรคทีจีอี คือ พบการเขามาของเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต และการคัง่เลือดในอวัยวะ
ดังกลาว  (Hooper and Haelterman, 1969) แสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดีมีความสามารถทําให
เกิดรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในกระเพาะอาหาร และลําไสใหญสวนโคลอน ไดเชนเดียวกับเชื้อ
ไวรัสทีจีอี   

 จากผลการทดลอง พบวาอัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียมของสุกรทดลองกลุม
ที่ปอนดวยเชื้อออนแรง มีคามากกวากลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรง ทั้งใน 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการ
ปอนเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตอัตราสวน VH/CD ในกลุมเชื้อออนแรงเม่ือเปรียบเทียบกับ
กลุมที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียวพบวาไมแตกตางกัน โดยอัตราสวน VH/CD ใน
กลุมเชื้อออนแรงมีคามากกวากลุมเชื้อรุนแรง ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานเซลลเพาะเล้ียง
มาหลายรอบจะมีความสามารถในการกอโรคลดลง ทําใหวิลไลในลําไสเล็กสวนไอเลียมหดส้ันลง
นอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรง สอดคลองกับอาการทางคลินิกที่พบวา จํานวนสุกรที่มีอาการ
ทองเสียในกลุมเชื้อออนแรงมีจํานวนนอยกวากลุมเชื้อรุนแรง ทั้งนี้ความสามารถในการกอโรคที่
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ลดลงของเชื้อไวรัสเม่ือผานเซลลเพาะเล้ียงหลายๆรอบ  ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของยีน ORF3 
(Song et al., 2003) สงผลใหความสามารถในการกอโรคลดลง ขอมูลอัตราสวนของ VH/CD ซึ่ง
พบวาที่ลําไสเล็กสวน เจจูนัมและไอเลียม มีความรุนแรงมากกวาลําไสสวนอ่ืนๆ สอดคลองกับผล
การใหคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และการทดลองกอนหนานี ้(Coussement et al., 1982)  

 การหาปริมาณเชื้อไวรัส หลังการปอนเชือ้ไวรัสพีอีดีในสุกรทดลอง สามารถเพาะแยกเชื้อ
ไวรัสพีอีดีในระหวาง 12-72 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัส โดยสามารถตรวจเพาะแยกเชื้อไวรัสได
ในสุกรกลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรงและกลุมที่ปอนดวยเชื้อออนแรง ทั้งนี้เนื่องจากหลังจากที่มีการ
ปอนเชื้อไวรัสพีอีดีแลวเชือ้ไวรัสไดมีการติดเขาไปในเซลลและมีการเพิ่มจํานวนภายในเซลล เชื้อ
ไวรัสพีอีดีอาศัยสวนของไกลโคโปรตีน S1 ไปจับกับตัวรับที่อยูบนผิวเซลลเยื่อบ ุ ซึ่งในเบื้องตนเชื่อ
วาใช amino peptidase N (หรือที่เรียกวา CD 13) เปนตัวรับที่มีความจําเพาะกับเชื้อไวรัสพีอีดี 
(Oh et al., 2003; Master, 2006; Li et al., 2007) หลังจากที่ ไกลโคโปรตีน S1 ของเชื้อไวรัสจับ
กับตัวรับแลว จะมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางของเชื้อไวรัสพีอีดีทําใหมีการเชื้อไวรัสมีการติดกับ
เซลลเยื่อบุของโฮสต เกิดการรวมตัวกันของเยื่อหุมไขมันสองชั้น มีการสงสารพนัธุกรรมของเชื้อ
ไวรัสเขาไปในไซโตพลาสซึมของโฮสตเซลล (Master, 2006; Baker, 2008) หลังจากที่สาร
พันธุกรรมเชื้อไวรัสพีอีดีเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลแลว เชื้อไวรัสจะมีการแบงตัว เนื่องจากเชื้อ
ไวรัสพีอีดีเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยวชนิดบวกในการแบงตัวจําเปนตองมีการถอดรหัส (translation) 2 
รอบ สรางสายพันธุกรรมอารเอ็นเอสายยอย (subgenomic RNAs) เพื่อที่จะสรางเปนสาย
พันธุกรรมสายยาวตอไป หลังจากนั้นสารประกอบตางๆ ของเชื้อไวรัสจะมีการประกอบราง และมี
การขับของเชื้อไวรัส (Cann, 2008) จึงสามารถตรวจปริมาณเชื้อไวรัสพีอีดีไดทั้งตัวอยางที่เก็บมา
ทดสอบ แตพบวาปริมาณเชื้อไวรัสพีอีดีที่ตรวจวัดไดมีจํานวนนอยกวาไวรัสที่ทําการปอนใหแกสุกร 
และยังพบวาปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจพบในสุกรกลุมเชื้อออนแรงมีปริมาณที่นอยกวากลุมเชื้อ
รุนแรงในตัวอยางที่เก็บมาตรวจสอบ อาจมีความเปนไปไดวาในการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสพีอีดีใน
เซลลเพาะเล้ียงหลายๆ รอบทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของยีน ORF3 ถอดรหัสเปนโปรตีนเสริม 
(Song et al., 2003; Park et al., 2008) เชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง
จํานวนหลายรอบจะมีการเปล่ียนแปลง มีการหายไปของสายพนัธุกรรม 51 นิวคลีโอไทด จึงทําให
มีการแบงตัวและเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดออนแรงในทางเดินอาหารของสุกรลดลง ทําให
ปริมาณไวรัสที่มีการตรวจวัดไดในกลุมเชื้อออนแรงมีปริมาณนอยกวาเชื้อไวรัสพีอีดีกลุมเชื้อรุนแรง 
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นอกจากนี้ยังพบวาในตัวอยางจากสุกรทดลองหลังจากปอนเชื้อไปแลว 72 ชั่วโมงยังสามารถวัด
ปริมาณไวรัสได อาจเนื่องมาจากการที่เชื้อไวรัสยังคงมีการสรางตัวเองเพิ่มข้ึนมา อยางไรก็ตามไม
พบวามีเชื้อไวรัสในสุกรที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียวแสดงถึงการทดลองที่ไมมีการ
ปนเปอนเชื้อระหวางกลุม ทั้งนี้สามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสในสุกรที่ตายใน 7 ชั่วโมงของกลุมเชื้อ
ออนแรงและ สุกรที่ตายใน 60 ชั่วโมงกลุมเชื้อรุนแรงไดเชนกัน   

จากผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส จากตัวอยางที่เก็บมาจากลําไสเล็กรวม 
และลําไสสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่บรรจุ ดวยวิธี mRT-PCR พบวา ในสุกรกลุมเชื้อออนแรงสามารถ
ตรวจพบ สารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงทั้งในลําไสเล็กรวม และลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่
อยูภายใน เนื่องจากปริมาณไวรัสที่ปอนยังมีปริมาณมากจึงทําใหสามารถตรวจพบสารพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสพีอีดีได (Kim et al., 2001) สารพันธุกรรมที่ตรวจอาจเปนสารพันธุกรรมที่มาจากเชื้อ
ไวรัสที่ปอนเขาไป หรืออาจเกิดจากไวรัสที่ผานการเพิ่มจํานวนในเซลลสุกรมาแลวก็ได ทั้งนี้ใน
ชั่วโมงที่ 72 สามารถพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดี อาจเนื่องมาจากไวรัสมีการเขาไปเพิ่ม
จํานวนในลําไสเล็กของสุกร และมีการขับออกมาจึงทําใหสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อ
ไวรัสพีอีดี แตที่ 24 ชั่วโมงพบสารพันธุกรรมเฉพาะในลําไสสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่บรรจุ แตไมพบ
สารพันธุกรรมในตัวอยางจากลําไสเล็ก และใน 36 ชั่วโมงตรวจไมพบสารพันธุกรรม อาจ
เนื่องมาจากการฟนตัวจากการติดเชื้อไวรัสทีอ่อนกําลังไดเร็วกวา ทั้งนีใ้นสุกรกลุมเชื้อรุนแรงตรวจ
พบสารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงในลําไสเล็กรวม แตไมพบในลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่อยู
ภายใน และที่ 24 -72 ชั่วโมงสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมในลําไสเล็กรวม และลําไสใหญสวน
โคลอน รวมกับส่ิงที่บรรจุภายใน เนื่องจากเชื้อไวรัสพีอีดีเม่ือเขาไปในเซลลของเยื่อบุลําไสแลว
หลังจากนั้นจะมีการเพิ่มจํานวนและมีการขับออกมาเปนระยะเวลาประมาณ 4 วัน (Song et al., 
2006)  ดังนั้นจึงสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสได นอกจากนั้นยังพบวาสุกรทดลอง
กลุมเชื้อรุนแรงจะใหผลบวกในการตรวจมากกวาสุกรในกลุมเชื้อออนแรง ที่ 24 36 และ 72 ชั่วโมง
ในลําไสเล็กรวม และ ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงในลําไสสวนโคลอนและส่ิงที่บรรจุภายใน  ความ
แตกตางนี้อาจเกิดข้ึนเนื่องจากวาหลังจากที่นําเชื้อไวรัสพีอีดีมาผานเซลลเพาะเล้ียง อาจทําใหเกิด
การเปล่ียนแปลงลักษณะสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดีในสวนของ ยีน S  (Sato et al., 2009) 
จึงทําใหผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดีในกลุมเชื้อออนแรงมีจํานวนนอยกวากลุม
เชื้อรุนแรง 
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ขอเสนอแนะ 

 การเล้ียงผานเซลลเพาะเล้ียงทําใหความสามารถในการกอโรคในสุกรลดลง สามารถ
ประยุกตนําไวรัสที่ทําใหออนกําลังไปพัฒนาเปนวัคซีนได แตตองมีการเพิ่มจํานวนรอบของการ
เพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงเพิ่มข้ึนเนื่องจากในการเล้ียงรอบที่ 53 พบวาเชื้อไวรัสยังคงมีสามารถ
ในการกอใหเกิดอาการทางคลินิกในลูกสุกรทดลอง และยังสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในลําไสใหญ
ได ทั้งนี้เชื้อไวรัสพีอีดีที่ทําการลดความรุนแรงเพื่อนําไปพัฒนาเปนวัคซีนนั้น ยังตองมี
ความสามารถในการเขาไปเพิ่มจํานวนในเซลลเยื่อบุลําไสแตตองไมกอโรค เพราะมีความตองการ
ในการใชเชื้อไวรัสพีอีดีในการกระตุนภูมิคุมกันชนิดเยื่อเมือกในลําไส ส่ิงที่ควรคํานึงกอนนําไปใช
เปนวัคซีนในฟารม ตองมีการทดสอบประสิทธิภาพและความปลอดภัยของวัคซีนดังกลาวกอน 

 ในการศึกษาคร้ังนี้สามารถประยุกตระบบการใหคะแนนรอยโรคมาใชในการศึกษารอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยาในทางเดินอาหารของสุกร โดยเฉพาะโรคที่ทําใหเกิดการหดส้ันของวิลไล เชน 
โรคพีอีดี โรคทีจีอี โรคที่เกิดจากไวรัสโรตา นอกจากนี้การใชกลองจุลทรรศนที่ตอกับโปรแกรม
คอมพิวเตอร Image-PRO®PLUS 6.0 (Media Cybernatics, Inc, Bethesda, MD, USA) 
สามารถนํามาใชวัดความยาวของวิลไลในลําไสเล็กและนํามาประยุกตใชในการศึกษา การ
เปรียบเทียบความรุนแรงในการกอโรคของโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่งการหด
ส้ันของวิลไลได 

 จากผลการทดลองที่พบวาความรุนแรงของเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลล
เพาะเล้ียงจํานวนหลายรอบมีแนวโนมการกอโรครุนแรงนอยลง ควรมีการศึกษาลําดับทาง
พันธุกรรมในสวนของยีน S ทั้งหมดจากเชื้อไวรัสที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero 
cell รอบที่ 53 เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสที่ยังไมถูกทําใหออนกําลังลงวามีการเปล่ียนแปลงลําดับ
ทางพันธุกรรมหรือไม เพราะยีน S เปนสวนในการสรางโปรตีนที่มีความสําคัญกับความรุนแรงใน
การกอโรคของเชื้อไวรัสพีอีดี  

 การสงตัวอยางเพื่อตรวจหาเชื้อไวรัสพีอีดีหรือสารพันธุกรรมบางสวนยีน S ของโรคพีอีด ี
สามารถที่จะใชตัวอยางจากลําไสเล็กรวม หรือใชส่ิงที่อยูภายในลําไสใหญ ของสุกรที่แสดงอาการ
อยางเฉียบพลัน แตในสุกรทดลองบางตัวที่ทําการทดลองไมสามารถตรวจพบสารพันธกุรรม
บางสวนของยีน S ได ดังนั้นการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดี ควรมีการตรวจหาสาร
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พันธุกรรมสวนยีน M ดวยเนื่องจาก ยีน M จะมีการเปล่ียนแปลงในเชื้อไวรัสพีอีดีนอยกวายีน S ทํา
ใหการตรวจมีความแมนยําเพิ่มมากข้ึน   

ควรมีการเปรียบเทียบความแตกตางของยีน ORF3 ของเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุ 08NP02 
ที่ใชเปนเชื้อไวรัสตนแบบ เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสที่ผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงรอบที่ 53 วามี
การเปล่ียนแปลงตําแหนงนิวคลีโอไทดในยีนสวนนี้หรือไม  

 ควรมีการศึกษาการตรวจหาแอนติเจน หรือสารพันธุกรรมในตัวอยางที่เปนชิ้นเนื้อที่เก็บ
แยกมาโดยวิธีการยอมพิเศษอิมมูโนฮิสโตเคมี หรือวิธ ีIn situ hybridization เพื่อทําใหทราบวาเชื้อ
ไวรัสพีอีดทีี่ผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงไปหลายๆ รอบนั้น จะอยูในเซลลหรืออวัยวะอะไรบาง
ในทางเดินอาหาร  
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ภาคผนวก ก 

ขอมูลรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยารายตัวในกลุมที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้ออยางเดียวและกลุมเชื้อออนแรง 

กลุม 
รอยโรคท่ีพบทางจุลพยาธิวิทยาในอวัยวะตางๆ ชั่วโมง 

กระเพาะ ดูโอดีนัม เจจูนัม(ตน) เจจูนัม(กลาง) เจจูนัม(ปลาย) ไอเลียม ไสติ่ง โคลอน ไสตรง หลังการปอนเชื้อ 

อาหาร NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 12 
เล้ียงเช้ือ NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 24 

NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 26 
  NRL NRL NRL NRL mild,S mild,S NRL NRL NRL 72 

เช้ือออนแรง mild Sl mild Sl NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 72 
NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 24 

- C,Sl C,Sl C,Sl,Neu mild C mild C 
mild 

C mild C,Neu mild C ตายท่ี 7  
NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 72 
NRL - NRL NRL NRL mild C NRL NRL NRL 24 

mild Sl  mild B NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 36 
NRL NRL NRL NRL   mild B mild B NRL NRL - 36 

- NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 12 
C B C L F B* C L SL C L F B* C L  F B* C L L C L C L 36 

C L C L  B* C L SL F B* C L F B* C L  F B* C L L C L C L 24 
C, L L C, L C, L L C, L F, L L L 12 

  C B C L  B C L B C L F B* C L  F B* C L C L C L C L 72 
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ขอมูลรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยารายตัวในกลุมเชื้อรุนแรง 

กลุม 
รอยโรคท่ีพบทางจุลพยาธิวิทยาในอวัยวะตางๆ ชั่วโมง 

กระเพาะ ดูโอดีนัม เจจูนัม(ตน) เจจูนัม(กลาง) เจจูนัม(ปลาย) ไอเลียม ไสติ่ง โคลอน ไสตรง หลังการปอนเชื้อ 

เช้ือออนแรง - ND ND ND ND ND ND - ND ตายท่ี 60 
NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 12 

mild Sl mild B,M,Sl B,M,Sl,C,F B,M,Sl,L ND B,Sl,F NRL NRL - 24 
mild Sl NRL B,M,Sl B,M,Sl,F B,M,Sl B,Sl,F mild,B L - 24 

B,M,C,F mild B B,M,C,F B,M,Sl,C,F B,M,Sl,C,F B,M,Sl,C,F B,M,Sl,C,F B,M,Sl,C,F 
mild 
B,C 36 

- ND ND ND ND ND ND ND ND ตายท่ี 60 
mild Sl NRL NRL NRL mild Sl mild,B NRL NRL NRL 12 

L L  C, L L C C  L L L 12 
C L C L  B C L F B* C L SL F B* C L B C L C L C  NRL 72 
L NRL F B* C L SL F B* C L SL F B* C L SL B* C L SL L L NRL 36 

C L C L  F B* C L SL F B* C L F B* C L  F B* C L F B* C L C L L 36 
  C L NRL B* C L SL F B* C L B C L B C L L L L 24 

 
ความหมายของอักษรยอ 
B = การหดส้ันของวิลไล  SL = การลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไส  M = การเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลลเยื่อบุ L = มีการเขามาของเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต NE = 
มีการเขามาของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟลล F = มีการรวมตัวกันของวิลไล  C = มีการคั่งเลือดในหลอดเลือด NRL = รอยโรคไมชัดเจน ND = ตัวอยางเนาไม
สามารถอานได  NA = ไมสามารถเก็บตัวอยางได 
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ขอมูลปริมาณเชื้อไวรัสในตัวอยางสุกรแตละตัวที่ปอนเชื้อออนแรงและเชื้อรุนแรง 

กลุม ลําไสเล็กรวม TCID50/มล.   สิ่งที่อยูภายในลําไสใหญ TCID50/มล. 
หลังการปอนเช้ือ (ชม.)  

กลุมเช้ือออนแรง               
12 2x102* 2x102.25 2x103.5 2x102* 2x102  2x103.75  
24 2x102.5 2x102 2x104.5 2x102.25  2x102  2x104  
36 2x102 2x102.25 2x104 2x102.25  2x102.75  2x103.5  
72 2x102.25 2x102.25 2x103.75 2x102.25  2x102  2x102.75  

กลุมเช้ือรุนแรง 
12 2x103.5 2x104 2x103.75 2x103.75  2x104 2x104 
24 2x105 2x103 2x103.5 2x103.5  2x103.25  2x103.25  
36 2x103.25 2x103.5 2x104 2x103.5  2x103.25  2x104  
72 2x103.5 ** 2x103.75** 2x104   2x103.75** 2x103.5** 2x104.5  

   * สุกรทดลองตายที่ 7 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ **สุกรทดลองตายที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
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ภาคผนวก ข 

1. ข้ันตอนการเตรียมเชื้อไวรัสพีอีดี และการเล้ียงเชื้อไวรัสพีอีด ี
1.1 เซลลเพาะเล้ียง 

- เพาะเล้ียงเซลลชนิด Vero cell (African green monkey kidney cell line) ในขวด
เล้ียงเซลลขนาด 75 ลูกบาศกเซนติเมตร โดยใชอาหารเล้ียงเซลลชนิด modified 
Eagle’s medium (MEM) เติม fetal bovine serum (FBS) ความเขมขนรอยละ 5 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ความ
เขมขนรอยละ 5 เปนเวลา 2 วัน 

- เทอาหารเล้ียงเซลลออก แลวยอยเซลลดวย trypsin versine 1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มี CO2 ความเขมขนรอยละ 5  เปนเวลา 10 นาที  

- เติม MEM 10 มิลลิลิตร ดูดเซลลเพาะเล้ียงรวมทั้ง MEM ออก ใส หลอดทดลองรูป
กรวยขนาด 15  มิลลิลิตร นําไปปนที่ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี

- เทสวนใสทิ้ง แลวใส Phosphate-buffered saline (PBS)10 มิลลิลิตร เคาะใหเซลล
กระจายออกจากกันนําไปปนที่ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  

- เทสวนใสทิ้งแลวใส MEM 4 มิลลิลิตรเคาะใหเซลลกระจายออกจากกัน ดูดแบงเซลล
เพาะเล้ียงไปเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลใหม แลวเติม MEM ที่เติม FBS ความเขมขนรอย
ละ 5 ใหไดเซลลไมต่ํากวา 106 เซลล/มิลลิลิตร 

1.2 การเพาะแยกเชื้อไวรัสใน Vero cells 
- นําเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells อายุ 2 วัน ที่มีลักษณะของเซลลเปนชั้นเดียว

(monolayer) ทําการดูด GM (Growth Medium) ทิ้ง ลางเซลลดวย maintenance 
medium ที่ประกอบดวย yeast extract 0.02% และ trypsin (TM) 2 คร้ัง  

- นําตัวอยางลําไสเล็กสุกรทดลองที่บดปนแยกทรายและนํามาผานตัวกรองขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร เพาะเชื้อลงในขวดเล้ียงเซลลขนาด 25 ลูกบาศก
เซนติเมตร ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  

- เติม TM ปริมาณ 5 มิลลิลิตร นําไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสวนเซลล
เพาะเล้ียงกลุมควบคุม ก็เปล่ียน GM เปน TM เหมือนกัน  

- สังเกตการเกิดการเปล่ียนแปลงเชิงพยาธิสภาพของเซลล (cytopathic effect, CPE)  
หลังจากเพาะเชื้อลงในขวดแลวทิ้งไว 3 วัน   
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- นําเซลลไปแชแข็งแลวทําใหละลายโดยเร็ว ( freeze and thaw ) สลับกัน 2-3 คร้ัง 
แลวนําสารละลายที่ได ไปเพาะเชื้อใน Vero cells ชุดใหม  

- ทําเพาะเชื้อไปใน Vero cells หลายๆคร้ัง จนถึงรอบที่ 53 และเก็บ culture fluid ใน
วันที่ 3 หลังจากนําเชื้อไวรัสลงใน TM เจือจางเชื้อไวรัสพีอีดี 10 เทา (10 fold dilution) 
คร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 6 

- ทําการเพาะเชื้อไวรัสพีอีดแีตละความเจือจางลงบน Vero cells อายุ 2 วัน ที่เล้ียงใน
เพลทพลาสติก 48 หลุม ปริมาณ 100 ไมโครลิตรตอหลุม dilution ละ 4 หลุม กอน
เพาะเชื้อไวรัสลงไป นําเชื้อไวรัสพีอีด ีลาง Vero cells ดวย TM 2 คร้ัง อบที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  

- เติม TM ปริมาณ 500 ไมโครลิตรตอหลุม สังเกตการณเกิด CPE นาน 3 วัน นําผลที่
ไดมาคํานวณคา TCID50 โดยวิธีการของ Karber แลวจึงนําไปฉีดในลูกสุกรทดลอง 

1.3 การตรวจวัดระดับความเขมขนของไวรัสพีอีด ี(Viral titration ) 
การตรวจวัดระดับความเขมขนในการทดลองนี้ ทําโดยวัดการเปล่ียนแปลง CPE คาที่วัด
ไดจะเปนหนวย tissue culture infectious dose 50% (TCID50)/ปริมาตร โดยเม่ือ
เพาะเล้ียงเชือ้ไวรัสลงในเซลลเพาะเล้ียงภายใตสภาพแวดลอมที่กําหนด จะทําใหเซลล
เพาะเล้ียงเกิดการเปล่ียนแปลงไปรอยละ 50 ของจํานวนหนวยของเซลลเพาะเล้ียงที่ใช
ทั้งหมด 
- เตรียมสารละลายไวรัสพีอีด ี ดวยการนําตัวอยางลําไสสุกรทดลองประมาณ 1 กรัม  

ใสลงในโกรง ตัดเปนชิ้นเล็กๆดวยกรรไกร เติมทรายละเอียดที่ฆาเชื้อแลวลงไป
เล็กนอย บดใหเขากัน 

- เติม PBS หรือ อาหารเล้ียงเซลล 5 มิลลิลิตร บดใหเขากันอีกคร้ัง แลวถายใสลงใน
หลอดปน นําไปปนที่ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ในการทดลองนี้ปน
จํานวน 5 รอบเพื่อใหมีการตกตะกอน 

- แยกสวนใสออก นําไปกรองผานตัวกรอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร 
- เจือจางสารละลายไวรัสพีอีด ี ดวยวิธกีารทําใหเจือจาง 10 เทา ใน MEM ที่

ประกอบดวย yeast extract ความเขมขนรอยละ 0.02 และ trypsin (TM) เจือจาง
ตั้งแตคร้ังที่ 1 ถึง คร้ังที่ 5 จํานวน 5 หลอด  
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- เติมอาหารเล้ียงเซลลจํานวน 900 ไมโครลิตร เติมสารละลายไวรัสพีอีดี ที่ตองการหา
ระดับความเขมขนลงในหลอดจํานวน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจะไดไวรัสพีอีด ี
ที่เจือจางไป 10 เทา  

- เปล่ียน pipette tip ใหม แลวดูดสวนผสมในหลอดแรกจํานวน 100 ไมโครลิตร เติมลง
ในหลอดที่ 2 ผสมใหเขากัน จะไดไวรัสพีอีด ี ที่เจือจางไป 100 เทา (10-2) เปล่ียน 
pipette tip ใหม แลวทําซ้ําในลักษณะเดียวกนัจนถึงหลอดสุดทาย ซึ่งจะไดไวรัสพีอีด ี
เจือจางไปคร้ังที่ 5 ของสารละลายไวรัสพีอีด ีเร่ิมตน  

- นําเพลทพลาสติก 96 หลุมที่มีเซลลเพาะเล้ียง Vero cells อายุ 2  วัน มาดูดอาหาร
เล้ียงเซลลออก และลางดวย TM 2 คร้ัง  

- เติมตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีด ีที่ยังไมเจือจาง (undiluted) ลงไปในหลุมแรก และ
เติมตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีดี ที่เจือจางแลว ลงไปในหลุมที่ 2 – 6 ปริมาณ 50 
ไมโครลิตรตอหลุม 

- เติม TM ลงไปทุกหลุม ปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส CO2 ความเขมขนรอยละ 5  ติดตามสังเกต และบันทึกผลการเกิด CPE ของ
เซลลเพาะเล้ียงนาน 3-5 วัน  นําผลที่ไดมาคํานวณคา TCID50 โดยวิธีการของ Karber 
ดังที่กลาวไวแลวเบื้องตน 
  

2. การสกัดอารเอ็นเอจากเชื้อไวรัสพีอีดโีดยใชชุดน้ํายาสําเร็จรูป RBC Viral Nucleic Acid 
Extraction Kit   

2.1 อุปกรณ และสารเคมีที่ตองเตรียม  
-   95 % Ethanol 
-   1.5 ml micro centrifuge tube (RNase-free) 
-   PBS (กรณี ปริมาตรตัวอยางนอยกวา 200 ไมโครลิตร) 

2.2 Lysis 
-  Transfer ตัวอยาง 200 ไมโครลิตรลงใน micro centrifuge tube กรณีที่ตัวอยางมี    

ปริมาตรนอยกวา 200 ไมโครลิตรใหปรับปริมาตรดวย PBS จนครบ 200 ไมโครลิตร  
-   เติม VB buffer ลงตัวอยาง ผสมใหเขากันดวย vortex 
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-   บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  
2.3 Binding 

-   วาง VB column ใน collection tube 2 มิลลิลิตร 
-   เติม 95 % ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงใน sample lysate แลวผสมใหเขากันดี

ดวย vortex 
-   นํา Ethanol-added mixture จากข้ันตอนกอนหนานี้มาใสลงใน VB column 
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 g (13,000 rpm) เปนเวลา 1 นาที 
-   ทิ้งสวน flow-through และนํา mixture ที่เหลือจากข้ันตอนที่ 1 เติมลงใน VB column  

2.4 Wash 
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g (13,000 rpm) เปนเวลา 1 นาท ี
-   ทิ้ง collection tube ที่มี flow-through และยาย VB column ใสลงใน collection tube 

2 มิลลิลิตร อันใหม 
-   เติม W1 Buffer 400 ไมโครลิตรลงใน VB column ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x 

g  (13,000 rpm) เปนเวลา 30 วินาท ี
-   ทิ้งสวน flow-through แลววาง VB column กลับลงไปใน collection tube 
-   เติม Wash buffer 600 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน 
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g (13,000 rpm) เปนเวลา 30 วินาท ี
-   ทิ้งสวน flow-through แลววาง VB column กลับลงไปใน collection tube 
-  ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g (13,000 rpm) เปนเวลา 3 นาที แลวปลอยวางให

แหง 
2.5 Nucleic Acid Elution  

-   วาง VB column ที่แหงแลวใน micro centrifuge tube (RNase-free) 
-   เติม RNase-free water 50 ไมโครลิตรลงตรงกลาง column matrix 
-   ปลอยวางไวเปนเวลา 3 นาทีจนกระทั่งน้ําดูดซับเขาไปใน matrix เต็มที ่
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วเต็มที่เปนเวลา 1 นาที เพื่อ elute purified nucleic acid ดังนั้น 

eluted nucleic acid จะปราศจาก inhibitors, nucleases, proteins และ impurities 
พรอมสําหรับใชใน PCR และ RT-PCR หรือ molecular assay 
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3. ข้ันตอนการสังเคราะห cDNA โดยใช Random primer  

การสังเคราะห cDNA โดยใชชุดสําเร็จรูป SuperScript First-Strand Synthesis 
System สําหรับ RT-PCR (Invitrogen life technologies: Cat No. 18080-051)  

3.1 เตรียม RNA/primer mixture ในหลอด PCR tube ตามตารางขางลาง แลวบมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปวางบนน้ําแข็งเปนเวลา
อยางนอย 1 นาที  

 
 
สวนประกอบ ปริมาตร 
Total RNA 5 ไมโครลิตร 
50 ng/ul random primer 1 ไมโครลิตร 
10 mM dNTP mix 1 ไมโครลิตร 
DEPC-treated water 3 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 

 
3.2 เตรียม cDNA Synthesis Mix ตามตารางขางลาง 

 
สวนประกอบ ปริมาตร 
10X RT buffer 2 ไมโครลิตร 
25 mM MgCl2 4 ไมโครลิตร 
0.1M DTT 2 ไมโครลิตร 
RNaseOUT (40 U/ul) 1 ไมโครลิตร 
SuperScript III RT (200 U/ul) 1 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 

 
3.3 ผสม cDNA Synthesis Mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตรกับ RNA/primer mixture ผสมให

เขากันเบาๆ แลวปนเหว่ียงตกตะกอน จากนั้นจึงนําไปเขาเคร่ือง PCR โดยมี
ขอกําหนดตามตาราง 



82 

 
ขั้นตอน อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) เวลา(นาที) จํานวน (รอบ) 

Annealing 25 10 1 
cDNA synthesis 50 50 1 
Terminate reaction 85 5 1 
วางบนน้ําแข็งทันท ี       

 
3.4 ปนเหว่ียงตกตะกอนเบาๆ แลวเก็บของเหลวสวนบน จากนัน้เติม RNaseH ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 นาที ในเคร่ือง PCR  
3.5 เก็บ cDNA ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส   
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ภาคผนวก ง 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

น.สพ. สิทธิกร ไตรยราช เกิดเม่ือวันที่ 11 กรกฎาคม พ.ศ.2523 ที่จังหวัดนครพนม  สําเร็จ
การศึกษาระดับมัธยมปลายที่ โรงเรียนสกลราชวิทยานุกูล จังหวัดสกลนครปการศึกษา 2541
ศึกษาตอระดับปริญญาตรีที่คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2542 
และสําเร็จการศึกษาในป 2548 ปฎิบัติงานในตําแหนงนักวิชาการประจําสํานักวิชาการ และ
รักษาการผูจัดการฟารมสุกรขุน บริษัท พันธุสุกรไทย-เดนมารค จํากัด (มหาชน) เปนเวลา 4 ป 
หลังจากนั้นไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววิทยาทางสัตว
แพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในเม่ือป พ.ศ. 2552 
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