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การศึกษาพบวา เซลล PBMC ของสุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนสราง IL-10 ในระดับท่ี
สูงข้ึนท้ังในภาวะปกติและเม่ือไดรับการกระตุนเซลลซํ้าจากเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส     สายพันธุรุนแรง
ทุกสายพันธุ โดยพบวาประชากรเซลลลิมโฟไซตทุกชนิดท่ีทําการศึกษา (CD4+  CD8+ และ CD4+CD8+) 
สามารถสราง IL-10 ได   สําหรับการสราง IFN-♣  พบวาเซลลชนิด memTh (CD4+CD8+) จากสุกรท่ีเคย
ไดรับเชื้อไวรัสมากอนจะสราง IFN-♣    สูงข้ึนเฉพาะตอเม่ือไดรับการกระตุนโดยเช้ือไวรัสจากตางกลุม
สายพันธุ  งานวิจัยน้ียังไดทําการศึกษาการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC จากสุกรท่ีเคยไดรับวัคซีนกลุม
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ดวยเช้ือไวรัสสายพันธุรุนแรงทุกสายพันธุไมมีผลตอปริมาณการสราง IL-10 และ IFN-♣ แตอยางไรก็ตาม
เม่ือนําสุกรทดลองท่ีไดรับวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรปชนิดเช้ือเปนจํานวน 2 คร้ังหางกัน 3 สัปดาห ตามดวย
การใหเช้ือไวรัสท่ีแยกไดในประเทศไทยชนิดรุนแรงท้ังสองกลุมสายพันธุหลังจากไดรับวัคซีนคร้ังท่ีสอง 3 
สัปดาห    พบวาเซลล PBMC จากสุกรท่ีไดรับวัคซีนมากอนและไดรับเช้ือไวรัสจากกลุมสายพันธุยุโรป มี
การสราง IL-10 ท่ีสูงข้ึน แตมีการสราง IFN-♣  ลดลง สําหรับสุกรกลุมท่ีไดรับวัคซีนตามดวยเช้ือไวรัสสาย
พันธุอเมริกาไมมีผลตอการสรางไซโตไคนเม่ือเปรียบเทียบกับสุกรกลุมควบคุม  จากผลการศกึษาในครัง้น้ี
ยืนยันไดวาเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส   ท้ังชนิดรุนแรงและวัคซีนมีผลเพ่ิมการสราง IL-10 โดยเซลล PBMC 
เม่ือไดรับเช้ือซํ้าในคร้ังถัดไป นอกจากน้ีการศึกษาน้ียังช้ีใหเห็นวาสายพันธุและความรุนแรงของเช้ือไวรัส
พี อาร อาร เอส มีผลตอปริมาณและรูปแบบของไซโตไคนท่ีสรางโดยเซลล PBMC ของสุกร 
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The objective of this study was to determine the effects of previous exposure to PRRSV on the 

cytokine production by porcine peripheral blood mononuclear cells (PBMC) upon in vitro re-activation 
with various PRRSV strains. PRRSV-seronegative pigs were intranasally inoculated with the Thai 
PRRSV isolates; US (01NP1) and EU genotype (02SB3). At 3 weeks post-inoculation, blood samples 
were collected, PBMC samples were isolated and in vitro cultured with various PRRSV strains. Results 
showed that previous exposure with virulent PRRSV increased background IL-10 production by the 
PBMC and increased IL-10 production upon re-activation with virulent PRRSV strains. All studied 
lymphocyte populations  (CD4+, CD8+ and CD4+CD8+) were found to produce IL-10. Enhanced IFN-♣ 
production by the memTh (CD4+CD8+ subpopulation) when activated with heterologous PRRSV strains 
was observed. In addition, PBMC from pigs previously vaccinated with PRRSV-EU- vaccine were in 
vitro activated with various PRRSV strains. Interestingly, significant effects on IL-10 and IFN-♣ 
productions were observed. In an in vivo experiment, pigs were vaccinated with modified live-PRRSV-
EU twice at 3 weeks interval. Three weeks after the 2nd vaccination, pigs were challenged with yhe 
virulent Thai PRRSV of both genotypes. The results demonstrated an enhanced IL-10 production, and a 
reduction of IFN-♣ production by the PBMC of vaccinated pigs when challenged with the homologous 
genotype. The heterologous challenge of vaccinated pigs did not have significant effect on the cytokine 
production when compared with the non-vaccinated challenged group. Our result confirmed that pre-
exposure with PRRSV could enhance IL-10 production by porcine PBMC. In addition, strains and 
virulence of PRRSV could influence the patterns and levels of cytokine production by porcine PBMC. 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา  

โรคพี  อาร  อาร  เอส  (Porcine  reproductive  and  respiratory  syndrome;  PRRS)  เปน
โรคระบาดที่สําคัญที่กอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรเปนอยางมาก  
โดยมีลักษณะอาการที่สําคัญของโรค  2  กลุมอาการ  คือ  กลุมอาการที่เกี่ยวของกับระบบสืบพันธุใน
สุกรพอแมพันธุ  กอใหเกิดสภาวะการสืบพันธุลมเหลวในสุกรแมพันธุ  จะพบการแทงในทุกระยะ
ของการต้ังทอง  รวมถึงการผสมไมติด  สําหรับสุกรพอพันธุจะสงผลใหคุณภาพน้ําเชื้อต่ําลง 
(Mengeling et al., 1996)  และกลุมอาการที่เกี่ยวของกับปญหาระบบทางเดินหายใจในสุกรทุกชวง
อายุ  ซึ่งจะพบอาการมีไข  หอบ  หายใจลําบาก (Benfield et al., 2000,  Yoon and Stevenson, 2002) 
นอกจากนี้มักพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี  อาร  อาร  เอส    มีการติดเช้ือแทรกซอนไดงายข้ึนท้ังจาก
ไวรัสและแบคทีเรีย  โดยกอใหเกิดกลุมอาการที่เรียกวา      ปญหาโรคระบบทางเดินหายใจซับซอน  
(Porcine  Respiratory  Disease  Complex;  PRDC) (Yahara et al., 2002) ซ่ึงเปนปญหาทีสํ่าคัญของ
เกษตรกรผูเลี้ยงสุกรทั่วโลก  และเปนปญหาหลักของการผลิตสุกรในประเทศไทยในปจจุบัน 
(Thanawongnuwech et al., 2004) 
 ในป  พ.ศ.  2530 ไดมีการรายงานการระบาดของโรคพ ี  อาร  อาร  เอส  เปนคร้ังแรกท่ี
ประเทศสหรัฐอเมริกา ขณะน้ันยังไมทราบสาเหตุของปญหาที่แนชัดจึงเรียกวา  Mystery  Swine  
Disease ( Albina, 1997)     ตอมาพบการระบาดท่ีประเทศเยอรมันและเนเธอรแลนดในป พ.ศ.  2533  
และสามารถแยกเชื้อที่เปนสาเหตุของปญหาไดในป พ.ศ.  2534 (Snijder and Meulenberg, 1998)      
สําหรับประเทศไทยมีการรายงานพบเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ในตัวอยางซีร่ัมท่ีสงตรวจ  ณ  
สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติเปนครั้งแรกในป  พ.ศ.  2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996a)  
สาเหตุของโรคพี  อาร  อาร  เอส  เกิดจากเชื้อไวรัสชื่อ  Porcine  Reproductive  and  Respiratory  
Syndrome  virus  (PRRSV)        ปจจุบันมีการจัดกลุมของเชื้อไวรัสเปน  2  กลุมสายพันธุ 
(Genotype) ตามความแตกตางทางลกัษณะพนัธกุรรมและคณุสมบัติของแอนติเจน  คือ กลุมสาย
พันธุอเมริกา  (US)  และกลุมสายพันธุยุโรป (EU) และยงัสามารถพบความแตกตางทางพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสในกลุมสายพันธุเดียวกันดวย  โดยเฉพาะในกลุมสายพันธุอเมริกา  จึงมีการจัด
แบงกลุมยอยตามความรุนแรงของการเกิดโรค (Botner et al., 1999)    ทั้งนี้เนื่องจากไวรัสมีการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมไดอยางรวดเร็วมากในการติดเชื้อตามธรรมชาติ ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นมีทั้งในระดับกรดนิวคลิอิกของสารพันธุกรรม และในระดับกรดอะมิโน เรียก
คุณสมบัตินี้วา quasispecies (Chang et al., 2002; Goldberg et al., 2003)  ในประเทศไทยเดิมพบวา
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เชื้อไวรัสที่ระบาดมีลักษณะทางพันธุกรรมคลายคลึงกับกลุมสายพันธุอเมริกา 
(Damrongwatanapokin et al., 1996a) แตปจจุบันสามารถตรวจพบการระบาดของโรคจากเช้ือไวรัส
ทั้ง  2  กลุมสายพันธุในฟารมสุกร   (Thanawongnuwech et al., 2002)     โดยพบการระบาดของเช้ือ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากกวากลุมสายพันธุอเมริกา (Thanawongnuwech et al., 2004) 

เชื้อไวรัสพ ี  อาร  อาร เอส  สามารถติดตอผานทางการหายใจ  ระบบสืบพันธุ       รวมทั้ง
เข็มฉีดยา  เมื่อสุกรไดรับเชื้อไวรัสทางการหายใจผานเขาทางเยื่อบุโพรงจมูก  (nasal  epithelial  cell)  
และเขาสูเซลลมาโครฟาจที่ตอมทอนซิลและปอด    ไวรัสจะเพิ่มจํานวนในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด
โมโนไซต และมาโครฟาจ (Vanderheijden et al., 2003)  จากนั้นไวรัสแพรไปตามกระแสเลือดซึ่ง
สามารถตรวจพบเชื้อไดภายใน  12  ช่ัวโมงหลังติดเช้ือ   และเชื้อจะกระจายไปยังอวัยวะน้ําเหลือง
ตาง  ๆ  ทั่วรางกาย  และกอใหเกิดพยาธิสภาพตาง  ๆ    เชน  ปอดอักเสบ  กลามเนื้อหัวใจอักเสบ  
สมองอักเสบ และหลอดเลือดอักเสบ เปนตน (Rossow et al., 1995)         แมวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส 
กลุมสายพันธุยุโรปจะมีการกระจายของแอนติเจนในอวัยวะตาง  ๆ  มากกวากลุมสายพันธุอเมริกา 
(Laohasittikul et al., 2004)  แตสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาจะแสดงอาการทางคลินิก
ที่รุนแรงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรป (Liden et al., 2003) 

  สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี  อาร  อาร  เอส  จะเร่ิมแสดงอาการในชวง  48  ช่ัวโมงหลังติดเช้ือ  
และอาการจะคอย  ๆ  หายไปภายในเวลา  1  เดือน (Murtaugh et al., 2002) แมวาสัตวที่ติดเชื้อจะไม
แสดงอาการปวยแลว  แตจะยังสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสอยูในรางกายสัตวที่ติดเชื้อไดมากกวา  12  
สัปดาห   โดยสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสไดที่อวัยวะน้ําเหลืองตางๆ เชน ตอมนํ้าเหลอืง  มาม 
ทอนซิล เปนตน (Rossow et al., 1995; Wills et al., 1997) สัตวที่มีการติดเชื้อแฝงนี้  (persistent  
infection)  สามารถปลอยเชื้อออกสูภายนอกและแพรเชื้อไปยังสัตวตัวอื่นได         ซึ่งบงชี้ถึงความ
ลมเหลวในการทํางานของระบบภูมิคุมกันที่สรางขึ้นในสัตวที่ติดเชื้อ         ทั้งนี้อาจเนื่องจากเซลล
เปาหมายของเชื้อไวรัสเปนกลุมเซลลที่มีบทบาทสําคัญในการทํางานของระบบภูมิคุมกัน  โดยพบวา
เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส     ทําใหความสามารถในการเก็บกนิและทาํลายจุลชีพของเซลลมาโครฟาจ 
ลดลง (Thanawongnuwech et al., 1997; 1998)    นอกจากนี้ภายหลังการติดเชื้อพบวามีการสราง  
pro-inflammatory  cytokines  โดยเฉพาะ ทูเมอรเนโครซิส แฟกเตอร อัลฟา (Tomour necrosis 
factor –alpha; TNF-ϒ)   และ   อินเตอรเฟยรอน อัลฟา   (interferon-alpha; IFN-ϒ)  (Albina et al., 
1998; van Reeth et al., 2002)     ของเซลลมาโครฟาจที่ปอดในระดับที่ต่ําและชากวาการติดเชื้อจาก
ไวรัสชนิดอ่ืนๆ ในระบบทางเดินหายใจ   (Lopez-Feurtes et al., 2000)                      การกดการสราง 
pro-inflammatory cytokines เหลานี้สงผลใหการสรางไซโตไคนชนิดอ่ืน  ๆ  ลดลงดวย    ทําใหการ
ตอตานการติดเชื้อไวรัสที่ปอดและการพัฒนาของการตอบสนองทางภูมิคุมกันในขั้นตอไปไดไมดี
เทาที่ควร  ซึ่งอาจจะเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร  อาร  เอส  มีระยะการติดเช้ือท่ี
ยาวนานและเกิดการติดเชื้อแฝงไดงาย 
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 เปนที่ทราบกันทั่วไปวาเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส มีความสามารถควบคุมการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันของรางกายในดานกดการทํางานของระบบภูมิคุมกันของสุกร (Lager and 
Mengeling, 2000) แมมีรายงานวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ี  อาร  อาร  เอส  สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด
การตอบสนองทางภูมิคุมกัน  (protective  immunity)  ทั้งในกลุมภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา  (humoral 
immunity)  และภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (cell-mediated  immunity)  ได  แตพบคอนขางชา     และ
ไมมีประสิทธิภาพ       นอกจากนี้ยังไมสามารถทําลายเชื้อไวรัสในกระแสเลือดในระยะแรกของการ
ติดเช้ือได  โดยพบวาเมื่อมีการติดเชื้อจะมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันโดยการเพิ่มจํานวนของ
แอนติบอดีชนิด  non-neutralizing  ในระยะแรกของการติดเชื้อ (Labarque et al., 2000)      อันเปน
กลไกหนึ่งที่สงผลใหมีการกระจายและเพิ่มจํานวนของไวรัสภายในเซลลไดงายขึ้นและเปนไปอยาง
ตอเน่ือง  เรียกกระบวนการนี้วา  antibody  dependent  enhancement  (ADE) (Yoon et al., 1996) 
สวนการตอบสนองของแอนติบอดีชนิด  neutralizing  มักจะชาและพบไดในระดับต่ําๆ      (Albina 
et al., 1998)      นอกจากเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส จะสงผลตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการ
ติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส เองไมดีแลว ยังมีรายงานอีกวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส มา
กอนจะสงผลใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการใหวัคซีนปองกันโรคอหิวาตสุกรในระดับที่ต่ํา
กวาสุกรที่ไมมีการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส (Li and Yang, 2003)       และพบวาการติดเชื้อไวรัส
พ ีอาร อาร เอส       ทําใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการทําวัคซีนปองกันโรค
พิษสุนัขบาเทียมในระดับที่ต่ําและชากวาสุกรที่ไมมีการติดเชื้อมากอน (Bruin et al., 2000) ขอมูล
เหลานี้ชี้ใหเห็นวาเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส มีความสามารถกดการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสุกร 
  ปจจุบันมีการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการติดเชื้อไวรัสพี อาร 
อาร  เอส  มากขึ้น  เนื่องจากเชื่อวานาจะมีความสําคัญในการปองกันและกําจัดเชื้อมากกวาภูมิคุมกัน
ชนิดสารนํ้า  (Bautista et al., 1997) จากการศึกษาที่ผานมาพบวาเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ทั้งชนิด
เชื้อเปนและเชื้อตายสามารถกระตุนใหมีการเพิ่มการแสดงออกของยีนที่สรางอินเตอรลิวคิน 10 
(interleukin; IL-10) ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว   (peripheral blood mononuclear 
cells; PBMC) ที่แยกไดจากเลือด และเซลลจากน้ําลางปอด (Suradhat et al., 2003, Suradhat and 
Thanawongnuwech, 2003) โดยที่ไมพบความแตกตางของจํานวนเซลลที่สราง IL-10 ในเซลลจากน้ํา
ลางปอดของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพ ี อาร อาร เอส ทั้ง 2 กลุมสายพันธุ (Thanawang et al., 2004)   
IL-10 เปนไซโตไคนที่สรางจากเซลลหลายชนิด  มีหนาที่กดการสราง pro-inflammatory cytokines 
ลดการอักเสบและกดการทําหนาที่ของเซลลในระบบภูมิคุมกัน จะสงผลใหมีการลดการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกันแบบจําเพาะในระยะตอมา (Moore et al., 2001)   ซึ่งสอดคลองกับขอมูลที่พบวาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส  มีระดับต่ําและตองใชเวลานาน            
นอกจากนี้แลวภูมิคุมกันที่สรางขึ้นยังไมมีประสิทธิภาพที่ดีพอในการกําจัดเชื้อออกจากรางกาย  และ
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การเพ่ิมข้ึนของ IL-10 ในระยะตนของการติดเชื้อ  อาจทําใหสุกรที่ติดเชื้อมีความไวตอการติดเชื้อ
ชนิดอ่ืนๆ ไดงายขึ้น  เน่ืองจากการกดการทํางานของ ของเซลลตางๆ ในระบบภูมิคุมกันท่ีเร็วเกินไป  

สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส สามารถปลอยเชื้อไวรัสออกสูภายนอกรางกายไดเปน
ระยะเวลานานแมไมแสดงอาการปวย   ทําใหมีการกระจายของเช้ือวนเวียนอยูในฟารมอยางตอเน่ือง 
รวมกับระบบการเลี้ยงสุกรในประเทศไทยสวนใหญจะเปนระบบเปดและเลี้ยงแบบตอเนื่อง    ดังน้ัน
สุกรจึงมีโอกาสในการรับเชื้อซ้ําอีกครั้งสูงไมวาจากเชื้อไวรัสสายพันธุเดิมหรือสายพันธุใหม  จึงมี
การศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการปองกันการติดเชื้อซ้ํารวมถึงการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่
รางกายสุกรสรางขึ้น โดยพบวาภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นสามารถปองกันการติดเชื้อจากไวรัสสาย
พันธุเดิมไดดีแตไมสามารถปองกันการติดเชื้อซ้ําจากไวรัสตางสายพันธุไดดีนัก (Botner et al., 1999)   

ปจจุบันมีการพัฒนาวัคซีนมาใชในการควบคุมปองกันการเกิดโรคกันอยางแพรหลาย  แตก็
พบวายังมีปจจัยหลายๆ อยางที่ทําใหการใชวัคซีนไมประสบความสําเร็จ  ไมวาจะเปนเร่ืองของความ
ปลอดภัยของวัคซีนเชื้อเปน  โดยมีรายงานวาสุกรที่ไดรับวัคซีนสามารถแพรเชื้อไวรัสไปสูสุกรที่
ไมไดรับวัคซีนและกอใหเกิดการระบาดของโรคในฟารมได (Botner et al., 1999)  แมวาเช้ือไวรัส
จากวัคซีนสามารถกอใหเกิดพยาธิสภาพและความรุนแรงของอาการทางคลินิกนอยกวาการติดเชื้อ
จากธรรมชาติ  แตก็เหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ชา (Choen and Chae, 2004)   
วัคซนีปองกันโรคพ ีอาร อาร  เอส  เหนี่ยวนําใหเกิดการสรางอินเตอรเฟยรอน แกมมา (interferon-
gamma; IFN-♣) ในระดับที่ตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีนปองกันโรคพิษสุนัขบาเทียม (Meier et al., 
2003) แมจะมีรายงานวาวัคซีนเชื้อเปนมีประสิทธิภาพในการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่
ดีกวาวัคซีนเช้ือตาย (Chung and Chae, 2003)  แตก็พบวาสามารถปองกันการติดเชื้อเฉพาะสายพันธุ
เดิม (Neilsen et al., 1997) หรือแมแตการใชวัคซีนที่ประกอบดวยไวรัสหลายสายพันธุ เพ่ือหวังให
เกิดการสรางภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสหลายสายพันธุ  ก็พบวาไมสามารถปองกันการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร 
อาร เอส ในฟารมไดอยางสมบูรณ (Plana-Dura et al., 1997) นอกจากการทําวัคซีนไมสามารถ
ปองกันการติดเชื้อซ้ําจากไวรัสพ ี อาร อาร เอส แลว ยังมีรายงานวาการใชวัคซีนปองกันโรคพี อาร 
อาร เอส อาจสงผลใหสุกรมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนจากเชื้อแบคทีเรีย และอาจทําใหสุกร
แสดงอาการท่ีรุนแรงข้ึนอีกดวย     (Halbur et al., 2000) แสดงใหเห็นวาวัคซีนปองกันโรคพี อาร 
อาร เอส ชนิดเช้ือเปนสามารถกดการทํางานของระบบภูมิคุมกันไดเชนเดียวกับการติดเช้ือจาก
ธรรมชาติ 
 จากขอมูลขางตนจะเห็นไดวาความบกพรองของการตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรจาก
การติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มีทั้งรูปแบบที่จําเพาะและไมจําเพาะตอเชื้อไวรัส ซึ่งนาจะมีสาเหตุ
จากการเหน่ียวนําการสรางไซโตไคนในระยะแรกของการติดเชื้อ เพื่อควบคุมการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกัน  และสงผลใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันเปนไปไดชาและไมมีประสิทธิภาพพอ  
ปจจุบันขอมูลเกี่ยวกับการติดเชื้อไวรัสซ้ําและขอมูลเกี่ยวกับวัคซีนที่นํามาใชมักจะเปนในดานของ
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ระบาดวิทยาและพยาธิวิทยา  โดยมีรายงานเกี่ยวกับลักษณะการตอบสนองทางภูมิคุมกัน โดยเฉพาะ
ในดานของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลและการกระตุนการสรางไซโตไคนอยางจํากัด         จึงเปนมูลเหตุ
จูงใจในการศึกษาถึงลักษณะการสรางไซโตไคนในเม็ดเลือดขาวของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ี อาร 
อาร เอส       หรือไดรับวัคซนีปองกนัโรคพี อาร อาร เอส มากอน      และถูกกระตุนซ้ําดวยไวรัส
สายพันธุตางชนิดกัน  รวมถึงศึกษาประชากรของเซลลเม็ดเลือดขาวที่สรางไซโตไคนดวย  เพ่ือสราง
ความเขาใจถึงผลกระทบตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส          
และเปนขอมูลที่นําไปใชประกอบการตัดสินใจในการวางมาตรการควบคุมโรคหรือการพัฒนา
วัคซีนที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางภูมิคุมกันตอโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
1.2 สมมติฐาน  
 การติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส หรือการทําวัคซีนปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส มากอนมีผล
ตอลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC เม่ือไดรับการกระตุนซํ้าดวยเช้ือไวรัส พ ี อาร อาร 
เอส สายพันธุตางชนิด 
 
1.3 วัตถุประสงค 

1.3.1 เพื่อศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ และ IL-10 ในเซลล PBMC ของ 
สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสตางสายพันธุใน
หองปฏิบัติการ 

1.3.2 เพื่อศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ และ IL-10 ในเซลล PBMC ของ
สุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันไวรัส พ ี อาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนตอการติดเชื้อซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ
ตางชนิด 
 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1.4.1   ไดองคความรูใหมเกี่ยวกับลักษณะการสรางไซโตไคนในเม็ดเลือดขาวของสุกรที่เคย
ไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ  เพื่อเปนขอมูลใน
การศึกษาทางดานวิทยาภูมิคุมกันและพยาธิกําเนิดของโรคตอไป 

1.4.2 เปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาและพัฒนาวัคซีนที่ใชในการปองกันโรค พ ีอาร  
อาร เอส ที่มีประสิทธิภาพ  รวมทั้งแนวทางในการแกไข ควบคุม และปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส ใน
ฟารมสุกร 
 
 



บทท่ี 2 
 

เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
 โรคพี อาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) มีสาเหตุจาก
เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome virus; PRRSV) มีรายงาน
การระบาดคร้ังแรกในฟารมสุกรที ่North Carolina ในป พ.ศ. 2530      โดยพบวาเกิดปญหาในระบบ 
สืบพันธุของสุกรพอแมพันธุ รวมทั้งปญหาระบบทางเดินหายใจในสุกรหยานม สงผลใหสุกรมีอัตรา
การเจริญเติบโตลดลง หลังจากนั้นพบลักษณะกลุมอาการเดียวกันนี้ที่ประเทศเนเธอรแลนด  
ขณะนั้นยังไมทราบสาเหตุที่แนชัดจึงเรียกกลุมอาการนี้ตามลักษณะอาการที่พบ เชน โรค mystery 
swine   โรค porcine epidemic abortion and respiratory syndrome (PEARS)   โรค blue ear   โรค 
swine infertility and respiratory syndrome (SIRV)  รวมท้ัง พ ีอาร อาร เอส (Collin et al., 1992) 
 ในป พ.ศ. 2534 สามารถแยกเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุของโรคไดที่ประเทศเนเธอรแลนดเปน
คร้ังแรก   และตั้งชื่อวา  Lelystad virus  ซ่ึงจัดเปนตนแบบของเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส     สายพันธุ
ยุโรป (Snijder and Meulenberge, 1998) ตอมาสามารถแยกเช้ือไดท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา ในป พ.ศ. 
2535 ใชชื่อวา VR-2332 เปนตนแบบของสายพันธุอเมริกา (Collin et al., 1992) สําหรับประเทศไทย
มีรายงานการพบแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส  ในตัวอยางซีรั่มที่สงตรวจ   ณ     สถาบัน
สุขภาพสัตวแหงชาติเปนคร้ังแรก ในป  พ.ศ.  2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996a)  และ
สามารถแยกเช้ือไวรัสไดในป พ.ศ. 2539 (Damrongwatanapokin et al., 1996b)  โดยพบวาเชื้อที่แยก
ไดมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกา  แตปจจุบันสามารถพบการ
ระบาดของโรคจากเช้ือไวรัสท้ัง  2  กลุมสายพันธุ (genotype) ในฟารมสุกร    (Thanawongnuwech 
et al., 2002)      โดยพบการระบาดของเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปรอยละ 66.42 และกลุมสายพันธุ
อเมริการอยละ 33.58 จากการตรวจดวยวิธี nested multiplex RT-PCR (Thanawongnuwech et al., 
2004)  จากการสํารวจทางซีรั่มวิทยาของสุกรในป พ.ศ. 2539 ถึง 2542   พบวารอยละของผลบวก
เพิ่มขึ้นจากรอยละ 8.6 ในป พ.ศ. 2539 เปนมากกวารอยละ 79 ในป พ.ศ. 2542      
(Thanawongnuewch et al., 2004) ซึ่งคาดวาการระบาดของเชื้อไวรัสมาจากการนําเขาสุกรพอแม
พันธุ 

 
2.1 เชื้อไวรัส 
 เชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส จัดอยูในกลุม Arterivirus  แฟมลิี่  Arteriviridae    ออรเดอร  
Nidovirales  โดยจัดอยูในกลุมเดียวกับ lactate dehydrogenase elevating virus (LDV)  ในหนู  
equine arteritis virus (EAV) และ simian hemorrhagic fever virus (Rowland et al., 1999)               
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ลักษณะสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส เปนชนิด สายบวก single stranded RNA ขนาด
ประมาณ  15  Kb  เช้ือไวรัสมเีปลือกหุม และมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 48-83  นาโนเมตร 
(Meng et al., 2000)  

องคประกอบของยโีนมของไวรัสประกอบดวย 8 open reading frames (ORFs)  คือ ORF 1a 
และ ORF 1b อยูดาน 5’ ของยีโนม เปนรอยละ 80 ของยีโนมท้ังหมดของไวรัส  และมีหนาที่สราง 
viral RNA polymerase สําหรับ ORF 2-5 สรางโปรตีนโครงสราง (structural protein) อยูดาน 3’ 
ของยีโนม  โดย ORF 2 ใหสวนโปรตีน GP2  มีขนาด  29-50 KD ORF 3 ใหสวนโปรตีน GP3  มี
ขนาด 45-50 KD ORF 4 ใหสวนโปรตีน GP4 มีขนาด 31-35 KD ORF 5 ใหสวนของโปรตีน E มี
ขนาด 25 KD ซึ่งเปนโปรตีนหลักของไวรัสที่เกี่ยวของกับการเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  
(Andreyev et al., 1997) ORF 6  ใหสวนโปรตีน matrix (M) มีขนาด 18-19 KD  และ ORF 7 ใหสวน
ของโปรตีน nucleocapsid (N)  มีขนาด 14-15  KD  สําหรับขนาดของลําดับกรดอะมิโนที่สรางจาก 
ORF 2-7 ของกลุมสายพันธุอเมริกา และกลุมสายพันธุยุโรป แสดงดังตารางที่ 1  

 
ตารางท่ี 1 แสดงองคประกอบของไวรัสพ ีอาร อาร เอส (ดัดแปลงจาก Yoon et al., 2002) 

ORF mRNA 
No. of amino 

acids Molecular  Location in virion Function 
  (Kb) EU US weight  (kD)       
1 11.5         Nonstructural Replicase complex 
2 3.3 249 256 29-30 Envelope (GP2) T cell epitope 
3 2.7 265 254 42-50 Structural (GP3) Linear B-cell epitopes 
4 2.2 183 178 31-35 Envelope (GP4) Neutralizing epitope 
              Linear B-cell epitopes 
5 1.7 201 200 25 Envelope (E, GP5) Cell receptor binding 
            Apoptosis 
            Neutralizing epitope 
              T cell epitope 
6 1.1 174 173 18-19 Matrix (M)   Neutralizing epitope 
            T cell epitope 
              Virulence 
7 0.7 128 124 15 Nucleocapsid (N) Cytopathogenesis 
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การศึกษาความใกลเคียงของลําดับพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเปรียบเทียบระหวางสายพันธุ

อเมริกาและสายพันธุยุโรป ของยีน ORF 2  3  4 และ 5 พบวามีความใกลเคียงของลําดับพันธุกรรม
เทากับรอยละ  65-67  61-64   63-66  และ 61-63   ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบลําดับพันธุกรรมใน
กลุมสายพันธุอเมริกาดวยกันพบวามีความเหมือนกันของลําดับพันธุกรรมของยีน ORF 2  3  4 และ 
5 เปนรอยละ 96-98  92-98  92-99  และ 90-98 ตามลําดับ สําหรับลําดับพันธุกรรมของเชื้อไวรัสจาก
ยีน ORF 7 พบวาเชื้อไวรัสในกลุมสายพันธุอเมริกามีความเหมือนกันรอยละ 95-100 ในขณะที่กลุม
สายพันธุยุโรปมีความใกลเคียงเพียงรอยละ 54-59  และพบวา ORF 6 เปนยีนที่มีความจําเพาะมาก
ที่สุดในกลุมสายพันธุอเมริกา  (Meng et al., 1995) 

ปจจุบันมีการจัดกลุมของเชื้อไวรัสเปน  2  กลุมสายพันธุ       ตามความแตกตางทางลักษณะ 
พันธุกรรมและคุณสมบัติของแอนติเจน  คือ กลุมสายพนัธุอเมริกา  (US)  และกลุมสายพันธุยุโรป 
(EU) โดยอาศัยความแตกตางของยีน ORF 5  จากศึกษาลําดับสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน
ประเทศไทยจากยีน ORF5  พบวาเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาที่แยกไดในประเทศไทยมีความ
ใกลเคียงทางพันธุกรรมกับเชื้อไวรัสจากประเทศแคนาดา (IAF-EXP91) (รอยละ 89-90)  ในขณะที่
เชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปที่แยกไดในประเทศไทยมีความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสตนแบบ 
(Lelystad virus) (รอยละ 87-97.5) (Thanawongnuwech et al., 2004)  จากการศึกษาเปรียบเทียบ
ลําดับพันธุกรรมของเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาที่แยกไดในประเทศไทยกับเชื้อไวรัสตนแบบ 
(VR2332) พบวามีความใกลเคียงทางพันธุกรรมในระดับกรดนิวคลิอิกเปนรอยละ 83.7-85.2 ในขณะ
ที่มีความใกลเคียงในระดับกรดอะมิโนเปนรอยละ 83.5-85.5 สําหรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปที่
แยกไดในประเทศไทยกับเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรป (Porcillis) มีความใกลเคียงกันรอยละ 
99 ในระดับกรดนิวคลิอิกของลําดับพันธุกรรม และรอยละ 98.6 ในระดับกรดอะมิโน 
(Thanawongnuwech et al., 2004)   
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2.2 พยาธิกําเนิด  

เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส เปนเชื้อที่มีความสามารถในการกอโรคไดสูง  โดยพบวาเชื้อไวรัส
ปริมาณ 10-40 อนุภาคก็สามารถกอโรคได (Nelson et al., 1994; Yoon et al., 1999) ในระบบการ
ผลิตสุกรพบวาเชื้อไวรัสสามารถแพรกระจายไดหลายรูปแบบ  เชน การสัมผัสโดยตรงทางน้ํามูก  
น้ําลาย  อุจจาระ  การแพรผานทางอากาศ  ทางน้ําเชื้อสุกรพอพันธุ  รวมทั้งการแพรกระจายผานทาง
เข็มฉีดยา  รถบรรทุก  เส้ือผา  รวมท้ังอุปกรณเคร่ืองใชภายในฟารม เปนตน (Otake et al., 2002)  
 เมื่อเชื้อไวรัสเขาสูรางกายสัตวผานการหายใจ  เช้ือไวรัสจะเพ่ิมจํานวนคร้ังแรกท่ีเย่ือบุโพรง
จมูก เซลลมาโครฟาจที่ระบบทางเดินหายใจหรือระบบน้ําเหลือง  โดยอาศัยตัวรับสองชนิดท่ีพบบน
ผิวเซลลมาโครฟาจ  คือ heparan sulphate glycosaminoglycans และ sialoadherin (Nauwynck et al., 
2003) เชื้อไวรัสจะเขาภายในเซลลดวยกระบวนการ endocytosis         จากการตรวจดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนจะพบเชื้อไวรัสอยูใน vesicle ท่ีเรียกวา clathrin-coated pits (Nauwynck et al., 
1999) หลังจากเชื้อเขาไปภายในเซลลแลว 3-6 ชั่วโมงเยื่อบ ุ vesicle จะเปลี่ยนแปลงเปนลักษณะ 2 
ช้ันเรียกวา replication complex อยูรอบๆ นิวเคลียสของเซลลที่ติดเชื้อ ซึ่งเปนคุณสมบัติทั่วไปของ
การเขาไปภายในเซลลของติดเชื้อไวรัสตระกูล Arterivirus จากการศึกษาในเชื้อไวรัส EAV พบวา
ผนังเยื่อบุนี้พัฒนามาจาก endoplasmic reticulum (Pedersen et al., 1999) เม่ือสวน nucleocapsid ของ
เช้ือไวรัสมีการแตกหนอ (budding) เขาไปในชองวางของ smooth endoplasmic reticulum หรือ 
ตําแหนงของ golgi หรือท้ังสองท่ีแลว  จะไดเชื้อไวรัสอนุภาคใหมโดยจะรวมอยูในถุง vesicle และ
เคลื่อนไปที่ไปเชื่อมกับ plasma membrane ของเซลลโฮสต เชื้อไวรัสก็จะถูกปลอยออกนอกเซลล 
(Mardassi et al., 1996; review Meulenberg, 2000) ใชเวลาประมาณ  9-12  ช่ัวโมงตอหน่ึงรอบของ
การเพ่ิมจํานวน (Rossow et al., 1995) หลังจากนั้นเชื้อไวรัสจะแพรกระจายไปตามกระแสเลือดและ
ไปยังอวัยวะน้ําเหลืองตางๆ จากการศึกษาดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีสามารถตรวจพบแอนติเจนของ
ไวรัสท่ีปอด หัวใจ  ตอมนํ้าเหลอืง  ทอนซลิ  ไทมัส มาม ลําไส  ไต ตับ  ตอมหมวกไต สมอง  และ
อัณฑะ  เปนตน และกอใหเกิดพยาธิสภาพตางๆ ขึ้น ไดแก ปอดอักเสบ กลามเนื้อหัวใจอักเสบ ตอม
นํ้าเหลอืงอักเสบ  ผนังเยื่อบุเสนเลือดอักเสบ เปนตน (Halbur et al., 1996; Rossow et al., 1996) โดย
พบวาเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปจะมีการกระจายตัวของแอนติเจนในอวัยวะตางๆ มากกวากลุม
สายพันธุอเมริกา (Laohasittikul et al., 2004)  

ลักษณะอาการของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส จะแบงเปน  2 กลุมอาการ  คือกลุม
อาการที่เกี่ยวของกับระบบสืบพันธุในสุกรพอแมพันธุ โดยพบวาจะกอใหเกิดการแทงในแมสุกรทุก
ระยะของการต้ังทอง  โดยเฉพาะในระยะทายของการตั้งทอง  มีการเพิ่มขึ้นของมัมมี่  อัตราการตาย
แรกคลอด  หรือลูกสุกรออนแอหลังคลอด รวมถึงปญหาการกลับสัดของแมสุกรอีกดวย  นอกจากน้ี
เชื้อไวรัสยังสงผลใหคุณภาพน้ําเชื้อของสุกรพอพันธุมีคุณภาพต่ําลง (Mengeling et al., 1996)  กับ
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กลุมปญหาระบบทางเดินหายใจในสุกรทุกชวงอายุ โดยเฉพาะในสุกรอนุบาล  จะพบอาการมีไข 
หอบและหายใจลําบาก (Benfield et al., 2000; Yoon and Stevenson, 2002)  สุกรท่ีติดเช้ือจะพบ
ปญหาการติดเชื้อแทรกซอนไดงายขึ้นทั้งจากไวรัสและแบคทีเรีย เชน Streptococcus suis,  
Haemophilus parasuis,  Actinobacillus pleuropneumoniae,  Mycoplasma hyopneumoniae, 
Salmonella choleraesuis, Swine influenza หรือ Porcine circo virus เปนตน  โดยกอใหเกิดกลุม
อาการท่ีเรียกวา  ปญหาโรคระบบทางเดินหายใจซับซอน  (Porcine  Respiratory  Disease  Complex;  
PRDC)  (Yahara et al., 2002; Zimmerman, 2002) 

สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส จะเริ่มแสดงปวยหลังจากไดรับเชื้อประมาณ 48       
ช่ัวโมง  และอาการจะคอยๆ หายภายใน 1 เดือน (Murtaugh et al., 2002)     โดยพบวาสุกรท่ีติดเช้ือ
ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาจะแสดงอาการทางคลินิกที่รุนแรงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อสายพันธุยุโรป  
(Meng et al., 2000; Liden et al., 2003)  ความรุนแรงของอาการทางคลินิกที่เกิดขึ้นจากในกลุมสาย
พันธุเดียวกันก็มีความแตกตางกันไปขึ้นกับการเปลี่ยนแปลงของยีน ORF5 (Yang et al., 1996; 
Opriessing et al., 2002) สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดไดต้ังแต 12  ชั่วโมงหลังติดเชื้อ 
และคงอยูนานถึง 21 วันหลังติดเช้ือ (Rossow et al., 1995; Delputte et al., 2004) แตแมสัตวจะไม
แสดงอาการปวยก็สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสอยูในรางกายโดยเฉพาะที่ตอมทอนซิล ปอด ตอม
น้ําลาย  และไต ไดนานมากกวา 12 สัปดาห (Wills et al., 1997; Bayer et al., 2000; Rowland et al., 
2003)      นอกจากนี้ยังมีรายงานวาสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในน้ําลายไดนานกวา  42       วันหลัง
ติดเช้ือ ในน้ํามูก 21 วันหลังติดเช้ือและพบเช้ือไวรัสในนํ้าเช้ือไดนานถึง 92 วันหลังติดเช้ือ 
(Christopher-Henning et al., 1995)  ในบางรายงานสามารถพบเชื้อไวรัสในน้ําเชื้อไดนานถึง 150 วัน
หลังติดเช้ือ (Wills et al., 1997)         โดยสัตวที่มีการติดเชื้อแฝงนี้ยังสามารถปลอยเชื้อไวรัสออกสู
นอกรางกายและแพรไปยังสัตวตัวอื่นได (Meng, 2000) จึงเปนปจจัยที่ทําใหสัตวที่ติดเชื้ออยูแลว
ไดรับเชื้อซ้ําอยูเรื่อยๆ  

 
2.3 ภูมิคุมกันวิทยา 
 การตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสโดยทั่วไป  เมื่อไวรัสเขาสูรางกายแลวจะถูกจับกิน
และนําเสนอแอนติเจนใหแกเซลลในระบบภูมิคุมกัน สาํหรับเช้ือไวรัสพี  อาร  อาร  เอส  พบวา
สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  (protective  immunity)  ไดทั้งแบบไมจําเพาะ 
(innate immunity) และแบบจําเพาะ (acquire immunity) ทั้งชนิดสารน้ํา (humoral immunity) และ
ชนิดพึ่งเซลล (cell-mediated immunity)  รวมทั้งยังมีบทบาทในการสรางไซโตไคนชนิดตางๆ อีก
ดวย แตอยางไรก็ตามพบวาสุกรที่ติดเชื้อมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ชาและไมมีประสิทธิภาพที่
ดีพอในการปองกันการติดเชื้อไดอยางสมบูรณเมื่อมีการติดเชื้อซ้ํา    นอกจากน้ียังมีรายงานวาการติด
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เชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส สงผลทําใหการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการทําวัคซีนตอโรคอหิวาต
สุกรลดลงอีกดวย (Li and Yang, 2003) 

2.3.1 ผลของ PRRSV ตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดไมจําเพาะ (Innate immunity) 
เน่ืองจากโดยท่ัวไปแลวเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส เขาสูรางกายสุกรผานทางจมูกและทาง

ชองคลอด ดังนั้นการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะที่บริเวณเนื้อเยื่อจะเกิดขึ้นเปนขั้นตอน
แรกเพื่อเปนการปองกันหรือกําจัดเชื้อจุลชีพ กลไกในการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะนี้
ประกอบดวยหลายปจจัย เซลลที่เกี่ยวของกับการทํางานจะประกอบดวยเซลลหลายชนิด ไดแก เซลล
นิวโทรฟล (neutrophil) เนเจอรัลคิลเลอรเซลล (natural killer cell; NK cells) และเซลลเก็บกินที่มี
นิวเคลียสเดียว (mononuclear phagocytes) เชน เซลลมาโครฟาจ เปนตน ในชวงที่มีการติดเชื้อพบวา
เซลลชนิด NK cellsในกระแสเลือดสูงขึ้นหลังติดเชื้อ 5 วัน และที่ปอดในวันที ่ 7 หลังติดเช้ือ  
(Samsom et al., 2000) NK cells เปนเซลลที่มีหนาที่ในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อ  เชนเดียวกบัเซลล
มาโครฟาจซึ่งเปนเซลลอีกชนิดที่มีความสําคัญในการทํางานของระบบภูมิคุมกัน          และยังเปน
เปาหมายของเชื้อไวรัส สุกรที่มีการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส จะมีปริมาณเซลลมาโครฟาจที่ปอด
เพิ่มขึ้นหลังจากติดเชื้อ 5 วันถึง 52 วัน   ซึ่งพบวามากกวารอยละสามของเซลลเหลานี้จะมีเชื้อไวรัส 
อยูภายในเซลล (Larbarque et al., 2000) อยางไรก็ตามแมพบวามีปริมาณเซลลที่มีบทบาทในการ
กําจัดเชื้อเพิ่มสูงขึ้น  แตสุกรก็ไมสามารถปองกันการติดเชื้อหรือกําจัดเชื้อไดหมด จากการทดลองให
เชื้อไวรัสสายพันธุยุโรปรวมกับเซลลมาโครฟาจในหองปฏิบัติการ         สงผลใหเซลลที่ติดเชื้อมี
ประสิทธิภาพในการเก็บกินเชื้อ E.coli ลดลงรอยละ 40 หลังจากไดรับเชื้อเปนเวลา  48 ช่ัวโมง  
(Oleksiewicz et al., 1999)        เชนเดียวกับการศึกษาในสุกรที่พบวาเชื้อไวรัสเหนี่ยวนําใหเซลลมา
โครฟาจมีประสิทธิภาพในการเก็บกินเชื้อจุลชีพตางๆ ลดลง  (Thanawongnuwech et al., 1997; 
1998; 2000; Riber et al., 2004) การทํางานของเซลลที่ลดลงนี้อาจเกิดขึ้นเนื่องจากกลไกหลายๆ 
อยางรวมกัน โดยมีรายงานวาเชื้อไวรัสเหนี่ยวนําใหเกิดการตายแบบ apoptosis ของเซลลที่ติดเชื้อ
และยังมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของเซลลขางเคียงอีกดวย (Sur et al., 1997; Miller and Fox, 
2004)  เชื้อไวรัสสามารถยับยั้งการนําเสนอแอนติเจนของเซลล ทําใหเซลลของระบบภูมิคุมกันไม
สามารถรับรูได นอกจากนี้เชื้อไวรัสสามารถลดปริมาณการสรางไนตริกออกไซดซึ่งเปนปจจัยใน
การทําลายเชื้อภายในเซลลของเซลลมาโครฟาจไดอีกดวย (Pampusch et al., 1998; Riber et al., 
2004)  แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาปริมาณเซลลจากน้ําลางปอดของลูกสุกรที่คลอดจากแมที่ไดรับ
เชื้อผานทางชองคลอดพบวา ลุกสุกรจะมีปริมาณเซลลในน้ําลางปอด โดยเฉพาะเซลลมาโครฟาจล
ดลงที่อายุ 2 สัปดาห (Neilsen et al., 1996; Chiou et al., 2000)  

 
 
 



 13

 
 
2.3.2 ผลของ PRRSV ตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Adaptive immunity) 

 2.3.2.1 การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (Humoral immunity) 
 ปจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับการสรางแอนติบอดีตอการติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส เปน
จํานวนมาก  หลังจากมีการติดเชื้อจะสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgM ในซีรั่มในวันที ่ 5-7 
สูงสุดในวันที่ 14 หลังติดเชื้อและลดลงอยางรวดเร็วใน 2-3 สัปดาห (Yoon et al., 1995)  แอนติบอดี
ชนิด IgG จะตรวจพบหลังจากติดเช้ือ 7-10 วัน (Yoon et al., 1995  Labarque et al., 2000) และพบ
สูงสุดในสัปดาหที่  2-4 หลังจากการติดเชื้อและคงอยูตลอดในระดับต่ําๆ นานกวา 300 วันหลังติด
เช้ือ (Nelson et al., 1994) สําหรับแอนติบอดีชนิด IgA สามารถตรวจพบไดในวันที่ 14 หลังจาก
ไดรับเช้ือ  และสูงสุดในวันที่  25 หลังจากการติดเชื้อและยังคงตรวจพบไดนานถึง 35 วันหลังติดเช้ือ 
(Labarque et al., 2000)    จากการศึกษาแอนติบอดีในนํ้าลางปอดพบวามีลักษณะเชนเดียวกันกับใน
ซีรั่ม  แมวาแอนติบอดีในนํ้าลางปอดอาจจะเปนตัวกําจัดเช้ือไวรัสจากปอด  แตพบวาไมสามารถ
กําจัดเช้ือไดท้ังหมด (Labarque et al., 2000) ทําใหสุกรที่ไดรับเชื้อมีโอกาสในการติดเชื้อแฝงไดงาย 
(Allende et al., 2000)    จากการศึกษาความจําเพาะของแอนติบอดีที่สุกรสรางขึ้นจากการติดเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมีความจําเพาะกับโปรตีน M  N และ GP5  ในขณะที่แอนติบอดีจากการติด
เช้ือไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาเปนโปรตีน M และ N (Delputte et al., 2004) 
 การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ํามีบทบาทสําคัญในการปองกันการติดเชื้อในเซลล
และปองกันการแพรกระจายของเช้ือจากสัตวท่ีติดเช้ือสูตัวอ่ืนๆ สําหรับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
หลังจากการติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส พบวามีการเพิ่มจํานวนของแอนติบอดีชนิด non-
neutralizing ในระดับสูงภายใน 7-10 วันหลังจากติดเชื้อ  แตจะพบแอนติบอดีชนิด neutralizing 
หลังจากการติดเชื้อไปแลว 3 สัปดาหโดยพบในระดับที่ต่ําๆ (Murtaugh et al., 2002) จากการศึกษา
ระดับแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสพ ี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรที่มีปญหาการแทงจากเชื้อไวรัสพ ี อาร 
อาร เอส พบวาสุกรที่มีระดับแอนติบอดีชนิด neutralizing ที่สูงจะสามารถปองกันการแทงได 
(Osorio et al., 2002) แตอยางไรก็ตามบทบาทของแอนติบอดีในการปองกันโรคยังไมเปนที่เขาใจแน
ชัดนัก เพราะแมสุกรมีระดับแอนติบอดีสูงแตก็ยังสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดได 
(Christainson et al., 1992; Wills et al., 1997; Dee et al., 1998)  นอกจากน้ีการเหน่ียวนําการสราง
แอนติบอดีชนิด non-neutralizing สูงในระยะแรกของการติดเชื้ออาจจะเปนกลไกที่เรงการกระจาย
และเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัสภายในเซลลไดงายขึ้นและเปนไปอยางตอเนื่อง  เรียกกระบวนการน้ีวา 
antibody dependent enhancement (ADE) ซึ่งจะชวยทําใหไวรัสเขาสูเซลลเปาหมายที่ม ี Fc receptor 
ไดงายขึ้นโดยอาศัย antigen-antibody complex (Choi et al., 1992; Yoon et al., 1996)  ในระยะหลังมี
รายงานวาเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สามารถเหนี่ยวนําการเพิ่มจํานวนของ บ ีเซลล (B cells) ทั้งชนิด
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ที่จําเพาะและไมจําเพาะตอเชื้อไวรัสไดในระยะ 10 วันแรกหลังจากไดรับเชื้อ  (Lamontagne et al., 
2001) ซึ่ง B cells ที่ถูกกระตุนนี้จะพัฒนาเปนพลาสมาเซลล และสรางแอนติบอดีตอไป       ดังน้ัน
สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส จึงมีปริมาณแอนติบอดีที่สูงขึ้น (Albina et al., 1998) อยางไรก็
ตามมีรายงานวาแอนติบอดีที่สุกรสรางขึ้นนั้นสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเขาในเซลลไดเฉพาะสายพันธุ
เดิม แตไมสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสตางกลุมสายพันธุได  (Molitor et al., 1997; Albina et al., 1998) 
อยางไรก็ตามกลไกตางๆ เหลานี้ก็ยังไมสามารถอธิบายไดแนชัด 
 

2.3.2.2 การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (Cell-mediated immunity) 
 ปจจุบันมีการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลกันมากขึ้น โดยเชื่อวาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีความสําคัญในการปองกันและกําจัดเชื้อไดดีกวาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (Choi et al., 1992; Rossow et al., 1995; Bautista et al., 1997)  
 ท ี เซลล (T cells) เปนเซลลที่สําคัญในระบบการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล    
การติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส จะสามารถตรวจพบการพัฒนาการทํางานของ T cells หลังจากติด
เชื้อไปแลว 4 สัปดาห (Bautista and Molitor, 1997)     แตการเพิ่มจํานวนของเซลลที่จําเพาะตอเชื้อ
ไวรัสจะพบไดในสัปดาหที ่ 5-9 หลังจากติดเชื้อ และพบวาเซลลลิมโฟไซตชนิด CD4+ เปนเซลล
หลักในการตอบสนองหลังจากติดเชื้อไปแลว 10 สัปดาห (Lopez-Feurtes et al., 1999) สําหรับ
การศึกษาในหองปฏิบัติการโดยใชเซลล PBMC ของสุกรที่ไมเคยไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุน
ดวยเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส รวมกับ IL-2 พบวาเซลลชนิด CD8+ และ CD4+CD8+ เปนกลุมเซลลที่
ถูกกระตุน (Zuckermann and Husmann, 1996)  จากการศึกษาในน้ําลางปอดพบวามีประชากรยอย
กลุม CD8+ ซึ่งอาจจะเปนเซลลชนิด NK cells และ CTL มีปริมาณเพิ่มขึ้นสูงที่สุดวันที ่ 4 และ 21 
หลังจากติดเชื้อ (Samsom et al., 2000) 

2.3.3 ผลของ PRRSV ตอการสรางไซโตไคน 
ในชวงเวลาที่ผานมาความรูและความเขาใจเกี่ยวกับไซโตไคนที่มีบทบาทเกี่ยวกับภูมิคุมกัน

วิทยา  พยาธิวิทยา  สรีรวิทยาทั้งในคนและสัตวรวมทั้งสุกร  โดยพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร 
เอส จะมีบทบาทเกี่ยวกับการเหน่ียวนําการสรางไซโตไคนที่มีความสําคัญในการควบคุมการทํางาน
ของเซลลทั้งในระบบแบบไมจําเพาะและจําเพาะ  

ไซโตไคนที่สําคัญตอประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ ไดแก 
อินเตอรเฟยรอน ชนิด I (Type I interferon;  interferon- alpha/beta ; IFN-ϒ/′)  TNF-ϒ  
interleukin (IL)-1  IL-6  IL-10 และ IL-12  ซึ่งเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส  มีผลในการเหนี่ยวนําการ
สรางไซโตไคนแตละชนิดแตกตางกันไป 

เชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส จะลดระดับการสรางโปรตีนที่เกี่ยวของกับการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันภายในเซลล  โดยเฉพาะ Type I interferon  ทั้งในการศึกษา in vitro และ    in vivo (Albina 
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et al., 1998;  van Reeth et al., 1999) IFN-ϒ เปนไซโตไคนท่ีสรางจากเซลลมาโครฟาจ สวน IFN-′ 
สรางจากเซลลหลายชนิด เชน ไฟโบรบลาส  ไซโตไคนชนิดนี้มีหนาที่ในการยับยั้งการเพิ่มจํานวน
ของเชื้อไวรัสโดยกระบวนการสรางเอนไซมตางๆ เชน 2’,5’ oligoadenylate synthetase ไปขัดขวาง
กระบวนการถอดรหัสของ RNA หรือ DNAของเช้ือไวรัส เปนตน โดยเฉพาะ IFN-ϒ เปนไซโตไคน
ที่จําเปนตอการยับยั้งการติดเชื้อและปองกันการแพรกระจายของเชื้อไวรัสในระบบทางเดินหายใจ 
(van Reeth et al., 1999; Thanawongnuwech et al., 2001) และสามารถกระตุนการทํางานของเซลล
มาโครฟาจและ NK cells  ในการติดเชื้อไวรัสโดยทั่วไป  IFN-ϒ  ที่ถูกเหนี่ยวนําจะเปนตัวกระตุน 
nuclear transcription factor (NF-↔B)      ซึ่งมีบทบาทสําคัญเกี่ยวกับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
ชนิดไมจําเพาะ     โดยควบคุมการแปลรหัส (transcription) ของยีนที่เกี่ยวของกับการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันมากกวา 100 ชนิด  นอกจากน้ี Type I interferon  ยังมีบทบาทในการเพิ่ม
ความสามารถการแสดงโมเลกลุ MHC class I ซึ่งเปนตัวสําคัญในการเสนอแอนติเจนใหเซลลที่
เกี่ยวของกับการทํางานในระบบภูมิคุมกันไดอีกดวย จากการศึกษาที่ผานมาพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัส
พ ีอาร อาร เอส จะสามารถตรวจพบ IFN-ϒ ไดในชวง 3-10 วันหลังติดเช้ือ  ซึ่งชากวาการติดเชื้อ
ไวรัส influenza และ porcine respiratory coronavirus  และยังพบในระดับที่ต่ํากวาอีกดวย (van 
Reeth et al., 1999) นอกจากนี้ยังพบอีกวาเชื้อไวรัสในแตละสายพันธุมีความสามารถในการ
เหนี่ยวนําการสรางไซโตไคนที่แตกตางกันดวย (Chung et al., 2004) 

นอกจากนี้แลวเชื้อไวรัสยังกดการสรางไซโตไคนชนิด IL-1 และ TNF-ϒ (Choi et al., 
2002) ซึ่งมีบทบาทสําคัญในกระบวนการอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อ            โดยสรางมาจากเซลล
มาโครฟาจที่ถูกกระตุน นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการทําลายเชื้อและกระตุนขบวนการ apoptosis 
ของเซลลท่ีติดเช้ืออีกดวย (van Reeth et al., 2002)  ดังนั้นการขาดไซโตไคนที่จําเปนรวมกับการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดไมจําเพาะที่ไมมีประสิทธิภาพ นาจะสงผลใหสุกรมีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันตอการติดเช้ือพี อาร อาร เอส ในข้ันตอไปไดไมดีนัก  

อยางไรก็ตามมีรายงานวาเชื้อไวรัสสามารถเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนที่แสดง IL-6 
(Thanawongnuwech et al., 2001) ซึ่งเปนไซโตไคนที่มีบทบาททั้งการทํางานในระบบภูมิคุมกันที่ไม
จําเพาะและจําเพาะตอการติดเชื้อ พบวาไซโตไคนชนิดน้ีสรางมาจากเซลลมาโครฟาจ  เซลลเยือ่บุ
ผนังเสนเลือด เซลลไฟโบรบลาส และเซลลที่ถูกกระตุนจากเชื้อจุลชีพโดยผานไซโตไคนชนิด IL-1 
และ TNF-ϒ และพบวาเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ยังสามารถเหนี่ยวนําการสราง IL-12 เพิ่มขึ้นใน
เซลลจากน้ําลางปอด (Thanawongnuwech et al., 2001)    IL-12   เปนไซโตไคนที่สําคัญในการ
เหนี่ยวนําการทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล โดยกระตุนการพัฒนาของ T cells ชนิด 
naïve T helper cells  เปน Th1 และกระตุนการทํางานของเซลลมาโครฟาจและเดนไดรติกเซลลได
ดวย ซ่ึงจะเห็นไดวาเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส นั้นสามารถเหนี่ยวนําลักษณะการสรางไซโตไคนทั้ง
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ในรูปแบบที่ลดความสามารถและเพิ่มประสิทธิภาพในการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อได แตก็
ยังไมสามารถอธิบายถึงกลไกหรือการทํางานรวมกันของไซโตไคนชนิดตางๆ ไดชัดเจนนัก 

นอกจากเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส มีผลตอการสรางไซโตไคนตอการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะแลว  ยังพบวามีผลตอไซโตไคนในระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะอีกดวย 
โดยเฉพาะ IFN-♣ ซึ่งเปนอินเตอรเฟยรอน ชนิด 2 (type II interferon)       ที่มีความสําคัญในการบงชี้
ประสิทธิภาพการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการติดเชื้อไวรัสในสุกร (Zuckermann et 
al., 1998;  Suradhat et al., 2001) และมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการทํางานของกระบวนการ
อักเสบและการตอบสนองทางภูมิคุมกัน          นอกจากจะมีบทบาทสําคัญในการกําจัดเชื้อไวรัสแลว  
IFN-♣ ยังเปนตัวประสานการทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดไมจําเพาะกับการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบจําเพาะอีกดวย (Biron, 1998) จากการศึกษาชนิดเซลลที่สราง IFN-♣  โดยการกระตุน
เซลล PBMC ดวย PMA และ iodomycin และวิเคราะหผลดวยวิธีโฟลไซโตมิทรี พบวา IFN-♣ สราง
จากเซลลชนิด ϒ′ T cells   ♣⁄ T cells       และ โมโนไซต รอยละ 70  1 และ 2 ตามลําดับ 
(Rodriguez-Carreno et al., 2002)   ในสุกรท่ีติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส สามารถตรวจพบการเพิม่
การแสดงออกยีนท่ีสราง IFN-♣ ในเซลลท่ีตอมนํ้าเหลือง  ปอด (Rowland et al., 2001) และ PBMC 
(Lopez-Feurtes et al., 1999) โดยพบเซลลท่ีสราง IFN-♣ ที่จําเพาะตอเชื้อในวันที ่14  หลังจากติดเชื้อ  
และสูงที่สุด ในวันที ่ 28  หลังจากติดเชื้อ (Xiao et al., 2003) ซึ่งชากวาการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
เชน สามารถตรวจวัดไซโตไคนชนิดนี้ตอเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเทียมไดในวันที ่ 6 หลังไดรับเชื้อ 
(Hoegen et al., 2004) และไวรัสอหิวาตสุกรสามารถตรวจพบไดในชวงสัปดาหแรกของการติดเชื้อ 
(Suradhat et al., 2001) และพบวาลูกสุกรที่คลอดจากแมที่ไดรับเชื้อไวรัสผานทางชองคลอดแมวา
สามารถตรวจพบ IFN-♣ ในเซลล PBMC สูงข้ึนหลังคลอด 2 สัปดาหแตก็ลดลงที ่ 4 สัปดาหหลัง
คลอด (Aasted et al., 2002) จากการศึกษาโดยใชเซลลเพาะเลีย้ง พบวา IFN-♣ สามารถยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนของเชื้อไวรัสภายในเซลลได (Bautista and Molitor, 1999) ซึ่งในการศึกษาใหเชื้อไวรัสใน
สุกรที่เคยไดรับเชื้อมากอนนั้น สุกรจะไมแสดงอาการปวยใดๆ และสามารถลดปริมาณไวรัสใน
กระแสเลือดได    แสดงใหเห็นวาสุกรท่ีเคยติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส นาจะสามารถปองกันการติด
เชื้อซ้ําได  แตในหลายการทดลองกลับพบวาการติดเชื้อครั้งแรกในสุกรสามารถปองกันการติดเชื้อ
ครั้งที่สองไดเพียงบางสวน  และปองกันไดดีเฉพาะในสายพันธุเดิมเทานั้น (Lager et al., 1997; 
Mengeling et al., 2003)    แมการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามารถเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ได  
แตก็ไมดีเทาที่ควรจึงสงผลใหสุกรที่เคยไดรับเชื้อมากอนไมสามารถปองกันการติดเชื้อซ้ํา (Lager et 
al., 1999)   

IL-10 เปนไซโตไคนที่มีบทบาทกับการทํางานของเซลลทั้งในระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะและจําเพาะ รวมถึงการสรางไซโตไคนชนิดอ่ืนๆ โดยสรางไดจากเซลลหลายชนิด ไดแก 
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เคราติโนไซต (keratinocytes) โมโนไซต (monocyte) B cell หรือ T cells เปนตน (Abbas et al., 
2000)    สําหรับการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ  พบวา IL-10 มีบทบาทในระยะแรก
ของการตอบสนองทางภูมิคุมกัน              จากการกระตุนเซลล APC ดวยสารไลโปโพลีแซคคาไรด 
(Lipopolysaccharide; LPS) พบวาเซลลมีการแสดงออกของยีนสราง IL-10 ในระยะแรกๆ      จะมี
บทบาทในการยับยั้งการสรางไซโตไคนชนิด IL-12 และ TNF            ของเซลลมาโครฟาจที่ถูก
กระตุน เน่ืองจาก IL-12   เปนไซโตไคนที่สําคัญในการเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ดังน้ันแสดงให
เห็นวา IL-10 มีบทบาทสําคัญทางออมในการกดการสราง IFN-♣ ดวย (Abbas et al., 2000) 
นอกจากนี้พบวา IL-10 ยังมีบทบาทยับยั้งการนําเสนอแอนติเจนของเซลล   โดยเฉพาะเซลลมาโคร
ฟาจ และเซลลเดนไดรติก (Dendritic cells) (Morel et al., 2002)  สงผลใหสุกรที่ติดเชื้อมีการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบจําเพาะที่ไมด ี (Mocellin et al., 2003) แม IL-10 มีบทบาทในการกด
การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  แตก็มีรายงานวา IL-10 สามารถกระตุนการพัฒนาของ
เซลลชนิด B cellsได (Abbas et al., 2000) นอกจากน้ี IL-10 ยังสามารถเหนี่ยวนําการทํางานของ
เซลลชนิด NK cells ในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อไดอีกดวย (Mocellin et al., 2003) 
 ปจจุบันมีรายงานวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สามารถเหนี่ยวนําการแสดงออกของ
ยีนที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรทั้งจากการศึกษาใน in vitro  และ  in vivo (Suradhat et 
al., 2003;  Suradhat and Thanawongnuwech, 2003) การเหน่ียวนําการสราง IL-10 สงผลให
ความสามารถในการนําเสนอแอนติเจนของเซลลมาโครฟาจลดลง  โดยการยับยั้งการนําเสนอ MHC 
class II ที่ผิวเซลล นอกจากนี้ยังพบวาการเพิ่มขึ้นของ IL-10 นั้นสัมพันธกับการลดลงของ
กระบวนการสรางไนตริกออกไซดภายในเซลลมาโครฟาจอีกดวย  (Pampusch et al., 1998; Johnsen 
et al., 2002) ในสุกรที่ติดเชื้อสามารถตรวจพบ IL-10 ในเซลลเม็ดเลือดขาวต้ังแตวันท่ี 1 ของการติด
เช้ือ และพบไดนานถึง 28 วันหลังการติดเชื้อ (Feng et al., 2003) สําหรับในเซลลน้ําลางปอดจะพบ
ไดในวันที ่9 และวันที ่15 หลังการติดเช้ือ  โดยไมพบความแตกตางในการเหนี่ยวนําการสราง IL-10 
จากเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส ทั้งสองกลุมสายพันธุ (Thanawang et al., 2004) นอกจากกดการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันแลวยังพบวา IL-10  มีบทบาทในการกระตุนการทํางานของ B cells  ใน
เซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษยในหองปฏิบัติการไดอีกดวย  แตก็ยังไมทราบกลไกที่แนชัด (Abbas et 
al., 2000)  ในระยะหลังนี้มีรายงานวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สามารถกระตุนการทํางาน
ของ B cells   ในระยะตนของการติดเช้ือไดเชนกันโดยเฉพาะในตอมทอนซิล  ดังน้ันจึงพบ
แอนติบอดีตอการติดเช้ือไวรัสชนิดน้ีสูงในระยะแรกๆ     และพบไดเปนระยะเวลานานเน่ืองจากมี
การติดเช้ือแฝงในเน้ือเย่ือนํ้าเหลือง (Lamontagne et al., 2001) จากความสามารถในการเหนี่ยวนํา
การสราง IL-10    ของเชื้อไวรัสในระยะแรกๆ ของการติดเชื้อนี ้ อาจเปนปจจัยหน่ึงท่ีทําใหสุกรท่ีติด
เชื้อไวรัสมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันทั้งแบบไมจําเพาะและจําเพาะที่ไมมีประสิทธิภาพ  
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2.4 วัคซีน  

การควบคุมปองกันและกําจัดโรคพ ี อาร อาร เอส ที่มีประสิทธิภาพยังคงเปนคําถามทีต่อบ
ไดยาก ปจจุบันมีการพัฒนาวัคซีนมาใชกันอยางแพรหลาย  แตก็ยังมีหลายๆ ปจจัยที่ทําใหการใช
วัคซีนไมประสบผลสําเร็จ  ไมวาจะเปนในดานของความปลอดภัยของวัคซีนเชื้อเปน  ประสิทธิผล
ของวัคซีนในการปองกันการติดเชื้อซ้ํา  รวมถงึความสามารถในการเหน่ียวนําการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของสุกร แมวาเชื้อไวรัสจากวัคซีนเหนี่ยวนําใหเกิดพยาธิสภาพและความรุนแรงของอาการ
ทางคลินิกนอยกวาการติดเชื้อจากธรรมชาติ แตก็เหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ชา
กวา (Dee et al., 1997; Cheon and Chae, 2004)  แมมีรายงานวาวัคซีนเชื้อเปนจะมีประสิทธิภาพใน
การเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันสูงกวาวัคซีนเชื้อตาย (Chung and Chae, 2003) ก็พบวา
การเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ในระดับที่ต่ําเมื่อเทียบกับการกระตุนจากวัคซีนปองกันโรคพิษสุนัข
บาเทียม (Meier et al., 2003) และยังพบวาภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ที่สุกรสรางขึ้นนั้น
สามารถปองกันการติดเชื้อเฉพาะสายพันธุเดิม (Nielsen et al., 1997; Labarque et al., 2003; Lager et 
al., 2003 ) หรือแมแตการใชวัคซีนที่ประกอบดวยไวรัสหลายสายพันธุ เพ่ือหวังใหเกิดการสราง
ภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสหลายสายพันธุ  ก็พบวาไมสามารถปองกันการติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ใน
ฟารมไดอยางสมบูรณ (Plana-Dura et., 1997)   แมจะมีรายงานวาภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นอาจจะ
สามรถปองกันการติดเชื้อจากตางสายพันธุ (Mengeling et al., 2003) จากการศึกษาใชวัคซีนชนิดเชื้อ
เปนฉีดเขากลามสุกรจํานวน 2 ครั้งหางกัน 8 สัปดาหพบวาวัคซีนสามารถเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ 
ไดในครั้งแรกแตพบวาการสราง IFN-♣ หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่สองมีระดับที่ต่ําเมื่อเปรียบเทียบ
กับการไดรับวัคซีนคร้ังแรก  (Royaee et al., 2004) นอกจากการทําวัคซีนจะไมสามารถปองกันการ
ติดเชื้อซ้ําจากไวรัสพ ี อาร อาร เอส แลว ยังมีรายงานเกี่ยวกับการใชวัคซีนปองกันโรคพ ี อาร อาร 
เอส สงผลใหสุกรมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนจากเชื้อแบคทีเรีย และกอใหเกิดแสดงอาการที่
รุนแรงข้ึนอีกดวย (Halbur et al., 2000)  อยางไรก็ตามรายงานในดานภูมิคุมกันวิทยาเกี่ยวกับ
ประสิทธิภาพในการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นตอการติดเชื้อซ้ํานั้นยังมีไมมากนัก  จึง
ยังไมมีขอมูลในการอธิบายกลไกไดอยางชัดเจนนัก 

 
2.5 เซลลเม็ดเลือดขาวสุกร 

ในกระแสเลือดของสุกรประกอบดวยเซลลหลายๆ ชนิดจากการศึกษาโดยการใชแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแอนติเจนตางๆ ของเซลล พบวาเซลล PBMC ของสุกรประกอบดวยเซลลชนิด 
monocytes macrophage  กลุมเซลล polymorphor nuclear cells T cells  B cells  NK cells และ Null  
ดังแสดงในรูปที ่2 (Samsom et al., 2000) 
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2.5.1 เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด ที ลิมโฟไซตในสุกร 
 โดยทั่วไปประชากรเซลลชนิด T cells จะมีแอนติเจนที่ผิวเซลลชนิด CD3 (cluster of 
differentiation 3) ซึ่งใชเปนตัวบงชี้ประชากรเซลลชนิดนี้ นอกจากนี้ยังม ี TCR ที่เปนตัวสงสัญญาณ 
(signal transduction) และกระตุนเซลลหลังจากรับรูแอนติเจนผานโมเลกุล major histocompatibility 
complex (MHC) ซึ่ง TCR ประกอบดวย heterodimer ของ ϒ และ ′ หรือ ♣ และ⁄ ในกระแสเลือด
สวนใหญจะพบชนิด ϒ และ ′ สําหรับ ♣ และ⁄  มักพบที่บริเวณเยื่อบ ุ นอกจากนี้เซลลแสดง 
♣⁄TCR  สามารถรับรูแอนติเจนโดยไมตองอาศัย MHC ปจจุบันมีการศึกษาการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของกลุมประชากรของ ท ี ลิมโฟไซตตอการติดเชื้อมากขึ้น และมกีารพัฒนาแอนติบอดีตอ
แอนติเจนบนผิวเซลลมากขึ้นเพื่อใหมีการศึกษาที่ชัดเจน จากการแบงชนิดเซลลลิมโฟไซตโดยใช
แอนติเจนชนิด CD4 และ CD8 และการรับรูแอนติเจนโดยการนําเสนอผาน MHC เปน  4  กลุม  คือ 
CD4+CD8-  CD4-CD8+  CD4-CD8-  และ CD4+CD8+  (Saalmuller et al., 1999) 
  

2.5.1.1  CD4+CD8- และ CD4+CD8+ ที ลิมโฟไซต 
เซลลลิมโฟไซตชนิด CD4 โมเลกุล มีลักษณะเปน monomeric glycoprotein ที่มีขนาด 55 

kD  เซลล CD4+ สามารถรับรูแอนติเจนผาน MHC class II เซลลชนิดน้ีจะแสดงแอนติเจนบนผิว
เซลลชนิด CD2 (Saalmuller et al., 1989) CD3 (Yang and Parkhouse, 1996)  CD5 และ CD6 
(Saalmuller et al., 1994) รวมดวย  ในสุกรพบวาประชากรเซลลชนิด CD4+ แตกตางจากสัตวชนิด
อ่ืนๆ  ซึ่งสามารถแบงเปน 2 กลุมคือ CD4+CD8- ซึ่งเปน T cells ชนิดตนแบบของ T helper cells พบ
ประมาณรอยละ 2-18 ของเซลลเม็ดเลือดขาวทั้งหมด มีหนาที่หลักคือการสรางไซโตไคนและ 
growth factor ที่กระตุนกลุมประชากรเซลลชนิดลิมโฟไซตที่จําเพาะ โดยเฉพาะการกระตุน B cell 
ใหสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเช้ือจุลชีพ  นอกจากนี้ยังมีหนาที่ควบคุมการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันรวมถึงการทํางานของเซลลชนิด CTL,  NK cells และมาโครฟาจ  อีกดวย  เซลลอีกกลุมคือ 
เซลลที่เสนอแอนติเจนชนิด CD4+CD8+ พบประมาณรอยละ 8-60 ของเซลลเม็ดเลือดขาวทั้งหมด ซึ่ง
เปนเอกลักษณเฉพาะของสุกร  แมวาเซลลทั้งสองกลุมนี้สามารถตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมได แต
ในกรณีที่ไดรับเชื้อหรือสิ่งแปลกปลอมอีกครั้งเซลลชนิด CD4+CD8+ เทานั้นที่มีการตอบสนองตอสิ่ง
แปลกปลอม (Summerfield et al., 1996) จึงเรียกกลุมประชากรเซลลชนิดนี้วา memory T helper 
cells และพบวาประชากรเซลลของ CD8+ ที่อยูใน CD4+CD8+ น้ันเปนประชากรชนิด CD8low  
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2.5.1.2  CD4-CD8+ ที ลิมโฟไซต  
 CD8 โมเลกลุ (Cytotoxic T cell; CTL) เปน dimeric molecule มีขนาด 70 kD เซลล 

CD8+ รับรูแอนติเจนผาน MHC class I (Pescovitz et al., 1984) มีบทบาทสําคัญในการควบคุมและ
กําจัดการติดเชื้อไวรัสหลายชนิด แบงประชากรเซลลเปน 2 กลุมตามความหนาแนนของแอนติเจน 
คือกลุมที่มีความหนาแนนต่ํา (CD8low) จะไมม ีCD6 และกลุมที่มีความหนาแนนสูง (CD8high) พบวา
เซลลจะแสดง CD6  ในกระแสเลือดประมาณรอยละ 3-20 ประชากรเซลลกลุมน้ีรับรูแอนติเจนผาน 
MHC class I และมีหนาที่ในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อภายในเซลล จากการศึกษาหนาที่ของเซลลนี้
พบวา CD8low สามารถทํางานไดโดยไมผาน MHC หรือผาน MHC class II  และม ี TCR เปนชนิด 
ϒϒ TCR (Parel and Chizzolini, 2004) ในขณะที่กลุมประชากร CD8+ จะทํางานผานการรับรูของ 
MHC class I  นอกจากแอนติเจนแสดง CD8+ สามารถบงชี้ประชากรเซลลชนิด CTL แลว ยังอาจพบ
บนเซลลชนิด  NK cells และ lymphokine activated killer (LAK) ไดดวย 

 
2.5.1.3 CD4-CD8- ที ลิมโฟไซต 

 ประชากรเซลลชนิดลิมโฟไซตที่แสดงแอนติเจน CD4-CD8- ซึ่งมีประมาณรอยละ 5-30 ของ
เซลลเม็ดเลือดขาวทั้งหมด (Saalmuller et al., 1989) อาจจะประกอบดวยเซลลหลายชนิด เชน NK 
cells, Null cells,  B cells เปนตน  (Saalmuller et al., 1999) ปจจุบันยังมีขอมูลเกี่ยวกับหนาที่ของ
เซลลชนิดนี้ไมมากนัก 
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Myeloid cells               lymphoid cells 
 
     SWC3+                       SWC1+                     SWC1- 
 
                                       CD2+                          CD2-                       CD2-  

 
       Monocyte         macrophage       PMN                      CD3+ cells         CD3- cells           Null cells             B cells 

 
                                                                               T cell              NK cells 
 

        SWC3+               SWC3+          SWC3+                           SWC1+              SWC1+     SWC1+                 SWC1- 
        SWC1+               SWC1+/-        SWC1+                        CD2+                 CD2+                   CD2-                       CD2-  
        517.2L+/-            517.2L+         517.2L-                            CD3+                 CD3-                     γδTCR+/-                CD3- 
        CD11b+              CD11b+/-                                                CD6+                 CD6-                     CD3+                     CD5+/- 
        CD14-                 CD14+/-                                                  CD5+                 CD5-/low                CD6-/low                  CD6- 
        MHCII+/-              MHCII+                                                 αβTCR+         CD8low                CD5+/low                 MHCIIhi 

                                                                                                        CD4-                     CD8+/-                     surface Ig 
                                               CD4-  

 
  T-cytotoxic cells        T-helper cells           memory T-helper cells      MHCI-unrestricted       In some cases                                                     
             lysis of target cell         MHCI-unrestricted 
                  lysis of target cell 
       SWC1+      SWC1+        SWC1+ 

       CD2+       CD2+        CD2+ 

       CD3+       CD3+        CD3+ 

       CD6+       CD6+        CD6+ 

       CD5+       CD5+        CD5+ 
       αβTCR+      αβTCR+       αβTCR+ 

       CD8+       CD8-        CD8low 
       CD4-       CD4+        CD4+ 

       CD45RC+     CD45RC+/-       CD45RC-/+low 
      MHCII+      MHCII+/-       MHCII+ 

 
MHCI-restricted cytokine secretion       memory 
lysis of target cell B-cell help 
 

ภาพท่ี 2  แสดงการจําแนกประเภทของเซลลเม็ดเลอืดขาวสุกรโดยใชแอนติเจนตางๆ (Samsom et 
al., 2000) 



บทท่ี 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 เซลลเพาะเลี้ยง 

MARC-145 (African green monkey kidney cell line)                ไดรับความอนุเคราะหจาก  
Dr. Eileen Thacker, Iowa State University ประเทศอเมริกา 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลล MARC-145 ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 ลูกบาศกเซนติเมตร (Corning 
Incorporated, USA) โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลชนิด modified Eagle’s medium (MEM) ท่ีเติม  10% 
fetal calf serum (GIBCO/BRL, USA)  amphotericin B (GIBCO/BRL, USA) 0.25 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  penicillin G (GIBCO/BRL, USA) 100  ยูนิตตอมิลลิลิตร  และ streptomycin 
(GIBCO/BRL, USA) 100  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (GIBCO/BRL, USA)          ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 5% CO2  เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้นดูดอาหารเพาะเลี้ยงเซลลออกและลางเซลลดวย 
PBS  ยอยเซลลดวย trypsin versine (GIBCO/BRL, USA) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร    ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 5% CO2 นาน 2-3 นาท ีเพื่อแบงเซลลเพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงใหม 

 
3.2 ไวรัส  

ในการทดลองใชไวรัสทั้งหมด  6 ชนิด คือ  
3.2.1ไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา คือ  

3.2.1.1 01NP1 เปนไวรัสที่แยกไดในประเทศไทย (Thanawongnuwech  
et al., 2004) 

3.2.1.2 US vaccine (RespPRRS/Repro�; Boehringer Ingelheim)     เปนไวรัส 
วัคซีนไดรับความอนุเคราะหจาก หนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  

3.2.1.2 SVI-25  เปนไวรัสมาตรฐานไดรับความอนุเคราะหจาก         
สพ.ญ.ดร.สุดารัตน  ดํารงควัฒนโภคิน สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาต ิกรมปศุสัตว 

3.2.2 ไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป  คือ 
3.2.2.1  02SB3 เปนสายพันธุที่แยกไดในประเทศไทย ไดรับความอนุเคราะหจาก  

หนวยชันสูตรโรคสัตว  คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
3.2.2.2 EU vaccine (AMERVAC-PRRS�; Laboratories Hipra ; V1)  

(Mateu et al., 2003)  ไดรับความอนุเคราะหจาก   หนวยชันสูตรโรคสัตว     คณะสัตวแพทยศาสตร   
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
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3.2.2.3  I10 เปนสายพันธุไวรัสพ ีอาร อาร เอส ที่แยกไดจากประเทศเนเธอรแลนด  

(Conzelmann et al., 1993) ไดรับความอนุเคราะหจาก หนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 ทําการเพิ่มจํานวนไวรัสโดยผานเซลลเพาะเลี้ยง  MARC-145 โดยใชเชื้อไวรัสที่ความ
เขมขน 0.1  multiplicity of infection (moi) อบท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  เติมอาหารเลี้ยง
เซลลชนิด MEM (GIBCO/BRL, USA)   ที่ม ี  2% fetal bovine serum ปริมาณ 5 มิลลลิิตร    และอบ
ที ่   37 องศาเซลเซียส 5% CO2 นาน 4-5 วัน หลังจากนั้นนําไปแชแข็งที่ -70 องศาเซลเซียส และทํา
ใหละลายที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส 3 คร้ัง      เก็บเซลลใสหลอดนําไปปนเก็บสวนใสไวที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนไวรัสท่ีพรอมใชงาน 
 
3.3 Virus titration และการยอม Indirect immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) 
 
 3.3.1  นําเซลลเพาะเลี้ยงชนิด MARC-145 ที่ยอยดวย trypsin versine แลว ใสในเพลท
พลาสติกชนิด 96 หลุมปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลมุ และอบที ่  37 องศาเซลเซียส 5% CO2 จนได
เซลลเปนชั้นเดียวเต็มหลุม 

3.3.2    เติมตัวอยางไวรัสท่ีตองการตรวจ     และอบที่ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 นาน 48 
ช่ัวโมง 

3.3.3   สะบัดเอาอาหารเพาะเลี้ยงเซลลออกใหหมดทําการตรึงสภาพเซลลดวย 4%  
ฟอรมาลิน (เจือจางโดยใช 0.5% PBS Tween; PBST) หลุมละ 100 ไมโครลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิหอง
เปนเวลา 30 นาท ี

3.3.4   สะบัดเพลทเอาฟอรมาลีนออกใหหมด ลางดวย 0.5% PBST  ปริมาณ 150  
ไมโครลติรตอหลมุ เปนจํานวน 3 คร้ัง  โดยคร้ังท่ี 3 ทิ้งไว 3 นาท ี  

3.3.5    เติม  anti-PRRS monoclonal antibody    (เจือจาง 1:300   ดวย  0.5% PBST    ที่ม ี
1% bovine serum albumin; BSA) หลุมละ 50 ไมโครลติร  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
ลางดวย 0.5% PBST เชนเดียวกับขอ 4     

3.3.6 เติม monoclonal anti-mouse IgG conjugate (DAKO, USA) (เจือจาง 1:300 ดวย 
0.5% PBST ที่ม ี1% BSA) หลุมละ 50 ไมโครลติร  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  ลางดวย 
0.5% PBST เชนเดียวกับขอ 4 

3.3.7 เติม substrate หลุมละ 100 ไมโครลติรทุกหลมุ ทิ้งไวนาน 1 ช่ัวโมง 
3.3.8 สะบัดเพลทใหแหงแลวลางดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง  อานผลภายใตกลองจุลทรรศนชนิด 

แสงขาว 
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3.4 สัตวทดลอง 
 
 กอนทําการทดลอง experimental  protocol  ไดผานความเห็นชอบจากคณะกรรมการ 
จรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยแลว 
  
การทดลองที่ 1 

สุกร 3 สายอาย ุ  3  สัปดาห  เพศผู จากฟารมสุกรเอกชนที่ปลอดตอโรคอหิวาตสุกร           
โรคพิษสุนัขบาเทียม  และใหผลลบตอการตรวจแอนติบอดีตอโรคพ ี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี ELISA  
แบงสุกรเปน 2 กลุมการทดลอง กลุมละ  5   ตัว  ดังน้ี 
 กลุมที ่ 1 ใหเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส    กลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1)         ขนาด  5 
มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก 
 กลุมที ่2  กลุมควบคุม  ไดรับ mock infected MARC-145 lysate ขนาด 5  มิลลิลิตร  โดยการ
หยอดจมูกในวันเดียวกับการใหเชื้อไวรัสในกลุมที ่1 
 เก็บตัวอยางเลือดสุกรหลังจากไดรับเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา  3  
สัปดาห  พรอมกับกลุมควบคุมเพื่อนํามาศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคน  เม่ือกระตุนซํ้าดวยไวรัส
สายพันธุตางๆ  ในหองปฏิบัติการเปนเวลา 40  ช่ัวโมง  ดังแสดงในรูปที่ 3 
 
การทดลองที่ 2 3 และ 4    

1.  สุกรหยานมอาย ุ  3  สัปดาห  เพศผู  จากฟารมสุกรเอกชนที่ปลอดตอโรคอหิวาตสุกร  
โรคพิษสุนัขบาเทียม  และใหผลลบตอการตรวจแอนติบอดีตอโรคพ ี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี ELISA      
แบงสุกรเปน  5 กลุมการทดลอง  กลุมละ  5  ตัว ดังน้ี 

กลุมที ่   1    กลุมควบคุม ไดรับ mock infected MARC-145 lysate ขนาด 5  มิลลิลิตรโดย
การหยอดจมูก ในวันที ่ 42  ของการทดลอง 

กลุมที ่ 2     ใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)           ขนาด 5  
มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที่  42  ของการทดลอง 

กลุมที ่ 3    ใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1)      ขนาด 5  
มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที่  42  ของการทดลอง 

กลุมที ่ 4      ใหวัคซีนเชื้อเปนปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1)   เขา
กลามเนื้อ  ขนาด 2  มิลลิลิตร ในวันที ่0 และ  21  ของการทดลอง  และใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุยุโรป (02SB3) ขนาด 5  มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที่ 42 ของ
การทดลอง 
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กลุมที ่  5  ใหวัคซีนเชื้อเปนปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1)     เขา
กลามเนื้อ  ขนาด 2  มิลลิลิตร ในวันที ่0 และ  21  ของการทดลอง  และใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุอเมริกา (01NP1) ขนาด 5  มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที ่42 ของ
การทดลอง 

2.  เก็บตัวอยางเลือดสุกรดังนี้ 
2.1      การทดลองที ่2 เก็บตัวอยางเลือดสุกรกลุมที ่1  และ กลุมที่ 2      หลังจากให 

เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)   3  สัปดาห 
2.2 การทดลองที ่3 เก็บตัวอยางเลือดสุกรกลุมที ่1  และ กลุมที่ 4 หลังจากทํา 

วัคซีนครั้งแรก  3  สัปดาห 
2.3 การทดลองที ่4 เก็บตัวอยางเลือดสุกรทุกกลุมการทดลองในวันที่ 42  45  48   

51  54  60  66  และ  75  ของการทดลอง 
 

ตารางท่ี 2 สรุปการแบงกลุมสุกรที่ใชในการทดลองที ่ 2  3 และ 4  
   กลุมที ่  วัคซีน (V1)  D0, D21 PRRSV (01NP1) D42 PRRSV (02SB3) D42 

1 - - - 
2 - - + 
3 - + - 
4 + - + 
5 + + - 

 
3.5 สถานที่เลี้ยงสัตวทดลอง 
 ทําการเลี้ยงสัตวทดลองในหองเลี้ยงสัตวทดลองติดเชื้อ   ชั้น  3  อาคาร  60  ป               คณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่มีระบบควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ ดวยระบบ
ประตูล็อค 2 ชั้น รวมกับระบบระบายอากาศเขาออก ดวยพัดลมดูดอากาศ และทําการปรับอุณหภูมิ
ดวยเคร่ืองปรับอากาศอัตโนมติั 
 ในขณะทําการทดลองสุกรจะไดรับการให นํ้า อาหาร และกําจัดสิ่งปฏิกูล 2 คร้ังตอวัน  โดย
ในแตละครั้งของการเขาเลี้ยง ผูเลี้ยงสุกรจะตองทําการ อาบนํ้า สระผม เปลี่ยนชุด กอนและหลังเขา
ปฏิบัติงาน เมื่อเขาสูหองทดลองแตละหองจะตองทําการสวม หนากาก หมวก ถุงมือ และชุดปลอด
เชื้อแบบใชแลวทิ้งกอนปฏิบัติงาน และพนักงานเลี้ยงสุกรจะรับผิดชอบการเลี้ยงสุกรแตละหองแยก
ออกจากกัน 
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3.6 วิธีการเก็บตัวอยางและแยกเม็ดเลือดขาว 
3.6.1   เก็บตัวอยางเลือดสุกรจากการทดลองขางตน  โดยเจาะเลือดสุกรดวยเข็มเบอร 18  

ยาว 1.5 น้ิว จากเสนเลอืด  jugular vien  ปริมาณ 15  มิลลลิิตรตอคร้ัง เก็บในหลอดเก็บเลือดที่มีสาร
กันเลือดแข็งตัวท่ีมี heparin sodium (Vaccutte〉,Greiner Bio-one, Austria) 

3.6.2 นําเลือดมาปนแยกเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว ดวยวิธี density gradient 
centrifugation โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี ้

3.6.2.1 เจือจางเลือดดวย phostphate buffer saline (PBS)  ในอัตราสวน 1:1  จาก 
ทําการ overley เลือดบนสารแยกเม็ดเลือด Isoprep� (Robbins Scientific  Cooperation, USA) ปน
เหวี่ยงที่ 2,500 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 30  นาท ี  

3.6.2.1 ทําการดูดเอาเม็ดเลือดขาวที่แยกไดใสในหลอด polypropylene ขนาด 15  
มิลลิลิตร ลางดวย PBS โดยการปนเหวี่ยงที ่1,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ี  

3.6.2.2 เก็บตะกอนของเม็ดเลือดขาวมาเติมนํ้าเพ่ือทําลายเม็ดเลือดแดง ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร และตามดวย PBS  ความเขมขน  2  เทาทันท ีปนเหวี่ยงที่ 1,000 รอบตอนาที นาน  10 นาท ี  

3.6.2.4   ทําการลางอีกครั้งมาเชนเดียวกับขอ 2 
3.6.2.5   หลังจากได PBMC เก็บเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด RPMI 1640  

(GIBCO/BRL, USA)  ที่ม ี  10% calf serum (Starrate, Australia)  L-glutamine 2 มิลลิโมล 
(GIBCO/BRL, USA)  non-essential amino-acid 100 ไมโครโมล (GIBCO/BRL, USA)  sodium 
pyruvate 1 มิลลิโมล (GIBCO/BRL, USA) 2-mercaptoethanol 50 ไมโครลติร (Sigma Chemical 
Co., USA) และ 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร ของ penicillin G  100 ไมโครลติรตอมิลลิลิตร ของ 
Streptomycin  และ 0.25 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรของ amphotericin  B (GIBCO/BRL,USA) 

3.6.2.6 นับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวโดยการยอม trypan blue   
(GIBCO/BRL,USA) 

3.6.2.7 ทําการเพาะเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาวในเพลทพลาสติกชนิด 24 หลุม     โดย 
ใชเซลลปริมาณ  6 x10 6 เซลลตอมิลลิลิตรตอหลุม  

3.6.3 กระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ ความเขมขน  0.01 moi ในหองปฏิบัติการ        
เปนเวลา 40  ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2  ยกเวนการทดลองที่ 4  นําเม็ดเลือดขาวท่ี
แยกไดไปศึกษาตอในขั้นถัดไป 

     3.6.4   ศึกษาอัตราสวนกลุมประชากรของเซลลเม็ดเลือดขาว    (CD4+, CD8+,  
CD4+CD8+ และ CD4-CD8-) และยอมตรวจหาเซลลที่สราง IL-10   และ  IFN-♦  ดวยวิธ ี 
intracellular cytokine staining ตรวจวัดและวิเคราะหผลดวย FACSCAN cytometer (BD 
Bioscience, USA) 
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In vitro activation 
 

              การทดลองท่ี 1  การทดลองท่ี 2          การทดลองท่ี 3 
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3.7 แอนติบอด ี
3.7.1  anti-swine CD8-PE-Cy5 conjugated mAb (76-2-11, IgG2a)   anti-swine CD25-PE  

conjuagted mAb (PGBL25A, IgG1)  และ anti-swine ♦∞TCR-FITC conjugate mAb (PGBL 22A-
F1)  ไดรับความอนุเคราะหจาก Dr. J. A. Roth จาก Iowa States University   

3.7.2  anti-swine CD4-FITC conjugated mAb (74-12-4, IgG2b)   anti-swine CD4-PE  
conjugated mAb (74-12-4, IgG2b) และ Biotinylated anti-swine IFN-♦ mAb (P2C11, IgG2a) จาก
บริษัท BD Biosciences (USA) 

3.7.3 streptavidin conjugated FITC  จากบริษัท Serotec (UK) 
3.7.4 anti-swine IL-10 mAb (954A4C437B1) จากบริษัท Biosource (USA)  
3.7.5  goat anti-mouse IgG1 FITC conjugate จากบริษัท Serotec (UK)  
 

3.8 ขั้นตอนการยอมผิวเซลล (surface staining) 
หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาว   
3.8.1 ทําการเก็บเซลลและลางดวย  PBS 1 คร้ัง  และลางดวย  PBS ที่ม ีsodium azide 0.1% 

และ 5% bovine serum albumin (FACS buffer; FB)   
3.8.2 ใชเม็ดเลือดขาวประมาณ 2x10 6  เซลล ใสในเพลทพลาสติกชนิด 96 หลุม  นําไปปน

เหวี่ยงที่ 1500 รอบตอนาที  เปนเวลา 2 นาท ี
3.8.3 เติม mAb ที่เจือจางในปริมาณที่เหมาะสม  (anti-CD4-FITC,   anti-CD8-PE-Cy-5  

และ  anti-CD25-PE  หรือ anti-CD8-PE-Cy-5  anti-♦∞TCR-FITC  และ anti-CD25-PE) ปริมาตร 
50 ไมโครลติร ทิ้งไวที ่4 องศาเซลเซียส  30  นาท ีในที่มืด  นําไปปนลาง  3  คร้ังดวย FACS buffer 
ปริมาณ 150  ไมโครลติรตอคร้ัง 

3.8.4 fix เซลลดวย 2% formaldehyde  ปริมาณ  200  ไมโครลติร  และวิเคราะหผลดวย 
Facscan cytometer (BD Biosciences, USA)  

 
3.9 ขั้นตอนการยอมภายในเซลล (intracellular cytokine staining) 
 ประยุกตจากวิธีการตรวจของ Pala และคณะ ในป 2000 โดยมีข้ันตอนดังน้ี 

เพ่ือตรวจวัดการสรางไซโตไคน กอนการเก็บเซลล 12 ช่ัวโมง ทําการเติมสารยับยั้งการหลั่ง
สารออกนอกเซลล monensin (GolgiStopTM; BD Biosciences, USA) และ incubate จนครบ 40      
ชั่วโมงในการทดลองที่ 1  2  และ 3  

สําหรับการทดลองที ่ 4  เติมสารยับยั้งการหลั่งสารออกนอกเซลล monensin ลงใน PBMC 
และทําการ incubate จนครบ  4   ช่ัวโมงกอนทาํการตรวจ  จากนั้นปฏิบัติตามขั้นตอนตอไปนี้ 
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     เก็บเซลลเม็ดเลือดขาวและทําการยอมผิวเซลล (CD4 และ CD8) ตามขั้นตอนยอมผิว 
เซลลขางตนหลังจากลางครั้งสุดทายทําการ fix และ permeabilize เซลลดวยสาร Cytofix/Cytoperm  
(BD Biosciences, USA) ปริมาณ  200 ไมโครลิตรตอหลุม ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง  ในที่มืด 3 ช่ัวโมง  

3.9.1 ยอมไซโตไคนภายในเซลลชนิด IFN-♦ โดยใช biotinylated anti-swine IFN-♦ mAb  
หรือ IL-10  ใช anti-swine IL-10 mAb ท่ีเจือจางใน Perm wash (BD Biosciences) ในปริมาณ 50 
ไมโครลติรตอหลมุ  ทิ้งไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

3.9.2 นําไปปนลางดวยสารละลาย Perm/wash  ปริมาณ 150  ไมโครลติรตอหลมุ  3  คร้ัง 
3.9.3 ยอมดวย streptavidin-FITC conjugate สําหรับ IFN-♦ หรือ goat anti-mouse IgG1 – 

FITC Conjugated mAb สําหรับ IL-10 ท่ีเจือจางใน Perm wash (BD Biosciences, USA) ทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

3.9.4  ลางดวย Perm wash 3 คร้ัง และขั้นสุดทาย fix เซลลดวย 2% formaldehyde  
วิเคราะหผลดวย Facscan cytometer (BD Biosciences, USA)  
 
3.10 วิธีการเลือกศึกษาประชากรเซลล 
 การศึกษาแอนติเจนบนผิวเซลลและประชากรยอยที่สรางไซโตไคนภายในเซลล         ทํา
การวิเคราะหจากเซลลจํานวน  10,000  และ 100,000 เซลล  ตามลําดับ โดยการเลือกศึกษาประชากร
เซลลชนิดลิมโฟไซตจะพิจารณาจากขนาดเซลล (FSC)  และความหนาแนนภายในเซลล (SSC)    ใน 
gate 1 (R1) ซึ่งพบวาในกลุมประชากรที่เลือกมาศึกษานั้นประกอบดวบเซลลชนิดลิมโฟไซตเปน
สวนใหญและมีประชากรเซลลชนิดโมโนไซต (SWC3+)รวมอยูประมาณรอยละ 3 ของประชากร
ทั้งหมด (ไมแสดงขอมูล) 
 การศึกษาชนิดประชากรยอยของเซลลลิมโฟไซต (CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD4-CD8-  และ 
CD4+CD8+) จะพิจารณาจากรอยละของประชากรเซลลชนิด CD4+  และ/หรือ CD8+ จาก R1  สําหรับ
การศึกษาแอนติเจนสีที่สาม (triple positive) จะเลือกศึกษาจากประชากรเซลลจากความหนาแนน
ภายในเซลลและ CD8+  (gate 2; R2) หรือ CD4+ (gate 3; R3) โดยพิจารณาประชากรเซลลที่แสดง 
CD4+ หรือ CD8+ และสีที่สาม คือ CD25 หรือไซโตไคน (IFN-♦ หรือ IL-10)  เนื่องจากประชากร
เซลลชนิด CD8+ ของสุกรมี 2 ชนิด คือ CD8low  และ CD8hi (Zuckermann, 1999) ดังนั้นการศึกษา
ประชากรเซลลที่แสดง CD4+CD8+CD25+ หรือ CD4+CD8+cytokine+ จึงเลอืกพิจารณาจาก R3  ดัง
แสดงในรูปที ่4 
 
3.11 การวิเคราะหผลและสถิติที่ใช 
 วิเคราะหผลความแตกตางของคาเฉลี่ยปริมาณการสรางไซโตไคนระหวางกลุมการทดลอง
ดวยวิธ ีANOVA โปรแกรม SPSS version 10.0  (Chicago, USA) โดยมีคาความเชื่อมั่นที ่p<0.05 
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ภาพท่ี 4  แสดงตัวอยางการเลือกประชากรเซลลในการศึกษาแอนติเจนบนผิวเซลล           และการ
สรางไซโตไคนภายในเซลล 

R1

R2
R3 



บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การทดลองท่ี 1  
  ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่เคยติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุอเมริกา (01NP1) มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ  
 หลังจากทําการใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) โดยการหยอด
จมูก พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อแสดงอาการซึม หายใจลําบาก หอบ  เยื่อตาขาวอักเสบ ในขณะที่สุกร
กลุมควบคุมไมแสดงอาการผิดปกติใดๆ ตลอดการทดลอง 
 ภายหลังทําการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรดวยเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สายพันธุตางๆ 
ในหองปฏิบัติการ  พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ในสุกรกลุมควบคุมกับ
สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน  (ภาพที่ 5a)     จากการศึกษาประชากรเซลลที่แสดง CD25 พบวาเซลล
ชนิด CD4+CD8- เปนประชากรหลักที่แสดง CD25 ทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมา
กอน โดยกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1  และ SVI-25  
จะพบระดับรอยละของเซลลชนิด CD4+CD25+  สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (รูปท่ี 
5b-d) 
 สําหรับการศึกษาปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IFN-♣    พบวาเซลล PBMC ของสุกรท่ี
ไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 มากอนและกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุ I10 
และ US vaccine สราง IFN-♣ ไดสูงกวาเซลลที่ไมไดรับการกระตุน และสูงกวาการกระตุนเซลลซ้ํา
ดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ SVI-25 ในกลุมเดียวกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
ในขณะที่ไมพบความแตกตางของปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในกลุมที่กระตุนดวยไวรัสสายพันธุ 
01NP1 และ SVI-25 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดรับการกระตุน  (รูปท่ี 6a) ประชากรเซลลท่ีสราง 
IFN-♣  ในกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนเปนชนิด CD4+CD8+ ในขณะที่กลุมควบคุมประชากรเซลล
ชนิด CD4+ และ CD4+CD8+ เปนประชากรที่สราง IFN-♣ (ภาพที่ 6b-d) 
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ของเซลลที่แสดง CD25 ทั้งหมด (a) และกลุมประ
ที่แสดง CD25 จากเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไ
NP1) (01NP1-primed) และสุกรควบคุม (control)  ภาย
มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน
ดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่แสดง CD25 จากสุกรจํา
ยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมคว
ัยสําคัญ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ cell only 
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าเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IFN-♣  จากสุกรจ
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เมื่อพิจารณาปริมาณเซลลที่สราง IL-10 พบวาเมื่อกระตุนเซลล PBMC ดวยเชื้อไวรัสสาย
พันธุตางๆ มีการเหนี่ยวนําใหเซลลที่สราง IL-10 ในระดับที่สูงกวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุนั้นๆในกลุมควบคุม เมื่อพิจารณาในกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนดวยกันพบวาการกระตุน
เซลลซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ US vaccine ไมมีความแตกตางในระดับเซลลที่สราง IL-10 กับเซลลที่
ไมไดรับการกระตุน ในขณะที่การกระตุนเซลลซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ (01NP1  SVI-25 และ 
I10) เหนี่ยวนําใหเซลลสราง IL-10 ในระดับที่สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับการกระตุน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 7a) โดยพบวาประชากรเซลลทุกชนิด (CD4+, CD8+  และ 
CD4+CD8+)  สามารถสราง IL-10  ไดทั้งกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน (ภาพที่ 7b-d)         

โดยสรุปจากผลการศึกษาการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุ
อเมริกามากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางชนิด พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณ
เซลลที่แสดง CD25 ไมวาจะกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุใดก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล 
PBMC ของสุกรควบคุม จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ พบวาเซลลจากสกุรที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสมากอนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกาและเชื้อไวรัสตางกลุมสายพันธุมี
การสราง IFN-♣ ไดดี  โดยประชากรเซลลชนิด CD4+CD8+ เปนประชากรหลักที่สราง สําหรับการ
สราง IL-10 พบวาการกระตุนเซลลจากสุกรที่ไดรับเชื้อมากอนไมวาจะดวยเชื้อไวรัสสายพันธุใดก็
ตาม สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลสรางไซโตไคนชนิด IL-10 ไดสูงขึ้นกวากลุมควบคุม  จากประชากร
เซลลทุกชนิดที่ทําการศึกษา นอกจากนี้การกระตุนดวยไวรัสสายพันธุชนิดรุนแรงสามารถเพิ่มการ
สราง IL-10 สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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รยอย CD4+ (b) CD8+ 
 ีอาร อาร เอส กลุมสาย
ากไดรับเชื้อ 3 สัปดาห 
 moi      เปนเวลา 40 
5 ตัวตอกลุม * มีความ
 # มีความแตกตางทาง

   * 
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4.2 การทดลองท่ี 2   
 ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่เคยติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุยุโรป (02SB3) และกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ 
 ภายหลังจากสุกรไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุยุโรป (02SB3) 3 สัปดาห สุกรไมแสดงอาการปวย
ใดๆ ทั้งในกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสและกลุมควบคุม      แตสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อสามารถตรวจพบเชื้อ
ไวรัสไดในกระแสเลือดหลังจากไดรับเชื้อ 6 วัน และสามารถตรวจพบรอยโรคที่ปอดทางมหพยาธิ
วิทยาและจุลพยาธิวิทยาไดเมือ่สิ้นสุดการทดลอง 

 เมื่อนําเซลล PBMC มากระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ ศึกษา
ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 พบวาทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนมี
ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ในเซลลที่ไมไดกระตุนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ
ตางๆไมแตกตางกัน นอกจากนี้ไมพบความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 เมื่อเปรียบเทียบ
ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน (ภาพที่ 8a)   เม่ือพจิารณาประชากรยอยของ
เซลลที่แสดง CD25 ในแตละกลุม  พบวาทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนมี
ประชากรเซลลที่แสดง CD25 สวนใหญเปน CD4+ และ CD4+CD8+ โดยพบวาในทุกกลุมมีปริมาณ
เซลลที่เปนชนิด CD4+ ในระดับที่สูงกวาเซลลชนิด CD8+ อยางมีนัยสําคัญแตไมแตกตางกับเซลล
ชนิด CD4+CD8+  และไมพบความแตกตางเมื่อเปรียบเทียบชนิดของประชากรเซลลในแตละชนิด
ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน (ภาพที่ 8b-d) 

จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในกลุมควบคุม   พบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อ
ไวรัสสายพันธุ SVI-25 มีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ต่ํากวาการกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US 
vaccine และ 02SB3 และยังพบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ V1 เหนี่ยวนําใหเซลล
สราง IFN-♣ ต่ํากวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
อีกดวย (p<0.05) แตอยางไรก็ตามการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสจากแตละสายพันธุเหนี่ยวนําให
เซลลสราง IFN-♣ ไมแตกตางกับเซลลที่ไมไดรับการกระตุน สําหรับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน
พบวา การกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 US vaccine และ SVI-25 เหนี่ยวนําใหเซลล
สราง IFN-♣ สูงกวาการกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ V1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แตไม
มีความแตกตางจากการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 02SB3 และเซลลที่ไมไดรับการกระตุน 
เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน           พบวากลุมที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 US vaccine   และ SVI-25  มีปริมาณ
เซลลที่สราง IFN-♣    สูงกวาในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 9a)  เม่ือ
พิจารณาประชากรเซลลท่ีสราง IFN-♣ พบวาเปนชนิด CD4+CD8+ ทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่
ไดรับเช้ือมากอน (ภาพที่ 9b-d) 
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ของเซลลที่แสดง CD25 ทั้งหมด (a) และกลุมประชากร
ดง CD25 จากเซลล PBMC ของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพ

3) (02SB3-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายห
C มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน
คาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่แสดง CD25  จากสุกรจํานวน

c 

control 02SB3-primed
V1 02SB3 cell only
 

d 
     
V1 02SB3 cell only
 

ยอย CD4+ (b) CD8+ 
 ีอาร อาร เอส    กลุม
ลังจากไดรับเชื้อ 3 
 0.01 moi เปนเวลา 
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ของเซลลที่สราง IFN-♣ ทั้งหมด (a) และกลุมประชาก
ราง IFN-♣  ในเซลล PBMC ของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวร
3) (02SB3-primed) และสุกรควบคุม (control) ภา
C มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขม
คาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IFN-♣  จากสุกรจําน
ยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบ
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  *  

control 02SB3-primed
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    d 
25 V1 02SB3 cell only

 

รยอย CD4+ (b) CD8+ 
สัพ ีอาร อาร เอส กลุม
ยหลังจากไดรับเชื้อ 3 
ขน 0.01 moi เปนเวลา 
วน 5 ตัวตอกลุม  * มี
คุม   
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สําหรับปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรกลุมควบคุมไมพบความ
แตกตางระหวางเซลลที่กระตุนดวยเชื้อไวรัสแตละสายพันธุกับเซลลที่ไมไดรับการกระตุน ในกลุมที่
ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine    มีปริมาณเซลลที่สราง 
IL-10 ต่ํากวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ รวมทั้งเซลลที่ไมไดรับการกระตุนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และการกระตุนเซลลดวยไวรัสสายพันธุ 01NP1   เหนี่ยวนําใหเซลล
สราง IL-10 สูงกวาการกระตุนเซลลดวยไวรัสสายพันธุ  US vaccine   V1  และเซลลที่ไมไดรับการ
กระตุนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) นอกจากนี้พบวาเซลลจากกลุมทดลองเมื่อถูกกระตุนดวย
เชื้อไวรัสทุกๆ สายพันธุ ยกเวน US vaccine รวมทั้งเซลลที่ไมไดรับการกระตุน มีปริมาณเซลลที่
สราง IL-10 สูงกวากลุมควบคุม (ภาพที่ 10a)  เมื่อพิจารณาประชากรเซลลที่สราง IL-10 ในกลุมที่
ไดรับเชื้อไวรัสมากอน พบวาสวนใหญเปนเซลลชนิด CD4+ และ CD8+ (ภาพที่ 10b-d) 

โดยสรุปจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC    ของสุกรที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุชนิดตางๆ ในหองปฏิบัติการ  
พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ไมวาจะกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ
ใดก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ พบวาเม่ือนํา
เซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนมาทําการกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสจากตางกลุมสาย
พันธุจะสราง IFN-♣ ไดสูงขึ้น    โดย IFN-♣ สวนใหญสรางจากประชากรเซลลชนิด CD4+CD8+  

สําหรับการศึกษาการสราง IL-10 พบวา เซลลจากสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวย
เชื้อไวรัสจากทุกสายพันธุ  ยกเวนไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกา มีการสราง IL-10 ไดสูงขึ้นกวา
กลุมควบคุม  โดยมปีระชากรเซลลชนิด CD4+ เปนเซลลหลักที่สรางไซโตไคน โดยไวรัสสายพันธุ
ชนิดรุนแรงกระตุนเซลล CD4+ จากสุกรที่เคยไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุ 02SB3 มากอนมีการสราง 
IL-10 สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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ภาพท่ี 10 ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IL-10 ทั้งหมด (a) และกลุมประชากรยอย CD4+ (b) CD8+ 
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IL-10  ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส กลุมสาย
พันธุยุโรป (02SB3) (02SB3-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายหลังจากไดรับเชื้อ 3 สัปดาห 
นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน 0.01 moi      เปนเวลา 40 
ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IL-10  จากสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม  * มีความ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  # มีความแตกตางทาง
สถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 
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4.3 การทดลองท่ี 3   
 ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพี อาร อาร 
เอส ชนิดเชื้อเปนสายพันธุยุโรป (V1) และกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ 
 เมื่อนําเซลล PBMC ของสุกรภายหลังไดรับวัคซีนเชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรป 3 สัปดาห มา
กระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ  พบวาทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ
วัคซีนมากอนมีปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ไมแตกตางกัน นอกจากนี้ไมพบความ
แตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับวัคซีน
มากอน (ภาพที ่11a)    เมื่อพิจารณาชนิดประชากรยอยของเซลลในแตละกลุมพบวาประชากรเซลลที่
แสดง CD25 เปนเซลลชนิด CD4+ ทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับวัคซีน (ภาพที่ 11b-d) 

เมื่อนําเซลล PBMC ของสุกรกลุมควบคุมมากระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ พบวา
เซลลที่ไดรับการกระตุนดวย US vaccine สราง IFN-♣   ในระดับที่สูงกวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อ
ไวรัสสายพันธุ SVI-25  V1 และเซลลที่ไมไดรับการกระตุน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
สําหรับการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ พบวา
การกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุเดิมเหนี่ยวนําใหเซลลสราง IFN-♣ ไมแตกตางจากเซลลที่
ไมไดรับการกระตุนหรือเมื่อกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ SVI-25 แตพบวามี
ปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในระดับที่ต่ํากวาการกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ US vaccine และ 
02SB3    อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ระหวาง
กลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับวัคซีนมากอน พบวาการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมา
กอนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ US vaccine จะมีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ต่ํากวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 12a)  จากการศึกษาประชากรเซลลพบวาเซลลทุก
ชนิดเปนเซลลที่สราง IFN-♣  ทั้งกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับวัคซีน (ภาพที่ 12b-d) 

สําหรับการสราง IL-10 พบวาเซลล PBMC    ของสุกรกลุมควบคุมที่นํามากระตุนซ้ําดวย
เชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine มีการสราง IL-10      สูงกวากลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุ  SVI-25  V1 02SB3  และ ไมไดรับการกระตุนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  สําหรับ
เซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนที่ไมไดถูกกระตุนพบวามีการสราง IL-10 ในระดับท่ีตํ่า
กวาเซลลในกลุมควบคุมที่ไมไดรับการกระตุนเชนกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  เซลล 
PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสจากทุกสายพันธุมีการสราง IL-10 
สูงกวากลุมที่ไมไดรับการกระตุนอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยพบวาเซลลที่ถูกกระตุนดวยไวรัส
สายพันธุ US vaccine  และ SVI-25   มีการสราง  IL-10  สูงกวาการกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ  
V1     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   
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เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับวัคซีนมา
กอน พบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine และ V1 ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมา
กอนเหนี่ยวนําใหเซลลสราง IL-10  นอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (ภาพที ่ 13a)  
โดยพบวาประชากรยอยของเซลลที่สราง IL-10 สวนใหญเปนประชากรชนิด CD4+  และ CD8+ และ
เปนที่นาสนใจวาในกลุมที่กระตุนเซลลซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine และกลุมที่ไมไดรับ
การกระตุนของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนมีปริมาณเซลลชนิด CD4+IL-10+  และ CD8+IL-10+      ตํ่า
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  นอกจากนี้ยังพบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อ
ไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 ซึ่งเปนสายพันธุเดิมมีปริมาณรอยละของเซลลชนิด  CD4+CD8+ ที่สราง 
IL-10 ในกลุมที่ไดรับวัคซีนสูงกวากลุมควบคุม  ในขณะที่การกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ SVI-25 
ในกลุมที่ไดรับวัคซีนมีระดับของ CD4+CD8+ ต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (ภาพที่ 13b-d) 

โดยสรุปจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC    ของสุกรที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุชนิดตางๆ ใน
หองปฏิบัติการ พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25      ไมวาจะกระตุนซ้ําดวย
เชื้อไวรัสสายพันธุใดก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-
♣ พบวาเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนมากอนและทําการกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุ 01NP1 มีการสราง IFN-♣  ลดลง สําหรับการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IL-10 พบวา การ
ไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 มากอนไมเพิ่มการสราง IL-10 (เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม) 
อยางไรก็ตามการกระตุนเซลลซ้ําดวยไวรัสทุกสายพันธุสามารถเพิ่มการสราง IL-10 ไดอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติจากเซลล PBMC ของสุกรที่เคยไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 มากอน (เม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมเซลลที่ไมไดรับการกระตุน) โดย IL-10 สวนใหญสรางจากประชากรเซลลชนิด 
CD4+ และ CD8+ เปนหลัก 
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ภาพท่ี 11 ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ทั้งหมด (a) และกลุมประชากรยอย CD4+ (b) 
CD8+ (c) CD4+CD8+ (d) ที่แสดง CD25 จากเซลล PBMC ของสุกรท่ีไดรับวัคซีนปองกนัโรคพี อาร 
อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1) (V1-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายหลังจากไดรับวัคซีน 
3 สัปดาห นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน 0.01 moi เปน
เวลา 40 ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่แสดง CD25 จากสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม  

a     b 

c d 

control V1-primed
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ภาพท่ี 12 ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IFN-♣ ทั้งหมด (a) และกลุมประชากรยอย CD4+ (b) CD8+ 
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IFN-♣  ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพ ีอาร อาร 
เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1) (V1-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายหลังจากไดรับวัคซีน 3 
สัปดาห นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน 0.01 moi เปนเวลา 
40 ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IFN-♣  จากสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม * มี
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  # มีความแตกตาง
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 
 

a      b 

c     d 

*

 * 

   #

control V1-primed
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ภาพท่ี 13 ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IL-10 ทั้งหมด (a) และกลุมประช
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปอ
กลุมสายพันธุยุโรป (V1) (V1-primed) และสุกรควบคุม (control) ภา
สัปดาห นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเข
40 ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IL-10   จากสุกรจ
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมคว
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 
 

a     b 

c     d 
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   *# 

*

    #

 #   #    *#

*

#

   #    # 

        # 

   # 
 # 

       # 

       #

        # 

*

   *# 
**

control V1- primed
SVI-25 V1 02SB3 cell only
 

ากรยอย CD4+ (b) CD8+ 
งกันโรคพี อาร อาร เอส 
ยหลังจากไดรับวัคซีน 3 
มขน 0.01 moi เปนเวลา 
ํานวน 5 ตัวตอกลุม  * มี
บคุม  # มีความแตกตาง
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ตารางท่ี 3  แสดงสรุปผลการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ ในเซลล PBMC ของ 

สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ ใน
หองปฏิบัติการ 

 
 

virulent US genotype attenuated US genotype virulent EU genotype attenuated EU genotype cell only  

01NP1 SVI-25 US vaccine I10 02SB3 V1  

virulent US genotype _ _  _  ND _ 
(01NP1)        

virulent EU genotype    ND _ _ _ 
(02SB3)        

attenuated EU genotype  _  ND _ _ _ 
(V1)        

 
หมายเหต ุ

      หมายถึง  ไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ 
      หมายถึง   ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมไมเกิน 2 เทา 

        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุม 2-2.5 เทา 
        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมมากกวา 2.5 เทา 

หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนตํ่ากวากลุมควบคุม 
      ND     หมายถึง  ไมไดทาํการศกึษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

re-activation

primed 
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ตารางท่ี 4  แสดงสรุปผลการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกร 

    ท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ ในหอง    
    ปฏิบัติการ 

 
 

virulent US genotype attenuated US genotype virulent EU genotype attenuated EU genotype cell only   

01NP1 SVI-25 US vaccine I10 02SB3 V1   
virulent US genotype         ND ND   

(01NP1)               

virulent EU genotype     _ ND       

(02SB3)               

attenuated EU genotype _ _   ND _     

(V1)               
 
หมายเหต ุ

      หมายถึง  ไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ 
      หมายถึง   ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมไมเกิน 2 เทา 

        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุม 2-2.5 เทา 
        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมมากกวา 2.5 เทา 

หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนตํ่ากวากลุมควบคุมไมเกิน 2 เทา 
หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนตํ่ากวากลุมควบคุมมากกวา 2 เทา 

      ND หมายถึง  ไมไดทาํการศกึษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

re-activation
primed 
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4.4 การทดลองท่ี 4   
 ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพี อาร อาร 
เอส ชนิดเชื้อเปนสายพันธุยุโรป (V1) และกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุอเมริกา (01NP1) หรือ  
สายพันธุยุโรป (02SB3) 
 หลังจากที่สุกรอายุ 3  สัปดาห  ไดรับวัคซีนไวรัสพ ี อาร  อาร  เอส         ชนิดเชื้อเปนกลุม
สายพันธุยุโรปไมพบสุกรที่แสดงอาการไขหรือมีปญหาระบบทางเดินหายใจทั้งจากการไดรับวัคซีน
ครั้งแรกและครั้งที่สอง เมื่อใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) หรือ       กลุม
สายพันธุยุโรป (02SB3)  เม่ืออายุ 9 สัปดาห หลังจากการไดรับวัคซีนครั้งที่ 2 เปนเวลา 3 สัปดาห 
พบวาสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนและไมไดรับวัคซีนไมแสดงอาการปวยใดๆ เชนกัน  แตอยางไรก็ตาม
พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสทุกลุมสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดไดหลังจากไดรับเชื้อ 3 
วันและอยูนานถึง 18 วัน  และสามารถตรวจพบระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสในชวง 6 ถึง 12 วัน
หลังจากไดรับเชื้อ  นอกจากนี้พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาจะมีปริมาณเซลลเม็ด
เลือดขาวลดลงหลังจากไดรับเชื้อไวรัสอีกดวย 
 เมื่อนําเซลล PBMC มาศึกษาปริมาณเซลลที่แสดง CD25 พบวาสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนและ
ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปมีระดับเซลลที่แสดง CD25 ต่ํากวากลุมอื่นๆ แตไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบระดับเซลลที่แสดง CD25 ระหวางกลุมที่ไดรับวัคซีนกับ
กลุมที่ไมไดรับวัคซีนพบวา สุกรกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปชนิดรุนแรงอยางเดียวมี
ปริมาณเซลลที่แสดง  CD25     สูงกวากลุมที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสาย
พันธุยุโรปในวันที่ 12 หลังไดรับเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)      ในขณะที่สุกรไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาชนิดรุนแรงหลังจากไดรับวัคซีนจะพบปริมาณเซลลที่แสดง CD25 สูง
กวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนในวันที ่ 18 หลังจากไดรับเชื้อ (ภาพที่  14) 
 เมื่อศึกษาแยกกลุมประชากรเซลล พบวาสุกรท่ีไดรับวัคซีนและไดรับเช้ือไวรัสชนิดรุนแรง
กลุมสายพันธุยุโรปมีระดับเซลลชนิด CD4+ ที่แสดง CD25 ที่ต่ํากวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนตั้งแตวันที ่
3 ถึงวันที ่ 18 หลังจากไดรับเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  นอกจากนี้พบวาสุกรที่ไดรับ
วัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปมีปริมาณเซลลที่แสดง CD4+CD25+ ใน
ระดับที่ต่ํากวาสุกรกลุมควบคุมอีกดวย สุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุ
อเมริกามีปริมาณเซลลแสดง CD4+CD25+ ในระดับที่สูงกวาสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสเพียงอยาง
เดียวในวันท่ี 3 หลังจากไดรับเช้ือ  (ภาพที่ 15a) 
 ในการศึกษาปริมาณประชากรเซลลยอยชนิด CD8+ ที่แสดง CD25 พบวาไมมีความแตกตาง
ทางสถิติระหวางสุกรทุกกลุมการทดลอง แตอยางไรก็ตามพบวาประชากรเซลลชนิดนี้มีแนวโนม
สูงข้ึนเร่ือยๆ หลังจากไดรับเชื้อ 6 วัน (ภาพที่ 15b) สําหรับประชากรยอยเซลลชนิด CD4+CD8+ ที่
แสดง CD25 พบวาในวันที่ 3 หลงัจากไดรับเช้ือไวรัสชนิดรุนแรง   สุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนและ
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ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปมีระดับต่ํากวากลุมอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  (ภาพที ่ 15c) และพิจารณาประชากรยอยของเซลล ♣⁄TCR+ พบวาไมมีความแตกตางกัน
ในสุกรแตละกลุมทดลอง  แตพบวาประชากรยอยเซลลชนิดนี้มีปริมาณที่ต่ํากวาประชากรเซลลชนิด
อ่ืนๆ  (ภาพที่ 15d) เมื่อเปรียบเทียบระดับปริมาณเซลลแตละชนิดที่แสดง CD25 ในสุกรพบวา
ประชากรเซลลยอยชนิด CD4+ และ CD4+CD8+ เปนประชากรสวนใหญท่ีแสดง CD25   
 สําหรับการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในระดับที่ต่ํากวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงเพียงอยางเดียวต้ังแตวันท่ี 6 หลงัจากไดรับเช้ือตลอดจนเสร็จสิน้การทดลอง แตไมพบความ
แตกตางในสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริการะหวางสุกรที่ไดรับและไมไดรับ
วัคซีน ยกเวนในวันที่ 6 หลังไดรับเชื้อพบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣  ใน
ระดับที่สูงกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สําหรับสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัส
ชนิดรุนแรงเพียงอยางเดียวพบวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ 
ในวันที ่ 6  24 และวันที่สิน้สุดการทดลองในระดับที่สูงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุม
สายพันธุอเมริกา  (ภาพที่ 16a) จากการพิจารณาประชากรยอยของเซลลที่สราง IFN-♣      พบวา
ประชากรเซลลทุกชนิดสามารถสราง IFN-♣ ได (ภาพที่ 16b-d) 
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ภาพท่ี 14  ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน
กลุมสายพันธุยุโรปและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)     หรือกลุมสายพันธุ
อเมริกา (01NP1) และกลุมควบคุม ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม * มี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เปรียบเทียบกับสุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*
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ภาพท่ี 15  ปริมาณรอยละของประชากรยอยของเซลล CD4+ (a) CD8+ (b) CD4+CD8+ (c) ♣⁄TCR+ 
(d) ที่แสดง CD25 ในเซลล PBMC    ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรปและใหเชื้อ
ไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3) หรือกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) และกลุมควบคุม 
ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม 
 
 
 

      a b 

  c d 

control EU US Vac+EU Vac + US 
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ภาพท่ี 16   ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IFN-♣ ทั้งหมด (a)     และประชากรยอยชนิด CD4+ (b) 
CD8+ (c) CD4+CD8+ (d) ของเซลลที่สราง IFN-♣  ในเซลล PBMC  ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน
กลุมสายพันธุยุโรปและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป   (02SB3)หรือกลุมสายพันธุ
อเมริกา (01NP1) และกลุมควบคุม ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม 

   a b 

c d 

control EU US Vac+EU Vac + US 
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การศึกษาลักษณะการสราง IL-10 ในเซลล PBMC    ของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพ ีอาร อาร 
เอส ชนิดรุนแรงทั้งสองกลุมสายพันธุ พบวามีระดับที่สูงขึ้นในวันที่ 6 หลังไดรับเชื้อ โดยสกุรท่ี
ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกามีระดับที่สูงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบการสราง IL-10     ระหวางสุกรที่ไดรับวัคซีนและเชื้อ
ไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปกับสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงเพียงอยางเดียว พบวาสุกร
ที่ไดรับวัคซีนมากอนจะสราง IL-10 ในระดับที่สูงกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) ในวันที ่6 และ 9 หลังไดรับเชื้อ  ในขณะที่สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสาย
พันธุอเมริกา  พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนมีปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ในระดับที่ต่ํากวาสุกรที่
ไมไดรับวัคซีน ในวันที่ 6 หลังจากไดรับเชื้อ  นอกจากนี้พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและไดรับ
เชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมีปริมาณเซลลที่สราง IL-10   สูงกวาสุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาในวันที ่6 และวันที ่9 หลังไดรับเชื้อ (ภาพที่ 17a) 

จากการศึกษากลุมประชากรยอยชนิด CD4+ ที่สราง IL-10 ไมพบความแตกตางในแตละ
กลุมการทดลอง (ภาพที่ 17b) สําหรับประชากรเซลลยอยชนิด CD8+IL-10+     พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อ 
ไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริกาทั้งที่ไดรับวัคซีนและไมไดรับวัคซีนมีปริมาณที่สูงกวาสุกร 
กลุมอื่นๆ ในวันที ่ 6 และ 24  หลังจากไดรับเชื้อ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p<0.05)  (ภาพที่ 17c)           
เม่ือพิจารณาประชากรยอยชนิด CD4+CD8+ ที่สราง IL-10  พบวาสุกรทดลองทุกกลุมที่ไดรับวัคซีน
และไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงมีปริมาณเซลลชนิด CD4+CD8+IL-10+ สูงกวาสุกรกลุมควบคุมใน
วันท่ี 6 หลังจากไดรับเชื้อ (ภาพที่ 17d) เมื่อเปรียบเทียบประชากรยอยของเซลลที่สราง IL-10 ใน
แตละชนิดพบวาประชากรเซลลชนิด CD8+ และ CD4+CD8+     เปนประชากรท่ีสราง IL-10 สวนใหญ 
จากผลการศึกษาสรุปไดวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนจะมีปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ในระดับตํ่า
เมื่อใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงซ้ําจากกลุมสายพันธุสายพันธุเดียวกัน ในขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลง
ของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ในสุกรที่ใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงซ้ําจากตางกลุมสายพันธุ  ใน
การศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣  พบวาการใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุเดียวกับเชื้อ
ไวรัสวัคซีนแกสุกรจะกดการสราง IFN-♣  แตไมพบความแตกตางของปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ 
ในสุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงจากตางกลุมสายพันธุ สําหรับปริมาณเซลลท่ี
สราง IL-10 พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงในกลุมสายพันธุ
เดียวกันจะมีการสราง IL-10 ที่สูงขึ้น  ในขณะสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุมี
ปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ลดลง แตพบเฉพาะในวันที่ 6 หลังจากไดรับเช้ือเทาน้ัน  
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ภาพท่ี 17  ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IL-10 ทั้งหมด (a) และประชากรยอยชนิด CD4+ (b)  
CD8+ (c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปนกลุมสายพันธุ
ยุโรปและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3) หรือกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) 
และกลุมควบคุม ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม 
 

a   b 

c   d 

control EU US Vac+EU Vac + US 



บทท่ี 5 
 

สรุปผลการวิจัย  อภิปรายผล  และขอเสนอแนะ 
 
 งานวิจัยมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรที่
ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสตางสายพันธุในหองปฏิบัติการ โดยศึกษาปริมาณ
เซลลที่สราง IFN-♣  ซึ่งเปนไซโตไคนที่สามารถใชเปนตัวบงชี้ประสิทธิภาพการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการติดเชื้อไวรัสในสัตวหลายชนิด  รวมทั้งสุกรดวย (Zuckermann et al., 
1998;  Suradhat et al., 2001) เมื่อกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงที่แยก
ไดในประเทศไทยทั้งกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) และกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)    มากอนดวย
เชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ (การทดลองที่ 1 และ 2) ผลการศึกษาพบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
จากตางกลุมสายพันธุเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดในระดับที่สูงกวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
กลุมสายพันธุเดิม   โดยสวนใหญสรางมาจากประชากรเซลลชนิด CD4+CD8+ ซึ่งเปน memory T 
helper cell  แสดงวาสกุรสราง IFN-♣ สูงข้ึนในการตอบสนองตอการติดเช้ือในคร้ังท่ีสองจากเช้ือ
ไวรัสตางกลุมสายพันธุ ทั้งๆที่พบวาเซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสในครั้งที่สองมีการสราง IL-10 ในระดับที่
สูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อไวรัสที่ใชในการกระตุนมีสวนของ epitope ที่คลายคลึงกบัเชื้อไวรัสที่
สุกรไดรับมากอนแมจะเปนตางกลุมสายพันธุกันก็ตาม  แตในปจจุบันยังไมมีขอมูลวา epitope ใด
เปน epitope ที่สําคัญในการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันโดยเฉพาะชนิดพึ่งเซลล  แตมี
รายงานวา ORF 2 5 และ 6 เปนยีนที่มีหนาที่เปน T cells epitope และพบวามีความคลายคลึงกันทาง
พันธกุรรมรอยละ 65-77  61-63 และ 70-81 ตามลําดับ ระหวางสายพันธุอเมริกาและยุโรป (Yoon et 
al., 2002) 
  สําหรับการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ซึ่งเปนไซโตไคนที่มีบทบาทในการกดการ
ทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกัน และมีรายงานกอนหนานี้วาเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สามารถ
เหน่ียวนําการแสดงออกของยนีท่ีสราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไมเคยไดรับเชื้อมากอนได 
(Suradhat et al., 2003  Suradhat and Thanawongnuwech, 2003) แตในการศึกษาครั้งนี้พบวาการ
กระตุนเซลล PBMC ของสุกรท่ีไมเคยไดรับเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส มากอนในหองปฏิบัติการน้ัน  
ไมมีความแตกตางของระดับ IL-10 กับเซลลที่ไมไดกระตุน ท้ังน้ีอาจเน่ืองจากอายุหรือการจัดการ
สุกร  ระยะเวลาที่กระตุนเซลล อีกทั้งวิธีการศึกษาที่แตกตางกันดวยจึงทําใหไดผลที่แตกตางกัน แต
อยางไรก็ตามสังเกตพบวาปริมาณเซลลที่สราง  IL-10  จาก PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน
มีระดับสูงกวาสุกรกลุมควบคุม โดยสรางจากประชากรเซลลทุกชนิด (CD4+  CD8+ และ 
CD4+CD8+)    แสดงวาเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศไทยทั้งกลุมสายพันธุอเมริกาและกลุมสายพันธุ
ยโุรปสามารถเหน่ียวนําการสราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรท่ีติดเช้ือไดจริงเชนเดียวกับ
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การศึกษาในน้ําลางปอดของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสจากทั้งสองสายพันธุ (Thanawang et al., 2004)  
ดังนั้นนาจะมีปจจัยอื่นที่มีผลในการเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันในการสรางไซโตไคนใน
สุกรตางจากการศึกษาในหองปฏิบัติการ  หรือระยะเวลาการไดรับเช้ือไวรัสทีแ่ตกตางกัน เปนตน   

การศึกษาในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากอนนั้นจะพบ
การสราง IL-10 สูงขึ้นเมื่อกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 แตไมมีผลเมื่อกระตุนเซลล
ดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ ทั้งนี้อาจจะเปนไปไดวาสุกรที่ใชในการศึกษากลุมนี้มีอายุมากกวา
การศึกษาในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกามากอน การจัดการที่
แตกตางกัน ความสามารถในการกระจายตัวของเช้ือไวรัสและความสามารถในการกอความรุนแรง
ของโรคที่แตกตางกันระหวางเชื้อไวรัสสองกลุมสายพันธุ (Meng et al., 2000; Laohasittikul et al., 
2004) หรือความใกลเคียงทางลักษณะพันธุกรรมของเชื้อไวรัส เปนตน เปนที่นาสังเกตวา   เม่ือ
กระตุนเซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงจากทั้งสองกลุมสายพันธุมากอนดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุม
สายพันธุอเมริกานั้นเหนี่ยวนําการสราง IL-10 ลดลง   ทั้งอาจเนื่องมาจากคุณสมบัติของเชื้อไวรัสที่
นํามาใชเปนวัคซีน ซึง่มีรายงานการกระตุนเซลล PBMC     ของสุกรดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสาย
พันธุอเมริกานั้นสามารถลดการแสดงออกของยีนที่สราง IL-10 ไดในหองปฏิบัติการ (Suradhat et 
al., 2004)  ยืนยันไดวา IL-10 นาจะเปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการควบคุมการทํางานของเซลลในระบบ
ภูมิคุมกันเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ซ้ํา  และอาจเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหมีการกดการสราง 
IFN-♣ ที่สังเกตไดจากผลการทดลองในครั้งนี ้ 

สําหรับการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิด
เชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรปมากอน พบวาแมเชื้อไวรัสวัคซีนจะสามารถเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣  
ไดแตก็ไมดีเทากับเชื้อไวรัสจากธรรมชาติเชนเดียวกับการศึกษาที่ผานมา  (Cheon and Chae, 2004; 
Xiao et al., 2004)  และกระตุนเซลล PBMC กลุมนี้ดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ (การทดลองที่ 3)  
พบวาเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนสราง IFN-♣ ลดลง
เมื่อถูกกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 นอกจากนี้ไมพบความแตกตางของระดับ IFN-♣ 
จากการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ อีกดวยเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับการ
กระตุน  แสดงวาเชื้อไวรัสวัคซีนชนิดเชื้อเปนนั้นไมไดชวยเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ เม่ือไดรับเช้ือ
ไวรัสซ้ําในหองปฏิบัติการไมวาจะดวยเชื้อไวรัสสายพันธุใดก็ตาม ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ
การศึกษาในสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิดเชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงท่ีแยกไดในประเทศไทย (การทดลองที่ 4)    พบวาการไดรับวัคซีนมากอนไมสามารถ
เหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดเมื่อไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุซ้ํา     อีกทั้งยังลดการ
สราง IFN-♣ เมื่อไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุเดียวกันกับวัคซีนนั้น  ซึ่งอาจเกิดจากการ
กดการสราง IFN-♣  ของ IL-10 โดยพบวาเซลลที่ไดรับวัคซีนมากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุตางๆ ในหองปฏิบัติการมีการสราง IL-10 สูงขึ้น  และการศึกษาในสุกรทดลองที่ไดรับ
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วัคซีนมากอนตามดวยเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุเดิมมีการสราง IL-10 ที่สูงขึ้นเชนกัน    แม
จะพบวาเชื้อไวรัสวัคซีนจะสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมีการสราง IL-10 ลดลงในหองปฏิบัติการก็
ตาม  จากผลการทดลองนี้นาจะบงชี้ไดวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอวัคซีนปองโรคพี อาร อาร 
เอส ชนิดเชื้อเปนนั้นมีผลตอการติดเชื้อซ้ําโดยเฉพาะจากเชื้อไวรัสสายพันธุเดิม ดังน้ันอาจจะเปน
เหตุผลหน่ึงที่สนับสนุนการศึกษาที่พบวาแมเชื้อไวรัสวัคซีนจะเหนี่ยวนําใหเกิดพยาธิสภาพและ
ความรุนแรงของอาการทางคลินิกนอยกวาการติดเช้ือจากธรรมชาติ (Cheon and Chae, 2004) แตการ
ทําวัคซีนสงผลใหสุกรมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนได (Halbur et al., 2000) 

แมเชื้อไวรัสจะสามารถเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ได แตการสราง IFN-♣ จะเปนไป
คอนขางชาคือหลังจากไดรับเชื้อซ้ํา 6 ถึง 9 วัน และคอยๆ ลดลง ซึ่งเปนลักษณะเชนเดียวกับ
การศึกษาของ Meier และคณะ (2003) ทั้งนี้อาจเนื่องจากความสามารถในการเหน่ียวนําการสราง IL-
10 ในระยะแรกๆ หลังจากไดรับเชื้อ  ซึ่งนาจะเปนปจจัยสําคัญในการควบคุมการทํางานของเซลลใน
ระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส ดวยกลไกตางๆ ไมวาจะเปนการลด
ความสามารถในการนําเสนอแอนติเจนตอเซลลในระบบภูมิคุมกัน โดยเฉพาะเซลลลิมโฟไซตซึ่งจะ
ทําใหมีการกระตุนเซลลในการสรางไซโตไคนที่จําเปนตอการทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกัน
แบบจําเพาะลดลงไมวาจะเปนทางตรงหรือทางออม  

ผลที่ไดจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในสุกรที่ไดรับวัคซีนและเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปในครั้งนี้สอดคลองกับการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในกระแส
เลือดดวยวิธ ีRT-PCR         ที่พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนและเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป
สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดกอนสุกรที่ไมไดรับวัคซีนหลังจากไดรับเชื้อและพบวามี
จํานวนตัวสุกรที่ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดที่มากกวาอีกดวย          และเม่ือตรวจหาเช้ือไวรัสใน
ตอมน้ําเหลืองและทอนซิลเมื่อสิ้นสุดการทดลอง     พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนตรวจพบเชื้อไวรัส
มากกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน นอกจากนี้แลวยังพบอีกวาสุกรที่ไดรับวัคซีนแสดงรอยโรคทางมห
พยาธิวิทยาและจุลพยาธิวิทยามากกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนอีกดวย   ในขณะที่สุกรที่ไดรับวัคซีน
และตามดวยเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริกาแมจะพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน
กระแสเลือดนานกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน แตพบวาเม่ือส้ินสุดการทดลองตรวจพบสารพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสที่เนื้อเยื่อปอดและทอนซิลจํานวนตัวนอยกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน และยงัพบรอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยาที่นอยกวาอีกดวย (Panyathong et al., personal communication) จากสองการ
ทดลองนี้จะเห็นวาการทําวัคซีนมีผลตอการตอบสนองตอการติดเชื้อซ้ําจากเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุ
เดิม แตอยางไรก็ตามผลที่ไดจากการใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุซ้ํานัน้ แมการทํา
วัคซีนจะมีแนวโนมเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดดีขึ้นกลับพบวาจํานวนสุกรที่ตรวจพบสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสในกระแสเลือดของสุกรในกลุมนี้สูงกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Xiao และคณะ (2004) พบวาระดับของ IFN-♣ ในกระแสเลือดที่ไม
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สัมพันธกับปริมาณของเชื้อไวรัสนั้น อาจจะบงชี้ไดวาภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นนั้นสามารถปองกัน
หรือกําจัดเชื้อไดเฉพาะที่เทาน้ัน ดังนั้นการตรวจปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในกระแสเลือดเพียง
อยางเดียวในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส อาจจะไมสามารถบงชี้ถึงประสิทธิภาพในการ
ทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกันในบริเวณที่มีการติดเชื้อได (local tissue) เนื่องจากการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ขึ้นกับปจจัยหลายๆ อยาง  ไมวาจะเปน
การวางแผนการทดลอง  อายุสุกร  พันธุสุกร  สายพันธุและปริมาณของเชื้อไวรัส รวมถึงการ
เหนี่ยวนําการสรางไซโตไคนที่คอนขางซับซอนในแตละระยะของการเกิดโรค เปนตน (Horter et 
al., 2002) หรืออาจจะเปนไปไดวาสุกรท่ีมีการติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มีกลไกในการหลบหลีก
การตอบสนองทางภูมิคุมกันในรูปแบบที่เรียกวา original antigenic sin ที่พบไดในไวรัสชนิดอ่ืน 
เชน เชื้อไวรัสไขหวัดใหญ เชื้อไวรัสไขเลือดออก      หรือ เช้ือไวรัส เอช ไอ วี เปนตน โดยมีสาเหตุ
จากการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมที่ตําแหนง epitope ของเชื้อไวรัสที่สําคัญตอการเหนี่ยวนําการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (Singh et al., 2002; Mongkolsapaya et al., 2003) แมจะ
สามารถเหนี่ยวนําการตอบสนองตอเซลลชนิด T cells แตก็ไมสามารถกําจัดเช้ือไวรัสไดหรือกําจัด
เชื้อไวรัสไดชาลง  

จากผลการศึกษาในหองปฏิบัติการครั้งนี้เปนที่นาสังเกตวา การกระตุนเซลล PBMC   ดวย
ไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกาของสุกรที่เคยไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงทั้งสองกลุมสายพันธุมา 
กอนนั้นสามารถเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดดีกวาการกระตุนดวยไวรัสสายพันธุชนิดรุนแรงและ
จากไวรัสวัคซีนสายพันธุยุโรป  ในขณะที่มีการสราง IL-10  ที่ต่ํากวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุอื่นๆ เชนเดียวกับการศึกษาของ Suradhat และคณะ (2004) ที่ศึกษาการแสดงออกของยีนที่
สราง IFN-♣ และ IL-10 ในเซลล PBMC ที่กระตุนดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกา   พบวา
เชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกาเหนี่ยวนําการการแสดงออกของยีนที่สราง IFN-♣ ไดและ
เหน่ียวนําการแสดงออกของยนีท่ีสราง IL-10  ต่ํากวาวัคซีนสายพันธุยุโรปและเชื้อไวรัสชนิดรุนแรง 
จากผลการศึกษานี้อาจจะเปนไปไดวาการใหวัคซีนชนิดเชื้อเปนกลุมสายพันธุอเมริกาหลังจากสุกร
เคยไดรับเชื้อมากอนสามารถลดการแสดงอาการทางคลินิกและปริมาณเชื้อไวรัสในรางกายได 
(Juillard et al., 2004)  

ผลจากการศึกษาเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 
01NP1 ในหองปฏิบัติการพบวามีการสราง IFN-♣ ต่ํากวากลุมควบคุมซึ่งขัดแยงกับการศึกษาในสุกร
ทดลองที่พบวาเมื่อใหเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 หลังจากไดรับวัคซีนมีระดับการสราง IFN-♣ ที่สูง
กวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสอยางเดียว ทั้งนี้อาจจะเนื่องมาจากความแตกตางของอายุสุกรที่ศึกษาโดย
การศึกษากระตุนเซลลในหองปฏิบัติการสุกรมีอาย ุ 6 สัปดาห ในขณะที่การใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรง
ในสุกรเมื่อสุกรอาย ุ12 สัปดาห  จํานวนครั้งที่สุกรไดรับวัคซีนซึ่งการกระตุนในหองปฏิบัติการสุกร
ไดรับวัคซีนเพียงครั้งเดียว แตสุกรไดรับวัคซีน 2 ครั้งกอนเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงในสุกร  เน่ืองจากมี
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รายงานวาหลังจากที่สุกรไดรับวัคซีนครั้งที่สองนั้น สุกรมีการสราง IFN-♣ ในระดับที่สูงขึ้นไมถึง 2 
เทาของระดับ IFN-♣ กอนทําการใหวัคซีนคร้ังท่ีสอง      ท้ังน้ีอาจจะเน่ืองจากเปนท่ีทราบกันวาเช้ือ
ไวรัสพี อาร อาร เอส น้ันลดการสราง IFN-ϒ ในเซลลมาโครฟาจ  ซึง่การลดลงของไซโตไคนชนิด
น้ี อาจจะสงผลใหเซลลมีการสราง IFN-♣  ในระดับที่ตํ่า (Royaee et al., 2004)  

ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส ท้ังชนิดรุนแรง
และวัคซีนมากอนจะสราง IL-10 ในระดับที่สูงขึ้นเมื่อไดรับเชื้อซ้ําไมวาจะเปนกลุมสายพันธุใดก็
ตาม ซึ่งจะพบในระยะแรกๆ ของการไดรับเช้ือ บงชี้ไดวา IL-10 นาจะเปนปจจัยสําคัญในการ
ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ในระยะตนๆ ของการ
ติดเช้ือหรือการทําวัคซีน โดยอาจมีผลในการกดการสราง IFN-♣ แตก็เปนที่นาแปลกใจวาในการ
กระตุนเซลล PBMC   ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงมากอนดวยไวรัสตางสายพันธุใน
หองปฏิบัติการนั้น แมจะมีการเหน่ียวนําการสราง IL-10 ในระดับที่สูงแตเซลล PBMC ยังสามารถ
เหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดในระดับที่สูง โดยเฉพาะในการทดลองท่ี 1 ดังน้ันอาจจะมีปจจัยอ่ืน ที่
ทําใหสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส มีความบกพรองในการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  หรือ
เกิดจากการกดการทํางานแบบจําเพาะของ IL-10 ตอสายพันธุของเชื้อไวรัสที่ไดรับ 

จากการศึกษาปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ซึ่งบงชี้เซลลที่ถูกกระตุนนั้น พบวาไมมีความ
แตกตางระหวางกลุมการศึกษา แตเมื่อพิจารณาประชากรยอยของเซลลชนิดตางๆ ที่แสดง CD25 น้ัน
รวมกันแลวยังมีระดับที่ต่ํากวาปริมาณเซลลที่แสดง CD25 จากประชากรลิมโฟไซตทั้งหมด อาจจะ
เปนไปไดวาเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส นั้นกระตุนการทํางานของเซลลชนิดอื่นที่ไมไดทําการศึกษา
ในคร้ังน้ี เชน B cells หรือ NK cells เชนเดียวกับการศึกษาประชากรเซลลที่แสดง CD25       ในสุกร
ที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคไวรัสอหิวาตสุกรและสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรพบวาเซลลที่แสดง
แอนติเจนชนิด CD25 นั้นไมสัมพันธกับประชากรเซลลที่สราง IFN-♣ ในเซลลลิมโฟไซตในสุกร 
(Suradhat et al., 2005, in press) 

 จากศึกษากลุมประชากรยอยของเซลลที่สราง IL-10 พบวาประชากรเซลลทุกชนิด (CD4+ 
CD8+ และ CD4+CD8+) สราง IL-10 ได  แตในการศึกษาการกระตุนเซลลซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ 
ในสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากอนนั้น พบวาประชากรสวนใหญเปนชนิด CD4+ ที่
สราง IL-10 รวมกับการศึกษาเซลลที่แสดง CD25 พบวาสวนใหญเปนชนิด CD4+ เชนกัน โดยเซลล
ท่ีแสดงแอนติเจนชนิด CD25+CD4+ บนผิวเซลล ซึ่งมีประมาณรอยละ 5-10 ในกระแสเลือดของคน
นั้นจัดเปนเซลลชนิด regulatory T cells (Baecher-Allen et al., 2004) ซึ่งมีหนาที่เกี่ยวกับการพัฒนา
ของเซลลและการหลั่งไซโตไคนของเซลลกลุมอื่นๆ ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนใน
สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส น้ี มีลักษณะการตอบสนองที่คลายกับการติดเชื้อไวรัส HIV ใน
คน (Kinter et al., 2004) พบวาคนที่ติดเชื้อ HIV มีการกระตุนการทํางานของเซลลชนิดนี ้แตอยางไร
ก็ตามการศึกษาเซลลชนิดนี้ในสุกรยังเคยไมมีรายงานมากอน  ซึ่งอาจจะเปนไปไดวาเชื้อไวรัสพ ีอาร 
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อาร เอส สามารถกระตุนการทํางานของเซลลชนิด regulatory T cells ไดเชนกัน แตการบงชี้กลุม
ประชากรเซลลชนิดนี้อาจจะตองศึกษาโดยใชแอนติเจนหลายๆ อยางรวมกัน  เชน ศึกษาแอนติเจน
บนผิวเซลล ซึ่งนอกจาก CD25 ซึ่งในสุกรพบวามีเซลลที่แสดง CD25 บน ท ี เซลล ใน PBMC ใน
ระดับท่ีตํ่า  (Saalmuller et al., 2002) แลวอาจใชแอนติเจนชนิด CD45R, CD38,  CD62L  หรือ 
CD103 รวมดวย รวมทั้งไซโตไคนที่เซลลสราง  ไดแก IL-5,  IL-10,  IL-13  หรือ TGF-′ เปนตน   
เปนตัวบงชี้ประชากรเซลลชนิด  regulatory T cells (Mills and McGuirk, 2004) หรือมีการพัฒนา
วิธีการตรวจเพื่อบงชี้ชนิดของเซลลใหมีความแนชัดมากขึ้น เชน วิธ ี classical MHC-peptide 
tetramers เปนตน 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการไดรับเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนหรือการทํา
วัคซีนชนิดเชื้อเปนมากอนน้ันไมสามารถตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการติดเชื้อซ้ําจากสายพันธุเดิม
ได     ดังนั้นมาตรการการใชวัคซีนชนิดเชื้อเปนในการควบคุมและปองกันโรคยังคงตองมีการศึกษา
เพ่ิมเติม แมปจจุบันมีการพัฒนาวัคซีนโดยเฉพาะ DNA วัคซีนโดยเลือกยีนที่สามาถกระตุนภูมิคุมกัน
ไดเพื่อเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกัน รวมกับมีการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อไวรัสในระดับโมเลกุล
มากขึ้น  โดยพบวายีนสวน ORF2 และ ORF4 มีความสาํคัญตอการเพิ่มจํานวนภายในเซลล (Wan 
Welch et al., 2004) ORF5 เปนยีนท่ีใหโปรตีนท่ีเปนเปาหมายท่ีสําคัญของระบบภูมิคุมกัน (Jaing, 
2003)   ORF 6 เปนยีนที่ใหโปรตีนที่สําคัญตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลไดด ี
(Bautista et al., 1999) อีกทั้งมาตรการการหมัก  (acclimatization) สุกรสาวทดแทนกอนขึ้นผสมเพื่อ
เหนี่ยวนําการสรางภูมิคุมกันในการปองกันการติดเชื้อซ้ําหรือลดปญหาการแทงนั้นยังคงตองมี
การศึกษาเพิ่มเติมในดานภูมิคุมกันวิทยาที่เกิดขึ้น  เนื่องจากสุกรมีโอกาสที่จะไดรับเชื้อไวรัสซ้ําๆ 
อาจจะมีจะมีผลกระทบตอประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิคุมกันอีกดวย  

จากการศึกษาครั้งนี้ยืนยันการศึกษาที่ผานมาวา เช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส ท้ังชนิดรุนแรง
และวัคซีนสามารถเหนี่ยวนําการสราง IL-10 ไดและนาจะเปนปจจัยสําคัญในการควบคุมการทํางาน
ของเซลลในระบบภูมิคุมกันของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ปจจุบันยังไมมีรายงานวายีน
สวนใดของเชื้อไวรัสที่เปนตัวสําคัญในการเหนี่ยวนําการสราง IL-10 ซึ่งเปนที่นาสนใจวาถามีขอมูล
นี้จะสามารถนํามาใชในการพัฒนาวัคซีนที่สามารถเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันโดยที่สุกร
ที่ไดรับวัคซีนจะลดสราง IL-10 หรือลดการกระตุนการทํางานของเซลลชนิด regulatory T cell ได 
และสามารถปองกันการติดเชื้อซ้ําไดอยางมีประสิทธิภาพ 

แตพบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพี อาร อาร เอส ชนิดเช้ือเปนมากอนน้ันนอกจากไม
สามารถเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ตอการไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุแลวยังกด
การสราง  IFN-♣ เม่ือไดรับเช้ือไวรัสชนิดรุนแรงจากสายพันธุเดิมอีกดวย  ซึ่งอาจจะเกิดจากผลของ
การเหน่ียวนําการสราง IL-10 ของเชื้อไวรัสไปกดการทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกันทั้งชนิดไม
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จําเพาะและจําเพาะ  ดังนั้นการจะนําวัคซีนชนิดเชื้อเปนมาใชในการควบคุมและปองกันโรคพี อาร 
อาร เอส ในฟารมสุกรนั้นควรจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
 
ขอเสนอแนะ 
 
 จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีจะเห็นไดวาการไดรับเช้ือไวรัสพ ี อาร อาร เอส ท้ังชนิดรุนแรง
และวัคซีนสงผลตอการสรางไซโตไคนการติดเชื้อซ้ํา อาจจะกระตุนการทํางานของเซลลชนิด 
regulatory T cell เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้มีขอจํากัดของแอนติบอดีและวิธีการตรวจวัดที่ใชใน
การศึกษา   ดังนั้นควรมีการพัฒนาวิธีการตรวจเพื่อจะบงชี้วาประชากรเซลลที่ถูกเหนี่ยวนําจากเชื้อ
ไวรัสพี อาร อาร เอส น้ันเปนชนิด regulatory T cell จริงหรือไม    
 ในการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรท่ีไดรับวัคซีนชนิดเช้ือ
เปนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงสายพันธุอเมริกาหรือสายพันธุยุโรปที่
แยกไดในประเทศไทยเทานั้น เพื่อใหไดขอมูลเกี่ยวลักษณะการสรางไซโตไคนที่ชัดเจนยิ่งขึ้นอาจจะ
ทําการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิดเชื้อเปนกลุม
สายพันธุอเมริกาและวัคซีนชนิดเชื้อตายมากอนและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงสายพันธุตางๆ หรือ
ศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิดตางๆ   หลังจากที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงมากอน  และศึกษารวมกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ําเพื่อใหไดขอมูลที่
นาเชื่อถือมากขึ้น 
 ผลการศึกษาประชากรเซลลและลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ ในครั้งนี้ไม
สามารถบอกไดวาปริมาณของ IFN-♣  ที่ตรวจพบนั้นสัมพันธกับความสามารถในการปองกันหรือ
ทําลายเซลลที่มีการติดเชื้อไดจริงหรือไม  หรือจําเพาะตอเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส หรือไม ดังน้ัน
ควรมีการศึกษาการทํางานของเซลลดวยวิธ ี Cytotoxicity assay รวมดวยเพื่อสามารถบงชี้
ความสามารถของเซลลในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อไดจริง  หรือทําการศึกษาความสัมพันธของ
วิธีการนี้กับปริมาณเซลลชนิด  CD8+ IFN-♣+   ดวยวิธีโฟลไซโตมิทรี  

กลไกการหลบหลีกการตอบสนองทางภูมิคุมกันของเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส อยางหน่ึง
อาจจะเปนลักษณะที่เรียกวา original antigenic sin  ดังนั้นการศึกษา epitope ท่ีสําคัญของเช้ือไวรัสท่ี
สามารถเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันไมวาจะเปนทั้งชนิดสารน้ําหรือชนิดพึ่งเซลลนาจะมี
ประโยชน เนื่องจากจะเปนขอมูลในการพัฒนาวัคซีนที่สามารถแกปญหาการหลบหลีกการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันของเช้ือไวรัสได ไมวาจะเปนการใช ดี เอ็น เอ วัคซีนที่สรางจากสวน 
epitope ที่จําเพาะ  
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก 
 
การเตรียม phosphate buffered saline (PBS)(10x) 
 Sodium Chloride (NaCl)     80.0 กรัม 
 Potassium Chloride (KCl)        2.0  กรัม 
 Sodium phosphate ,dia, anhy (Na2HPO4)   11.5   กรัม 
 Potassium phosphate, mono (Kh2PO4)       2.0  กรัม 
  เติม Distilled water จนครบ                    1000   มิลลิลิตร 
 
 หลังจากผสมแลวปรับ pH 6.7 
 
การเตรียม phosphate buffered saline-Tween 0.5% (PBST ) 
 10x PBS        160 มิลลิลิตร 
 Tween20 (polyoxyethaylene 20 sorbitan monolauratal         10     มิลลิลิตร 
 เติม Distilled water จนครบ    2000    มิลลิลิตร 
 
การเตรียม RPMI-1640 complete media   
 Calf serum (free-anti-BVD, BVDV และ anti-SFV)         50    มิลลิลิตร 
 100X L-glutamine           5    มิลลิลิตร 
 100X antibiotic/antimycotic          5    มิลลิลิตร 
 100X non-essential amino acid          5    มิลลิลิตร 
 100X sodium pyruvate           5    มิลลิลิตร 
 50 mM 2-mercaptoethanol       0.5    มิลลิลิตร 

เติม RPMI-1640  จนครบ         500    มิลลิลิตร 
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การเตรียม acetate buffer  
Stock A  0.1 M acetic acid 

  Glacial acetic acid        5.75   มิลลิลิตร 
  Distilled water  จนครบ     1000   มิลลิลิตร 
 Stock B  0.1 M sodium acetate 
  Sodium acetate      13.16    กรัม 
  Distilled water      1000   มิลลิลิตร 
  

นํา Stock A ปริมาณ 21 มิลลิลิตร ผสมกับ Stock B ปริมาณ 79 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Amino acid –9- ethyl-carbazole (AEC) 
 AEC              4   กรัม 
 Dimethyl formalin        100   มิลลิลิตร 
 
การเตรียม FACS buffer 
 NaNH3            0.5   กรัม 
 BSA           2.5   กรัม 
 เติม PBS จนครบ                     500  มิลลิลิตร 
 
การเตรียม 2% formaldehyde 
 37% formaldehyde          54   มิลลิลิตร 
 เติม PBS จนครบ                   1000   มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นาย วีระศักดิ์  สะดะ เกิดวันท่ี 11 เดือน สิงหาคม พ.ศ. 2519 ณ จังหวัดตรัง  สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2544 ทํางานตําแหนงนายสัตวแพทยประจําโรงพยาบาลปศุสัตว คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหวิทยาลัย เปนเวลา 2 ป    และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต      สหสาขาวิชาจุลชีววิทยาทางการแพทย คณะบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546  
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