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มงคล ลําใย : การป้องกนัโรคพีอีดีในลกูสกุรโดยการป้อนเชือ้ไวรัสท่ีแยกได้ในประเทศไทยท่ีอ่อนกําลงัโดย
การเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้งให้กบัแมส่กุรอุ้มท้อง, (PROTECTION OF PIGLETS  AGAINST PORCINE 
EPIDEMIC DIARRHEA VIRUS (PEDV) BY ORAL ADMINISTRATION OF CELL CULTURE – 
ATTENUATED THAI ISOLATED PEDV IN PREGNANT SOWS) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : ศ.น.สพ.
ดร. รุ่งโรจน์ ธนาวงษ์นเุวช,  อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : ผศ.น.สพ.ดร. คมกฤช เทียนคํา, 64 หน้า.  
 
แมส่กุรอุ้มท้องท่ีมีระยะอุ้มท้อง 12 สปัดาห์ จํานวน 4 ตวั (4 สปัดาห์ก่อนคลอด) ถกูแบง่ออกเป็น 2 กลุม่ กลุม่ท่ี 

1 จํานวน 3 ตวั ป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้ในประเทศไทย (สายพนัธุ์ 08NP02) ท่ีถกูทําให้ออ่นกําลงัลงโดยการเลีย้งใน

เซลล์เพาะเลีย้ง จํานวน 53 รอบ ด้วยการป้อนทางปาก (Oral inoculation) ท่ี 4 และ 2 สปัดาห์ก่อนคลอด ซึง่มีปริมาณ

ไวรัสไมต่ํ่ากวา่ 105 TCID50/ml จํานวน 5 มิลลิลติร/ตวั และกลุม่ท่ี 2 จํานวน 1 ตวั เป็นกลุม่ควบคมุ จากนัน้ลกูสกุรท่ีเกิด

จากแมท่ัง้ 2 กลุม่ภายหลงัจากได้รับนมนํา้เหลือง 2 วนัมาทําการป้อนเชือ้พิษทบัด้วยไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรงสายพนัธุ์ 

08NP02 (Wild-type) โดยการป้อนทางปาก ซึง่มีปริมาณไวรัสไมต่ํ่ากวา่ 105 TCID50/ml จํานวน 2 มิลลิลติร/ตวั บนัทกึ

และสงัเกตอาการท้องเสีย อาเจียนในลกูสกุรท่ีถกูป้อนเชือ้พิษทบันาน 5 วนั  ศกึษาการขบัเชือ้ไวรัสผา่นทางอจุจาระหลงั

ป้อนเชือ้พิษทบัในลกูสกุร โดยทําการเก็บตวัอยา่งอจุจาระทกุวนั  ลกูสกุรอยา่งน้อย 2 ตวัตอ่แม ่ (1 ตวัตอ่แม ่ ในกลุม่

ควบคมุ) ถกูนํามาผา่ชนัสตูรซากท่ี 12, 24, 48, 72 และ120 ชัว่โมงหลงัป้อนเชือ้พิษทบั เพ่ือศกึษารอยโรคทางมหพยาธิ

วิทยา และจลุพยาธิวิทยา และเก็บตวัอยา่งลําไส้เลก็เพ่ือตรวจหาปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดี  จากผลการทดลอง แม่สกุรกลุม่ท่ี 

1 ไมมี่การแสดงอาการท้องเสีย หรือการขบัไวรัสพีอีดีผา่นทางอจุจาระ  เม่ือทําการป้อนเชือ้พิษทบัในลกูสกุร พบวา่ ลกู

สกุรจากแม่สกุรกลุม่ท่ี 1 ร้อยละ 63.63 แสดงอาการท้องเสียภายใน 1 วนัหลงัป้อนเชือ้พิษทบั ขณะท่ีลกูสกุรทกุตวัจาก

กลุม่ควบคมุแสดงอาการท้องเสียทัง้หมด อยา่งไรก็ตามลกูสกุรทัง้ 2 กลุม่แสดงอาการท้องเสียภายใน 2-5 วนัหลงัป้อน

เชือ้พิษทบั และให้ผลบวกตอ่โรคพีอีดีด้วยวิธี RT-PCR ในอจุจาระ พบลกัษณะผนงัลําไส้บาง ตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือ

แขวนลําไส้มีการขยายขนาด และมีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ทัง้ 2 กลุม่ทดลอง คะแนนเฉล่ียรอยโรค

ทางจลุพยาธิวิทยาในกลุม่ลกูสกุรทดลองทัง้ 2 กลุม่ ไม่มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ สิง่ท่ีน่าสนใจก็คือ 

ปริมาณไวรัสในลําไส้เลก็ของลกูสกุรในกลุม่ควบคมุจะสงูกวา่ลกูสกุรในกลุม่ท่ี 1 โดยเฉพาะช่วง 48 ชัว่โมงหลงัป้อนเชือ้

พิษทบั การศกึษาครัง้นีแ้สดงให้เหน็วา่ปริมาณการป้อนเชือ้พิษทบัอาจสงูเกินไปจงึมีผลทําให้ลกูสกุรแสดงอาการท้องเสีย

รุนแรงมากกวา่ท่ีตัง้สมมติฐานไว้ ผลจากการศกึษานีชี้ใ้ห้เหน็ว่า ลกูสกุรท่ีมาจากแมส่กุรกลุม่ท่ี 1 ได้รับการปกป้องตอ่โรค

พีอีดีเพียงบางสว่นในช่วงแรกจากการดดูนมนํา้เหลือง และภมิูคุ้มกนัจากนํา้นมจะช่วยลดความรุนแรงของอาการทาง

คลนิิก และการขบัเชือ้ไวรัสได้ภายหลงัป้อนเชือ้พิษทบัด้วยไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง ทัง้นีก้ารทดลองในอนาคตจําเป็นต้อง

กระตุ้นการสร้างภมิูคุ้มกนัชนิดเย่ือเมือกผา่นนมนํา้เหลืองในแมส่กุรให้มากขึน้ 
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Four pregnant sows (4 weeks before farrowing) were allocated into two groups: group 1 (n=3) 

was inoculated orally with 5 ml of the  53rd-passage cell culture-attenuated Thai isolated porcine 
epidemic diarrhea virus (PEDV) (105TCID50/ml) at 4 and 2 weeks before farrowing and group 2 (n=1) was 
a negative control group. The piglets from both groups were challenged orally with 2 ml of the virulent 
Thai 08NP02 (Wild-type) PEDV (105TCID50/ml) after having colostrum for 2 days. Clinical signs of diarrhea 
and vomiting in all challenged piglets were observed for 5 days. Piglet feces were collected every day 
post challenged for viral shedding study. At least 2 piglets from the vaccinated group and 1 piglet from 
the control group, were euthanized at 12, 24, 48, 72 and 120 hours post challenged for macroscopic and 
microscopic lesion study. All sows in both groups did not have diarrhea or viral shedding in the feces. 
When challenged with the virulent Thai PEDV, 63.63% of piglets from the vaccinated sow group exhibited 
diarrhea within 1 day post challenged, whereas, all piglets from the control group had diarrhea. However, 
all piglets from both groups had diarrhea within 2-5 day post challenged and were all positive by RT-PCR 
detection in feces. Regarding to macroscopic and microscopic lesions, those lesions composed of 
segmental thin wall of intestine, mesenteric lymph node enlargement and watery contents in both small 
and large intestines with no statistical significance between groups. Interestingly, virus titers in the small 
intestine of the control piglet group were higher, particularly at 48 hour post challenged.  It should be 
noted that the PEDV challenged dosage in piglets would have been higher resulting in more severe 
clinical disease than expected. These results indicated that piglets from the vaccinated sow group 
received partial protection in the beginning after sucking colostrum and immuned milk having less 
severity in term of clinical signs and virus shedding against virulent PEDV challenge. In order to gain 
better protection in piglets, sow mucosal immunity should be stimulated. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

โรคพีอีดี เกิดจากไวรัสพีอีดี (Porcine epidemic diarrhea virus, PEDV) ซึง่เป็นไวรัสอยู่
ในวงศ์ Coronaviridae มีโครงสร้างพนัธกุรรมเป็นชนิด RNA แบบสายเด่ียวเป็นเส้นตรง มีประจุ
บวก (linear plus-sense single-stranded RNA) ไมเ่ป็นท่อน (non-segmented) และมีเปลือก
หุ้ม (enveloped) ไวรัสพีอีดีจดัอยูใ่นวงศ์เดียวกบั ไวรัสทีจีอี (Transmissible gastroenteritis 
virus, TGEV) ไวรัสพีอาร์ซีวี (Porcine respiratory coronavirus, PRCV) และ Hemagglutinating 
encephalomyelitis virus ในสกุร เชือ้ไวรัสพีอีดีสามารถก่อโรคได้ในสกุรทกุชว่งอาย ุโดยเฉพาะใน
ลกูสกุรดดูนมอายนุ้อยกวา่ 7 วนั ซึง่จะมีอาการรุนแรง ลกัษณะอาการทางคลนิิกท่ีพบคือ ลกูสกุร
ท้องร่วงเฉียบพลนั ถ่ายเหลวเป็นนํา้ และจากนัน้มีอาการแห้งนํา้ (dehydration) ตามมา มีอตัรา
การป่วยและตายสงูมากกวา่ 50-100% (Pensaert and Yeo, 2006) 

ในประเทศไทย มีรายงานทางห้องปฏิบตัิการของกรมปศสุตัว์ พบโรคพีอีดี ในช่วงปี พ.ศ. 
2538-2547 ทัง้หมด 8 ครัง้ (1 ครัง้ในปี พ.ศ. 2538; 3 ครัง้ในปี พ.ศ. 2539; 3 ครัง้ในปี พ.ศ. 2540 
และ 1 ครัง้ในปี พ.ศ. 2547) โดยทัง้หมดมาจากฟาร์มสุกรในพืน้ท่ีภาคใต้ และภาคตะวนัตก 
หลังจากนัน้ไม่มีรายงานพบโรคพีอีดีทางห้องปฏิบตัิการภายหลงัปี พ.ศ. 2547 เป็นต้นมา        
(กรมปศสุตัว์, 2551) จากนัน้พบมีการอบุตัิซํา้ตัง้แตช่่วงไตรมาสท่ี 3 ปี พ.ศ. 2550 เร่ือยมาถึงต้นปี 
พ.ศ. 2551 โดยพบสารพนัธุกรรมของไวรัสพีอีดีให้ผลบวก ตอ่การทดสอบด้วยวิธีปฏิกิริยาลกูโซโ่พ
ลีเมอเรสแบบย้อนกลบั (Reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-PCR) จาก
การรายงานของหน่วยชันสูตรโรคสตัว์ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ (Puranaveja  et al., 2009) ซึง่ช่วงเวลาดงักลา่วเกิดความเสียหายใน
อตุสาหกรรมการเลีย้งสกุรเป็นอย่างมาก จากการประเมินของสมาคมผู้ เลีย้งสกุรแห่งประเทศไทย
พบว่าสญูเสียลกูสกุรดดูนมประมาณ 800,000 ตวั คิดเป็นมลูคา่ 1,440 ล้านบาท ทําให้ผลผลิต
สกุรขนุขาดช่วงไป ส่งผลกระทบต่ออตุสาหกรรมการเลีย้งสกุรในประเทศไทย และในปัจจบุนัก็ยงั
พบมีการระบาดซํา้เป็นครัง้คราว ในสว่นของประเทศเพ่ือนบ้าน เช่น ประเทศเวียดนามพบวา่ มีการ
ระบาดของโรคพีอีดีเป็นครัง้แรกในช่วงปลายปี พ.ศ. 2551 ถึง ต้นปี พ.ศ. 2552 และในปัจจบุนัก็ยงั
มีการระบาดอยู่ (Duy, ข้อมลูติดต่อส่วนตวั) เม่ือเกิดการระบาดของโรคพีอีดีในปัจจบุนัยงัไม่มี
วิธีการรักษาโรคได้โดยตรง แนวทางปฏิบตัิในการควบคมุโรคพีอีดีทําได้โดยการสบัลําไส้ลกูสกุร
ป่วยให้แมส่กุรกิน เพ่ือให้แมส่กุรถ่ายทอดภมูิคุ้มกนัให้ลกูสกุรผ่านทางนํา้นม แตว่ิธีนีก็้มีความเส่ียง
ต่อการปนเปือ้นจากเชือ้โรคอ่ืนๆ ท่ีไม่ต้องการ และไม่สามารถควบคมุปริมาณเชือ้ไวรัสท่ีให้ในแต่
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ละครัง้ได้ รวมทัง้ไมมี่ความสม่ําเสมอในการสร้างภมูิคุ้มกนั สง่ผลให้การควบคมุและป้องกนัโรคพีอี
ดียังไม่ประสบความสําเร็จเท่าท่ีควร จากการศึกษาการใช้วัคซีนชนิดเชือ้เป็นท่ีผลิตในประเทศ
เกาหลีใต้พบวา่ให้ผลในการคุ้มโรคได้ดี ถ้าไวรัสท่ีก่อปัญหามีความใกล้เคียงทางพนัธุกรรมกบัไวรัส
วคัซีน (Song et al., 2007) ซึง่วคัซีนดงักลา่วอาจจะไม่ให้ผลในการป้องกนัโรคตอ่ไวรัสพีอีดีสาย
พันธุ์ ในประเทศไทย รวมทัง้ไวรัสจากวัคซีนอาจจะเกิดการกลายพันธุ์และก่อโรคขึน้ใหม่ได้ 
การศกึษาเบือ้งต้นพบว่า ไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ท่ีแยกได้ในประเทศไทยท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัโดยการ
เพาะเลีย้งผ่านเซลล์ชนิด Vero cell หลายๆ รอบมีความรุนแรงลดลง เม่ือทดลองให้ไวรัสดงักลา่ว
ในลกูสกุรดดูนม (Traiyarach et al., 2010) ดงันัน้  การศึกษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษา
ประสิทธิภาพของไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ ท่ีแยกได้จากประเทศไทย ท่ีผ่านการทําให้อ่อนกําลงัลงโดย
การเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้งชนิด Vero cell จํานวน 53 รอบ ในห้องปฏิบตักิารของหน่วยชนัสตูรโรค
สตัว์ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในการถ่ายทอดภมูิคุ้มกนัในแม่สกุรผ่าน
ทางนํา้นมไปยงัลกูสกุร สามารถปกป้องอาการทางคลนิิกและไมมี่การขบัไวรัสพีอีดีออกทางมลูสกุร
เม่ือได้รับเชือ้ไวรัสพีอีดีได้ ซึง่ผลจากการศกึษาท่ีได้จะเป็นประโยชน์ในการวางแผนการจดัการเพ่ือ
ควบคมุ ป้องกนั และกําจดัโรคของระบบทางเดินอาหารท่ีมีสาเหตมุาจากไวรัสพีอีดีจากฟาร์มสกุร
ในประเทศไทยและประเทศเพ่ือนบ้านท่ีมีไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ใกล้เคียงกับประเทศไทยได้อย่างมี
ประสทิธิภาพ 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 
 เพ่ือศกึษาประสทิธิภาพของเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีผ่านการทําให้อ่อนกําลงัลง (สายพนัธุ์ท่ีแยกได้
ในประเทศไทย) ในการป้องกนัโรคพีอีดีในลกูสกุร ด้วยวิธีการป้อนปากในแมส่กุรอุ้มท้อง 
 
สมมุตฐิานการวิจัย 
  
 เชือ้ไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ ท่ีแยกได้ในประเทศไทย ท่ีทําให้อ่อนกําลงัโดยการเลีย้งในเซลล์
เพาะเลีย้ง จํานวน 53 รอบ เม่ือนํามาป้อนปากให้แม่สกุรอุ้มท้อง จะสง่ผลให้ลกูสกุรท่ีเกิดจากแม่ท่ี
ได้รับเชือ้ดงักลา่วและได้รับนํา้นมไมมี่อาการทางคลนิิกและไมมี่การขบัไวรัสพีอีดีออกทางมลูสกุร 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย   
 

1. ได้เชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีมีศกัยภาพในการผลติวคัซีนเชือ้เป็น ท่ีจะสามารถใช้เป็นเคร่ืองมือ
ในการควบคมุ  และป้องกนัโรคพีอีดี  

2. สามารถลดความสญูเสียในฟาร์มสกุร และลดการนําเข้าวคัซีนจากตา่งประเทศ 
3. สามารถพฒันาวิธีการผลติวคัซีนพีอีดีชนิดเชือ้เป็นในห้องปฏิบตักิาร   
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
โรคพีอีด ี: Porcine Epidermic Diarrhea (PED) 

โรคพีอีดี เป็นโรคท้องเสียติดต่อท่ีสามารถก่อโรคได้ในสกุรทุกช่วงอาย ุโดยเฉพาะในสกุร
ดดูนมท่ีมกัพบอตัราการตายสงู (Hwang et al.,1994) โดยเร่ิมพบโรคนีใ้นยโุรปตอนกลาง เม่ือ
ประมาณตอนต้นทศวรรษของปี 1970 ในครัง้แรกเรียกช่ือโรคนีต้ามอาการว่า epidemic viral 
diarrhea (EVD) หากมีการตดิเชือ้ไวรัสนีร่้วมกบัเชือ้ริกเก็ตเซีย หรือ คลามยัเดียอ่ืนๆ ของสกุรจะทํา
ให้อาการแสดงของโรครุนแรงมากยิ่งขึน้ สาเหตขุองโรคเกิดจากไวรัสพีอีดี (Porcine epidemic 
diarrhea virus, PEDV) โดยถกูจดัอยูใ่นวงศ์ Coronaviridae (Gónzales et al., 2003; Utiger et 
al., 1995) ซึง่อยู่ในวงศ์เดียวกบั ไวรัสทีจีอี (Transmissible gastroenteritis virus, TGEV)   ไวรัส
พีอาร์ซีวี (Porcine respiratory coronavirus, PRCV) และ Hemagglutinating 
encephalomyelitis virus ท่ีทําให้เกิดโรคในสกุร เชือ้ไวรัสพีอีดีสามารถก่อโรคได้ในสกุรทกุช่วง
อาย ุโดยเฉพาะในลกูสกุรดดูนมอายนุ้อยกวา่ 7 วนั ซึง่จะมีอาการรุนแรง ลกัษณะอาการทางคลนิิก
ท่ีพบคือ ลกูสกุรท้องร่วงเฉียบพลนั ถ่ายเหลวเป็นนํา้ และจากนัน้มีอาการแห้งนํา้ (dehydration) 
ตามมา มีอตัราการป่วยและตายสงูมากกวา่ร้อยละ 50-100 (Pensaert and Yeo, 2006) 

ฝงูสกุรในหน่วยผลิตท่ีไม่เคยได้รับเชือ้ไวรัสพีอีดีจนมีภมูิคุ้มกนัต่อโรคนีม้าก่อน เม่ือสมัผสั
โรคเป็นครัง้แรกมกัแพร่กระจายได้รวดเร็ว เช่น เบ่ืออาหารทัง้ฝงู สกุรร้อยละ 20-30 แสดงอาการ
อาเจียนเป็นกองนมสีขาวบนพืน้ และอจุจาระร่วง แม่สกุรหรือสกุรวยัเจริญพนัธุ์ก็แสดงอาการได้ 
ไวรัสพีอีดีแบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ โรคพีอีดีชนิดท่ี1 ก่อโรคในสกุรใหญ่รวมทัง้สกุรแม่พนัธุ์และพ่อ
พนัธุ์ ส่วนสกุรอนบุาลแม้ติดเชือ้ก็มกัจะไม่ได้รับผลกระทบ หรือป่วยจนแสดงอาการ หากยงัไม่ถึง
อายเุป็นสกุรรุ่นพนัธุ์ สกุรขนุรุ่น และสกุรขนุใหญ่  โรคพีอีดีชนิดท่ี 2 ก่อโรคในสกุรทกุอายเุช่นกนั 
แตใ่นลกูสกุรดดูนมอายนุ้อยมกัป่วย อจุจาระร่วงรุนแรง โทรมมากท่ีสดุถึงตายจํานวนมาก สกุรขนุ
ท่ีป่วยแม้ไม่เสียหายถึงตายแต่จะเจริญเติบโตช้าลงไปอีกประมาณ 2-3 สปัดาห์ และมกัพบการ
แพร่กระจายของโรคในฤดูกาลท่ีมีอากาศหนาวเย็น เน่ืองจากเชือ้ไวรัสพีอีดีไม่ถูกทําลายโดย
บรรยากาศ และสิ่งแวดล้อม จึงมกัแพร่ระบาดสลบัไปมาทีละคอก หรือหลายคอก จนครบทัว่ทัง้
หลงัท่ีเลีย้งสกุร และติดโรคเข้าหลงัถัดไปไม่สิน้สดุ ระดบัภูมิคุ้มกันโรคในฝูงสุกรขุนอยู่ได้นาน 4 
เดือน แม้โรคนีจ้ะมีความรุนแรงตา่งกนัตามช่วงอายขุองสกุร (age-dependent resistance) แต่
หากเป็นแม่สกุรเลีย้งลกูท่ีติดเชือ้พีอีดีชนิดท่ี1 อาจแสดงอาการป่วยรุนแรงมาก ราวนมทกุเต้าของ
สองราวนมฝ่อเห่ียวอยา่งรวดเร็ว และทําให้ไมมี่นํา้นมเลีย้งลกู (agalactia) (สพุล, 2551) 
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ระบาดวิทยา 
การระบาดของโรคพีอีดีนัน้พบทัง้ในประเทศแถบยโุรปและเอเชีย แตย่งัไม่พบรายงานการ

ระบาดของโรคนีใ้นแถบอเมริกาเหนือ (Sestak and Saif, 2002) โดยทัว่ไปมกัพบการระบาดของ
โรคในฤดหูนาว (Pensaert, 1999)  

การระบาดของโรคพีอีดีในทวีปยุโรป พบรายงานครัง้แรกในประเทศองักฤษเม่ือปี พ.ศ. 
2514 สกุรป่วยแสดงอาการท้องร่วงแบบเฉียบพลนั โดยพบอาการดงักลา่วในกลุม่สกุรขนุ และ คน
เลีย้งสกุร แตไ่มพ่บในกลุม่สกุรดดูนม ซึง่อาการทางคลนิิกคล้ายกบัโรคทีจีอี แตแ่ตกตา่งกนัท่ีอายท่ีุ
เกิดโรค กลา่วคือ โรคทีจีอีจะก่อโรคในลกูสกุรดดูนมอาย ุ4-5 สปัดาห์ ซึง่ในช่วงเวลานัน้ยงัไม่ทราบ
สาเหตท่ีุแน่ชดั หลงัจากนัน้ได้มีการแพร่ระบาดไปยงัประเทศตา่งๆในยโุรป จึงมีการเรียกช่ือว่า โรค
อีวีดี (Epidemic viral diarrhea; EVD) (Anonymus, 1972) ตอ่มาในปีพ.ศ. 2519 พบรายงานการ
ระบาดท่ีมีลกัษณะอาการท้องร่วงแบบเฉียบพลนั แต่มีความแตกตา่งจากรายงานการพบครัง้แรก 
คือพบสุกรป่วยทุกช่วงอายุ ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับโรคทีจีอี ท่ีทําให้เกิดอาการท้องเสียในสุกร
เช่นกนั ซึง่ช่วงเวลานัน้เรียกว่า EVD ชนิดท่ี 2 ในขณะท่ี EVD ชนิดท่ี 1 ไม่ก่อโรคในสกุรดดูนม 
นอกจากนี ้ยังได้รายงานเพิ่มเติมในการตรวจและระบุชนิดเชือ้ไวรัส ด้วยวิธีการทางซีรัมวิทยา 
ฟลอูอเรสเซนต์ แอนติบอดี เทคนิค (fluorescent antibody technique; FAT)  และ กล้อง
จลุทรรศน์อิเล็กตรอนเพ่ือตรวจหาเชือ้ไวรัสในอจุจาระ (Wood, 1977) ในปี พ.ศ. 2521 พบการ
ระบาดท่ีมีลกัษณะอาการท้องร่วงแบบเฉียบพลนัอีก จึงได้มีการทดลองป้อนเชือ้ไวรัสโคโรนา สาย
พนัธุ์ CV777 ให้กบัสกุรปกติ พบว่าสกุรแสดงอาการท้องร่วงเฉียบพลนัและทําให้เกิดพยาธิสภาพ
ของทางเดินอาหารสกุร และตรวจพบเชือ้ได้ในอจุจาระ (Pensaert and Debouck, 1978) จากนัน้
ในปี พ.ศ. 2525 จึงได้มีการตัง้ช่ือใหม่ว่า โรคพีอีดี (Porcine epidemic diarrhea; PED) แบ่ง
ออกเป็น 2 ชนิด คือ ชนิดท่ี 1 และชนิดท่ี 2 (Pensaert et al., 1982) อย่างไรก็ตามเม่ือใช้ชดุตรวจ 
ELISA เพ่ือตรวจหาภูมิคุ้มกันต่อไวรัสพีอีดีนัน้ กลบัตรวจไม่พบภูมิคุ้มกันของโรคพีอีดีทัง้ใน
ประเทศสวีเดน ไอร์แลนด์เหนือ สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย และ ฮงัการี (Debouck et al., 1982)  
ระยะเวลาระหว่างปีพ.ศ. 2525-2533 มีรายงานการระบาดของโรคพีอีดีไปหลายประเทศในทวีป
ยุโรป ทัง้ เบลเย่ียม อังกฤษ เยอรมัน ฝร่ังเศส เนเธอร์แลนด์ สวิสเซอร์แลนด์ และบัลเกเรีย 
(Pensaert and Yeo, 2006) รายละเอียดการระบาดในบางประเทศ ดงันี ้Pijpers และคณะ 
(1993) ได้ศกึษาระบาดวิทยาของโรคพีอีดีในประเทศเนเธอร์แลนด์ เม่ือปี พ.ศ.2536 พบอาการ
ป่วยในกลุม่สกุรขนุและสกุรพนัธุ์ และพบปัจจยัสําคญัท่ีทําให้เกิดการระบาดของโรคไปทัง้ประเทศ
ว่าเกิดจากการแพร่เชือ้ในกลุ่มสกุรอาย ุ6-10 สปัดาห์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มสกุรสาวทดแทน 
นอกจากนีใ้นประเทศอิตาลีก็พบรายงานการระบาดของโรคพีอีดีเช่นกนั ตัง้แต ่ปี พ.ศ. 2548-2549 
โดยพบท่ีหมู่บ้านโพค์วลัเลย์่ (Po Valley) ซึง่เป็นหมู่บ้านท่ีมีการเลีย้งสกุรอย่างหนาแน่น สกุรป่วย
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ในทกุช่วงอาย ุโดยเฉพาะในกลุม่ลกูสกุรท่ีมีอตัราการตายสงูถึงร้อยละ 34 และเกิดการระบาดซํา้
อีกครัง้ใน ปี พ.ศ. 2551 แตส่กุรป่วยเฉพาะกลุม่สกุรขนุเล็กและสกุรขนุรุ่น และนบัว่าเป็นการท่ีพบ
ไวรัสพีอีดีกลบัมาระบาดอีกครัง้ในรอบหลายปีของประเทศตา่งๆ ในทวีปยโุรป (Martelli et al., 
2008) 

สว่นการระบาดของโรคพีอีดีในทวีปเอเชียนัน้ พบรายงานการระบาดตัง้แต่ปี พ.ศ. 2533 
ว่ามีการระบาดของโรคไปในหลายประเทศ ทัง้ญ่ีปุ่ น เกาหลี และจีน (Kweon et al., 1993) พบว่า
มีอตัราการตายของลกูสกุรท่ีมีอายนุ้อยกว่า 1 วนั สงูถึงร้อยละ 30-80 ในหลายประเทศ มีการ
สญูเสียในลกูสกุรมาก (Shibata et al., 2000)  สําหรับประเทศญ่ีปุ่ นนัน้พบรายงานการป่วยของ
สกุรด้วยโรคพีอีดี ตัง้แตป่ลายปี พ.ศ. 2525 ถึงต้นปี พ.ศ. 2526 (Takahashi et al., 1983) และพบ
การระบาดอีกครัง้ในระยะเวลา 10 ปีตอ่มา พบความเสียหายมากในลกูสกุรท่ีเกิดใหม่ มีอตัราการ
ตายสงูถึงร้อยละ 30-100 ตลอดจนส่งผลกระทบต่อแม่สกุรทัง้ทําให้แม่สกุรกินอาหารลดลงและ
เกิดปัญหานํา้นมน้อยตามมา (Sueyoshi et al., 1995) ในประเทศเกาหลีใต้พบรายงานความ
เสียหายจากโรคนีใ้นกลุม่ลกูสกุรท่ีมีอายนุ้อยกว่า 10 วนั ในระหว่างปี พ.ศ. 2535-2536 (Hwang 
et al., 1994) ซึง่ Chae และคณะ (2000) ทําการสํารวจความชกุของโรคพีอีดีในประเทศเกาหลีใต้
พบว่ามีความชุกร้อยละ 47.6 และเป็นปัญหาหลกัท่ีทําให้สกุรแสดงอาการท้องเสียในระหว่างปี 
พ.ศ. 2540 ถึง 2541 และในประเทศจีนนัน้ได้พบความเสียหายของอตุสาหกรรมการเลีย้งสกุรจาก
โรคพีอีดีเช่นกนั พบการระบาดครัง้แรกในปี พ.ศ. 2519  ตอ่มาพบการระบาดซํา้ในปี พ.ศ. 2547 
ไวรัสพีอีดีท่ีพบในประเทศจีนนัน้ มีความแตกตา่งทางพนัธุกรรมจากท่ีพบในทวีปยโุรปและประเทศ
เกาหลีใต้   โดยพบไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ LJB/03 สว่นประกอบทางพนัธุกรรมในส่วนของยีน M มี
ความแตกต่างออกไป ซึง่อาจเกิดจากการกลายพนัธุ์ของไวรัส ในส่วนของยีน N นัน้พบว่ามีความ
ใกล้ชิดกบัไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ JS 2004-2 ท่ีแยกได้ในประเทศจีนเอง ดงันัน้การระบาดของโรคใน
ประเทศจีนนัน้มีความเป็นไปได้ว่าอาจเกิดจากเชือ้ไวรัสท่ีมีอยู่ภายในประเทศจีนเอง (Jinghui and 
Yijing, 2005; Junwei et al., 2006) ในปี พ.ศ. 2549 มีการศกึษาสายพนัธุ์ของไวรัสพีอีดีพบว่า
สายพนัธุ์ ท่ีมีการระบาดเป็นสายพนัธุ์ใหม่ เน่ืองจากไวรัสมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมเม่ือมีการ
เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ท่ีมีการระบาดมาก่อนคือ ไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ LJB/03  อยา่งไรก็ตามยงัคง
มีลําดบัทางพนัธุกรรมท่ีใกล้เคียงกบัไวรัสพีอีดี JS 2004-2 (Chen et al., 2008) ตลอดจนการ
ตรวจพบไวรัสสายพนัธุ์ CH/GSJ 111/07 ว่ามีลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีใกล้เคียงกบัสายพนัธุ์ 
CV777 โดยเป็นไวรัสสายพนัธุ์ ท่ีนํามาใช้ทําวคัซีนเพ่ือป้องกนัโรคพีอีดีในประเทศจีน  ซึง่แสดงให้
เห็นว่าเชือ้ไวรัสในวคัซีนอาจเกิดการกลายพนัธุ์และก่อให้เกิดปัญหาท้องเสียขึน้ในสกุร (Chen et 
al., 2010) 
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การระบาดของโรคพีอีดีในประเทศไทย พบรายงานความเสียหายของสกุรจากโรคนีต้ัง้แต่
ปี พ.ศ. 2538 ในพืน้ท่ีการเลีย้งสกุรในจงัหวดัตรัง กลุม่สกุรท่ีได้รับผลกระทบคือกลุม่ลกูสกุรดดูนม 
มีอตัราการป่วยร้อยละ 50 และอตัราการตายร้อยละ 31.25 ซึง่มีการยืนยนัชนิดของเชือ้ไวรัสด้วย
วิธีอิมมโูนฟลโูอเรสเซนท์ (Immunofluorescence) และกล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด 
(Transmission electron microscope; TEM) (สนอง และคณะ, 2538)  ระยะเวลา 2 ปีตอ่มา 
ช้องมาศ และคณะ (2540) รายงานการแยกเชือ้ไวรัสพีอีดีได้ในเซลล์เพาะเลีย้ง โดยใช้ลําไส้เล็ก
ของสกุรท่ีทดลองหยอดเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีทําให้เกิดการระบาดท่ีจงัหวดัตรัง ตอ่จากนัน้พบการระบาด
ของโรคพีอีดีเป็นครัง้คราวในฝูงสุกรของประเทศไทย จนกระทั่งในช่วงไตรมาสท่ี3 ของปี พ.ศ. 
2550 จนถึงช่วงต้นปี พ.ศ. 2551 พบการระบาดของเชือ้ไวรัสพีอีดีอย่างกว้างขวางในประเทศไทย 
จากการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน M และยีน S พบว่าลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน M 
จํานวน 31 สายพนัธุ์ท่ีพบการระบาดในปี พ.ศ. 2551 นัน้มีความคล้ายคลงึกบัไวรัสพีอีดีท่ีมีการ
ระบาดในประเทศจีน คือ ไวรัสพีอีดี สายพนัธุ์ JS 2004-2 และ M_NIAH 07-08 รวมทัง้ลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมของยีน S อย่างน้อย 33 สายพนัธุ์ จากสกุร 24 ฝงู ท่ีแยกได้จากการระบาดใน
ประเทศไทยนัน้ สามารถแยกออกได้เป็นกลุ่มย่อยๆ หลายกลุ่ม และมีลําดบัของสารพนัธุกรรม
เหมือนกบัไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ JS 2004-2 ท่ีระบาดในจีนสงูถึงร้อยละ 98.6 และทําให้ค้นพบว่า
ไวรัสพีอีดีท่ีมีการระบาดในประเทศไทยนัน้มีลกัษณะสายพันธุ์ ท่ีเหมือนกับไวรัสพีอีดีสายพันธุ์ 
LJB03 และ  JS 2004-2 ท่ีมีการระบาดในประเทศจีนในช่วงปี พ.ศ. 2546 และ2547 ดงันัน้เม่ือทํา
การเปรียบเทียบกับแผนภูมิต้นไม้ (phylogenic trees) จึงมีโอกาสเป็นไปได้ว่าอาจเกิดการ
ปนเปื้อนของไวรัสพีอีดีท่ีมีการระบาดในประเทศจีนเข้ามาในประเทศไทย จนทําให้เกิดความ
เสียหายตอ่อตุสาหกรรมการเลีย้งสกุรในประเทศไทย (Puranaveja et al., 2009)  
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คุณสมบัตขิองไวรัสพีอีด ี

                    
ภาพที่ 1 ลกัษณะโครงสร้างภายในเซลล์ของโคโรนาไวรัส ท่ีประกอบด้วยสว่นประกอบสําคญัท่ีมี
ความจําเพาะนัน้ประกอบด้วยโปรตีนไกลโคไซเลต เปปโลเมอร์ (glycosylated peplomer –spike; 
S) โปรตีนไกลโคไซเลตเมมเบรน (glycosylated membrane; M) โปรตีนเอนวิลอป (envelope; E) 
และส่วนโปรตีนอนัไกลโคไซเลต อาร์เอนเอ บายด์ดิง้ นิวคลิโอแคปซิด (unglycosylated RNA-
binding nucleocapsid; N) (ดดัแปลงจาก Cann, 2005) 

ไวรัสในสกลุ Coronavirus นัน้แบง่ออกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ และแบง่ย่อยลงไปเป็นกลุ่ม
ย่อยดังตารางท่ี 1 ซึ่งจะเห็นได้ว่าไวรัสพีอีดีนัน้ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม 1b ซึ่งเป็นกลุ่มเดียวกับ
Coronavirus ในคน 2 ชนิด คือ HCoV-229E และ HCoV-NL63 (Perlman and Netland, 2009) 
โดยในแต่ละกลุ่มมีความแตกต่างกันทัง้โมเลกุลของโปรตีนโครงสร้าง และด้านความสามารถใน
การสร้างภูมิคุ้มกันเม่ือมีการติดเชือ้ทัง้ในคน และสตัว์ (กรมปศุสตัว์, 2551) จากการศึกษาของ 
Kocherhans และคณะ (2001) พบว่าไวรัสพีอีดีนัน้มีลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีใกล้เคียงกบัไวรัส   
ทีจีอี แม้วา่จะอยูค่นละกลุม่ยอ่ย  

โครงสร้างทางพนัธุกรรมของไวรัสพีอีดีเป็นชนิด RNA แบบสายเด่ียว เส้นตรง มีประจบุวก 
(linear plus-sense single-stranded RNA) ไม่เป็นท่อน (non-segmented) และมีเปลือกหุ้ม 
(enveloped) (Pensaert and Yeo, 2006) มีความยาวประมาณ 27-30 kb และสงัเคราะห์กลุม่
ของ multiple sub-genomic mRNAs (Cann, 2005) สารพนัธุกรรมของไวรัสพีอีดี มีนิวคลีโอไทด์ 
28,033 นิวคลีโอไทด์  ซึง่สว่นประกอบท่ีเป็นกรดอะมิโนนัน้มีความใกล้ชิดกบั human coronavirus 
229E และไวรัสทีจีอี (Kocherhans et al., 2001) โดยประกอบไปด้วย open reading frames 
(ORFs) 2 สว่น คือ ORF1a และ ORF1b (Pensaert and Yeo, 2006) มีความยาวประมาณ 2 ใน 
3 ของสายพนัธุกรรม ทําหน้าท่ีถอดรหสัเพ่ือสร้างเอนไซม์ท่ีใช้ในการเพิ่มจํานวนของไวรัส อีก 1 ใน 



 9

3 ของสายพนัธุกรรมนัน้คือสว่นโปรตีนโครงสร้าง (Perlman and Netland, 2009) รูปแบบโปรตีน
โครงสร้างของไวรัสในสกุลโคโรนานัน้มีความคล้ายคลึงกัน  แต่โครงสร้างท่ีมีความจําเพาะของ
ไวรัสพีอีดีนัน้ประกอบด้วย 4 ส่วนสําคญั คือ โปรตีนไกลโคไซเลตเปปโลเมอร์ (glycosylated 
peplomer –spike; S) ซึง่เป็นโปรตีนท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุ 180-200 กิโลดาลตนั  โปรตีนไกลโคไซ
เลตเมมเบรน (glycosylated membrane; M) มีนํา้หนกั 27-32 กิโลดาลตนั โปรตีนเอนวิลอป 
(envelope; E) และส่วนโปรตีนอันไกลโคไซเลต อาร์เอนเอ บายด์ดิง้ นิวคลิโอแคปซิด 
(unglycosylated RNA-binding nucleocapsid; N) มีนํา้หนกั 57-58 กิโลดาลตนั (ภาพท่ี 1) 
(Duarte and Laude, 1994; Egberink et al., 1988; Knuchel et al., 1992; Perlman and 
Netland, 2009; Utiger et al., 1995a,1995b)  

Lai และคณะ (2007) ได้อธิบายลกัษณะของโปรตีน S วา่มีขนาดใหญ่ ลกัษณะคล้ายกลีบ
ดอกไม้ อยู่บริเวณพืน้ผิวของไวรัส สามารถแบ่งสว่นของโปรตีน S ออกเป็น 2 ส่วนย่อย คือ S1 
(transmembrane protein) และ S2 (short carboxylterminal cytoplasmic domain) โปรตีน S1
ประกอบด้วยสว่นปลายด้าน N ประมาณคร่ึงหนึ่งของโมเลกลุ มีรูปร่างคอ่นข้างกลม ประกอบด้วย
ลําดบัยีนในการจบักับตวัรับบนพืน้ผิวของเซลล์อย่างจําเพาะ ซึ่งลําดบัยีนใน S1 นัน้มีความ
แตกตา่งกนัในไวรัสแตล่ะตวั ทําให้โคโรนาไวรัสแตล่ะชนิดนัน้มีความแตกตา่งกนัในการกระตุ้นการ
ตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัและการเกิดโรคในสตัว์ท่ีติดเชือ้ (Ballesteros et al., 1997; Leparc-
Goffart et al., 1997) ในขณะท่ีโปรตีน S2 นัน้มกัมีลําดบัยีนท่ีคล้ายกนัมากกว่าโปรตีน S1 และ
เป็นโครงสร้างส่วนก้านของโปรตีน S  สําหรับไวรัสตบัอกัเสบในหน ู(Mouse hepatitis virus; 
MHV) และไวรัสโคโรนาในววั (Bovine Coronavirus) ประกอบด้วยโปรตีน S ท่ีมีนํา้หนกั 180 กิโล
ดาลตนั พบส่วนโปรตีน S1และ S2 ในระหว่างการเจริญของไวรัสหรือบางครัง้พบหลงัการเจริญ
ของไวรัสจากการทํางานของเอนไซม์เซลลลูา โปรติเอส (cellular protease)  อย่างไรก็ตามในโคโร
นาไวรัสชนิดอ่ืน เช่น โคโรนาไวรัสในคน (severe acute respiratory syndrome Coronavirus; 
SARS-CoV) พบว่าในขัน้ตอนการผ่านเข้าเซลล์ของไวรัส ภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ท่ีสามารถต่อต้าน
การทํางานของโปรตีน S ได้นัน้จะสามารถทําลายความสามารถในการติดเชือ้ของไวรัสลงได้ 
เน่ืองจากไวรัสจะไม่สามารถจบักบัตวัรับบนผิวเซลล์ได้ (Gallagher and Buchmeier, 2001) 
ลําดบัยีนของโปรตีน S1นัน้ทําให้ไวรัสมีความจําเพาะกบัสตัว์แตล่ะชนิด พบว่าในไวรัส MHV นัน้ 
ลําดบัยีนท่ีจําเพาะตอ่การจบักบัตวัรับของสตัว์อยู่ท่ีกรดอะมิโนท่ี 330 จากปลายด้าน N (Kubo et 
al., 1994) สว่นไวรัส SARS-CoV นัน้อยู่ท่ีกรดอะมิโนลําดบัท่ี 318-510 (Wong et al., 2004) ใน
สกุรพบว่าไวรัสพีอาร์ซีวี (Porcine respiratory coronavirus; PRCV) ซึง่เป็นไวรัสทีจีอีท่ีไม่ทําให้
เกิดสภาวะโรคในทางเดินอาหารนัน้ เกิดจากไวรัสทีจีอีท่ีมียีนบางสว่นภายในโปรตีน S หายไป ทํา
ให้ลดความรุนแรงลง (Saif, 2004) โครงสร้างทางพนัธุกรรมระหว่างไวรัสพีอาร์ซีวีและไวรัสทีจีอีนัน้
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มีความเหมือนกนัร้อยละ 96 ยกเว้นปลายด้าน 5’ ของโปรตีน S ท่ีมีความแตกตา่งกนัตัง้แตลํ่าดบั
ยีนท่ี45-752 ท่ีพบว่ายีนสว่นโปรตีน S ของไวรัสพีอาร์ซีวีจํานวน 225 ตวัของกรดอะมิโน 300 ตวั
แรกหายไป จึงทําให้เกิดความแตกตา่งในการเกิดโรค (Britton et al., 1991) สําหรับโปรตีน S ของ
ไวรัสพีอีดีนัน้ประกอบด้วยกรดอะมิโนจํานวน 1383 กรดอะมิโน จากกรดอะมิโนจํานวน 1-24 ชนิด 
มีขนาดใหญ่ เป็นสว่นโปรตีน S1 ตัง้แตลํ่าดบัยีนท่ี 1-735 และโปรตีน S2 ตัง้แตลํ่าดบัยีนท่ี 736-
1383 (Sturman and Holmes, 1984; Jackwood et al., 2001) ดงันัน้โปรตีน S จึงเป็นเป้าหมาย
แรกในการพิจารณาการผลิตวคัซีนท่ีมีความเหมาะสม เพ่ือตอ่ต้านไวรัสพีอีดีและมีความสําคญัตอ่
การศึกษาลําดบัยีนต่างๆ ท่ีมีความสมัพนัธ์ร่วมกันระหว่างไวรัสพีอีดีแต่ละชนิด ตลอดจนใช้เป็น
การศึกษาระบาดวิทยาจากความเก่ียวเน่ืองของไวรัสในพืน้ท่ีต่างๆ (Park et al., 2007; 
Puranaveja et al., 2009) บริเวณเย่ือบผิุวของไวรัสนัน้มีความหนาไม่มากเน่ืองจากปลายด้านคาร์
บอกซีของโปรตีน M (Carboxy-terminal region) ท่ีเรียงตวัสร้างเย่ือบผิุวชัน้ใน (Perlman and 
Netland, 2009)  ซึ่งโปรตีน M เป็นส่วนท่ีใช้ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของเชือ้ไวรัส 
(Phylogenetic analysis) (Chen et al., 2008) มีลกัษณะเป็น triple-spanning transmembrane 
protein แบง่ออกเป็น 3 สว่น คือ สว่นปลายด้าน NH2-terminus ซึง่เป็นสว่นของโปรตีนช่วงสัน้ท่ีอยู่
ด้านนอกของอนภุาคไวรัส สายโปรตีนสว่นท่ี 2 จะพบัซ้อนกนั 3 ชัน้ อยู่ในเปลือกหุ้มของไวรัส และ
สว่นสดุท้ายเป็นปลายด้าน COOH-terminus อยู่ภายในอนภุาคของเชือ้ไวรัสพีอีดี (Utiger et al., 
1995) โปรตีน M มีความสําคญัต่อการเพิ่มจํานวนของไวรัสในช่วงท่ีมีการประกอบตวัของไวรัส 
(assembly) และทําหน้าท่ีร่วมกบัโปรตีน E ในการ budding ของไวรัส และมีประสิทธิภาพสงูใน
การกระตุ้นภมูิคุ้มกนั (Hofmann and Wyler, 1990)  นอกจากนีย้งัสามารถเหน่ียวนําการ
ตอบสนองต่อ อินเตอร์เฟียรอน อลัฟา (interferon-alpha; IFN-α) ซึ่งช่วยในการยบัยัง้การเพิ่ม
จํานวนไวรัสภายในเซลล์ท่ีติดเชือ้ ซึง่เป็นแอนติเจนท่ีดีท่ีสามารถใช้ในการวินิจฉยัโรค (Shenyang 
et al., 2007) จากนัน้ Yaling และคณะ (1998) ทําการศึกษาด้วยวิธี อิมมโูนบล็อตทิง 
(Immunoblotting) และอิมมโูนพลีซิพิเทชนั (Immunoprecipitation) พบว่า ไวรัสพีอีดีมีส่วนท่ี
กําหนดลกัษณะความเป็นแอนติเจน (antigenic determinant) ร่วมกันกับไวรัสโคโรนาในแมว 
(Feline coronavirus) ในสว่นโปรตีน N เม่ือย้อมด้วยวิธี Negative strain มีขนาด 95-150 นาโน
เมตร หรือถ้าใช้วิธีการตดัชิน้เนือ้ มีขนาด 60 นาโนเมตร ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้จากหลายๆ แห่งจะมี
เพียงหนึ่งซีโรไทป์ท่ีมีการเกาะติดและเข้าเซลล์ (virus attachment) โดยอาศยัตวัรับชนิดอะมิ
โนเปปทิเดส เอ็น (aminopeptidase N;  APN)  
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ตารางที่ 1 ไวรัสตา่งๆ ในสกลุโคโรนา 
กลุ่ม ชนิดสัตว์ (Host) ชนิดไวรัส 
กลุม่ 1a ค้างคาว++ Bat Coronavirus (BtCoV) 

แมว Feline Coronavirus (FCoV) 
แมว Feline Infectious Peritonitis Virus (FIPV) 
สนุขั Canine Coronavirus (CCoV) 
สกุร Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV) 

กลุม่ 1b มนษุย์ Human Coronavirus-229E (HCoV-229E) 
มนษุย์ Human Coronavirus-NL63 (HCoV-NL63) 
สกุร Porcine Epidermic Diarrhea Virus (PEDV) 

กลุม่ 1* กระตา่ย Rabbit Coronavirus (RbCoV) 
กลุม่ 2a โค ,กระบือ ,สัต ว์ เ คี ย้ว

เอือ้ง, Alpaca 
Bovine Coronavirus (BCoV) 

สนุขั Canine Respiratory Coronavirus 
มนษุย์ Human Coronavirus-HKU1 (HCoV-HKU1) 
มนษุย์ Human Coronavirus-OC43 (HCoV-OC43) 
หน ู Mouse Hepatitis Virus (MHV) 
สกุร Porcine Hemagglutinating Encephalomyelitis Virus 

(PHEV) 
กลุม่ 2b ค้างคาว++ Bat Coronavirus (BtCoV) 

มนษุย์ Severe Acute Respiratry Syndrome-associated 
Coronavirus (SARS-CoV) 

กลุม่ 2* Manx shearwaters Puffinosis  Coronavirus (PCoV) 
หน ู Rat Coronavirus (RtCoV) 
หน ู Sialodacryadenitis Virus (SDAV) 

กลุม่ 3a ไก่ Infectious Bronchitis Virus (IBV) 
ไก่ฟ้า Pheasant Coronavirus (PhCoV) 
ไก่งวง Turkey Coronavirus (TCoV) 

กลุม่ 3b ว า ฬ เ บ ลู ก า (Beluga 
whale) 

SW1 

กลุม่ 3c Bulbul Bulbul Coronavirus (BuCoV-HKU11) 
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Thrush Thrush Coronavirus (ThCoV-HKU12) 
Munia Munia Coronavirus (MuCoV-HKU13) 
แมวลีโอพาร์ด  (Asian 
leopard cat) และเฟอร์
เรด (Chinese ferret 
badger) 

Asian Leopard Cat Coronavirus (ALCCoV) 

หมายเหตุ *ข้อมลูยงัไมส่มบรูณ์ และยงัไมร่ะบกุลุม่ท่ีแน่นอน 
   ++พบโคโรนาในค้างคาวมากกว่า 60 ชนิด (species) และมีแนวโน้มว่าอยู่ในกลุ่มท่ี 1    

และ 2 (ดดัแปลงจาก Perlman and Netland, 2009) 
 ลักษณะรูปร่างของไวรัสพี อีดีในเ ย่ือบุ ผิว ท่ี ลําไส้ เล็กนัน้ มีลักษณะเช่นเดียวกับ 
coronavirus อ่ืนๆ  โดยไวรัสจะมีการแตกหน่อ (budding) ท่ีบริเวณเย่ือบุภายในไซโตพลาสซึม
(intracytoplasmic membrane) (Ducatelle et al., 1981; Sueyoshi et al., 1995) สว่นลกัษณะท่ี
พบในอุจจาระมกัจะมีรูปร่างไม่แน่นอน โดยส่วนมากมักมีรูปร่างค่อนข้างกลม มีความยาวโดย
เฉล่ียประมาณ 130 นาโนเมตร (95-190 นาโนเมตร) ส่วนลกัษณะสรีรวิทยาเคมีนัน้พบว่าไวรัส    
พีอีดีมีความไวตอ่สารอีเทอร์และคลอโรฟอร์ม การเพาะเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้งพบว่าไวรัสสญูเสีย
ความสามารถในการก่อโรค เม่ือให้ความร้อนท่ีมากกว่า 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
นอกจากนีไ้วรัสสามารถคงอยู่ได้ท่ีความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0-9.0 ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
และท่ีความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.5 ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส (Callebaut and DeBouck, 
1981; Lee and Yeo, 2003) และไม่มีคุณสมบัติการตกตะกอนเม็ดเลือดแดง 
(Hemagglutinating) (Callebaut and DeBouck, 1981) 
 
พยาธิกาํเนิด 

กลไกท่ีไวรัสพีอีดีใช้ในการเพิ่มจํานวนและทําลายลําไส้เล็กนัน้คล้ายคลงึกบัไวรัสทีจีอีและ
ไวรัสอ่ืนๆ ท่ีทําให้เกิดภาวะลําไส้อกัเสบ (Pensaert, 1999) เม่ือสกุรได้รับเชือ้ไวรัสพีอีดีเข้าทางปาก
จากการกินสิ่งท่ีมีการปนเปือ้นของอจุจาระสกุรท่ีมีเชือ้ไวรัสพีอีดี (fecal–oral route) เชือ้ไวรัสจะมี
การแบ่งตัวเพ่ือเพิ่มจํานวนภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์เย่ือบุลําไส้เล็ก (Debouck and 
Pensaert, 1980; Kim et al., 1999) โดยเฉพาะบริเวณลําไส้เล็กสว่นกลาง (jejunum) และสว่น
ปลาย (Ileum) สามารถตรวจพบสารพนัธุกรรมและเชือ้ไวรัสได้ตัง้แต ่12-24 ชัว่โมง โดยพบได้มาก
ในช่วง 24-36 ชัว่โมงภายหลงัการติดเชือ้ ซึง่พบว่ามีความสอดคล้องกบัอาการทางคลินิกท่ีสกุรจะ
เร่ิมมีอาการท้องเสียภายใน 12 ชัว่โมง โดยพบได้มากในช่วง 36 ชัว่โมงภายหลงัการติดเชือ้ (Kim 
and Chae, 2003) กลไกการเข้าสูเ่ซลล์โฮสต์ของไวรัสในสกลุโคโรนานัน้มีความแตกตา่งกนั ขึน้อยู่
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กบัความแตกต่างของสารพนัธุกรรมในไวรัสแต่ละชนิด (Ballesteros et al., 1997; Leparc_ 
Goffart et al., 1997) พบรายงานของ Hodgson และคณะ (2004) ว่าโปรตีน S ประกอบด้วย
ลําดบัยีนท่ีมีบทบาทตอ่การเลือกจบักบัตวัรับอย่างเฉพาะเจาะจงบนผิวของเซลล์โฮสต์ (Sanchez 
et al., 1999) ไวรัสพีอีดีใช้ตวัรับชนิด aminopeptidase N หรือ  APN ในการเข้าสูเ่ซลล์โฮสต์ 
(Weiss et al., 2005; Li et al, 2007)  เม่ือไวรัสจบักบัตวัรับแล้วจะมีการสง่โปรตีน N และสาร
พนัธุกรรมของไวรัสเข้าไปในไซโตพลาสซึมของโฮสต์เซลล์ โดยมีโปรตีน M เป็นตวัส่งสญัญาณ 
(Master, 2006) หลงัจากนัน้จะพบไมโตคอนเดรีย (mitochondria) มีขนาดใหญ่ขึน้ พบปริมาณ 
ER (endoplasmic reticulum) ลดลง และอาจพบหยดไขมนั (fat droplet) ในไซโตพลาสซมึของ
เซลล์เย่ือบลํุาไส้เลก็ได้  (Ducatelle et al., 1982; Sueyoshi et al., 1995)  

การติดเชือ้ของไวรัสสง่ผลให้เกิดการเส่ือมและการตายของเซลล์เย่ือบลํุาไส้ ทําให้เกิดการ
ฝ่อลีบบริเวณวิลไล (villi) ของเซลล์เย่ือบลํุาไส้ สง่ผลให้พืน้ท่ีผิวของเซลล์เย่ือบลํุาไส้ลดลง จึงทําให้
ความสามารถในการดดูซึมอาหารลดลง ตลอดจนความสามารถในการย่อยอาหารก็ลดลงด้วย
เน่ืองมาจากการท่ีลําไส้เล็กมีการผลิตเอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยอาหารลดลง โดยการติดเชือ้ไวรัส    
พีอีดีนัน้ ทําให้มีการผลิตเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase) ลดลง รวมทัง้
เอนไซม์อ่ืนๆ ท่ีมีความจําเป็นในการย่อยอาหาร เช่น ลิวซีนอะมิโนเปปทิเดส เอ็น (leucine 
aminopeptidase N) และไดแซคคาลิเดส (disaccharidase) ท่ีบริเวณบรัชบอร์เดอร์ (brush 
border) ของวิลไลในลําไส้เล็ก ซึง่ทําให้เกิดการย่อยและดดูซมึของไขมนั กรดอะมิโน และไดแซค
คาไรด์ เน่ืองจากเอนไซม์ต่างๆ ข้างต้นล้วนมีหน้าท่ีสําคญั ดงันี ้ อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสมีบทบาท
สําคญัตอ่กระบวนการดดูซมึไขมนั มีหน้าท่ีในการยอ่ยสารประกอบอินทรีย์ สว่นไดแซคคาลิเดสนัน้
ประกอบด้วยเอนไซม์ 3 ชนิด คือ แลคเตส (lactase) ซูเครส (sucrase) และมอลเตส (maltase) 
ทัง้หมดล้วนมีหน้าท่ีในการยอ่ยนํา้ตาล ดงันัน้เม่ือมีการผลิตเอนไซม์ข้างต้นลดลง จะทําให้สกุรเกิด
ภาวะขาดสารอาหาร รวมไปจนถึงสามารถทําให้แม่สกุรแท้ง และ ตวัอ่อนสกุรตาย (Jung et al., 
2006) ในลกูสกุรนัน้จะมีความสามารถในการสร้างเซลล์เย่ือบุลําไส้ทดแทนส่วนท่ีเสียหายได้ช้า
กว่าในสกุรท่ีมีอายมุากขึน้ จึงมกัพบรอยโรคบริเวณลําไส้เล็กของลกูสกุรดดูนมว่ามีความรุนแรง
มากกว่าสกุรท่ีมีอายมุาก (สว่าง และรุ่งโรจน์, 2551) และพบรายงานการอกัเสบอย่างรุนแรง
บริเวณเย่ือบผิุวลําไส้เล็กและกระเพาะอาหารคล้ายโรคทีจีอี ตลอดจนการอกัเสบบนเย่ือบผิุวลําไส้
ส่วนโคลอน ในฝงูสกุรทัว่ไปท่ีมีภมูิคุ้มกนัต่อโรคจะพบวิลไลของลําไส้เล็กมีการฝ่อลีบระดบัต่างๆ 
บนลําไส้เล็ก สดุท้ายสกุรท่ีติดเชือ้จะมีการดดูซมึอาหารท่ีลดลง ท้องเสีย ขาดนํา้ และตายภายใน 
2-3 วนั โดยเฉพาะในลกูสกุรดดูนม (Sestak and Saif, 2002; Weiss et al., 2005) 
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อาการทางคลินิก 
เชือ้ไวรัสพีอีดีสามารถก่อโรคได้ในสกุรทกุช่วงอาย ุแตใ่นสกุรท่ีมีอายตุัง้แต ่3 สปัดาห์ขึน้ไป

จะแสดงอาการท่ีไม่ชัดเจน ในสุกรดูดนมนัน้อาจมีอัตราการป่วยและตายสูงมากกว่า 50-100 
เปอร์เซนต์ (Pensaert and Yeo, 2006) เชือ้ไวรัสชนิดนีส้ามารถแพร่กระจายไปได้อย่างรวดเร็วใน
ฝงูท่ีไม่มีภมูิคุ้มกนั (naïve population) (Kim  and  Chae, 2003) อาการโดยทัว่ไปเม่ือสกุรได้รับ
เชือ้ คือ เบ่ืออาหาร ซมึ ท้องเสียเป็นนํา้ อาเจียน แห้งนํา้ (dehydration) ตามมา และทําให้แม่สกุร
มีนํา้นมลดลง ตลอดจนสามารถทําให้แม่สกุรแท้งได้ด้วย (Pijpers et al., 1993) ซึง่สาเหตสํุาหรับ
การแท้งในช่วงการตัง้ท้องระยะแรก คือ เม่ือติดเชือ้ไวรัสพีอีดีแล้วสง่ผลให้การปฏิสนธิล้มเหลวหรือ
เกิดการสญูเสียตวัอ่อน (Dial et al., 1992) โดยสามารถแยกอาการทางคลินิกตามช่วงอายขุอง
สกุรตา่งๆ ได้ดงันี ้

1. สกุรดดูนม: ท้องเสียรุนแรง ขาดนํา้ อาเจียน อตัราการป่วยร้อยละ 100 อตัราการตาย
ร้อยละ 30-80 (Puranuveja et al., 2009) 

2. สกุรอนบุาลและสกุรรุ่น: ท้องเสียเฉียบพลนั อตัราป่วยร้อยละ 100 อตัราตายต่ํา
ประมาณร้อยละ 2-3 (Pensaert and Yeo, 2006) 

3. สุกรขุนและแม่สุกร: พบอาการท้องเสียบ้าง ประสิทธิภาพการสืบพันธุ์ลดลง
(Olanratmanee et al., 2010) 

อาการท่ีสําคญัของโรคพีอีดี คือ อาการท้องเสีย โดยสกุรจะเร่ิมมีอาการท้องเสียในช่วง 12-
24 ชัว่โมงหลงัติดเชือ้ ลกัษณะอุจจาระน่ิมมีสีเหลืองไปจนถึงเหลวเป็นนํา้ ขึน้อยู่กับความรุนแรง 
นอกจากนีส้กุรจะมีอาการอาเจียนร่วมได้ด้วย และในสกุรท่ีมีอาการท้องเสียมากจะส่งผลให้เกิด
ภาวะแห้งนํา้ โดยสามารถสังเกตได้จากลูกตาท่ีจมลึกลงไป อาการท้องเสียและอาเจียนจาก      
โรคพีอีดีนัน้ จะแยกกบัอาการทางคลนิิกของโรคทีจีอีคอ่นข้างลําบาก โดยเฉพาะในฟาร์มท่ีเพิ่งจะมี
การระบาดของโรคเป็นครัง้แรก หรือเป็นฟาร์มท่ีมีภูมิคุ้ มกันท่ีจะเกิดอาการท้องเสียท่ีรุนแรง
เหมือนกันทัง้สองโรค ส่วนลกัษณะของอุจจาระท่ีเหลวมีสีเหลืองนัน้ อาจจะมีลกัษณะคล้ายกับ
อจุจาระของสกุรท่ีติดเชือ้อี โคลยั (Colibacillosis) หรือสกุรท่ีเกิดโรคบิด (Coccidiosis) แตส่กุรท่ี
ท้องเสียจากการตดิเชือ้ไวรัสนัน้จะเกิดการแพร่กระจายในฟาร์มคอ่นข้างเร็วกว่า และไม่ตอบสนอง
ต่อการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะหรือยารักษาบิด นอกจากนีลู้กสุกรท่ีมีอาการท้องเสียรุนแรงนัน้
อาจจะเสียชีวิตจากภาวะแห้งนํา้ และขาดอิเล็คโตรไลท์ได้ ซึง่มกัจะตายภายใน 1 สปัดาห์ภายหลงั
จากแสดงอาการท้องเสีย(สวา่ง และรุ่งโรจน์, 2551) พบรายงานการทดลองป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีสาย
พนัธุ์ SNUVR 971496 ให้กบัลกูสกุรอาย ุ1 วนัท่ีไม่ได้ให้กินนมนํา้เหลืองจากแม่สกุร พบว่าลกูสกุร
เร่ิมแสดงอาการท้องเสีย 12 ชัว่โมงแรกหลงัได้รับเชือ้ และลกูสกุรทัง้หมดแสดงอาการท้องเสียท่ี 36 
ชัว่โมงภายหลงัการป้อนเชือ้ (Kim and Chae, 2003) สําหรับลกูสกุรดดูนมนัน้อาจจะมีอาการ
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ท้องเสียอยูป่ระมาณ 1 เดือน หลงัจากมีการระบาดครัง้แรก สว่นในสกุรตัง้แตห่ลงัหย่านมขึน้ไปนัน้
อาการป่วยจะไมรุ่นแรงเหมือนในลกูสกุรดดูนม โดยเฉพาะในช่วงสกุรขนุท่ีอาจจะเป็นแหลง่แรกท่ีมี
การระบาดในฝงู ซึง่จะมีอาการท้องเสียเพียงเลก็น้อยในช่วงเวลาสัน้ๆ ในการแยกอาการทางคลินิก
ระหว่างโรคพีอีดี และโรคทีจีอีนัน้จะแยกความแตกต่างของโรคค่อนข้างยาก แต่โรคทีจีอีนัน้จะมี
การระบาดในฝงูท่ีรวดเร็วกวา่ (สวา่ง และรุ่งโรจน์, 2551)  

 
รอยโรคทางพยาธิวิทยา 

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาพบวา่ไวรัสพีอีดีจะก่อให้เกิดปัญหาในระบบทางเดนิอาหารเป็น
หลกั แต่ลกัษณะภายนอกของสกุรท่ีป่วยท่ีสามารถสงัเกตได้ คือ จะมีลกัษณะผอม เน่ืองจากขาด
สารอาหาร และตาจมลกึ จากภาวะแห้งนํา้ท่ีเป็นผลจากภาวะท้องเสีย (สว่าง และรุ่งโรจน์, 2551) 
โดยปกติในการติดโรคพีอีดีชนิดท่ี 1 มกัไม่รุนแรงถึงตาย ในกระเพาะอาหารมกัไม่มีอาหารแตจ่ะมี
เมือกข้น และพบนํา้ดีสีเขียวเหลือง เม่ือเปิดผ่าซาก ทัง้ลําไส้เล็กและลําไส้ใหญ่มีผนงับางลง สีขาว
ซีด มีแต่นํา้ใสบรรจุอยู่  อย่างไรก็ตามในอจุจาระร่วงจะไม่มีเลือด หรือมกูเลือดปนออกมา แม้ใน
กลุม่สกุรขนุหรือสกุรสาวทดแทน และสกุรแมพ่นัธุ์ ลําไส้ใหญ่ทกุสว่นไม่พบว่ามีการอกัเสบใดๆ  ตวั
อ่อนลกูสกุรถ้าหากได้รับไวรัสเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในสกุร (Porcine circovirus type 2) จากแม่
ตัง้แตก่่อนคลอด สกุรมกัจะป่วยมีอาการอจุจาระร่วงรุนแรงจากโรคพีอีดี เม่ือมีการติดเชือ้ร่วมกนั 
(สพุล, 2551) 
 รอยโรคท่ีลําไส้จะเกิดรุนแรงในลําไส้เล็กส่วนกลาง (jejunum) และลําไส้เล็กส่วนปลาย 
(ileum) และอาจจะมีรอยโรคในลําไส้เล็กสว่นต้น (duodenum) บ้างเล็กน้อย (Kim and Chae, 
2003) ซึง่ลกัษณะรอยโรคท่ีเห็นทางมหพยาธิวิทยาท่ีลําไส้เลก็จากโรคพีอีดีนัน้ จะแยกออกจากโรค
อ่ืนๆ ท่ีทําให้เกิดผนงัลําไส้บาง ได้แก่ โรคทีจีอี โรคติดเชือ้โรตาไวรัส (Rotavirus infection) และโรค
บิด (Isospora suis) คอ่นข้างลําบาก ลําไส้เล็กท่ีเกิดโรคจะมีผนงับางจนสามารถมองเห็นการมี
ของเหลวและสว่นของนมท่ีไม่ย่อย (milk curd) สะสมอยู่ในลําไส้ ร่วมกบัมีการคัง่เลือดของเย่ือบุ
ลําไส้ และไม่พบลกัษณะท่อนํา้เหลืองฝอยมิลค์เวน (lacteal duct or Milk vein) ท่ีเห็นเป็นเส้นสี
ขาวท่ีขนานกับหลอดเลือดท่ีเย่ือแขวนลําไส้ ซึ่งเป็นเส้นนํา้เหลืองท่ีช่วยในการดูดซึมสารอาหาร
ประเภทไขมันและวิตามินท่ีละลายในไขมนั ซึ่งในสุกรท่ีติดเชือ้ไวรัสหรือบิดจะทําให้การดูดซึม
อาหารลดลง (malabsorption) ซึง่จะสง่ผลให้ไม่มีการปรากฏของมิลค์เวนซึง่จะตา่งจากสกุรท่ีติด
เชือ้อีโคลยั ท่ีจะพบมิลค์เวนท่ีเย่ือแขวนลําไส้ แต่การปรากฏของมิลค์เวนร่วมกับการอกัเสบของ
ลําไส้แบบมีของเหลวสะสมนัน้เป็นเพียงการวินิจฉัยแยกแยะเบือ้งต้น ซึ่งยงัคงต้องการการตรวจ
ทางห้องปฏิบตัิการเพิ่มเติม (สว่าง และรุ่งโรจน์, 2551) และอาจพบภาวะการคัง่เลือดของหลอด
เลือดบริเวณเย่ือแขวนลําไส้รวมทัง้อาจพบการขยายขนาดของตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้
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ด้วย (Coussement et al., 1982) ในสกุรอนบุาลและสกุรรุ่นอาจพบกล้ามเนือ้หลงัตาย (Pensaert 
and Yeo, 2006) สว่นในสกุรขนุและสกุรแมพ่นัธุ์มกัไมพ่บความผิดปกตขิองอวยัวะตา่งๆ จากโรคพี
อีดี (Olaratmanee et al., 2010) 

รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาพบว่า โรคพีอีดีนัน้จะก่อให้เกิดความเสียหายของเย่ือบุลําไส้
เล็กโดยเฉพาะส่วนกลางและส่วนปลาย (สว่าง และรุ่งโรจน์, 2551) สามารถพบการคัง่เลือดของ
หลอดเลือด ชัน้ lamina propia หนาตวัขึน้ เซลล์เย่ือบลํุาไส้มีรูปร่างเปล่ียนแปลงไป จากเซลล์ท่ีมี
ลกัษณะทรงสงูไปเป็นเซลล์ท่ีลกัษณะเตีย้ลงหรือแบน พบวิลไลบนผิวเซลล์เย่ือบหุดสัน้  เซลล์เย่ือบุ
ลําไส้ท่ีมีการติดเชือ้มีการลอกหลุด พบการหดสัน้ของวิลไล และมีการรวมตัวกันของวิลไล 
(Coussement et al., 1982; Ducatelle et al., 1982) ลกัษณะรอยโรคท่ีสําคญัจะเป็นการอกัเสบ
แบบหดสัน้ลงของวิลไลบริเวณลําไส้เล็ก (Atrophic enteritis) โดยเฉพาะเม่ือเทียบความสงูของวิล
ไลกบัเซลล์อ่อนท่ีฐาน (villi height / crypt depth) ซึง่ปกติจะมีอตัราสว่นประมาณ 7:1 อาจมีการ
หดสัน้ลงเหลือ 3:1 หรือน้อยกว่า โดยเร่ิมมีการหดสัน้ลงของวิลไลตัง้แต ่24 ชัว่โมงหลงัการติดเชือ้ 
(Kim and Chae, 2003) ซึง่รอยโรคนีเ้ป็นรอยโรคท่ีอาจเกิดจากไวรัสชนิดอ่ืนท่ีทําให้เกิดการอกัเสบ
ท่ีลําไส้โดยเฉพาะไวรัสทีจีอี หรือเกิดจากโรคบิด แตใ่นกรณีของโรคบิดจะสามารถเจอตวัเชือ้บิดใน
เซลล์เย่ือบลํุาไส้ได้ด้วย นอกจากนีจ้ะพบมีการเส่ือมและการลอกหลดุของเซลล์เย่ือบลํุาไส้ร่วมกบั
มีเซลล์อกัเสบชนิดนิวเคลียสเด่ียวเข้ามาแทรกในชัน้ใต้เย่ือบ ุ (สว่าง และรุ่งโรจน์, 2551) พบมีการ
เพิ่มจํานวนของเซลล์เม็ดเลือดขาว ( lymphocyte proliferation) ในชัน้เย่ือบขุองต่อมนํา้เหลือง
บริเวณเย่ือแขวนลําไส้ (mesenteric lymph node) และอวยัวะอ่ืนๆ เช่น ม้าม (สพุล, 2551) ซึง่
แสดงถึงมีการตอบสนองของเซลล์ในระบบภมูิคุ้มกนั ( cellular immune response) เม่ือศกึษา
โดยวิธี อิลสิปอต (ELISPOT)  

 
การวินิจฉัยโรค 

แนวทางในการวินิจฉัยนัน้จะต้องอาศยัข้อมูลทางระบาดวิทยา อาการทางคลินิก การ
ตอบสนองตอ่การรักษาและการตรวจทางห้องปฏิบตักิารเข้าร่วมกนั เน่ืองจากการวินิจฉยัโดยอาศยั
อาการทางคลินิกเพียงอย่างเดียวนัน้ จะแยกออกจากโรคทีจีอีค่อนข้างยาก แต่การให้การวินิจฉัย
เบือ้งต้นท่ีถูกต้องก็เป็นสิ่งท่ีจําเป็นเพ่ือใช้แก้ไขปัญหาเฉพาะหน้า ซึ่งสตัวแพทย์หรือผู้ ท่ีดแูลด้าน
สขุภาพของสกุร ควรจะต้องทราบลกัษณะของการเกิดโรคและระบาดวิทยาของโรคต่างๆ (สว่าง
และรุ่งโรจน์, 2551) การซกัประวตัิควรครอบคลมุ สงัเกตอาการแสดงทางคลินิกท่ีค่อนข้างแพร่
ระบาดอยา่งรวดเร็ว รุนแรง มีการขยายวงกว้างไปในกลุม่อายเุดียวกนั แม้จะตา่งพืน้ท่ี ตา่งโรงเรือน 
ลกูสกุรดดูนมพบอาการอาเจียน ร่วมกบัอจุจาระร่วง ถ่ายบ่อยมากจนอ่อนเพลีย ซูบโทรม ลําตวั
แห้งนํา้ รวมทัง้ต้องชนัสตูรแยกโรคให้ออกจาก โรคทีจีอี โรคโรตาไวรัส และกลุม่อาการอจุจาระร่วง



 17

อ่ืน เช่น  อีโคลยั (E. coli)  โรคบิดจากเชือ้คอคซิเดีย (Coccidiosis)  คริปโตสปอร์ริเดีย
(Cryptosporidiosis)   คลอสทิเดียม (Clostridium perfringen) และโรคแซลโมเนลโลซิส 
(Salmonellosis) (สพุล, 2551)   สําหรับการวินิจฉยัโรคพีอีดีนัน้สามารถทําได้ทัง้การตรวจหา
แอนติบอดี (Antibody tests) การตรวจหาไวรัสหรือแอนติเจน (Viral and antigen tests) และการ
ตรวจทางอณชีูววิทยา (Molecular techniques) (สวา่ง และรุ่งโรจน์, 2551) 
 การตรวจหาแอนตบิอดี สามารถทําได้หลายวิธี ได้แก่ การตรวจด้วยวิธีอินไดเรค อิมมโูนฟ
ลโูอเรสเซนส์ (Indirect immunofluoresce assay; indirect IF) การตรวจด้วยวิธีอีไลซา (ELISA) 
การตรวจด้วยวิธีบล็อคกิง อีไลซา (blocking ELISA) หรือวิธีซีรัมนิวทรัลไลเซชัน (Serum 
neutralization) ซึง่แอนติบอดีท่ีสามารถตรวจด้วยวิธีบล็อคกิง อีไลซา จะมีการตอบสนองตัง้แต ่7 
วนัหลงัการติดเชือ้ ในการตรวจหาแอนติบอดีนัน้ควรตรวจ 2 ครัง้ (pair serum) เพ่ือดกูารเพิ่มของ
แอนติบอดีท่ีช่วยยืนยนัการติดเชือ้ (สว่างและรุ่งโรจน์, 2551) นอกจากนีย้งัมีการพฒันาการใช้
โปรตีนท่ีมีความจําเพาะในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันบนผิวเซลล์ในส่วนไกลโคโปรตีน S เพ่ือเพิ่ม
ความจําเพาะในการตรวจหาอิมมโูนโกบลูนิชนิดจี (IgG) (Knuchel et al., 1992) และมีการพฒันา
เพ่ือสามารถตรวจอิมมโูนโกบลูนิชนิดเอ (IgA) ด้วย (de Arriba et al., 2002) 
 การตรวจหาเชือ้ไวรัสหรือแอนติเจน สามารถทําได้หลายวิธี ดังนี  ้การตรวจด้วยวิธีอิน
ไดเรค อิมมโูนฟลโูอเรสเซนส์ (Indirect immunofluorescence assay; indirect IF) จากตวัอย่าง
ลําไส้เล็กแช่เย็นไม่เกิน 4 องศาเซลเซียส เพ่ือตรวจหาแอนติเจนท่ีเซลล์เย่ือบุลําไส้เล็กส่วนกลาง
และส่วนปลาย หรือการตรวจด้วยวิธีอิมมโูนฮีสโตเคมี (Immunohistochemistry; IHC) จากลําไส้
เลก็สว่นกลางและปลายท่ีผา่นการตรึงสภาพด้วยนํา้ยาฟอร์มาลิน แตก่ารตรวจด้วย 2 วิธีนีค้วรเก็บ
จากลําไส้ลกูสกุรท่ีถกูทําให้ตายอย่างมีมนษุยธรรม (euthanasia) หรือเพิ่งตายใหม่เพ่ือลดความ
ผิดพลาดท่ีเกิดจากการเน่า และลกูสกุรท่ีป่วยจนถึงขัน้ตาย อาจจะมีการลอกหลดุของเซลล์เย่ือบุ
ลําไส้อย่างรุนแรงทําให้ตรวจหาแอนติเจนของไวรัสได้ยาก การตรวจด้วยวิธีอิมมโูนฮีสโตเคมี นัน้
เป็นวิธีท่ีให้ผลด้านความจําเพาะเช่นเดียวกบัวิธีอินไดเรค อิมมโูนฟลโูอเรสเซนส์ สําหรับตวัอย่าง
ลําไส้จากสุกรท่ีผ่าซาก แต่สามารถตรวจการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของลําไส้ได้ด้วย 
(Guscetti et al., 1998) และเป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการตรวจในกรณีท่ีมีเฉพาะตวัอย่างลําไส้ท่ีตรึง
สภาพในนํา้ยาฟอร์มาลิน (Kim and Chae, 2002) ในช่วงแรกท่ีมีการพฒันาวิธีอิมมโูนฮีสโตเคมี 
นัน้ มีการใช้แอนติบอดีตอ่เชือ้ไวรัสแบบรวม (polyclonal antibodies) (Sueyoshi et al., 1995) 
ตอ่มาจงึมีการพฒันาการใช้แอนตบิอดีแบบเด่ียว (monoclonal antibodies) ซึง่มีความจําเพาะตอ่
เชือ้ไวรัสพีอีดีมากกว่าการใช้แอนติบอดีแบบรวม (Kim et al., 1999) โดยเฉพาะในกรณีท่ีมีการ
ระบาดของไวรัสทัง้ไวรัสพีอีดี และไวรัสทีจีอี การตรวจด้วยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี นัน้จะต้องใช้ 
Monoclonal antibody ท่ีจําเพาะตอ่ไวรัสพีอีดี และไวรัสทีจีอี (Kim et al., 1999) เน่ืองจากไวรัสทัง้
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สองอยูใ่นวงศ์เดียวกนั ซึง่มีคณุสมบตัิบางอย่างท่ีใกล้เคียงกนั การตรวจหาเชือ้ไวรัสจากสิ่งคดัหลัง่
ในลําไส้เล็กส่วนกลางและปลาย หรืออุจจาระจากสุกรท่ียังมีชีวิต ด้วยการตรวจด้วยกล้อง
จลุทรรศน์อิเลคตรอน หรืออาจทําการเพาะแยกเชือ้ไวรัสด้วยเซลล์เพาะเลีย้งชนิดวีโรเซลล์ (vero 
cell) หรือเซลล์เพาะเลีย้งอ่ืนๆจากตวัอย่างลําไส้เล็กท่ีมีสิ่งคดัหลัง่หรืออจุจาระ นอกจากนีย้งัมีการ
ตรวจหาแอนตเิจนจากอจุจาระด้วยวิธีอีไลซาได้ด้วย ซึง่เป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการตรวจหาแอนตเิจน
จากอจุจาระ (Guscetti et al., 1998) แตส่ิ่งท่ีต้องคํานึงในการตรวจหาเชือ้ไวรัสหรือแอนติเจนคือ 
เชือ้ไวรัสจะเร่ิมตรวจเจอในเซลล์เย่ือบลํุาไส้ตัง้แต่ 12-24 ชัว่โมงหลงัการติดเชือ้ และขบัออกทาง
อจุจาระระหว่าง 3-11 วนัหลงัการติดเชือ้ แต่จะขบัออกสงูสดุในระหว่างวนัท่ี 4-5 ของการติดเชือ้ 
ดงันัน้ตวัอย่างท่ีต้องการจะเก็บในการตรวจทางห้องปฏิบตัิการ ควรเป็นตวัอย่างจากสกุรท่ีแสดง
อาการป่วยในระยะเฉียบพลนั (acute stage) หรือประมาณ 1-4 วนัหลงัแสดงอาการท้องเสีย หาก
เลยระยะนีไ้ปแล้ว อาจใช้การตรวจหาแอนตบิอดีแทน (สวา่ง และรุ่งโรจน์, 2551) 

การตรวจทางอณชีูววิทยานัน้สามารถตรวจได้จากทัง้อจุจาระและสิ่งคดัหลัง่ในลําไส้ แตมี่
ข้อจํากดัในเร่ืองระยะเวลาในการเก็บตวัอย่างเช่นเดียวกนักบัการตรวจหาเชือ้ไวรัสหรือแอนติเจน 
การตรวจหาสารพนัธุกรรมของไวรัสพีอีดีนัน้มีทัง้วิธีอาร์ที-พีซีอาร์ (RT-PCR) (Kim and Chae, 
2002) มลัติเพล็กซ์-พีซีอาร์ (Multiplex-PCR) (Song et al., 2006) และอินไซท ูไฮบริไดเซชนั (In 
situ hybridization; ISH) (Kim and Chae, 2000) วิธีอาร์ที-พีซีอาร์ มีการประยกุต์ มาใช้ในการ
แยกการระบาดของโรคพีอีดีจากการติดเชือ้ธรรมชาติ หรือเกิดจากการใช้วคัซีนเชือ้เป็นนัน้จะใช้
ไพรเมอร์ (Primer) ท่ีตรวจสารพนัธุกรรมในสว่นของโออาร์เอฟ 3 (ORF3) (Song et al., 2003) 
โดยเป็นวิธีท่ีให้ผลได้รวดเร็ว และมีความไวกว่าการตรวจด้วยวิธีอิมมโูนฮีสโตเคมี และวิธีอินไดเรค 
อิมมโูนฟลโูอเรสเซนส์ เม่ือตรวจจากตวัอย่างลําไส้สดแช่เย็น (Kim and Chae, 2002) และ
สามารถใช้ในการตรวจตวัอย่างอจุจาระได้ด้วย แต่การตรวจด้วยวิธีนีจ้ะมีความแม่นยําลดลงหาก
เก็บตวัอย่างไว้ท่ีอณุหภมูิสงูก่อนทําการสกดัสารพนัธุกรรม ซึง่อณุหภมูิท่ีเหมาะสม คือ 4 องศา
เซลเซียส เหมือนการตรวจหาไวรัสด้วยวิธีอ่ืน หรือ การเพาะแยกเชือ้ (Jung and Chae, 2004) ใน
การพฒันาช่วงแรก จะมีการใช้ไพรเมอร์ท่ีจําเพาะตอ่ยีน M เพ่ือตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส
พีอีดีทัว่ไป มกัจะใช้ในการยืนยนัความคงอยู่ของเชือ้ไวรัสพีอีดีในเซลล์เพาะเลีย้งเน่ืองจากยีน M มี
ความคงตวัสงู (Kweon et al., 1997) นอกจากนัน้มีการบอกความสามารถในการก่อโรคของเชือ้
ไวรัสพีอีดีท่ีถูกเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้ง จากการตรวจหาบางส่วนของยีน S (Sato, 2009) 
นอกจากนีต้วัอย่างลําไส้สดแช่เย็น และอุจจาระยังสามารถตรวจด้วยวิธีมัลติเพล็กซ์-พีซีอาร์ท่ี
สามารถตรวจหาไวรัสทีจีอี ไวรัสพีอีดี และโรตาไวรัส จากการตรวจครัง้เดียว (Song et al., 2006) 
สว่นการตรวจด้วยวิธีอินไซท ูไฮบริไดเซชนันัน้ใช้ตรวจจากตวัอย่างลําไส้เล็กท่ีตรึงสภาพด้วยนํา้ยา
ฟอร์มาลนิ เช่นเดียวกบัการตรวจด้วยวิธีวิธีอิมมโูนฮีสโตเคมี (Kim and Chae, 2000) แตก่ารตรวจ
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ด้วยวิธีนีจ้ะสามารถตรวจพบได้เร็วกว่าวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี โดยสามารถตรวจพบได้ตัง้แต่ 24 
ชัว่โมงหลงัการตดิเชือ้ (Kim and Chae, 2003) เน่ืองจากเป็นการตรวจหาสารพนัธุกรรมของไวรัสท่ี
จะสามารถตรวจพบก่อนแอนตเิจนซึง่เป็นโปรตีนของไวรัส (สวา่ง และรุ่งโรจน์, 2551) 
 
ภมูิคุ้มกันวิทยา และวัคซีน 
 ไวรัสในกลุ่มโคโรนาก่อให้เกิดโรคต่างๆได้ทัง้ในคน และสตัว์ จะส่งผลให้มีการตอบสนอง
ทางระบบภมูิคุ้มกนัในรูปแบบตา่งๆ (Perlman and Dandeker, 2005; Bergman et al., 2006) 
ประสิทธิผลของภมูิคุ้มกนัท่ีมาตัง้แตแ่รกเกิด (innate immunity) สง่ผลตอ่ปริมาณไวรัสท่ีสามารถ
ติดเชือ้และเพิ่มจํานวนในตวัสตัว์ ไวรัสในกลุ่มโคโรนานัน้ทําให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน
แรกเกิด โดยมีไซโตคายน์ชนิดอินเตอร์เฟียรอน (interferon; IFN) เป็นสารส่ือเร่ิมต้นท่ีกระตุ้นให้เกิด
การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัแรกเกิด แม้ว่าโคโรนาไวรัสจะผลิตสารท่ีป้องกนัการสร้างและการส่ง
สญัญาณของ IFN (Bergman et al., 2006) การศกึษาโรคซาส์ (SARS) ในคนท่ีเกิดจากโคโรนา
ไวรัส ชนิด Severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) พบว่าโปรตีนของ
ไวรัสทัง้โปรตีน N และ ORFs ชนิด 3b และ 6 ล้วนป้องกนัการสร้าง IFN (Wathelet et al., 2007; 
Zust et al., 2007) นอกจากนีก้ารศกึษาไวรัสในกลุ่มโคโรนา โดยการทําให้หนตูิดเชือ้ไวรัสตบั
อกัเสบ (Mouse hepatitis virus; MHV) สายพนัธุ์ JHMV และ MHV-A59 ซึง่ทําให้เกิดการอกัเสบ
ของสมอง โดยไวรัสจะเข้าไปติดเชือ้ท่ีเซลล์สมอง โดยเฉพาะเซลล์สมองชนิดโอลิโกเดนโดรไซด์
(oligodendrocyte) พบว่าในหนทูกุตวัท่ีมีระบบภมูิคุ้มกนับกพร่องจะไม่สามารถต้านทานเชือ้และ
ตายในท่ีสดุ เน่ืองจากการทํางานของเซลล์ในระบบภมูิคุ้มกนัท่ีมีความจําเพาะกลา่วคือ เซลล์ลมิไฟ
ไซด์ (lymphocyte) ชนิด B และ T ทัง้ 2 ชนิด (helper T lymphocyte และ cytotoxic T 
lymphocyte) รวมทัง้แมคโครฟาจ (macrophage) ล้วนมีความสําคัญต่อการกําจัดไวรัส 
(Perlman and Netland, 2009) การศกึษาการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัท่ีมีความจําเพาะของสกุร
ต่อโคโรนาไวรัสชนิดทีจีอี พบว่าเม่ือมีการติดเชือ้ไวรัสนี ้จะมีการหลัง่ไซโตคายน์ชนิดต่างๆ จาก
เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเด่ียว (mononuclear cell) กลไกการตอบสนองตอ่ไวรัสทีจีอีนัน้
ประกอบด้วย Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC), Cytotoxicity T 
Lymphocyte (CTL) และ Lymphocyte proliferation ในขบวนการ ADCC นัน้ ภมูิคุ้มกนัชนิดสาร
นํา้ ชนิด อิมมโูนโกลบลูิน จี (immunoglobulin; IgG) และ อิมมโูนโกลบลูิน เอ (immunoglobulin; 
IgA) จะทํางานร่วมกบัแมคโครฟาจ นิวโทรฟิลล์ (neutrophil) หรือ ลิมโฟไซด์ในการทําลายเซลล์
ตดิเชือ้ไวรัสท่ีถกูภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้เคลือบไว้ (Cepica and Derbyshire, 1984) กลไกอ่ืนในการ
ทําลายไวรัสในเนือ้เย่ือคือ การทํางานของ CTL ในการทําลายเซลล์เป้าหมายท่ีติดเชือ้ไวรัสท่ีมีการ
แสดงส่วนไวรัสบริเวณพืน้ผิวของเซลล์ ในสกุรอาย ุ 2-3 เดือน พบว่าบริเวณเย่ือเมือกของลําไส้ท่ี
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สมัผสัเชือ้นัน้เป็นตวักระตุ้นการทํางานของ CTL ใน Peyer’s patches (PP) ตอ่มนํา้เหลืองบริเวณ
เย่ือแขวนลําไส้ (Mesenteric lymph node; MLN ) ม้าม (Spleen) และระบบหมนุเวียนโลหิต 
(Shimizu and Shimizu, 1979) หากสกุรติดเชือ้ไวรัสทีจีอีท่ีมีความรุนแรงสงู จะพบสดัสว่นของลิม
โฟไซด์ชนิด T ท่ีสงูมากขึน้ ทัง้ CD2+, CD4+ และ CD8+ ในขณะเดียวกนัจะพบสดัสว่นของลิมโฟ
ไซด์ในเนือ้เย่ือนํา้เหลืองตา่งๆ ลดลง ยกเว้นท่ีลําไส้บริเวณสว่นดโูอดนิมั (Brim et al., 1994) 

 
ภาพที่ 2 แสดงการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัของเซลล์ลิมโฟไซด์ชนิด CD8+ หรือ CTL และ
ภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ชนิด IgG และ IgA ซึง่มีความแตกต่างกนัตามบริเวณท่ีได้รับการติดเชือ้ 
(ดดัแปลงจาก Igor and Jeffrey, 2009) 

เซลล์ลิมโฟไซด์ชนิด CTL ท่ีตอบสนองต่อการแสดงแอนติเจนปริมาณมากของ Major 
histocopatibility complex (MHC) จะมีความกระตือรือร้นต่ํา (low avidity) และเรียก CTL ท่ี
ตอบสนองตอ่การแสดงแอนตเิจนจํานวนน้อยวา่มีความกระตือรือร้นสงู (high avidity) โดย CTL ท่ี
มีความกระตือรือร้นสูงนัน้มีความจําเป็นต่อการกําจัดไวรัสได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งพบได้
ปริมาณมากในบริเวณท่ีมีการติดเชือ้หรือบริเวณท่ีมีการทําวคัซีน การท่ีมีการเคล่ือนท่ีเข้ามาของ
ภมูิคุ้มกนัสารนํา้ในบริเวณเย่ือเมือกนัน้ไม่สามารถบง่บอกความสําเร็จของการทําวคัซีนท่ีเย่ือเมือก
ได้ (Mucosal immunization) การทําวคัซีนท่ีเลือกใช้ปริมาณวคัซีนน้อยเกินไปจะทําให้เกิดการ
ตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัท่ีจํากดัทัง้สว่น CTL และภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ ซึง่ทําให้สตัว์สามารถตอ่สู้
กบัเชือ้โรคได้อย่างจํากดัเช่นกนั  การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัของเย่ือเมือกภายหลงัการทําวคัซีน
อยา่งสมบรูณ์ได้นัน้ ขึน้อยูก่บัปัจจยัหลายชนิด ทัง้ชนิดของสารนํา้ วิธีการนําสง่และเซลล์เป้าหมาย
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ของสารนํา้ สารสื่อภายในวคัซีน และความถ่ีท่ีเหมาะสมในการทําวคัซีน โดยทัว่ไปพบว่าการทํา
วคัซีนทางเย่ือเมือกท่ีสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันชนิดสารนํา้ทัง้ IgG, IgA และCTL ท่ีมีความ
กระตือรือร้นสงู ตลอดจนลมิโฟไซด์ T ชนิด CD4+ ด้วยนัน้ จะสามารถป้องกนัการตดิเชือ้ท่ีเย่ือเมือก
ได้อยา่งสมบรูณ์  สว่นการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัในระบบภายในร่างกาย (systemic immunization) นัน้
ให้ประสิทธิผลต่ําในการกระตุ้น CTL ท่ีมีความกระตือรือร้นสงู ตลอดจนสารนํา้ท่ีบริเวณเย่ือเมือก
ด้วย ดงันัน้จึงให้ผลป้องกนัการติดเชือ้ทางเย่ือเมือกได้เพียงบางสว่น  ลกูศรสีเขียวในภาพแสดงถึง
การเคลื่อนย้ายของเซลล์ออกไปท่ีบริเวณเย่ือเมือก และลกูศรสีแดงในภาพแสดงถึงการเคล่ือนย้าย
ของลมิโฟไซด์ชนิด T ท่ีมีความจําเพาะและลมิโฟไซด์ชนิด B จากภายในเนือ้เย่ือไปสูบ่ริเวณท่ีมีการ
ทําวคัซีน ในขณะท่ีลกูศรท่ีบางกว่าในภาพแสดงถึงการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันอย่างจํากัดไปสู่
บริเวณปลายทาง (ภาพท่ี 2) (Igor and Jeffrey, 2009) 

บริเวณพืน้ผิวท่ีสตัว์ได้รับเชือ้โรคเข้าสู่ร่างกายนัน้ มีบทบาทสําคญัในการขบัและทําลาย
เชือ้โรคเช่นกนั แม้วา่สตัว์จะมีขบวนการตอ่สู้ เชือ้โรคทัง้กลไกทางภมูิคุ้มกนัท่ีมีมาตัง้แตกํ่าเนิด และ
ภมูิคุ้มกนัท่ีมีความจําเพาะกบัชนิดเชือ้โรคท่ีได้รับ (acquired immunity) ภายในเนือ้เย่ือต่างๆ ท่ี
กลา่วมาข้างต้น เน่ืองจากเป็นบริเวณแรกท่ีเชือ้โรคเข้าสูร่่างกาย (Tizard, 2009) เม่ือกล่าวถึงเย่ือ
เมือกบริเวณลําไส้นัน้จะทําหน้าท่ีเป็นด่านแรกในการป้องกนัเชือ้โรคเข้าสู่ร่างกายสตัว์ จากระบบ
ทางเดินอาหาร โดยมีระบบภูมิคุ้มกันชนิดเย่ือเมือก (mucosal immunity) ท่ีประกอบด้วย
ภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ชนิด A (secretory IgA antibody; sIgA) เป็นหลกั (Kiyono et al., 1992) ใน
สกุรพบว่าร้อยละ  90 ของภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ท่ีอยู่ในเนือ้เย่ือชัน้ Lamina propria ของลําไส้เป็น
ชนิด IgA (Tizard, 2009) โดยกลไกการเหน่ียวนํา การขนส่งและการควบคมุ IgA นัน้มีความ
แตกต่างกันกบัภูมิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ภายในระบบของร่างกาย ถึงแม้ว่าการเหน่ียวนําให้เกิดการ
ตอบสนองของ IgA นัน้เกิดจาก Helper T lymphocyte ภายในเนือ้เย่ือนํา้เหลืองในทางเดินอาหาร 
(gut-associated lymphoreticular tissues; GALT) แตบ่ริเวณแท้จริงท่ีทําหน้าท่ีเป็นเครือข่ายใน
การควบคมุการเปล่ียนแปลงเพ่ือไปทําหน้าท่ีของ IgA นัน้ยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั เม่ือไวรัสเข้ามา
ในร่างกายสตัว์ ชิน้ส่วนโปรตีน M ของไวรัสจะกระตุ้นกระบวนการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัใน  
GALT เหน่ียวนําให้เม็ดเลือดขาวลิมโฟไซด์ชนิด T และ B จากบริเวณ PP ผ่านไปตามต่อม
นํา้เหลืองเย่ือแขวนลําไส้และผ่านทางท่อนํา้เหลือง Thoracic duct เข้าไปในระบบหมนุเวียน
ภายในร่างกาย และเกิดการเพิ่มจํานวนของเซลล์เย่ือเมือก (Lehman and Coffman, 1994) 
อย่างไรก็ตามบริเวณ PP ท่ีบริเวณลําไส้เล็ก มีลกัษณะเป็นเนือ้เย่ือนํา้เหลืองอยู่ด้านลา่งของเย่ือบุ
ผนงัลําไส้ (สนันิภา, 2553) อาจเป็นบริเวณหลกัท่ีเป็นจดุเร่ิมต้นในการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัของ 
IgA ในสว่นทางเดนิอาหาร (Craig and Cebra, 1971) การทดลองในหนท่ีูไม่มี PP พบว่าเม่ือป้อน
เชือ้ไวรัสเข้าทางปาก จะไม่พบการตอบสนองในสว่น IgA ภายในทางเดินอาหารและพบเครือข่าย
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ของการทํางานใน GALT ท่ีประกอบด้วย 3 สว่นสําคญัคือ PP, Isolated lymphoid follicles (ILF) 
อยู่บริเวณช่องว่าง (lumen) ของลําไส้ และต่อมนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้ในการเหน่ียวนํา
และควบคมุการตอบสนองของ IgA ท่ีบริเวณลําไส้เม่ือได้รับไวรัสโดยการกินผ่านกระบวนการ 
Postnatal lymphotoxin-β receptor (LTβR)-mediated signals เม่ือยบัยัง้กระบวนการดงักลา่ว
จะพบว่า PP มีจํานวนและขนาดท่ีลดลง  พบจํานวนของกลุม่ follicular dendritic cell ภายใน
ตอ่มนํา้เหลืองบริเวณขัว้ยดึลําไส้ลดลง และกําจดัการพฒันาของเซลล์ใน ILF ซึง่ทัง้หมดสง่ผลตอ่
การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัของ IgA อย่างมีนยัสําคญั (Yamamoto et al., 2004) กระบวนการ
สร้าง IgA นัน้ประกอบด้วยขัน้ตอนสําคญั 4 ขัน้ตอน คือ เซลล์ลิมโฟไซด์ชนิด B ภายในเย่ือเมือก
ถกูเหน่ียวนําให้เกิดการสร้าง IgA เซลล์ลิมโฟไซด์ชนิด B มีการเปลี่ยนแปลงสภาพเรียก IgA และ
plasmablasts เคล่ือนตวัเข้าสูร่ะบบหมนุเวียนเพ่ือกลบัไปท่ีเย่ือเมือกลําไส้ เซลล์ลิมโฟไซด์ชนิด B 
มีการเปล่ียนแปลงท่ีสมบรูณ์กลายเป็น plasma cells ทําหน้าท่ีสร้าง IgA และ IgA ท่ีสร้างขึน้ใหม่
ถกูสง่ผ่านเย่ือบผิุวลําไส้เล็กเพ่ือออกไปตอ่สู้กบัเชือ้ไวรัส (Macpherson et al., 2007) โดยเกิดขึน้
บริเวณท่ีมีไวรัสเข้ามาเพ่ือตอบสนองกบัเชือ้โรค ลิมโฟไซด์ชนิด T และไซโตคายน์ (Lebman and 
Coffman, 1994) กลไกการสง่ IgA ผา่นเข้าไปในเย่ือเมือกของลําไส้และขบัออกสูช่่องวา่งของลําไส้
นัน้จะเกิดขึน้ได้เฉพาะกบั IgA ท่ีถกูสร้างขึน้ภายในเย่ือเมือกเท่านัน้ เน่ืองจากต้องอาศยั J-chain
ทําหน้าท่ียึด IgA จํานวน 2 โมเลกลุไว้ด้วยกนัเพ่ือสง่ออกไปในช่องว่างลําไส้ (ภาพท่ี 3) และ 
secretory component (poly-Ig receptor) ท่ีถกูสร้างขึน้บริเวณผิวเย่ือเมือก (สนันิภา, 2553) โดย
ใช้กลไกการขนส่งแบบอาศยัพลงังาน (active transport mechanism) ใช้ตวัรับชนิด 
polyimmunoglobulin receptor (PIgR)   

 
ภาพที่ 3 แสดงโครงสร้าง Secretory IgA (www.scq.ubc.ca/mucosal-immunity-accines/)  

บทบาทหน้าท่ีของ IgA คือป้องกนัการแทรกตวัเข้ามาในเย่ือเมือก โดยการกีดขวางการยดึ
เกาะของไวรัสตอ่เซลล์ท่ีบริเวณเย่ือเมือกของสตัว์ ทําให้ไวรัสไม่สามารถเข้าเซลล์ได้ และไวรัสหมด
ความรุนแรงทัง้ภายในช่องว่างของลําไส้และภายในเซลล์ ซึง่ยงัรักษาการตอบสนองของภมูิคุ้มกนั
โดยไมทํ่าให้เกิดการอกัเสบ ในขณะท่ีหากเป็นการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัในระบบภายในร่างกาย
จะกระตุ้นการสร้างภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ชนิด IgG ท่ีเหน่ียวนําการอกัเสบเพ่ือนําไปสูก่ระบวนการ
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ฆา่และกําจดัไวรัสเพ่ือรักษาสภาวะภายในร่างกาย (Linda, 1999)  IgA จะจบักบัเชือ้ไวรัสทางสว่น
ฐานด้านข้างของเย่ือบผิุวลําไส้เล็ก หลงัจากนัน้จะถกูสง่ผ่านเย่ือบผิุวลําไส้เล็กโดยใช้ตวัรับ PIgR 
เพ่ือออกไปท่ีช่องว่างของลําไส้ (Kaetzel et al., 1992) ในบางรายงานพบว่า IgA อาจทําหน้าท่ีใน
การยบัยัง้การเพ่ิมจํานวนของไวรัสภายในเซลล์หรือการรวมตวักันของไวรัสได้ด้วย (Armstrong 
and Dimmock, 1992; Marzanec et al., 1992) ภายในช่องว่างของลําไส้นัน้ IgA จะสามารถทน
ตอ่เอนไซม์ในทางเดนิอาหารได้ดีกวา่ภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ชนิดอ่ืน และยงัมีคณุสมบตัิในการทําให้
ไวรัสไม่สามารถทําอนัตราย (neutralize) ภายในบริเวณช่องว่างของลําไส้ได้ดี  จากการท่ีไวรัสไม่
สามารถยึดเกาะกับเซลล์ของลําไส้ ไวรัสจึงผ่านไปตามส่วนต่างๆ ของลําไส้โดยไม่สามารถทํา
อนัตรายตอ่สตัว์ได้ (Tizard, 2009) ในขณะเดียวกนัพบว่าหากจลุินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ในทางเดิน
อาหารมีจํานวนมากเกินกว่า 1012 ต่อ 1 กรัมของสว่นประกอบต่างๆในช่องว่างของลําไส้ จะพบ
จํานวนของ IgA ในทางเดินอาหารลดลงอย่างมาก (Macpherson et al., 2007)  แตบ่ทบาทของ
IgA ในการตอบสนองตอ่การอยู่ร่วมกนัระหว่างสตัว์กบัจลุินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ในทางเดินอาหารยงั
ไมเ่ป็นท่ีทราบแน่ชดั (Brandtzaeg et al., 1991) การสง่ผา่นภมูิคุ้มกนัผ่านทางนํา้นมจากแม่สกุรสู่
ลกูสกุร  Bohl และคณะ (1975) และ Saif และคณะ (1972) ได้อธิบายภมูิคุ้มกนัทางนํา้นมต่อ
ไวรัสทีจีอีว่าระดบัภมูิคุ้มกนัมีความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณ IgA ในนํา้นมและความสามารถใน
การต่อสู้กบัไวรัสในลกูสกุร ทัง้นีเ้กิดจากการเคลื่อนผ่านของภมูิคุ้มกนัระหว่างลําไส้กบัตอ่มนํา้นม
ของแมส่กุร โดยเม่ือเซลล์ลมิโฟไซด์ชนิด B ได้รับการกระตุ้นภายใน GALT จากการเพิ่มจํานวนของ
ไวรัสทีจีอี จะทําให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงและสร้าง IgA ดงันัน้ยิ่งไวรัสมีความรุนแรงจะ
สามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้าง IgA ได้มาก 

ไวรัสพีอีดีจะติดเชือ้ผ่านทางเซลล์เย่ือบ ุ(epithelium cell) ของลําไส้เล็กในลกูสกุร ดงันัน้
ระบบภมูิคุ้มกนัท่ีผิวเย่ือเมือก (mucosal immunity) จึงเป็นดา่นท่ีสําคญัในการป้องกนัการติดเชือ้
ไวรัสพีอีดี โดยเฉพาะ แอนติบอดีชนิด sIgA ท่ีเป็นแอนติบอดีหลกัของระบบภูมิคุ้มกนัท่ีผิวเย่ือ
เมือก สามารถพบในนํา้ลาย นํา้นม นมนํา้เหลือง (colostrum) ของเหลวในลําไส้ สารคดัหลัง่จาก
ช่องจมกู หลอดลม และ นํา้ปัสสาวะ โดยเฉพาะในนมนํา้เหลืองจะมีปริมาณ sIgA   มากท่ีสดุ  
(Tizard, 2009) เม่ือเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซค์ถกูกระตุ้นบริเวณเย่ือเมือกนัน้ มกัจะเดินทางไป
กระจายในสว่น lamina propia  ของเนือ้เย่ือนํา้เหลืองท่ีอยู่บริเวณผิวเย่ือเมือกตา่งๆ ในขณะท่ีลิม
โฟไซด์ท่ีถกูกระตุ้นในเนือ้เย่ืออ่ืนท่ีไม่ใช่อวยัวะเย่ือเมือก กลา่วคือ สว่น draining lymphoid tissue 
จาก ผิวหนงั ม้าม และ อวยัวะอ่ืน ท่ีไมใ่ช่อวยัวะเย่ือเมือกนัน้ สว่นมากจะกลบัไปท่ีอวยัวะนํา้เหลือง
นัน้ๆ ดงันัน้การให้วคัซีนท่ีให้ด้วยวิธีอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่การให้ทางเย่ือเมือกโดยตรง เช่น การฉีดวคัซีนเข้า
กล้ามเนือ้ หรือ เข้าใต้ผิวหนงั จึงไม่มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นการสร้าง IgA ท่ีบริเวณเย่ือเมือก
ได้ดีเท่าท่ีควร เน่ืองจากไมมี่อิทธิพลของลมิโฟไซค์ชนิด T helper cell (Th cell) ในการบงัคบัให้เกิด
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การเปลี่ยนแปลงของลิมโฟไซค์ชนิด B ไปเป็น IgA (สนันิภา, 2553) พบการศกึษาการฉีดวคัซีน    
ทีจีอี ทัง้ชนิดเชือ้เป็นและเชือ้ตายให้แม่สกุรทางช่องท้อง พบว่าภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้สว่นใหญ่เป็น
ชนิด IgG ซึง่ไม่สามารถคงอยู่ได้ในนํา้นม ตลอดจนทดลองฉีดวคัซีนทีจีอีชนิดเชือ้เป็นเข้าทางเต้า
นมของแม่สกุร ก็พบภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ส่วนใหญ่เป็นชนิด IgG เช่นกนัและทําให้เกิดภมูิคุ้มกนั
แรกเกิดในลกูสกุรได้บางส่วน (Bohl and Saif, 1975) ดงันัน้วคัซีนท่ีกระตุ้นทางผิวเย่ือเมือก 
(mucosal vaccine) โดยการป้อนทางปาก จะช่วยกระตุ้นภมูิคุ้มกนัเย่ือเมือก ท่ีจะสามารถป้องกนั
ไม่ให้มีการติดเชือ้ไวรัสพีอีดี โดยเฉพาะ IgA ท่ีผ่านทางนํา้นมและนมนํา้เหลืองให้ลกูสกุรท่ีดดูนม 
ซึ่งจะช่วยป้องกันการติดเชือ้ไวรัสพีอีดีในลําไส้ของลกูสกุรได้ เน่ืองจากเซลล์เม็ดเลือดขาวลิมโฟ
ไซค์ ชนิด B (B cell) ท่ีได้รับการกระตุ้นจากการทําวคัซีน สามารถเดินทางไปสร้าง IgA ในเต้านม
ของแมเ่พ่ือสง่ผา่นไปยงัลกูได้ (สนันิภา, 2553)  

ในทวีปยโุรปพบการพฒันาวคัซีนพีอีดีในประเทศสเปน โดยทดลองป้อนวคัซีนในลกูสกุร
อาย ุ11 วนัและป้อนซํา้อีกครัง้ 3 สปัดาห์ให้หลงั โดยใช้ไวรัสพีอีดี สายพนัธุ์ CV-777 ท่ีทําให้อ่อน
กําลงัลงโดยการนําไปเพาะเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้งชนิด Vero cell หลายๆ รอบ พบว่าลกูสกุรท่ี
ได้รับวคัซีนแสดงอาการป่วยของโรคพีอีดีบางสว่น ในขณะท่ีสกุรท่ีได้รับไวรัสท่ียงัคงมีความรุนแรง
สงู แสดงอาการป่วยร้อยละ 31 และปลอ่ยเชือ้สูส่ิง่แวดล้อมร้อยละ 100 ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษา
ของ Bernasconi และคณะ (1994)  รวมทัง้ Kweon และคณะ (1999) ท่ีใช้ไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ 
CV-777 ท่ีทําให้อ่อนกําลงัลงให้กบัลกูสกุรท่ีไม่เคยได้รับเชือ้โรคในช่วงอาย ุ 7 วนั พบว่าลกูสกุร
แสดงอาการท้องเสียและอาการป่วยอ่ืนๆ น้อยกว่าในกลุ่มลูกสุกรท่ีได้รับเชือ้ท่ียงัมีความรุนแรง 
อยา่งไรก็ตามพบการเพิ่มจํานวนของภมูิคุ้มกนัสารนํา้ชนิด IgG และ IgA ในกลุม่ท่ีได้รับวคัซีนน้อย
กวา่ในกลุม่ท่ีได้รับเชือ้ไวรัสท่ีมีความรุนแรง ซึง่ทําให้พบว่าเม่ือได้รับไวรัสท่ีมีความรุนแรงใน 21 วนั
หลงัการได้รับเชือ้ไวรัสครัง้แรกนัน้ กลุ่มท่ีทําวัคซีนมีภูมิคุ้มกันแค่บางส่วนและปล่อยเชือ้ออกสู่
สิ่งแวดล้อม แตก่ลุ่มท่ีได้รับเชือ้ท่ีมีความรุนแรงนัน้สามารถต้านทานต่อเชือ้และไม่ปลอ่ยเชือ้ออกสู่
สิง่แวดล้อม ดงันัน้ข้อมลูดงักลา่วสามารถใช้เป็นประโยชน์ในการพฒันาวคัซีนพีอีดี เพ่ือกระตุ้นการ
สร้างภมูิคุ้มกนัท่ีเย่ือเมือกและป้องกนัการแสดงอาการป่วยในลกูสกุร ซึง่ขึน้อยู่กบัปริมาณวคัซีนท่ี
ลกูสกุรได้รับ ส่วนในทวีปเอเชียพบการพฒันาวคัซีนเชือ้เป็นของไวรัสพีอีดี ทัง้ในประเทศเกาหลีใต้
และในประเทศญ่ีปุ่ น ทัง้นีเ้น่ืองจากโรคพีอีดีได้พฒันามาเป็นโรคประจําถ่ินในสกุร (Kweon et al., 
1999; Kadoi et al., 2002) การศกึษาประสิทธิภาพวคัซีนป้องกนัโรคพีอีดีสายพนัธุ์ DR13 ด้วย
วิธีการป้อนปาก (oral vaccination) โดยการนําไปเพาะเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้งชนิด Vero cell 
จํานวน  100  รอบ (Passages)  ให้แก่แม่สกุรอุ้มท้องระยะท้าย พบว่าการให้วคัซีนวิธีดงักลา่ว
สามารถท่ีจะกระตุ้นให้แม่สกุรสร้างภมูิคุ้มกนัต่อไวรัสพีอีดี และภมูิคุ้มกนัท่ีสร้างสามารถถ่ายทอด
ให้ลกูผา่นทางนมนํา้เหลือง และสามารถป้องกนัโรคพีอีดีในลกูสกุรได้เม่ือมีการฉีดเชือ้พิษทบั และ
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ไวรัสท่ีใช้ผลิตวคัซีนไม่สามารถก่อโรคได้ เม่ือนําไปฉีดกลบั (back passage) ให้แก่ลกูสกุรดดูนม 
จํานวน  3 ครัง้  ซึง่แสดงให้เห็นว่าวคัซีนท่ีได้สามารถให้ภมูิคุ้มต่อโรคได้ดี และมีความปลอดภยั
สําหรับใช้ในการสร้างภมูิคุ้มกนัในแม่สกุร (Song et al., 2007) และควรมีการศกึษาถึงปริมาณท่ี
เหมาะสมของวคัซีนพีอีดีแตล่ะสายพนัธุ์ท่ีพบในแตล่ะประเทศตอ่ไป 
 
การรักษา การควบคุม และการป้องกันโรค 

เ ม่ือสุกรป่วยด้วยโรคพีอีดี  ควรทําการบําบัดรักษาแบบพยุงอาการ  (supportive 
treatment) แก้ไขสภาพการขาดนํา้ ให้สกุรป่วยได้รับนํา้ด่ืมท่ีมากพอเพียง (สพุล, 2551) สําหรับลกู
สุกรอาจให้นํา้เกลือเข้าทางช่องท้อง โดยจับลูกสุกรห้อยหัวแล้วฉีดนํา้เกลือเข้าทางช่องท้อง ซึ่ง
นอกจากจะช่วยป้องกันอาการขาดนํา้ของลูกสุกรแล้วยงัช่วยให้ลูกสุกรฟื้นตวัได้เร็วด้วย (สว่าง 
และรุ่งโรจน์, 2551) มีอาหารทดแทนแทนนม สําหรับลกูสกุรดดูนมให้ลกูสกุรได้อยู่ในท่ีอบอุ่น แห้ง
สบาย เน่ืองจากไมมี่ยาท่ีให้เป็นการเฉพาะจงึใช้วิธีการจดัการ ดแูลเอาใจใสท่ัว่ไป อาจเสริมนํา้ตาล
กลโูคส กรดอะมิโนไกลซีน  อิเลคโตรไลท์ในนํา้ด่ืม และให้ยาปฏิชีวนะ หรือเคมีบําบดัเพ่ือป้องกนั
โรคแทรกซ้อนจากเชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ เช่น โรคบิดมกูเลือดจากเชือ้ Brachyspira hyodysenteriae 
โรคพีพีอี จากเชือ้ Lawsonia intracellularis โรคโคไลบาซิลโลซิส และโรคแซลโมเนลโลซิส รวมทัง้
โรคติดเชือ้อีกหลายชนิดในระบบทางเดินหายใจด้วย (สพุล, 2551) นอกจากนีค้วรพิจารณาการ
ทําลายเชือ้ไวรัสท่ีปนเปื้อนภายในฟาร์ม โดยนํา้ยาฆ่าเชือ้ท่ีใช้สําหรับเชือ้ไวรัสทั่วไปสามารถ
ทําลายไวรัสพีอีดีได้ด้วยเช่นกนั เช่น คลีซอล โซเดียมไฮดรอกไซด์ (2%) ฟอร์มาลิน (1%) โซเดียม
คาร์บอเนด แอนไฮดรัส (4% anhydrous) คริสตลัลิน (10%) ผงซกัฟอก (1%) ไอโอดอร์ฟอร์ (1%) 
ในกรดฟอสฟอริค และตัวทําละลายไขมัน เช่น คลอโรฟอร์ม เป็นต้น ตัวอย่างนํา้ยาฆ่าเชือ้ท่ี
สามารถใช้กบัไวรัสพีอีดีแสดงดงัตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2  นํา้ยาฆา่เชือ้ท่ีสามารถใช้ทําลายไวรัสพีอีดี 
นํา้ยาฆ่าเชือ้ ชนิดของนํา้ยาฆ่าเชือ้ สัดส่วนการเจือจาง ข้อควรระวังในการใช้ 

Virkon S กลุ่มออกซิไดส์ (oxidizing 
agent;potassium 
peroxymonosulfate) 

1:100 ระคายเคืองผิวหนงั 

Clorox bleach กลุม่ออกซิไดส์ (oxidizing 
agent;sodium 
hypochlorite) 

1:32 -คุณสมบัติในการฆ่าเชือ้ลดลง
ในสภาพท่ีมีสารอินทรีย์อยู่ มี
สภาพเป็นดา่ง และชืน้ 
-ระคายเคืองผิวหนงั 

1 Stoke Environ กลุ่มฟิโนลิกส์  (Phenolic 
compound) 

1-2% -ออกฤท ธ์ิ ไ ด้ ดี ใ น สภาพ ท่ี มี
สารอินทรีย์อยูท่ี่อณุหภมิูห้อง 
-ระคายเคืองผิวหนงั 

Tek-Trol กลุ่มฟิโนลิกส์ (Phenolic 
compound) 

1-2% -ออกฤท ธ์ิ ไ ด้ ดี ใ น สภาพ ท่ี มี
สารอินทรีย์อยูท่ี่อณุหภมิูห้อง 
-ระคายเคืองผิวหนงั 

(ดดัแปลงจาก Pospischil et al., 2002) 
การควบคมุโรคสามารถทําได้โดยในลกูสกุรป่วยท่ีรอดจนถึงอายท่ีุหย่านมได้ ให้รีบแยกลกู

สุกรกลุ่มนัน้ออกจากสุกรปกติทันทีท่ีหย่านมอย่างน้อย 4 สปัดาห์ และหยุดการนําสุกรใหม่เข้า
ฟาร์มชัว่คราว (Pensaert and Yeo, 2006) การให้ลกูสกุรแรกเกิดกิน egg yolk ท่ีได้จากแม่ไก่ 
เรียกว่าอิมมโูนโกลบลูิน วาย (IgY) (chicken egg yolk immunoglobulin) หรือ นมนํา้เหลืองของ
แม่ววัซึง่มีภมูิคุ้มกนัต่อโรคนี ้(hyperimmune cow colostrums; HCC)  สามารถป้องกนัการ
สญูเสียจากโรคและลดอตัราการตายลง (Kweon et al, 2000; Shibata et al, 2001) แตท่ัง้ 2 วิธี
นัน้จะมีความยุ่งยากในการนําไปปฏิบัติในระดับฟาร์มและเสียค่าใช้จ่ายสูง ต่อจากนัน้มีการ
รายงานของ Song และคณะ (2005) พบว่า ถึงแม้ว่าการเพาะเลีย้งไวรัสพีอีดีในเซลล์เพาะเลีย้ง
หลายๆ รอบจะทําให้เชือ้มีความรุนแรงลดลง แต่ก็ยงัตรวจพบเชือ้ไวรัสพีอีดีจากอุจจาระลกูสกุร 
โดยใช้วิธีการตรวจด้วยอาร์ที-พีซีอาร์ และ Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
ก็ยงัสามารถตรวจพบไวรัสพีอีดีในสกุรอาย ุ3 วนั หลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีไปแล้ว 6 วนั และใน
สกุรอาย ุ2 สปัดาห์ หลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีไปแล้ว 9 วนั รวมทัง้ในแม่สกุรอุ้มท้องช่วงท้าย 
หลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีไปแล้ว 3 วนั  ในประเทศญ่ีปุ่ นมีการผลติวคัซีน P-5V เชือ้ไวรัสพีอีดีสาย
พนัธุ์ 83P-5 เพ่ือใช้ในการลดความรุนแรงของโรคพีอีดีในฟาร์มสกุร และมีการศกึษาแนวทางการ
ผลิตวคัซีนโดยการใช้แบคทีเรีย Lactobacillus casei แสดงโปรตีนท่ีเป็นแอนติเจนออกมาบนผิว
เซลล์ โดยวิธีการให้วคัซีนผ่านทางปากในแม่สกุรพบว่ามีการสร้างภมูิคุ้มกนัชนิด IgG และ IgA ซึง่
จําเพาะตอ่ N โปรตีนของเชือ้ไวรัสพีอีดี แตภ่มูิคุ้มกนัท่ีได้ยงัไม่สามารถยบัยัง้การเข้าเซลล์ของเชือ้
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ไวรัสได้ (Hou et al., 2007) ในปัจจบุนัประเทศท่ีมีความเจริญของอตุสาหกรรมการผลิตสกุรท่ี
พิจารณาว่าโรคนีมี้ความสําคญั ได้มีการศึกษาพยายามท่ีจะผลิตวัคซีนชนิดให้ทางปาก ท่ีเป็น 
Genetically engineered vaccine จาก spike (s) gene ของไวรัสซึง่ได้มีการ sequence ไว้แล้ว 
และยงัมี Attenuated virus ท่ีสามารถใช้เป็น marker vaccine ตรวจแยกได้ชดัเจนว่าตา่งจากการ
ติดเชือ้จากธรรมชาติ (สพุล, 2551) ในบางครัง้เม่ือจําเป็นไม่อาจจดัหาวคัซีนมาฉีดป้องกนัหรือ
ควบคมุโรคดงัเช่นท่ีกระทําได้ในตา่งประเทศ อาจจําเป็นต้องใช้วิธีการแพร่กระจายเชือ้โรค หรือเชือ้
พิษก่อโรคเข้าสู่สุกรทัง้ฝูงในเง่ือนไขสภาพการณ์ท่ีได้เตรียมพร้อมแล้ว เช่น ต้องมีการให้ยา
ปฏิชีวนะ หรือเคมีบําบัดล่วงหน้าก่อน เม่ือสุกรแต่ละตัวได้รับเชือ้จนป่วยแล้วจึงจะค่อยสร้าง
ภมูิคุ้มกนัโรคป้องกนัการตดิเชือ้ในโอกาสตอ่ไป เป็นการรักษาเสถียรภาพไปในระยะเวลาหนึ่ง สว่น
ในแม่สกุรก็จะถ่ายทอดภมูิคุ้มกนัโรคชนิด IgA ให้กบัลกูสกุรแรกเกิดโดยผ่านทางนมนํา้เหลือง ซึง่
วิธีการนีส้ามารถใช้ได้เช่นเดียวกับการปฏิบตัิต่อโคโรนาไวรัสอ่ืนในสกุร เช่น ไวรัสทีจีอี แต่ควรได้
กระทําภายใต้การควบคมุดแูลโดยสตัวแพทย์ (สพุล, 2551) โดยการท่ีแม่สกุรตัง้ท้องได้รับเชือ้ไวรัส
ท่ีปนเปือ้นอยู่ในอจุจาระหรือลําไส้สามารถกระตุ้นภมูิคุ้มกนัได้อย่างรวดเร็วและถ่ายทอดผ่านทาง
นํา้นมเหลือง (Pensaert and Yeo, 2006) ซึง่สามารถทําได้โดยการสบัไส้ลกูสกุรท่ีป่วยผสมอาหาร
ให้แมส่กุรท่ีตัง้ท้องกิน เลือกไส้ท่ีมาจากลกูสกุรดดูนมท่ีป่วยเพ่ือป้องกนัการปนเปือ้นเชือ้อ่ืน และไม่
ควรใช้ไส้ท่ีมาจากลกูสกุรหย่านม เพราะจะปนเปือ้นเชือ้อ่ืนๆ ร่วมด้วย เช่น เชือ้ซลัโมเนลล่า และอี
โคไล (E. coli) เป็นต้น สําหรับวิธีการคือให้โดยนําลําไส้ท่ีสบัแล้วมาละลายนํา้ ให้แมส่กุรตัง้ท้องกิน
ทกุ 2 วนั จํานวน 3 ครัง้ โดยใช้อตัราสว่นไส้ลกูสกุร 1 ตวั ตอ่แม่สกุร 10 ตวั สว่นฟาร์มท่ียงัไม่เป็น
โรคห้ามนําไส้สบัมาให้กิน เพ่ือเป็นการป้องกันโรคเข้าฟาร์ม นอกจากนีฟ้าร์มจะต้องปรับสภาพ
ภมูิคุ้มกันให้กับสกุรสาวก่อนเข้าฟาร์ม มีการวางแผนงานความปลอดภยัทางชีวภาพ  เพิ่มความ
เข้มงวดและรัดกุม ให้ความสําคัญกับการเข้าออกของบุคคลภายนอกและภายในฟาร์ม และ
พาหนะขนสง่ตา่งๆ ทัง้นีเ้พ่ือให้สกุรมีสขุภาพท่ีดี ไมก่่อโรค (สวา่ง และรุ่งโรจน์, 2551)  
 ดงันัน้ มีความจําเป็นอย่างยิ่งในการพฒันาวคัซีนโรคพีอีดี สายพนัธุ์ประเทศไทย เพ่ือใช้
เป็นเคร่ืองมือในการควบคมุ และป้องกนัโรคพีอีดี โดยศึกษาประสิทธิภาพของเชือ้ไวรัสพีอีดีสาย
พนัธุ์ท่ีแยกได้ในประเทศไทย ท่ีทําให้อ่อนกําลงัลงโดยการเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้ง เม่ือนํามาป้อน
ปากให้แม่สกุรอุ้มท้อง จะส่งผลให้ลกูสกุรท่ีดดูนมจากแม่ท่ีได้รับเชือ้ดงักล่าว ไม่ป่วยเป็นโรคพีอีดี
ได้หรือไม ่ 
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บทที่ 3 
วิธีดาํเนินงานวิจัย 

 
3.1 การเตรียมไวรัสพีอีดทีี่ถูกทาํให้อ่อนกาํลังลง และเชือ้พษิทบั 

ไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ 08NP02 ได้จากการเพาะแยกไวรัสพีอีดี (จากตวัอย่างอจุจาระลกูสกุร
ป่วยท่ีสง่ตรวจ ณ หน่วยชนัสตูรโรคสตัว์ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั) โดยถกู
ทําให้อ่อนกําลงัลงโดยเพาะเลีย้งผ่านเซลล์เพาะเลีย้งชนิด Vero cell (African green monkey 
kidney cell line) โดยใช้อาหารเลีย้งเซลล์ชนิด Modified Eagle’s medium (MEM) ท่ีเติม 5% 
fetal bovine serum (FBS) ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 2 วนั (Hofmann 
และ Wyler, 1988; Kweon et al., 1999; Song et al., 2007) หลงัจากนัน้เปล่ียนมาใช้ 
Maintenance medium ท่ีประกอบด้วย 0.02% Yeast extract และ Trypsin 10 μg  ทําการ
เพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสให้ได้จํานวน 53 รอบ และสามารถสงัเกตเห็นพยาธิสภาพของเซลล์ 
(Cytopathic effect) ได้ โดยปริมาณของเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีได้ต้องไม่ต่ํากว่า 105 TCID50/ml และเก็บ
รักษาไวรัสไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซสเซียส จนกว่าจะนําไปใช้ทดลอง ซึง่ในระหว่างการเพาะเลีย้ง
เชือ้ไวรัสจะมีการตรวจสอบสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสเป็นระยะๆ โดยวิธี RT-PCR เพ่ือเป็นการ
ยืนยนัวา่เชือ้ไวรัสพีอีดียงัคงสามารถเจริญเตบิโตได้ในเซลล์เพาะเลีย้ง 

ไวรัสพีอีดีสําหรับการฉีดเชือ้พิษทบัเตรียมจากลําไส้สกุรดดูนมท่ีถกูป้อนเชือ้ทางปากด้วย
ไวรัสพีอีดี สายพนัธุ์ 08NP02 โดยนําลําไส้ลกูสกุรป่วยประมาณ 1 กรัมใส่ลงในโกร่ง ตดัเป็นชิน้
เลก็ๆ บดด้วยทรายท่ีฆา่เชือ้แล้ว จากนัน้เตมิ PBS (pH 7.2) หรือ อาหารเลีย้งเซลล์ 5 มิลลิลิตร บด
ให้เข้ากันอีกครัง้ แล้วถ่ายใส่ลงในหลอดป่ัน นําไปป่ันท่ีความเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที 
แยกสว่นใสออกโดยกรองผ่านตวักรองขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.45 ไมโครเมตร โดยปริมาณของ
เชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีได้ต้องไม่ต่ํากว่า 105 TCID50/ml และเก็บรักษาไวรัสไว้ท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซส
เซียส จนกวา่จะนําไปใช้ทดลองตอ่ไป 

3.2 การเตรียมสถานที่เลีย้งสุกรทดลอง 
 จะทําการเลีย้งสกุรทดลอง ณ ห้องเลีย้งสตัว์ทดลอง มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
กําแพงแสน โดยเตรียมความพร้อมเบือ้งต้น เร่ืองระบบการควบคมุอุณหภมูิ ความดนั ไฟฟ้า นํา้ 
ระบบกรองอากาศ และระบบการเก็บกกัและกําจดัของเสีย จากนัน้ทําความสะอาดด้วยการขดัล้าง
ด้วยผงซกัฟอก และตามด้วยยาฆ่าเชือ้กลตูารอลดีไฮด์ ทําการเปิดระบบก่อนนําสกุรทดลองเข้า
เลีย้งเป็นเวลา 3 วนั เพ่ือตรวจเช็คระบบอีกครัง้ ส่วนมาตรการในการป้องกนัการติดเชือ้ระหว่าง
ผู้ปฏิบตังิานกบัสกุรทดลอง โดยเปล่ียนชดุ สวมรองเท้าบทู และจดัให้มีนํา้ยาจุ่มเท้าชนิดกลตูารอล
ดีไฮด์ ทัง้ก่อนเข้าห้องเปล่ียนเสือ้ผ้าและก่อนเข้าห้องเลีย้งสกุรทดลอง  
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3.3 การคัดเลือกสุกรทดลอง 
 ทําการคดัเลือกแม่สกุรสาวอุ้มท้องอายอุุ้มท้อง 12 สปัดาห์ ลําดบัท้องท่ี 5 จํานวน 4 ตวั 
จากฟาร์มสกุรท่ีไม่เคยมีประวตัิการแสดงอาการทางคลินิกของโรคพีอีดีโดยได้รับความอนเุคราะห์
มาจาก บริษัท เบทาโกรไฮบริค จํากดั ซึ่งได้รับการอนุญาตการใช้สตัว์ทดลองจากคณะกรรมการ
ควบคุมดูแลการเลีย้ง และการใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ใบอนญุาตเลขท่ี 1031083 จากนัน้จะนําแม่สกุรอุ้มท้องทัง้ 4 ตวั มา
เลีย้งในห้องเลีย้งสตัว์ทดลองโดยแยกห้องเลีย้งสกุรทดลองแตล่ะกลุม่ ให้อาหารท่ีมีโภชนาการตาม
สถานภาพของแมส่กุรและนํา้สะอาดตลอดเวลา ปรับอณุหภมูิห้องท่ี 25-28 องศาเซสเซียส ให้สกุร
ปรับสภาพก่อนการทดลอง 5 วนั โดยให้อิเลคโตรไลท์ผสมนํา้ด่ืมทุกวนัเป็นเวลา 3 วนั ฉีดยา
ปฏิชีวนะ Ceftiofur ขนาด 10 mg/kg เข้ากล้ามเนือ้ วนัละ 1 ครัง้ เป็นเวลา 3 วนั  
 
3.4 การป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดทีี่ถูกทาํให้อ่อนกาํลังลงในแม่สุกร 
 ทําการแบง่แม่สกุรอุ้มท้องจํานวน 4 แม่ เป็น 2 กลุม่ กลุม่ท่ี 1 ป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้
ในประเทศไทยท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลง ด้วยการป้อนทางปาก (oral inoculation) จํานวน 3 ตวั 
กลุม่ท่ี 2 เป็นกลุม่ควบคมุ จํานวน 1 ตวั (ตารางท่ี 3) ซึง่เชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลงมี
ปริมาณไวรัสไม่ต่ํากว่า 105 TCID50/ml จํานวน 5 มิลลิลิตร/ตวั โดยให้เชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีถกูทําให้อ่อน
กําลงัลงในกลุ่มท่ี 1 แก่แม่สกุรก่อนคลอด 4 และ 2 สปัดาห์ (2 ครัง้/แม่ ห่างกนั 2 สปัดาห์) 
ตามลําดบั ส่วนกลุ่มควบคมุป้อนด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ (mock inoculation) ซึ่งประกอบด้วย 
0.02% Yeast extract และ Trypsin 10 μg จํานวน 5 มิลลิลิตร/ตวั จากนัน้สงัเกตอาการทาง
คลินิก และเก็บตวัอย่างอจุจาระวนัท่ี 1, 3 และ 5 วนัหลงัให้เชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลง
เพ่ือตรวจหาไวรัสพีอีดีด้วยวิธี RT-PCR  
 
3.5 การป้อนเชือ้พษิทบัในลูกสุกร 
 ลกูสุกรดดูนมอายุ 2 วนั ท่ีได้รับนมนํา้เหลืองจากแม่สุกรทัง้ 2 กลุ่มจํานวนอย่างน้อย 6 
ตวั/แม่ (ตารางท่ี 3) นํา้หนกัแรกเกิดแตล่ะตวัไม่ต่ํากว่า 1.3 กิโลกรัม/ตวั มาทําการป้อนเชือ้พิษทบั
ด้วยไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรงสายพนัธุ์ 08NP02 (wild-type) โดยการป้อนทางปาก ซึง่มีปริมาณ
ไวรัสไมต่ํ่ากวา่ 105 TCID50/ml จํานวน 2 มิลลลิติร/ตวั ทําการบนัทึกอาการทางคลินิกภายใน 5 วนั 
เก็บตวัอย่างอจุจาระทกุวนัหลงัป้อนเชือ้พิษทบัด้วยไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง เป็นระยะเวลา 5 วนั 
และจะทําการผา่ชนัสตูรซากลกูสกุรจํานวนหนึง่ในเวลาท่ีกําหนด (ตารางท่ี 4)  
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ตารางที่ 3 แสดงการแบง่กลุม่ทดลองในแมส่กุร และจํานวนลกูสกุรดดูนมท่ีป้อนเชือ้พิษทบั 

ชนิดสุกรทดลอง 
กลุ่มการทดลอง 

กลุ่ม 1 (oral inoculation) กลุ่ม 2 (mock inoculation) 

แมส่กุรอุ้มท้อง (จํานวนตวั) 3 1 

ลกูดดูนมท่ีป้อนเชือ้พษิทบั 
33 11 

(อยา่งน้อย 6 ตวั/แม)่ 
 

ตารางที่ 4 แสดงระยะเวลา และจํานวนลกูสกุรทดลอง ท่ีจะทําการผา่ชนัสตูรซาก 

กลุ่มทดลอง 
ช่ัวโมงหลังการป้อนเชือ้พษิทบั 

12 24 48 72 

กลุม่ 1 (oral inoculation) 3a 3a 3a 3a 

กลุม่ 2 (mock inoculation) 1a 1a 1a 1a 
a จํานวนลกูสกุรอยา่งน้อยในแตล่ะกลุม่ท่ีทําการสุม่ตวัอยา่งในแตล่ะแม ่
  
3.6 การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา 
3.6.1 อาการทางคลินิก 

ติดตามสงัเกตอาการทางคลินิกในแม่สุกรทุกวนัหลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้ใน
ประเทศไทยท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลงโดยการเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้ง จํานวน 53 รอบ และบนัทึก
อาการทางคลนิิกท่ีเกิดขึน้ตลอดระยะเวลาการทดลอง ในสว่นของลกูสกุรตดิตามสงัเกตอาการทาง
คลนิิกหลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง (wild type) นาน 5 วนั โดยสงัเกตลกัษณะอาการ
ทั่วไป เช่น ลกัษณะอาการหนาวสัน่ ลกัษณะการนอน อาการอาเจียน ท้องเสีย ลกัษณะสีของ
อจุจาระ ลกัษณะขน อาการแห้งนํา้ เป็นต้น รวมทัง้บนัทกึข้อมลูจํานวนลกูสกุรท่ีป่วย และสกุรตาย 

3.6.2 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา และจุลพยาธิวิทยา  
ทําการุณยฆาต (Euthanasia) ลกูสกุรทดลองท่ีถกูสุ่มในแต่ละกลุ่มตามตารางท่ี 4 และ

ชนัสตูรซากลกูสกุรท่ีเหลือทัง้หมด ณ วนัสิน้สดุการทดลอง (วนัท่ี 5 หรือ 120 ชัว่โมงหลงัการป้อน
เชือ้พิษทบั) ด้วย Pentobarbital sodium ทางเส้นเลือดดําในปริมาณสงู ถ้ามีลกูสกุรตายระหว่าง
การทดลองจะทําการชันสูตรซากทันที ทําการบนัทึกลกัษณะรอยโรค และเก็บตวัอย่างทางเดิน
อาหาร ได้แก่ ลําไส้เล็กสว่น Jejunum และIleum แช่ในบฟัเฟอร์ฟอร์มาลิน 10% เพ่ือสง่ตรวจทาง
จุลพยาธิวิทยา โดยผ่านวิธีการเตรียมชิน้เนือ้มาตรฐาน และย้อมด้วยสี Hematoxylin & Eosin 
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(H&E) ก่อนการตรวจจะทําการปิดบงัหมายเลขของตวัอย่างเพ่ือมิให้ผู้ตรวจทราบท่ีมาของกลุ่ม
ตวัอย่าง ผู้ตรวจจะให้คะแนนโดยแบ่งตามระดบัความรุนแรงของรอยโรคท่ีพบในลําไส้ส่วนต่างๆ 
ดงันี ้

คะแนน 0: พบอวยัวะปกต ิไมพ่บรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยา 
คะแนน 1: มีรอยโรคเล็กน้อย เร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธิวิทยาในทางเดินอาหาร 
มีการคัง่เลือด (Congestion) มีการเข้ามาของเซลล์อกัเสบ (infiltration of inflammatory 
cells) 
คะแนน 2: มีรอยโรคปานกลาง พบลกัษณะการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์เย่ือบซุึง่เซลล์
มีลกัษณะแบนลง (squamous metaplasia of epithelial cells) พบลกัษณะการหดสัน้
ของวิลไลเลก็น้อย (mild blunting of villi) และมีการเข้ามาของเซลล์อกัเสบ  
คะแนน 3: มีรอยโรครุนแรงพบลกัษณะ การหดสัน้ของวิลไลอย่างรุนแรง มีการรวมตวักนั
ของวิลไล เซลล์เย่ือบมีุการลอกหลดุออกมา (sloughing of epithelial cells) และมีการ
เข้ามาของเซลล์อกัเสบ  

3.7 สารพันธุกรรมของเชือ้ไวรัส และปริมาณเชือ้ไวรัส 

3.7.1 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

นําตวัอยา่งอจุจาระสกุรมาตรวจหาสารพนัธุกรรมของไวรัสพีอีดี โดยวิธี RT-PCR โดยแยก
เป็นขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

การสกดั RNA โดยนําตวัอย่างอจุจาระสกุรท่ีเก็บมาศกึษาไปสกดัแยก Total RNA ตาม
วิธีการของ RBC Viral Nucleic Acid Extraction Kit (RBC Biosciene Corp, Taipae, Taiwan) 
ซึง่เก็บ RNA ไว้ท่ีอณุหภมูิ -80° ซ. จนกวา่จะมีการนํามาใช้งานตอ่ไป 

โดยมีลําดบัเบสของไพรเมอร์ (primers) ท่ีใช้ในปฏิกิริยา ซึง่ดดัแปลงมาจาก Park และ
คณะ (2007) ซึง่ประกอบไปด้วย  

forward primer 5’-TTCTGAGTCACGAACAGCCA-3’ 

reverse primer 5’-CATATGCAGCCTGCTCTGAA-3’ 

ไพรเมอร์จะมีความจําเพาะตอ่ Spike (S) glycoprotein ของไวรัสพีอีดี จะจบัท่ีตําแหน่ง
ลําดบั Nucleotides ท่ี 1495-1914 ของ สไปค์ยีน (spike gene) ของเชือ้ไวรัสพีอีดี สายพนัธุ์ 
Brl/87; EMBL accession No. Z25483) ให้ขนาดผลติภณัฑ์ท่ีมีความยาว 651 คูเ่บส 
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เตรียม master mix สําหรับ RT-PCR จากชดุสําเร็จรูป AccessQuick TM RT-PCR 
System ( Cat No. A1702, Promega, USA) ตามสตูรดงันี ้ 

RNA Template    4  ไมโครลติร 

25 mM MgCl2    0.5  ไมโครลติร 

Primer DUDPED F   1  ไมโครลติร 

Primer DUDPED R   1  ไมโครลติร 

2X M.Mix (AccessQuick TM)  10  ไมโครลติร 

AMV Rev. Trans.(100/μl)  1  ไมโครลติร 

DNase/RNase-free water  7.5 ไมโครลติร 

ปริมาตรรวม    25  ไมโครลติร 

นําหลอด PCR ไปเข้าเคร่ืองควบคมุอณุหภมูิท่ีใช้ในขัน้ตอนปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอร์เรส 
(thermal cycler) โดยมีโปรแกรมดงันี ้ 

Reverse transcription     48° ซ. 45 นาที 

อินนิเชียวดีเนเจอร์เรชนั (Initial denaturation) 95° ซ. 2 นาที 

ดีเนเจอร์เรชนั  (Denaturation)       94° ซ. 30 วินาที 

แอนนิลลงิ (Annealing)    53° ซ. 1 นาที        ซํา้ 30 รอบ 

เอ็กซ์เทนชนั  (Extension)   72° ซ. 1 นาที 

เอ็กซ์เทนชนัครัง้สดุท้าย (Final extension) 72° ซ. 5 นาที 

เม่ือสิน้สดุปฏิกิริยานํา DNA ท่ีได้ 10 ไมโครลิตร ผสมรวมกบั 6x loading dye ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ใสล่งใน 1.5% agarose gel ใน electrophoresis chamber ท่ีแรงดนัไฟฟ้า   100  โวลต์
เป็นเวลา  45  นาที ท่ีมี TBE buffer อยู่ในระดบัท่ีท่วมผ่านเจล โดยแถวแรกของเจลใส่ DNA 
marker เพ่ือประเมินขนาดของ DNA เม่ือเสร็จการทํางานนําแผ่นเจลท่ีได้มาย้อมด้วย 1% 
ethidium bromide solution (10mg/ml) ในนํา้กลัน่ นาน 15 นาที และนําไปอ่านผลภายใต้แสง
อลัตราไวโอเลต (ultraviolet, UV)  
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3.7.2 การไตรเตรทไวรัส (Virus titration)   
เตรียมสารละลายไวรัสพีอีดีด้วยการนําตวัอย่างลําไส้เล็กลกูสกุรทดลองประมาณ 1 กรัม  

ใสล่งในโกร่ง ตดัเป็นชิน้เล็กๆ ด้วยกรรไกร เติมทรายละเอียดท่ีฆ่าเชือ้แล้วลงไปเล็กน้อย บดให้เข้า
กนั เติม PBS หรือ อาหารเลีย้งเซลล์ 5 มิลลิลิตร บดให้เข้ากนัอีกครัง้ แล้วถ่ายใสล่งในหลอดป่ัน 
นําไปป่ันท่ีความเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที แยกส่วนใสออก นําไปกรองผ่านตัวกรอง 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.45 m จากนัน้เจือจางสารละลายไวรัสพีอีดี ด้วยวิธี serial 10- fold 
dilution ใน maintenance medium ท่ีประกอบด้วย Tryptose phosphate broth ร้อยละ 0.3   
Yeast extract ร้อยละ 0.02 และ Trypsin (TM) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม ตัง้แต ่10-1- 10-5  
จํานวน 5 หลอด โดยเติมอาหารเลีย้งเซลล์จํานวน 900 ไมโครลิตร เติมสารละลายไวรัสพีอีดี ท่ี
ต้องการหาระดบัความเข้มข้นลงในหลอดจํานวน 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั จะได้ไวรัสพีอีดี ท่ี
เจือจางไป 10 เท่า (10-1) ดดูสว่นผสมในหลอดแรกจํานวน 100 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดท่ี 2 
ผสมให้เข้ากนั จะได้ไวรัสพีอีดี ท่ีเจือจางไปอีก 100 เท่า (10-2) ทําซํา้ในลกัษณะเดียวกนัจนถึง
หลอดสดุท้าย ซึง่จะได้ไวรัสพีอีดี เจือจางไป 10-5 เท่าของสารละลายไวรัสพีอีดี เร่ิมต้น นําเพลท
พลาสติก 96 หลมุท่ีมีเซลล์เพาะเลีย้ง Vero cell อาย ุ2  วนั มาดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออก และล้าง
ด้วย TM 2 ครัง้ หลงัจากนัน้เตมิตวัอยา่งสารละลายไวรัสพีอีดี ท่ียงัไมเ่จือจาง (undiluted) ลงไปใน
หลมุแรก และเติมตวัอย่างสารละลายไวรัสพีอีดี ท่ีเจือจางแล้ว (10-2- 10-5) ลงไปในหลมุท่ี 2 – 6 
ปริมาณ 50 ไมโครลติรตอ่หลมุตามลําดบั เติม TM ลงไปทกุหลมุ ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ตอ่หลมุ 
นําไปอบท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส CO2 ร้อยละ  5 ติดตามสงัเกต และบนัทึกผลการเกิดความ
ผิดปกติของเซลล์เพาะเลีย้ง (cytopathic effect; CPE) ของเซลล์เพาะเลีย้งนาน 3-5 วนั  นําผลท่ี
ได้มาคํานวณคา่ TCID50 โดยการใช้สตูรคํานวณของ Karber (cited by Gris et al., 1966) ดงันี ้ 

Log TCID50  =  L-d (S-0.5) 
L = log ของความเข้มข้นต่ําท่ีสดุ 
d = log ของระหวา่งความเข้มข้นท่ีเจือจาง 
S = จํานวนรวมของอตัราสว่นของหลมุท่ีเกิด CPE ในแตล่ะความเข้มข้น 

3.9 การวิเคราะห์ และประเมินผล  
อาการทางคลินิก การตรวจหาเชือ้ไวรัสพีอีดีจากอุจจาระด้วยวิธี RT-PCR การตรวจหา

ปริมาณไวรัสจากลําไส้เล็ก จะถกูนํามาวิเคราะห์โดยใช้สถิติเชิงบรรยาย (descriptive statistic) 
และเปรียบเทียบระดบัความรุนแรงของรอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาระหว่างกลุม่ทดลองท่ี 1 และ 2 
ด้วยวิธี  Mann Whitney U test  
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3.10 สรุปโครงสร้างการวิจัย   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่4 กรอบแนวคดิการวิจยั 

แมส่กุรอุ้มท้อง 12 สปัดาห์  

นําลกูสกุรอาย ุ2 วนัจากแมท่ัง้ 2 กลุม่ (อยา่งน้อย 6 ตวั/แม)่ 
ป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง (wild type) 

วิเคราะห์ผลท่ีได้รับ 

กลุม่ท่ี 1 
ป้อนทางปาก (n=3) 

กลุม่ท่ี 2 
ควบคมุลบ (n=1) 

บนัทกึอาการทางคลนิิก  

ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้ในประเทศไทยท่ีถกูทําให้ออ่นกําลงั
ลงโดยการเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้ง จํานวน 53 รอบ  

ตรวจหาไวรัสพีอีดีในอจุจาระ
ด้วยวิธี RT-PCR 

ศกึษาทางด้านมหพยาธิ
วิทยา และจลุพยาธิวทิยา 

ตรวจหาไวรัสพีอีดีใน
อจุจาระด้วยวธีิ RT-PCR 

บนัทกึอาการทางคลนิิก 
ตรวจหาปริมาณไวรัส 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 อาการทางคลินิก 

หลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้ในประเทศไทยท่ีถกูทําให้ออ่นกําลงัลงโดยการเลีย้งใน
เซลล์เพาะเลีย้ง จํานวน 53 รอบให้แก่แม่สกุรอุ้มท้อง พบว่าแม่สกุรอุ้มท้องไม่มีการแสดงอาการ
ท้องเสีย หรืออาเจียนท่ีบง่ถึงอาการทางคลนิิกของโรคพีอีดี หลงัจากแมส่กุรคลอดลกูได้ทําการป้อน
เชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง (wide type) ให้แก่ลกูสกุรอาย ุ2 วนัทัง้ 2 กลุม่การทดลอง โดยพบว่า
ลกูสกุรกลุ่มท่ี 1 แสดงอาการท้องเสียลกัษณะอจุจาระเป็นของเหลวสีเหลืองหลงัจากท่ีป้อนเชือ้
ไวรัสไปแล้ว 24 ชัว่โมงแรกจํานวนร้อยละ 63.63 (21/33) ร่วมกบัมีอาการอาเจียนจํานวนร้อยละ 
45.45 (15/33) ในขณะท่ีลกูสกุรกลุ่มท่ี 2 แสดงอาการท้องเสียลกัษณะอจุจาระเป็นของเหลวสี
เหลืองร่วมกบัมีอาการอาเจียนหลงัจากท่ีป้อนเชือ้ไวรัสไปแล้ว 24 ชัว่โมงแรกจํานวนร้อยละ 100  
และหลงัจากท่ีป้อนเชือ้ไวรัสไปแล้ว 2-5 วนั พบว่าลกูสกุรแสดงอาการท้องเสียร้อยละ 100 ทัง้ 2 
กลุม่การทดลอง และมีอาการแห้งนํา้ตามมา (ภาพท่ี 5 และภาพท่ี 7) นอกจากนัน้ยงัพบว่าอาการ
อาเจียนในลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 จะน้อยกว่ากลุม่ท่ี 2 หลงัจากท่ีป้อนเชือ้ไวรัสไปแล้ว 1- 4 วนั ยกเว้นวนั
สดุท้ายของการทดลองลกูสกุรทัง้ 2 กลุม่ไม่พบอาการอาเจียน (ภาพท่ี 6) อย่างไรก็ตามพบว่ามีลกู
สกุรกลุม่ท่ี 1 ถกูแม่ทบัตาย 1 ตวัท่ี 24 ชัว่โมงหลงัจากท่ีมีการป้อนเชือ้ไวรัส และถกูแม่ทบัตาย 4 
ตวั ลกูสกุรตาย 4 ตวัท่ี 48 ชัว่โมงหลงัจากท่ีมีการป้อนเชือ้ไวรัส และถกูแม่ทบัตาย 1 ตวั ลกูสกุร
ตาย 2 ตวัท่ี 72 ชัว่โมงหลงัจากท่ีมีการป้อนเชือ้ไวรัส และลกูสกุรตาย 2 ตวัท่ี 5 วนัหลงัจากท่ีมีการ
ป้อนเชือ้ไวรัส  ในสว่นลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 ถกูแม่ทบัตาย 1 ตวัท่ี 72 ชัว่โมงหลงัจากท่ีมีการป้อนเชือ้
ไวรัส และถกูแม่ทบัตาย 1 ตวั ลกูสกุรตาย 2 ตวัท่ี 96 ชัว่โมงหลงัจากท่ีมีการป้อนเชือ้ไวรัส และลกู
สกุรตาย 1 ตวัท่ี 5 วนัหลงัจากท่ีมีการป้อนเชือ้ไวรัส   
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วันท่ีหลังการป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง

กลุ่ม 1

กลุ่ม 2

 
ภาพที่5 แสดงร้อยละของอาการอาเจียนในลกูสกุรหลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง  
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วันที่หลังการป้อนเชือ้ไวรัสพอีีดีที่ ก่อโรครุนแรง

กลุ่ม 1

กลุ่ม 2

 
ภาพที่6 แสดงร้อยละของอาการท้องเสียในลกูสกุรหลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง  
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  (ก) (ข) 
 

                               (ค) 
ภาพที่ 7 แสดงอาการทางคลนิิกของลกูสกุรหลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง  

ก. แสดงอาการอาเจียนของลกูสกุรในกลุม่ท่ี 1 
ข. แสดงอาการท้องเสียมีลกัษณะเป็นของเหลวสีเหลืองร่วมกบัอาการอาเจียน

ในลกูสกุรกลุม่ท่ี 2  
ค. แสดงอาการแห้งนํา้ในสกุรกลุม่ท่ี 2   

4.2 รอยโรคทางพยาธิวิทยา 
4.2.1 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา  
หลงัจากท่ีมีการป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง (wild type) ให้แก่ลกูสกุรอาย ุ2 วนัทัง้ 2 

กลุ่มการทดลองพบว่า ลกูสกุรมีรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาท่ีบ่งถึงรอยโรคของโรคพีอีดี (ภาพท่ี 8 
และภาพท่ี 9) โดยศกึษารอยโรคตามเวลาชนัสตูรซากลกูสกุรดงันี ้12 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ลกู
สกุรกลุม่ท่ี 1 มีสกุรแสดงรอยโรคจํานวน 1 ตวัจาก 3 ตวั พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางสว่น 
(segmental thin wall of intestine) และตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาด 
(mesenteric lymph node enlargment) น้อยกว่า 1.5 เท่า ในขณะท่ีลกูสกุรกลุม่ท่ี 2  พบลกัษณะ
ผนงัลําไส้บางตลอดลําไส้ (diffuse thin wall of intestine)  และตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวน
ลําไส้มีการขยายขนาดน้อยกวา่ 1.5 เท่า และมีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่  
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24 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 มีสกุรแสดงรอยโรคทัง้ 3 ตวัท่ีทําการชนัสตูร 
พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางส่วน แตกต่างกบัลกูสกุรกลุ่มท่ี 2  พบลกัษณะผนงัลําไส้บาง
ตลอดลําไส้ ในขณะท่ีทัง้ 2 กลุม่การทดลอง พบลกัษณะตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการ
ขยายขนาดน้อยกวา่ 1.5 เท่า และมีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ 

48 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ลกูสกุรทัง้ 2 กลุม่การทดลอง พบลกัษณะผนงัลําไส้บางตลอด
ลําไส้ และมีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เล็ก และลําไส้ใหญ่ ในขณะท่ีลกูสกุรกลุ่มท่ี 2 พบลกัษณะ
ตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาดมากกวา่ลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 

72 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ลกูสกุรทัง้ 2 กลุม่การทดลอง พบลกัษณะผนงัลําไส้บางตลอด
ลําไส้ และตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาดมากกว่า 1.5 เท่า และมีของเหลว
สีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ 

120 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ลกูสกุรกลุ่มท่ี 1 พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางส่วน
จํานวน 4 ตวัจาก 7 ตวั และผนงัลําไส้บางตลอดลําไส้จํานวน 3 ตวัจาก 7 ตวั ในขณะท่ีลกูสกุรกลุม่
ท่ี 2 พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางสว่นจํานวน 2 ตวัจากการชนัสตูรทัง้ 2 ตวั นอกจากนีย้งั
พบว่าลกูสกุรทัง้ 2 กลุ่มการทดลอง มีลกัษณะต่อมนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยาย
ขนาดมากกวา่ 1.5 เท่า และมีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ 
ตารางที่ 5 รอยโรคท่ีพบทางมหพยาธิวิทยาในแตล่ะกลุม่การทดลอง 

รอยโรค 

เวลาที่ผ่าชันสูตรซากลูกสุกรหลังจากป้อนเชือ้ (ช่ัวโมง) 

12 24 48 72 120** 
กลุ่ม 

1 
กลุ่ม 

2 
กลุ่ม 

1 
กลุ่ม 

2 
กลุ่ม 

1 
กลุ่ม 

2 
กลุ่ม 

1 
กลุ่ม 

2 
กลุ่ม 

1 
กลุ่ม 

2 

(n=3) (n=1) (n=3) (n=1) (n=5)* (n=1) (n=3) (n=1) (n=7) (n=2) 

Segmental thin wall of intestine  1 0 3 0 0 0 0 0 4 2 

Diffuse thin wall of intestine 0 1 0 1 5 1 3 1 3 0 
Mesenteric lymphnode enlargment < 
1.5 times 1 1 3 1 2 0 0 0 0 0 
Mesenteric lymphnode enlargment > 
1.5 times 0 0 0 0 3 1 3 1 7 2 

Small intestine contents were watery 0 1 3 1 5 1 3 1 7 2 

Large intestine contents were watery 0 1 3 1 5 1 3 1 7 2 

* เน่ืองจากลกูสกุรใกล้ตาย และถกูทบัทําให้ต้องผา่ชนัสตูรซากมากกวา่ท่ีกําหนด 
**  ชัว่โมงท่ีผา่ชนัสตูรซากทัง้หมด ( 5 วนัหลงัป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง) 
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     (ก)   (ข) 

     (ค)   (ง) 

                                (จ) 
 ภาพที่ 8 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยากลุม่ทดลองท่ี 1 

ก. รอยโรคท่ี 12  ชัว่โมงหลงัป้อนเชือ้พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางสว่น 

ข. รอยโรคท่ี 24 ชัว่โมงหลงัป้อนเชือ้พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางส่วน ต่อม
นํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาด และมีของเหลวสีเหลืองใน
ลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ 

ค. และ ง. รอยโรคท่ี 48 และ 72 ชัว่โมงหลงัป้อนเชือ้ตามลําดบั พบลกัษณะผนงั
ลําไส้บางตลอดลําไส้ ตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาดมาก
ขึน้ และมีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ 
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ง. รอยโรคท่ี 120 ชัว่โมงหลงัป้อนเชือ้พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางส่วน ตอ่ม
นํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาดมากขึน้กวา่เดมิ และมีของเหลว
สีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ 

     (ก)   (ข) 

     (ค)   (ง) 

                          (จ) 
        ภาพที่ 9 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยากลุม่ทดลองท่ี 2 

ก., ข., ค., และ ง. รอยโรคท่ี 12, 24, 48 และ 72 หลงัป้อนเชือ้ตามลําดบั พบลกัษณะ
ผนงัลําไส้บางตลอดลําไส้ ตอ่มนํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาด และ
มีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่  

จ. รอยโรคท่ี 120 ชัว่โมงหลงัป้อนเชือ้พบลกัษณะผนงัลําไส้บางเพียงบางส่วน ต่อม
นํา้เหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไส้มีการขยายขนาดมากขึน้กว่าเดิม และมีของเหลวสี
เหลืองในลําไส้เลก็ และลําไส้ใหญ่ 
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4.2.2 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 

รอยโรคทางจลุพยาธิวทิยาในลกูสกุรทัง้ 2 กลุม่การทดลองพบลกัษณะการเส่ือมและการลอก
หลดุของเซลล์เย่ือบลํุาไส้ (epithelial cells) ร่วมกบัมีเซลล์อกัเสบชนิดนิวเคลียสเด่ียว (mononuclear 
cell) เข้ามาแทรกในชัน้ใต้เย่ือบ ุ(lamina propria) มีการคัง่เลือด พบการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์
เย่ือบลํุาไส้จากเซลล์ทรงสงู (columnar) ไปเป็นลกัษณะเซลล์แบนลง (squamous) พบการหดสัน้ของ
วิลไล  และวิลไลมีการรวมตวักนั (ภาพท่ี 10 และภาพท่ี 11)  หลงัจากการป้อนเชือ้ท่ี 12 ชัว่โมง พบ
คะแนนรอยโรคท่ีเจจนูมั และไอเลียมในกลุม่ท่ี 2 มากกวา่กลุม่ท่ี 1 และพบวา่ลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 มี
คะแนนรอยโรคสงูสดุท่ี 48 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ในขณะท่ีลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 มีคะแนนรอยโรคสงูสดุท่ี 
12 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ (ตารางที 6) ซึง่คะแนนรอยโรคเฉล่ียในกลุม่ลกูสกุรทดลองทัง้ 2 กลุม่      
ไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ

(ก) (ข)

(ค) (ง)

ภาพที่10 รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาของลําไส้เลก็สว่นเจจนูมัในลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 หลงัการป้อนเชือ้  

48 ชัว่โมง 

ก. ลกัษณะการเส่ือมและการลอกหลดุของเซลล์เย่ือบลํุาไส้ (ลกูศร) (กําลงัขยาย 200X), 
แถบ = 50 μm 

ข. การเปลี่ยนแปลงรูปร่างเซลล์จากเซลล์ทรงสงู (columnar) ไปเป็นลกัษณะเซลล์แบน
ลง (squamous) (ลกูศร) (กําลงัขยาย 400X), แถบ = 25 μm    
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ค. เซลล์อกัเสบชนิดนิวเคลียสเด่ียว (mononuclear cells)  เข้ามาแทรกในชัน้ใต้เย่ือบ ุ
(lamina propria) (ลกูศร)(กําลงัขยาย 400X), แถบ = 25 μm 

ง. การอกัเสบแบบหดสัน้ลงของวิลไลของลําไส้เล็ก (atrophic enteritis)  และวิลไลมีการ
รวมตวักนั (ลกูศร) (กําลงัขยาย 100X), แถบ = 25 μm 

(ก) (ข)

(ค) (ง)

 
ภาพท1ี1 รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาของลําไส้เลก็สว่นเจจนูมัในลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 หลงัการป้อนเชือ้ 

12 ชัว่โมง 
ก. ลกัษณะการเส่ือมและการลอกหลดุของเซลล์เย่ือบลํุาไส้ (ลกูศร) (กําลงัขยาย 200X), 

แถบ = 50 μm 
ข. การเปลี่ยแปลงรูปร่างเซลล์จากเซลล์ทรงสงู (columnar) ไปเป็นลกัษณะเซลล์แบนลง 

(squamous) (ลกูศร) (กําลงัขยาย 400X), แถบ = 25 μm    
ค. เซลล์อกัเสบชนิดนิวเคลียสเด่ียว (mononuclear cells)  เข้ามาแทรกในชัน้ใต้เย่ือบ ุ

(lamina propria) (ลกูศร)(กําลงัขยาย 400X), แถบ = 25 μm 
ง. การอกัเสบแบบหดสัน้ลงของวิลไลของลําไส้เล็ก (atrophic enteritis)  และวิลไลมีการ

รวมตวักนั (ลกูศร)  (กําลงัขยาย 100X), แถบ = 25 μm 
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ตารางที่ 6 แสดงคะแนนรอยโรคเฉลี่ยในกลุม่ลกูสกุรทดลองหลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรค 
รุนแรง 

กลุ่มทดลอง ช่ัวโมงหลังป้อนเชือ้ 
คะแนนรอยโรค 

เจจูนัม ไอเลียม 

กลุม่ 1 12 2 2 

 24 2.75 2.75 

 48 3 3 
 72 3 3 

 120 2.8 2.8 

กลุม่ 2 12 3 3 

 24 3 3 

 48 3 3 

 72 3 3 

 120 3 2 

 
4.3 การขับเชือ้ไวรัสพีอีดผ่ีานทางอุจจาระ 

จากการตรวจหาสารพนัธุกรรม บางสว่นของ S ยีนของเชือ้ไวรัสพีอีดี จากตวัอยา่งอจุจาระ 
ด้วยวิธี RT-PCR พบว่า แม่สกุรอุ้มท้องทัง้ 2 กลุ่มการทดลองท่ีถกูป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้ใน
ประเทศไทยท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลงในครัง้ท่ี 1 และครัง้ท่ี 2 ให้ผลลบ (ตารางท่ี 7) ในขณะท่ีกลุม่
ลกูสกุรทดลองทัง้ 2 กลุม่ให้ผลบวกตอ่ไวรัสพีอีดีจากตวัอย่างอจุจาระลกูสกุรท่ี 1, 2, 3, 4 และ 5 
วนัหลงัป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง (ตารางท่ี 8) 
ตารางที่ 7 แสดงผลการตรวจหาไวรัสพีอีดีในอจุจาระแมส่กุรทดลองท่ีให้ผลบวกด้วยวิธี RT-PCR 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

กลุ่มทดลอง 
วันที่หลังการป้อนเชือ้ครัง้ที่ 1  วันที่หลังการป้อนเชือ้ครัง้ที่ 2  

1 3 5 1 3 5 

กลุม่ 1 (n=3) 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

กลุม่ 2 (n=1) 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 
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ตารางที่ 8 แสดงผลการตรวจหาไวรัสพีอีดีในอจุจาระลกูสกุรทดลองท่ีให้ผลบวกด้วยวิธี RT-PCR 

กลุ่มทดลอง 
วันที่หลังการป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีที่ก่อโรครุนแรง 

1 2 3 4 5 

กลุม่ 1 (n=33) 33/33 26/26 14/14 8/8 7/7 

กลุม่ 2 (n=11) 11/11 9/9 7/7 3/3 2/2 

 
4.4 ปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดใีนลาํไส้เล็ก 

หลงัการป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรงในสกุรทดลองอาย ุ2 วนั พบว่าสามารถเพาะ
แยกเชือ้ไวรัสพีอีดีได้ตัง้แต ่12 ชัว่โมงแรกหลงัการป้อนเชือ้ โดยพบว่า ลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 มีปริมาณ
เชือ้ไวรัสพีอีดีน้อยกว่าลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 ทกุช่วงเวลาหลงัการป้อนเชือ้ นอกจากนัน้ยงัพบว่า ลกูสกุร
ทัง้ 2 กลุม่การทดลองมีปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีมากท่ีสดุในช่วงเวลาท่ี 48 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ 
(ภาพท่ี 12)  

           

0

1

2

3

4

5

Ti
ter

(lo
g 

10
)

12 24 48 72 120

ช่ัวโมงหลังการป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง

กลุ่ม1

กลุ่ม 2

 
ภาพที่ 12 แสดงปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีในลําไส้เลก็ลกูสกุรหลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีผ่านการทําให้อ่อนกําลงัลง (สายพนัธุ์ ท่ี
แยกได้ในประเทศไทย) ด้วยวิธีการป้อนปากในแม่สกุรอุ้มท้อง พบว่า ลกูสกุรทัง้ 2 กลุม่การทดลอง
แสดงอาการทางคลินิกของโรคพีอีดี เช่น ท้องเสีย อาเจียน และแห้งนํา้ตามมา โดยพบว่าลกูสกุร
กลุม่ท่ี 2 แสดงอาการทางคลนิิกของโรคพีอีดีเร็วกว่าลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 ซึง่สามารถพบอาการท้องเสีย 
และอาเจียนได้ตัง้แต ่12 ชัว่โมงแรกหลงัการป้อนเชือ้ ในขณะท่ี ลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 พบอาการท้องเสีย 
และอาเจียนท่ี 24 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ซึง่สอดคล้องกบัรอยโรคทางมหพยาธิวิทยา และรอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยา ซึ่งอาจเน่ืองมาจากลกูสกุรกลุ่มท่ี 1ได้รับภูมิคุ้มกันต่อไวรัสพีอีดีผ่านทางนม
นํา้เหลือง (Colostrum) จากแม่สกุรมาเพียงบางสว่น โดยเฉพาะ แอนติบอดีชนิด Secretory IgA 
(sIgA) ท่ีจะช่วยจบักบัไวรัสพีอีดีไมใ่ห้เข้าเซลล์เย่ือบลํุาไส้ได้ แตด้่วยปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรค
รุนแรงท่ีป้อนให้กบัลกูสกุรปริมาณ 105 TCID50/ml จํานวน 2 มิลลิลิตรอาจมากเกินไป เน่ืองจาก
การศกึษาของ Traiyarach และคณะ (2010) พบว่าลกูสกุรท่ีถกูป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีถกูทําให้อ่อน
กําลงัลงจะมีการขบัไวรัสพีอีดีผ่านทางอจุจาระปริมาณ 103.5 TCID50/ml จึงทําให้การติดเชือ้ทาง
ธรรมชาตจิะไมส่งูเท่ากบัปริมาณไวรัสพีอีดีท่ีป้อนเชือ้พิษทบั ดงันัน้ปริมาณไวรัสพีอีดีท่ีป้อนเชือ้พิษ
ทบัอาจมากเกินไป ทําให้ sIgA ไม่สามารถท่ีจะยบัยัง้การเข้าไปเพิ่มจํานวนของไวรัสในเซลล์เย่ือบุ
ลําไส้ได้หมด จึงทําให้ไวรัสพีอีดีสามารถเพิ่มจํานวนในเซลล์เย่ือบลํุาไส้ได้แต่ต้องใช้เวลานานมาก
ขึน้ จงึมีผลทําให้เซลล์เย่ือบลํุาไส้ถกูทําลาย เป็นผลทําให้ลกูสกุรแสดงอาการทางคลินิก และมีรอย
โรคทางพยาธิวิทยาของโรคพีอีดีช้ากว่าลกูสกุรกลุ่มท่ี 2 ท่ีไม่ได้รับภมูิคุ้มกนัต่อไวรัสพีอีดีผ่านทาง
นมนํา้เหลืองจากแม่เลย เน่ืองจากการให้วคัซีนผ่านทางเย่ือเมือกสามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัท่ี
ผิวเย่ือเมือก (Mucosal immunity) ได้ดี โดยมี sIgA ท่ีเป็นแอนติบอดีหลกั ซึง่สามารถพบใน 
นํา้ลาย นํา้นม โดยเฉพาะในนมนํา้เหลืองจะมีปริมาณ sIgA   มากท่ีสดุ ดงันัน้แม่สกุรท่ีคลอดลกู
ใหม่ๆ  สามารถถ่ายทอดภมูิคุ้มกนัท่ีถกูกระตุ้นผา่นทางผิวเย่ือเมือกให้แก่ลกูสกุรได้ โดย sIgA จะไป
เคลือบอยู่บนผิวเย่ือบลํุาไส้ คอยดกัจบัสิ่งแปลกปลอมท่ีจะเข้ามาทําลาย และเพิ่มจํานวนในเย่ือบุ
ลําไส้ (Tizard, 2009) หลงัจากท่ีลกูสกุรถกูป้อนเชือ้พิษทบัจะแสดงอาการซมึ ท้องเสีย นอนสมุกนั 
ทําให้ความกระตือรือร้นในการดูดนมจากแม่สุกรลดลงมีผลทําให้ลูกสุกรได้รับภูมิคุ้มกันลดลง 
โดยเฉพาะ sIgA ลกูสกุรจึงแสดงอาการท้องเสียมากขึน้หลงัป้อนเชือ้พิษทบั และมีการรายงานว่า 
การทําวัคซีนท่ีเลือกใช้ปริมาณเชือ้ไวรัสในวัคซีนน้อยเกินไปจะทําให้เกิดการตอบสนองทาง
ภมูิคุ้มกนัท่ีจํากดัทัง้สว่น CTL และภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ ซึง่ทําให้สตัว์สามารถต่อสู้กบัเชือ้โรคได้
อย่างจํากดัเช่นกนั  การตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัของเย่ือเมือกภายหลงัการทําวคัซีนอย่างสมบรูณ์
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ได้นัน้ขึน้อยูก่บัปัจจยัหลายชนิด ทัง้ชนิดของภมูิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ วิธีการนําสง่และเซลล์เป้าหมาย
ของสารนํา้ สารสื่อภายในวคัซีน และความถ่ีท่ีเหมาะสมในการทําวคัซีน โดยทัว่ไปพบว่าการทํา
วคัซีนทางเย่ือเมือกท่ีสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกนัชนิดสารนํา้ทัง้ IgG และ IgA, CTL ท่ีมีความ
กระตือรือร้นสงู ตลอดจน T ลิมโฟไซด์ ชนิด CD4+ ด้วยนัน้ จะสามารถป้องกนัการติดเชือ้ท่ีเย่ือ
เมือกได้อย่างสมบูรณ์ (Igor and Jeffrey, 2009) ซึ่งมีการศึกษาการเหน่ียวนําการกระตุ้น
ภมูิคุ้มกนัปกป้องตอ่โรคพีอีดีในลกูสกุรอาย ุ11 วนัท่ีถกูป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีทางปาก สายพนัธุ์ CV-
777 ท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลงโดยผ่านการเพาะเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้งชนิด Vero cells จํานวน
หลายๆ รอบ หลงัจากนัน้ 21 วนัทําการป้อนเชือ้พิษทบั พบว่าสามารถป้องกนัการเกิดโรคพีอีดีใน
ลกูสกุรได้บางสว่น ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัปริมาณความเข้มข้นของไวรัสพีอีดีท่ีป้อนในการกระตุ้นภมูิคุ้มกนั 
ซึ่งการทําให้ไวรัสอ่อนกําลังลงหลายๆ รอบสามารถพัฒนาให้เป็นวัคซีนชนิดเชือ้เป็นในการ
เหน่ียวนําภมูิคุ้มกนัเฉพาะจดุ (Local immunity) รวมทัง้ยงัสามารถเหน่ียวนําแอนติบอดีท่ีจําเพาะ 
(Specific antibody) ในการตอบสนองภูมิคุ้มกันในเนือ้เย่ือนํา้เหลืองทางเดินอาหาร (Gut 
associated lymphoid tissue; GALT) ท่ีช่วยในการป้องกนัโรค หรือลดอาการทางคลนิิกในลกูสกุร
ให้น้อยท่ีสดุ ซึ่งปริมาณขนาดความเข้มข้นของไวรัสจะสมัพนัธ์กบัการป้องกันโรคพีอีดีในลกูสกุร 
(de Arriba et al., 2002)  นอกจากนีย้งัสามารถตรวจพบปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีในลําไส้เล็ก  และ
สารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสพีอีดีในอจุจาระลกูสกุรทัง้ 2 กลุ่มการทดลองซึง่สอดคล้องกบัอาการ
ทางคลนิิกของโรคพีอีดีทีพบในลกูสกุร  
 ผลจากการทดลอง พบว่าแม่สุกรอุ้มท้องไม่มีการแสดงอาการท้องเสีย หรืออาเจียน 
หลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้ในประเทศไทยท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลงจํานวน 53 รอบ ท่ี 4 
และ 2 สปัดาห์ก่อนคลอด รวมทัง้แม่สกุรท่ีป้อนด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ (Mock inoculation) ท่ีไม่มี
ไวรัสพีอีดี แสดงให้เห็นว่าเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีถูกทําให้อ่อนกําลงัลงไม่สามารถเหน่ียวนําให้แม่สุกร
ท้องเสีย บ่งบอกว่าการเลีย้งไวรัสพีอีดีในเซลล์เพาะเลีย้งหลายๆ รอบสามารถทําให้ไวรัสลดความ
รุนแรงลงได้ ในขณะท่ีแม่สุกรท่ีไม่เคยได้รับเชือ้ไวรัสพีอีดี เม่ือได้รับไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรงจะ
แสดงอาการท้องเสีย ถ่ายเหลวเป็นนํา้ให้เห็นได้ (Pensaert and Yeo, 2006) ในสว่นของลกูสกุร 
พบว่าลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 แสดงอาการท้องเสียลกัษณะอจุจาระเป็นของเหลวสีเหลืองหลงัจากท่ีป้อน
เชือ้ไวรัสไปแล้ว 24 ชัว่โมงแรกจํานวนร้อยละ 63.63 ร่วมกบัมีอาการอาเจียนจํานวนร้อยละ 45.45 
ในขณะท่ีลกูสกุรกลุ่มท่ี 2 แสดงอาการท้องเสียลกัษณะอจุจาระเป็นของเหลวสีเหลืองร่วมกบัมี
อาการอาเจียนหลงัจากท่ีป้อนเชือ้ไวรัสไปแล้ว 24 ชัว่โมงแรกจํานวนร้อยละ 100 ซึง่ชีใ้ห้เห็นว่าลกู
สกุรกลุม่ท่ี 1 น่าจะมีการถ่ายทอดภมูิคุ้มกนัโดยผ่านนมนํา้เหลืองจากแม่สกุรมาบางสว่นทําให้การ
เกิดโรคและความรุนแรงช้ากว่าลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 ซึง่ก่อนหน้านีไ้ด้มีการศกึษาให้ไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ 
KPEDV-9 ท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลงโดยผ่านการเพาะเลีย้งในเซลล์เพาะเลีย้งชนิด Vero cells  
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จํานวน 93 รอบ ในแม่สกุรอุ้มท้อง 12 สปัดาห์ ด้วยวิธีการฉีดผ่านทางกล้ามเนือ้ จํานวน 2 ครัง้ 
ห่างกนั 2 สปัดาห์ หลงัจากนัน้เม่ือลกูเกิดได้อาย ุ2 วนั ทําการป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีก่อโรครุนแรง 
พบวา่ลกูสกุรท่ีมาจากแม่ท่ีทําวคัซีนมีอตัราการรอดชีวิตร้อยละ 20-100 ขณะท่ีลกูสกุรท่ีมาจากแม่
ไมถ่กูทําวคัซีนมีอตัราการรอดชีวิตร้อยละ 0-40 แสดงให้เห็นว่าไวรัสพีอีดีสายพนัธุ์ KPEDV-9 ท่ีถกู
ทําให้อ่อนกําลงัลงสามารถเหน่ียวนําให้แม่สกุรสร้างภมูิคุ้มกนัต่อไวรัสพีอีดีถ่ายทอดผ่านทางนม
นํา้เหลืองสู่ลกูสกุรได้ ทําให้ช่วยลดอตัราการตายของลกูสกุรในแม่ท่ีถกูทําวคัซีน สามารถป้องกนั
การเกิดโรคในลกูสกุรได้บางสว่น (Kweon et al., 1999) หลงัจากนัน้ก็ได้มีความพยายามพฒันา
วคัซีนพีอีดีชนิดเชือ้เป็นในประเทศเกาหลีใต้โดยใช้ไวรัสสายพนัธุ์ DR13 ของ Song และคณะ 
(2007) โดยทําการศึกษาประสิทธิภาพไวรัสพีอีดีท่ีถกูทําให้อ่อนกําลงัลงโดยการเพาะเลีย้งผ่าน
เซลล์เพาะเลีย้งชนิด Vero cell จํานวน 100 รอบให้แก่แม่สกุรอุ้มท้องระยะท้ายด้วยวิธีการป้อน
ปาก พบว่าสามารถกระตุ้นให้แม่สกุรสร้างภูมิคุ้มกันต่อไวรัสพีอีดี และภูมิคุ้มกันท่ีสร้างสามารถ
ถ่ายทอดให้ลกูผ่านทางนมนํา้เหลือง และสามารถป้องกนัโรคพีอีดีในลกูสกุรได้บางส่วนเม่ือมีการ
ฉีดเชือ้พิษทับ โดยพบว่าสามารถลดอัตราการตายของลูกสุกรในกลุ่มท่ีให้วัคซีนร้อยละ 87  
ในขณะท่ีลกูสกุรกลุม่ท่ีไมไ่ด้รับวคัซีน พบอตัราการตายร้อยละ 100    
 ผลจากการศกึษาทางด้านมหพยาธิวิทยา พบว่าลกูสกุรกลุ่มท่ี 2  พบลกัษณะผนงัลําไส้
บางตลอดลําไส้ มีของเหลวสีเหลืองในลําไส้เล็ก และลําไส้ใหญ่ ตัง้แต1่2 ชัว่โมงแรกหลงัการป้อน
เชือ้ ในขณะท่ี ลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 พบท่ี 48 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ชีใ้ห้เห็นว่า ลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 ไม่ได้
รับการถ่ายทอดภูมิคุ้มกันผ่านนมนํา้เหลืองมาจากแม่สุกรเลย ทําให้การก่อโรคในลําไส้ลูกสุกร
เกิดขึน้อยา่งรวดเร็ว ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Kim และ Chae (2003) โดยการป้อนเชือ้ไวรัส
พีอีดีให้กบัลกูสกุรอาย ุ1 วนัโดยไม่ได้รับนมนํา้เหลืองจากแม่สกุรเลย พบว่าลกูสกุรแสดงอาการ
ท้องเสียตัง้แต ่12 ชัว่โมงแรกหลงัการป้อนเชือ้และพบมากในช่วง 36 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ สว่น
รอยโรคในลําไส้จะเกิดความรุนแรงในลําไส้ส่วนเจจนูมั และไอเลียม โดยจะพบผนงัลําไส้บางเห็น
ของเหลวในลําไส้ชดัเจน  

ผลจากการศกึษาทางด้านจลุพยาธิวิทยา พบว่าหลงัจากการป้อนเชือ้ท่ี 12 ชัว่โมง พบ
คะแนนรอยโรคท่ีเจจนูมั และไอเลียมในกลุ่มท่ี 2 มากกว่ากลุ่มท่ี 1 และพบว่าลกูสกุรกลุ่มท่ี 1 มี
คะแนนรอยโรคสงูสดุท่ี 48 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ซึง่คะแนนรอยโรคเฉล่ียทัง้ 2 กลุม่การทดลอง
ไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิเน่ืองจากเชือ้ไวรัสพีอีดี จะทําให้เกิดความเสียหาย
กบัเซลล์เย่ือบวุิลไลของลําไส้เล็กของสกุรโดยเฉพาะสว่น เจจนูมั และไอเลียม (Coussement et 
al., 1982; Ducatelle et al., 1982) โดยเร่ิมมีการหดสัน้ของวิลไลตัง้แต ่24 ชัว่โมงหลงัการติดเชือ้ 
(Kim and Chae, 2003) ชีใ้ห้เห็นว่าลกูสกุรไม่มี sIgA จากนมนํา้เหลืองของแม่สกุรในการป้องกนั
การเข้ามา และทําลายเซลล์เย่ือบลํุาไส้ของไวรัสพีอีดี ทําให้เกิดการอกัเสบ ซึง่เกิดขึน้อย่างรวดเร็ว
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หลงัจากการตดิเชือ้ได้ 12 ชัว่โมง ในสว่นของลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 ท่ีเกิดรอยโรคช้ากว่าอาจเน่ืองมาจาก 
ลกูสกุรกลุม่นีอ้าจได้รับ sIgA จากนมนํา้เหลืองของแม่สกุรมาบางสว่น ในการป้องกนัการยดึเกาะ
ของไวรัสท่ีพืน้ผิวของเซลล์เย่ือบ ุทําให้ไม่สามารถผ่านเข้าไปในเซลล์เย่ือบลํุาไส้ได้ (Tizard, 2009) 
ความเสียหายของเย่ือบเุซลล์ และเย่ือบวุิลไลจงึเกิดขึน้ช้ากวา่     
 ผลจากการตรวจหาสารพนัธุกรรมเชือ้ไวรัสพีอีดี จากตวัอย่างอุจจาระ ด้วยวิธี RT-PCR 
พบวา่ แมส่กุรอุ้มท้องทัง้ 2 กลุม่การทดลองท่ีถกูป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีแยกได้ในประเทศไทยท่ีถกูทํา
ให้ออ่นกําลงัลงในครัง้ท่ี 1 และครัง้ท่ี 2 ให้ผลลบ ในขณะท่ีกลุม่ลกูสกุรทดลองทัง้ 2 กลุม่ให้ผลบวก
ทัง้หมดต่อไวรัสพีอีดีจากตวัอย่างอจุจาระลกูสกุร ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Song และคณะ 
(2005) พบว่า ถึงแม้ว่าการเพาะเลีย้งไวรัสพีอีดีในเซลล์เพาะเลีย้งหลายๆ รอบจะทําให้เชือ้มีความ
รุนแรงลดลง แต่ก็ยงัตรวจพบเชือ้ไวรัสพีอีดีจากอจุจาระลกูสกุร โดยใช้วิธีการตรวจด้วย RT-PCR 
และ Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ก็ยงัสามารถตรวจพบไวรัสพีอีดีใน
สกุรอาย ุ3 วนั หลงัจากป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีไปแล้ว 6 วนั และในสกุรอาย ุ2 สปัดาห์ หลงัจากป้อน
เชือ้ไวรัสพีอีดีไปแล้ว 9 วนั นอกจากนีย้งัมีการศกึษาการขบัไวรัสพีอีดีทางอจุจาระในลกูสกุรอาย ุ3 
วนัเม่ือถูกป้อนเชือ้พิษทบัท่ีเกิดจากแม่ท่ีทําวคัซีนพีอีดี พบว่าลกูสกุรท่ีเกิดจากแม่ท่ีทําวคัซีนด้วย
วิธีการป้อนปากยงัสามารถขบัเชือ้ไวรัสพีอีดีผา่นทางอจุจาระได้นาน 3-4.3 วนั หลงัป้อนเชือ้พิษทบั 
ขณะท่ีลกูสกุรท่ีเกิดจากแมท่ี่ทําวคัซีนด้วยวิธีการฉีดเข้ากล้ามเนือ้ ยงัสามารถขบัเชือ้ไวรัสพีอีดีผ่าน
ทางอจุจาระได้นาน 4-5.3 วนัหลงัป้อนเชือ้พิษทบั ซึง่พบว่าทัง้ 2 กลุม่มีการขบัเชือ้ไวรัสพีอีดีผ่าน
ทางอจุจาระไมแ่ตกตา่งกนัทางทางสถิตอิยา่งมีนยัสําคญั (Song et al., 2007)   

ผลจากการตรวจหาปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีในลําไส้เล็ก พบว่าสามารถเพาะแยกเชือ้ไวรัสพี
อีดีได้ตัง้แต ่12 ชัว่โมงแรกหลงัการป้อนเชือ้ โดยพบวา่ลกูสกุรกลุม่ท่ี 1 มีปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีน้อย
กวา่ลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 ทกุช่วงเวลาหลงัการป้อนเชือ้ แสดงให้เห็นว่าลกูสกุรกลุม่ท่ี 2 มาจากแม่สกุรท่ี
ไม่ได้ป้อนเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีถูกทําให้อ่อนกําลังลงทําให้ไม่มีภูมิคุ้มกันถ่ายทอดผ่านนมนํา้เหลือง
สง่ผ่านมาให้ลกูสกุรเลย ไวรัสจึงสามารถติดเชือ้ และเพิ่มจํานวนได้รวดเร็วในเซลล์เย่ือบลํุาไส้เล็ก 
ในขณะท่ีลกูสกุรกลุ่มท่ี 1 อาจได้รับภูมิคุ้มกนัผ่านนมนํา้เหลืองจากแม่มาบางส่วนจึงทําให้พบ
ปริมาณไวรัสไม่มากเท่าลกูสกุรกลุ่มท่ี 2 นอกจากนัน้ยงัพบว่าลกูสกุรทัง้ 2 กลุ่มการทดลองมี
ปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีมากท่ีสดุในช่วงเวลาท่ี 48 ชัว่โมงหลงัการป้อนเชือ้ ชีใ้ห้เห็นว่าช่วงเวลา
ดงักล่าวสกุรจะขบัเชือ้ไวรัสออกมากับอุจจาระได้มาก ดงันัน้ ช่วงเวลานีจ้ึงเหมาะสมในการเก็บ
ตวัอยา่งอจุจาระเพ่ือตรวจวินิจฉยัสาเหตขุองอาการท้องเสียในสกุรได้  
 ผลการศกึษาประสทิธิภาพของเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีผา่นการทําให้ออ่นกําลงัลง (สายพนัธุ์ท่ีแยก
ได้ในประเทศไทย) ในการผ่านเซลล์เพาะเลีย้ง 53 รอบ ในการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัในแม่สกุรอุ้มท้อง
เพ่ือถ่ายทอดภูมิคุ้มกนัผ่านนมนํา้เหลืองไปยงัลกูสกุร ยงัไม่มีประสิทธิภาพเป็นท่ีน่าพอใจในการ
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ป้องโรคพีอีดีในลกูสกุร แต่แสดงให้เห็นถึงการปกป้องลกูสกุรจากโรคพีอีดีได้บางส่วน ดงันัน้ ใน
อนาคตควรจะต้องมีการทดลองเพิ่มเติมเก่ียวกบัการให้ปริมาณความเข้มข้นเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีอ่อน
กําลงัลงในแมส่กุรอุ้มท้องหลายๆ ขนาด เพ่ือให้รู้ขนาดท่ีเหมาะสมในการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัตอ่โรคพี
อีดี เพ่ือถ่ายทอดภมูิคุ้มกนัผ่านนมนํา้เหลืองไปยงัลกูสกุร รวมทัง้ปริมาณเชือ้ไวรัสพีอีดีท่ีป้อนพิษ
ทบัให้กบัลกูสกุรควรมีหลายๆ ขนาด ซึง่อาจจะให้ผลในการแสดงอาการทางคลนิิก และการป้องกนั
โรคท่ีแตกต่างกนั รวมทัง้ระหว่างการทดลองต้องมีการจดัการกระตุ้นการดดูนมของลกูสกุรเพ่ือให้
ลูกสุกรได้รับนํา้นมจากแม่สุกรเพียงพอต่อการป้องกันโรค ซึ่งการศึกษาเหล่านีส้ามารถท่ีจะ
ประยกุต์ไปพฒันาให้เป็นวคัซีนพีอีดีชนิดเชือ้เป็น สายพนัธุ์ประเทศไทยท่ีสามารถป้องกนัการเกิด
โรคพีอีดีจากไวรัสสายพนัธุ์ดงักลา่วหรือใกล้เคียงได้ในลกูสกุรในอนาคต 
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การเตรียมสารละลาย 
1. อาหารเลีย้งเซลล์ Minimum Essential Media (MEM) 
 1.1  Eagle’ s MEM Powder  9.5 กรัม  
 1.2  นํา้กลัน่ท่ีผา่นการฆา่เชือ้ ( autoclave) 1 ลติร 
 1.3 เตมิยาปฎิชีวนะ  (Penicillin-Streptomycin)  1 มิลลลิติร 
 1.3 เตมิโซเดียมไบคาร์บอเนต ( NaHCO3) 1 กรัม  
 1.4 นําไปกวนสารละลายให้ผสมกนันาน  15-30 นาที บน magnetic stirrer 
 1.5 นําไปปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่ง ( pH ) ให้ได้คา่ pH ประมาณ 7.2  
 1.6 นําไปกรองด้วยชดุกรองอาหารเลีย้งเซลล์ กระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน 
 1.7 เทอาหารเลีย้งเซลล์ลงในขวดท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว เก็บในตู้ เย็น 4 องศาเซลเซียส 
2.  สารละลาย phosphate buffer saline ( PBS ) 
 2.1 ละลายสว่นผสมตามอตัราสว่นดงัตอ่ไปนี ้ในนํา้กลัน่ 1 ลติร 
  -  โซเดียมคลอไรด์ (Sodiumchloride; NaCl)                             8      กรัม 
  -  โพแทสเซียมคลอไรด์  (Potassiumchloride; KCl)               0.2    กรัม 
  -  โพแทสเซียมไฮโปฟอสเฟต (Potassiumhypophosphate; KH2PO4)        0.2   กรัม 
  -  โซเดียมไฮโปฟอสเฟต (Sodiumhypophosphate; NaHPO4 )          1.15    กรัม 
  2.2 นําไปอบฆา่เชือ้ (autoclave)  แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
4. สารละลายทริปซนิ (stock trypsin )  2.5 %  
 4.1 ละลายทริปซนิ ( trypsin )   2.5 กรัม  ใน  PBS 100 มิลลลิติร จนผสมกนัดี 
   4.2 นําสารละลายท่ีได้ไปป่ัน ( centrifuge ) ท่ี 4๐ซ. ความเร็ว1800รอบ/นาที  นาน 10 นาที 
   4.3 กรองด้วยหวักรองมิลลพิอร์ ขนาด 0.22 ไมครอน  เก็บในตู้ เย็น  -20๐ซ. 
5. สารละลายเวอซนิ ( stock  versience  EDTA 1% ) 
 5.1 ละลายอีดีทีเอ ( EDTA )  1  กรัมในนํา้กลัน่  100 มล..   
 5.2 นําไปอบฆา่เชือ้( autoclave )  เก็บในตู้ เย็น 4๐ซ. 
6. สารละลายทริปซนิ-เวอซนิ ( trypsin - versience ) 
 6.1 ผสม สารละลายทริปซนิ ปริมาณ 5 มล. และ สารละลายเวอซนิ ปริมาณ 2.5 มล.  
 6.2 เตมิ PBS ท่ีอบฆา่เชือ้แล้ว โดยปรับปริมาณให้เป็น 100 มล.  เก็บในตู้ เย็น  4๐ซ. 
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อุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย  
1. ตู้บม่เชือ้ (Incubator) ควบคมุอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส (Labnet, USA) 
2. เคร่ืองป่ันเหว่ียงควบคมุอณุหภมูิ (Refigurate centrifuge) (Eppendorf, Germany) 
3. ตู้ เขยา่ (Shaking Incubator) ควบคมุอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส (Labnet, USA) 
4. เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Centrifuge) (Wealtec, USA) 
5. เคร่ืองต้มนํา้ควบคมุอณุหภมูิ (Water Bath) (BioSan) 
6. เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอร์เรส (Thermal Cycle) (MJ Research, 

USA) 
7. เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิปฏิกิริยาลกูโซโ่พลีเมอร์เรส (Thermal Cycle) (Hybrid, USA) 
8. เคร่ืองมือการทํา Agarose Gel Electrophoresis (Taitec, China) 
9. เคร่ืองตรวจสอบ DNA ด้วยแสง UV (UV Trans-illuminator) (Wealtec, USA) 
10. เคร่ือง Gel Documentary (Vilber Lourmat®, Marne La Valle, France)  
11. เคร่ืองผสมสาร (Vortex) 
12. ชดุเคร่ืองดดูปลอ่ยสารละลาย (Auto pipette)  (Eppendorf, Germany) 
13. ตู้อบฆา่เชือ้ (Autoclave) 
14. ตู้ เย็น 4 องศาเซลเซียส 

15. ตู้ เย็น -20 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส 

16. ถงัไนโตรเจนเหลว 
17. เคร่ืองมือตดัชิน้เนือ้เพ่ือวางบนแผนสไลด์ (microtome) 
18. กล้องจลุทรรศน์ชนิดแสงสวา่ง 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 น.สพ.มงคล ลําใย เกิดเม่ือวนัท่ี 31 พฤษภาคม พ.ศ.2523 ท่ีจงัหวดักรุงเทพ สําเร็จ
การศกึษาปริญญาตรีสตัวแพทยศาสตร์บณัฑิต คณะสตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั
ในปีการศึกษา 2548 ปฎิบตัิงานในตําแหน่งผู้ จัดการฟาร์มสุกรพนัธุ์ และผู้ อํานวยการสํานัก
กรรมการผู้จดัการ บริษัท พนัธุ์สกุรไทย-เดนมาร์ค จํากดั (มหาชน) เป็นระยะเวลา 4 ปี และได้เข้า
ศึกษาต่อในหลกัสตูรวิทยาศาสตร์มหาบณัฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววิทยาทางสตัวแพทย์ ภาควิชา
พยาธิวิทยา คณะสตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยัในเม่ือปี พ.ศ. 2552 
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