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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 โรคพีอีดี เกิดจากไวรัสพีอีดี (porcine epidemic diarrhea virus, PEDV) เปน
อารเอ็นเอ (RNA) ที่มีเปลือกหุม (enveloped) และมีสารพันธุกรรมเสนเดี่ยว ถูกจัดอยูในวงศ 
Coronaviridae  เชนเดียวกับ ไวรัสทีจีอี (transmissible gastroenteritis virus, TGEV)   ไวรัสพีอีดี
จะกอใหเกิดปญหาทองเสียในสุกรทุกชวงอายุ ซึ่งสามารถแบงไดจากลักษณะอาการทางคลินิกที่
ปรากฏได 2 ชนิด ชนิดที่ 1 พบอาการทองเสียในสุกรทุกอายุยกเวนลูกสุกรดูดนม (Anonymous, 
1972) และ ชนิดที่ 2 พบลักษณะอาการทองเสียในสุกรทุกอาย ุ (Wood, 1977) โดยสุกรไดรับเชื้อ
ไวรัสทางปากจากการปนเปอนของอุจจาระที่มีเชื้อเปนทางหลัก โดยจะสามารถตรวจพบสาร
พันธุกรรม (nucleic acid) และแอนติเจน (antigen) ของไวรัสพีอีดี โดยวิธี in situ hybridization 
และ วิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี (Immunohistochemistry) ไดตั้งแต 24  ชั่วโมงหลังการติดเชื้อ โดย
ในชวงเวลาดังกลาว จะพบวาวิลไลของลําไสเล็กของสุกรมีการหดส้ันลง (Kim and Chae, 2003) 
ทําใหความสามารถในการดูดซึมสารอาหารลดลง การทําหนาที่ในการยอยอาหารเสียไป รอยโรคที่
ลําไสเล็กของลูกสุกรดูดนมจะเกิดความรุนแรงของรอยโรคมากกวาสุกรที่มีอายุมาก เนื่องจากลูก
สุกรดูดนมมีความสามารถในการสรางเซลลเยื่อบุลําไสข้ึนทดแทนสวนที่เสียหายไปไดคอนขางชา 
และมีระบบภูมิคุมกันที่ยังทํางานไดไมเต็มที่ ดังนั้นในฟารมสุกรที่ไมมีภูมิคุมกันตอโรคพีอีดีมากอน
จะพบวาลูกสุกรมีความไวรับโรคตอโรคพีอีดีโดยจะกอใหเกิดความเสียหายอยางรุนแรงมีอัตราการ
ปวยและตายในลูกสุกรสูงถึงรอยละ 50 -100   

สําหรับในประเทศไทยนั้นเคยมีการรายงานการระบาดของโรคพีอีดีในลูกสุกรดูดนมในป 
พ.ศ. 2538 ในทองที่จังหวัดตรัง (สนอง และคณะ 2538) มีรายงานการตรวจแยกเชื้อไวรัสพีอีดีได
ในป พ.ศ. 2540 (ชองมาศ และคณะ 2540) และในชวงปลายป พ.ศ. 2550 จนถึงตนป พ.ศ. 2551
พบการระบาดของโรคพีอีดีอยางรุนแรงอีกคร้ังหนึ่ง  โดยพบวาการระบาดเร่ิมตนที่จังหวัดนครปฐม
กอนที่จะแพรกระจายไปทั่วประเทศ จากขอมูลการวินิจฉัยโรค ของหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสแบบยอนกลับ (reverse 
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transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)  ตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสพีอีดี จาก
ตัวอยางลําไสลูกสุกรดูดนมที่มีอาการอยางรุนแรง โดยไวรัสพีอีดีที่แยกไดในการระบาดคร้ังนั้นมี
ลักษณะทางพันธุกรรมคลายคลึงกับไวรัสพีอีดีจากประเทศจีน (Puranaveja et al., 2009) แสดง
ใหเห็นวามีไวรัสพีอีดีสายพันธุใหมเปนสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดปญหาทองเสีย ซึ่งในหลายๆ ฟารมที่
เกิดปญหาทองเสียจากโรคพีอีดีนั้น พบวาลูกสุกรดูดนมมีอัตราการปวยและตายสูงถึงรอยละ 80 
และจากการระบาดดังกลาวประเมินไดวามีการตายของลูกสุกรดูดนมไมต่ํากวา 800,000  ตัว คิด
เปนมูลคากวา 1,440 ลานบาท แนวทางการควบคุมโรคนั้นสามารถทําไดโดยการสับไสลูกสุกรปวย
ใหแมสุกรกิน เพื่อใหแมสุกรมีการสรางภูมิคุมกันตอไวรัสพีอีดีแลวถายทอดใหลูกสุกรผานทางนม
น้ําเหลืองตอไป แตปญหาที่เกิดข้ึนคือใหผลในการควบคุมโรค และ การปองกันโรคที่ไมแนนอน 
และ อาจมีการนําโรคชนิดอ่ืน เชน โรคพีอารอารเอส (porcine reproductive and respiratory 
syndrome, PRRS) จากลูกสุกรกลับไปใหแมสุกรอีกดวย นอกจากนี้ยังมีการใชวัคซีนชนิดเชื้อเปน
จากประเทศเกาหลีใตในฟารมสุกรที่พบปญหาของการระบาดของโรคพีอีดี มักจะไมไดผลในการ
ควบคุมโรคเนื่องจากเชื้อไวรัสพีอีดีที่ใชในการทําวัคซีนมีความแตกตางทางพันธุกรรมจากไวรัสพีอี
ดีที่กอโรคในประเทศไทย โดยรอยละความเหมือนในบางสวนของยีน S มีคาเทากับ 95.7  
(Puranaveja et al., 2009)  ดังนั้นการพัฒนาวัคซีนจากเชื้อไวรัสพีอีดีที่พบในประเทศไทยข้ึนมาใช
ภายในประเทศจึงเปนเร่ืองที่จําเปนในการควบคุมโรคพีอีดี การพัฒนาวัคซีนนั้นสามารถทําไดโดย
การทําใหเชื้อไวรัสพีอีดีออนแรงลงดวยการนําไวรัสพีอีดีที่ไดมาผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง
ชนิด Vero cells จํานวนหลายๆ รอบ (Kweon et al., 1999) แตอยางไรก็ดีกอนที่จะมีการพัฒนา
วัคซีนข้ึนใชเองในประเทศไทยนั้น จําเปนตองศึกษาถึงพยาธิกําเนิดของไวรัสพีอีดีสายพันธุที่แยกได
ในประเทศไทยหลังจากทําใหออนกําลังลงผานเซลลเพาะเล้ียงหลายๆ รอบ เพื่อใหทราบวา
หลังจากที่ลูกสุกรไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ทําใหออนกําลังไปจะมีผลทางคลินิกและพยาธิสภาพกับลูก
สุกรอยางไรบาง โดยเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลลชนิด Vero cells 
เพียง 1 รอบ เพื่อที่จะนําผลการทดลองที่ไดมาเปนตนแบบของการศึกษาพยาธิกําเนิดของโรคและ
นํามาใชศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนที่จะไดพฒันาข้ึนในอนาคต นอกจากนี้ขอมูลที่ไดยังสามารถ
นําไปประยุกตใชในการวางแผนการควบคุมและปองกันโรคในภาคสนาม 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 

 เพื่อศึกษาความแตกตางทางพยาธิวิทยาและการขับออกของไวรัสในระบบทางเดินอาหาร
ของโรคพีอีดี จากเชื้อไวรัสพีอีดีที่แยกไดจากประเทศไทยหลังจากทําใหออนกําลังลงโดยผานการ
เล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงมากกวา 50 รอบ เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุเดียวกันที่ผานการ
เล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงรอบที่ 1 

 

สมมติฐานงานวิจัย  

 เชื้อไวรัสพีอีดีที่แยกไดในประเทศไทยเม่ือทําใหออนกําลังลงโดยการเล้ียงในเซลล
เพาะเล้ียงจํานวนหลายๆ รอบ จะมีคุณสมบัติในการกอโรคในลูกสุกรแรกคลอดที่ไมไดรับน้ํานม
เหลืองลดลง 

 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัย  

1. สามารถใชวิธีในการทําใหเชื้อไวรัสพีอีดีออนแรงลงโดยการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง
จํานวนหลายรอบไปประยุกตใชในการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพีอีดีในอนาคตได 

2. ทราบพยาธิกําเนิดของโรคพีอีดีในลูกสุกรดูดนมที่ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดี ซึ่งแยกเชื้อได
จากในประเทศไทย เพื่อใชในการวางแผนการปองกันการระบาดของโรคพีอีด ี
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

เช้ือไวรัสพีอีด ี

โรคทองรวงติดตอในสุกร หรือโรคพีอีด ี(porcine epidemic diarrhea, PED) เกิดจากเชื้อ
ไวรัสพีอีดี (porcine epidemic diarrhea virus, PEDV) เปนเชื้อไวรัสที่มีลักษณะสารพันธุกรรม
เปนแบบอารเอ็นเอ (RNA) มีเปลือกหุม (envelope) มีรูปรางแบบ pleomorphic ที่มีขอบแบบกลม 
(spherical shape) มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 130 นาโนเมตร (95-190 นาโนเมตร) ความ
หนาแนนเม่ือวัดในน้ําตาลซูโครส 1.18 กรัม/มิลลิลิตร ไวรัสมีความคงทนในสภาวะความเปนกรด-
ดาง (pH) ตั้งแต 4.0-9.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือที่สภาวะความเปนกรด-ดาง 6.5-7.5 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีสภาพคงตัวปานกลางที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แตเชื้อไวรัสจะ
สูญเสียความสามารถในการกอโรคเม่ืออยูในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงเกินกวา 60 องศาเซลเซียส 
นานเกิน 30 นาที (Pensert and Yeo, 2006) ไวรัสพีอีดีอยูในวงศ Coronaviridae กลุม 1b 
นอกจากนี้ยังมีเชื้อไวรัสที่เปนสมาชิกในวงศเดียวกัน ที่สามารถกอโรคไดในสุกร  เชน ไวรัสทีจีอี 
(transmissible gastroenteritis virus, TGEV) ซึ่งเชื้อไวรัสทีจีอีจะอยูในกลุม 1a สามารถทําใหเกิด
อาการ อาเจียน ทองเสียอยางรุนแรง ในสุกรทุกอายุ โดยเฉพาะอยางยิ่งในลูกสุกรอายุนอยกวา 14 
วัน เชนเดียวกับเชื้อไวรัสพีอีดี พบวาหากเกิดการระบาดข้ึนในฝูงสุกรที่ไมมีภูมิคุมกันตอไวรัสทั้ง
สองชนิดนี้ จะพบอัตราการตายในลูกสุกรสูงถึงรอยละ 100 (Brown et al., 2007)  ไวรัสพีอารซีวี 
(porcine respiratory coronavirus, PRCV) ซึ่งอยูในกลุม 1a เปนไวรัสทีจีอีที่มีการหายไปของยีน
ในสวนของ ยีน S (spike gene, S) เม่ือมีการถอดรหัสจะทําใหโปรตีน S ของไวรัสพีอารซีวี (170-
190 kDa) มีขนาดเล็กกวาโปรตีน S ของเชื้อไวรัสทีจีอี (220 kDa) นอกจากนี้ยังพบวาไวรัสพีอารซี
วี จะติดทางระบบทางเดินหายใจ กอใหเกิดอาการทางระบบหายใจ ซึ่งระดับความรุนแรงในการกอ
โรคจะข้ึนอยูกับสภาวะส่ิงแวดลอมและการติดเชื้อรวม เชน ไวรัสพีอารอารเอส (porcine 
reproductive and respiratory syndromes virus, PRRS)  (Saif and Wesley, 1999) นอกจากนี้
ยังมีไวรัสเอชอีเอ็มวี (hemagglutinating encephalomyelitis  virus, HEMV) เปนเชื้อ 
coronavirus ที่อยูในกลุม 2a ทําใหเกิดอาการอาเจียน สงผลใหเกิดการสูญเสียน้ําหนักในลูกสุกร
ดูดนมเชนเดียวกัน สามารถกอใหการเกิดความผิดปกติในระบบประสาทสวนกลางและระบบ
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ประสาทสวนปลาย (Brown et al., 2007)  จากการศึกษาการแยกลําดบัทางพันธุกรรมของไวรัสพี
อีดีนั้น พบวามีลักษณะทางพันธุกรรมที่ใกลเคียงกับเชื้อไวรัสทีจีอีแตอยูคนละกลุมยอย ซึ่งเชื้อไวรัส
ในในวงศ Coronaviridae ที่อยูในกลุมยอยเดียวกับ เชื้อไวรัสพีอีดีไดแก human coronavirus 
(HCoV-229E) ซึ่งมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคยีงกับไวรัสพีอีดีคอนขางมาก และ HCoV-NL63 
(รูปที่ 1) โดยเชื้อไวรัส HCoV ทั้งสองชนิดนี้ยังไมพบการรายงานการกอโรคในสุกร แตเชื้อไวรัสพอีีดี
คอนขางแตกตางจากเชื้อไวรัส murine hepatitis virus (MHV-A59) ในหนู และเชื้อไวรัส 
infectious bronchitis virus (IBV) ที่กอโรคหลอดลมอักเสบติดตอในสัตวปก (Kocherhans et at., 
2001)  

 
รูปที่ 1 ตัวอยางการจําแนกเชื้อไวรัสในจีนัส coronavirus โดยแบงตามลําดับ (sequence) ของ N 
(nuclecapsid, N) โปรตีน ออกเปน 3 กลุมสําคัญ กลุมที่ 1 ประกอบดวย กลุมยอย 1a: เชื้อไวรัส 
feline infectious peritonitis (FIPV) เชื้อไวรัส ferret coronavirus (FeCoV) และเชื้อไวรัสทีจีอี 
กลุมยอย 1b: เชื้อไวรัสพีอีด ี HCoV-299E และ HCoV-NL63 กลุมที่ 2 ประกอบดวย กลุมยอย 2a: 
เชื้อไวรัส HCoV-HKu-1, เชื้อไวรัส HEMV และ เชื้อไวรัส MHV A-59  กลุมยอย 2b: เชื้อไวรัสซารส 
(severe acute respiratory syndrome, SARS) และกลุมที่ 3 ประกอบดวย เชื้อไวรัส pigeon 
coronavirus (PCoV), เชื้อไวรัส goose coronavirus (GCoV) และ เชื้อไวรัส IBV (ดัดแปลงจาก 
Cavanagh and Britton, 2008)  
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ประวัติและการระบาดของโรคพีอีด ี

ในป ค.ศ. 1971 มีรายงานการปวยดวยอาการทองเสียในสุกรโดยสังเกตไดในกลุมสุกรขุน 
ซึ่งลักษณะอาการทางคลินิกจะมีความคลายกับโรคทีจีอี แตไมกอใหเกิดอาการทองเสียในสุกรอายุ
นอยกวา 4-5 สัปดาห ในขณะนั้นยังไมมีการระบุสาเหตุที่แนชัด แตมีการใหคําจํากัดความของโรค
ที่เกิดข้ึนวา โรคอีวีดี (epidemic viral diarrhea, EVD) (Anonymous. 1972) ซึ่งพบอาการปวย
ดังกลาวในประเทศในทวีปยุโรป เชน เบลเยี่ยม อังกฤษ (cited by Pensert, 1992) ในป ค.ศ. 
1976 มีรายงานการปวยของสุกรเกิดข้ึนเขตตะวันออกของประเทศอังกฤษ ซึ่งมีลักษณะอาการ
ทองเสียในสุกรทุกกลุมอายโุดยเฉพาะสุกรอายุนอยจะมีอัตราการปวยและการตายที่สูง พบวา
ลักษณะการปวยไมเหมือนกับการปวยของโรคพีอีด ี ชนิดที่ 1 ที่สุกรจะมีอาการทองเสียในทุกกลุม
อายุยกเวนลูกสุกรดูดนม (Anonymous, 1972) แตจะมีลักษณะคลายกับโรคทีจีอี ที่มีอาการ
ทองเสียในสุกรทุกอายุ จากผลการตรวจทางหองปฏิบัติการดวยวิธ ี FAT (fluorescent antibody 
technique)  และ การตรวจหาเชื้อไวรัสในอุจจาระโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนกลับไมพบเชื้อ
ไวรัสทีจีอี จึงระบุวาการปวยอาจมีสาเหตุมาจาก โรคพีอีดี ชนิดที่ 2 ที่ทําใหมีการปวยและการตาย
ในลูกสุกรดูดนม (Wood, 1977)  (โรคพีอีดีชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 มีลักษณะที่แตกตางกันเฉพาะ
อาการทางคลินิก) เพื่อทําการยืนยันสาเหตุในการเกิดโรค Chasey และ Cartwright (1978) ทํา
การทดลองโดยการปอนลําไสบดจากสุกรที่ปวยจากอาการทองเสียที่ถูกระบุวาอาจจะเกิดจากโรค
พีอีด ีชนิดที่ 2 ใหกับสุกรปกติ ผลการทดลองพบวาสามารถตรวจพบส่ิงที่คลายกับไวรัสจํานวนมาก
ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของเซลลเยื่อบุ (epithelium) บนวิลไล (villi) บริเวณลําไสเล็กสวน 
ไอเลียม นอกจากนั้นยังพบวาวิลไลมีการหดส้ันลง และไมมีการเพิ่มข้ึนของนิวทรอลไลซิ่ง
แอนติบอดี ตอโรคทีจีอี ในสุกรที่ทดลอง ในชวงป ค.ศ. 1977 พบวาที่ประเทศเบลเยี่ยมมีรายงาน
การทองเสียในฟารมสุกรแมพันธุจํานวน 4 ฟารม โดยสุกรมีอาการทองเสียในสุกรทุกอายุ พบอัตรา
การตายในสุกรที่อายุนอยกวา 7 วันสูงถึงรอยละ 50 ผลการตรวจดวยวิธีการ อิมมูโนฟลูออเรส
เซนต    ไมพบเชื้อไวรัสทีจีอี  รวมไปถึงการตรวจดวยวิธีทางซีรัมวิทยาไมพบการตอบสนองตอเชื้อ
ไวรัสทีจีอี เม่ือนําตัวอยางมาตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบเชื้อไวรัสที่มีลักษณะคลาย
กับเชื้อ coronavirus  จึงไดมีการระบุสายพันธุ (strains) เชื้อ coronavirus เปน CV777 และเม่ือ
นําเชื้อ CV777 ปอนกลับใหสุกรพบวาสุกรแสดงอาการทองเสียและตรวจพบเชื้อ CV777 ใน
อุจจาระไดเชนกัน (Pensaert and Debouck, 1978) ในชวงระหวางป ค.ศ.1982 Callebaut และ
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คณะ (1982) ไดมีการพัฒนาชุดตรวจ ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) สําหรับ
การตรวจหาภูมิคุมกันตอโรคพีอีด ี และ มีความไวตอการตรวจโรคมากกวาการตรวจโดยใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน ซึ่งไดมีการนํามาประยุกตเพื่อศึกษาระบาดวิทยาของโรคพีอีดี ทําใหทราบวา
ในหลายๆ ประเทศมีการระบาดของโรคพีอีด ี เชน เบลเยี่ยม อังกฤษ เยอรมนี ฝร่ังเศส 
เนเธอรแลนด สวิตเซอรแลนด บัลแกเรีย และ ไตหวัน ในขณะเดียวกันบางประเทศตรวจไมพบ
ภูมิคุมกันตอโรคพีอีด ี ไดแก สวีเดน ไอรแลนดเหนือ สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย และ ฮังการี 
(Debouck et al., 1982) ในชวงป ค.ศ. 1992 ถึงป ค.ศ. 1993 ประเทศสเปนไดมีการศึกษาความ
ชุกของโรคพีอีดีในฟารมสุกรโดยใชการศึกษาทางซีรัมวิทยาดวยวิธี ELISA  พบความชุกทางซีรัม
วิทยาของโรคพีอีดีรอยละ 55.9 ของฟารมแมพันธุสุกร (Carvajal et al., 1995)   หลังจากที่ไมพบ
การระบาดในประเทศเนเธอรแลนดหลายป ในป ค.ศ. 1993 Pijpers และ คณะ (1993) ไดมี
การศึกษาการระบาดของโรคพีอีด ี ที่เกิดข้ึนอยางเฉียบพลันในประเทศเนเธอรแลนด พบสุกรขุน
และสุกรพันธุมีอาการทองเสียโดยอาการทองเสีย ซึ่งลักษณะดังกลาวพบไดนอยในสุกรเล็กและ
สุกรดูดนม นอกจากนั้นยังพบวาสุกรสามารถติดเชื้อไวรัสพีอีด ี แบบคงทนได ในสุกรอายุ 6 ถึง 10 
สัปดาห โดยเฉพาะอยางยิ่งในสุกรสาวเตรียมทดแทนทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อไวรัสออกไป
ทั่วประเทศ ในประเทศฮังการีมีรายงานความชุกของโรคพีอีดี ซึ่งมีการยืนยันโดยการใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน และการใชเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสเซนต พบวาในชวงเวลานั้นโรคพีอีด ีไมใช
ปญหาหลักของการเกิดอาการทองเสียในสุกรหลังหยานม เพราะมีการระบาดของโรคพีอีด ี เพียง
รอยละ 5.5 เม่ือเปรียบเทียบกับสาเหตุอ่ืน โดยสาเหตุหลักที่ทําใหเกิดอาการทองเสียหลักคือการ
ติดเชื้อแบคทีเรีย (bacteria) E. coli (Nagy et al., 1996) ในเดือนกุมภาพันธป ค.ศ. 1998 มี
รายงานการระบาดของโรคพีอีดี ซึ่งพบอาการทองเสียและอาเจียนในฝูงสุกรขุนแถบตะวันออกของ
ประเทศอังกฤษเปนเวลาประมาณ 2 เดือน มีการยนืยันทางหองปฏิบัติการโดยวิธี ELISA และวิธ ี
RT-PCR หลังจากที่ไมพบการระบาดเปนเวลานาน  (Pritchard et al., 1999) ในชวงป ค.ศ. 2005 
ถึงป ค.ศ. 2006 ในประเทศอิตาลีพบอาการทองเสียในสุกรทุกอายุโดยเฉพาะอยางยิ่งลูกสุกรมี
อัตราการตายสูงกวารอยละ 34  มียืนยันทางหองปฏิบัติการตรวจดวยวิธี RT-PCR กลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน และวิธ ี IPMA (immunoperoxidase monolayer assay) (Martelli et al., 2008) 
พบวามีรายงานการระบาดสวนมากในประเทศในทวีปยุโรป แตยังไมพบขอมูลการระบาดในแถบ
ทวีปอเมริกา (Pensert and Yeo, 2006)  สําหรับในทวีปเอเชียนั้นมีรายงานการระบาดมากใน
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ประเทศญี่ปุน และ ประเทศเกาหลีใต ในประเทศญี่ปุนนั้นมีการรายงานพบสุกรทองเสียที่มี
ลักษณะเกิดจากโรคพีอีดีในชวงปลายป ค.ศ.1982 จนถึงตนป ค.ศ. 1983 (cited by Sueyoshi et 
al., 1995)    หลังจากนั้นไมมีรายงานการระบาดเกิดข้ึนจนกระทั่งในชวงเดือน กันยายน ป ค.ศ. 
1993 จนถึงเดือน มิถุนายน ป ค.ศ. 1994 พบลูกสุกรเกิดใหมมีอาการทองเสีย แหงน้ํา และตาย
ภายในเวลาอันรวดเร็ว อัตราการตายรอยละ 30 -100 ในแมสุกรพบลักษณะไมกินอาหาร และการ
ใหนมนอยลง ซึ่งมีการยืนยันโดยการใชเทคนิคอิมมูโนฮีสโตเคมี (Sueyoshi et al., 1995)    
นอกจากในประเทศญี่ปุนแลวยังมีรายงานการระบาดของโรคพีอีด ีในประเทศเกาหลีใตชวง ป ค.ศ.
1992 ถึง ป ค.ศ. 1993 เกิดการสูญเสียของสุกรซึ่งมีผลมาจากอาการทองเสีย โดยเฉพาะในลูกสุกร
ที่อายุนอยกวา 10 วัน (Hwang et al., 1994) หลังจากนั้นไดมีการสํารวจความชุกของโรคพีอีดีใน
ประเทศเกาหลีใตชวงป ค.ศ. 1997 ถึง ป ค.ศ. 1998 พบวามีความชุกของโรครอยละ 47.6 ของ
ฟารมสุกรที่ทําการสํารวจ ซึ่งอาจกลาวไดวาโรคพีอีดีเปนปญหาหลักของสุกรที่มีอาการทองเสียใน
ฟารมสุกรในขณะนั้น  (Chae et al., 2000)  ในประเทศจีนรายงานการระบาดของโรคพีอีดี ในป 
ค.ศ. 1976 พบลูกสุกรมีอัตราการปวยการตายที่สูง สงผลกระทบตออุตสาหกรรมการผลิตสุกร 
หลังจากนั้นไดมีการระบาดของโรคพีอีดใีหมอีกคร้ัง ในป ค.ศ. 2004 ไดมีรายงานการศึกษา
เกี่ยวกับลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสพีอีด ี ตรงบริเวณยีน M และยีน N ของเชื้อไวรัสพีอีด ี สาย
พันธุ LJB/03 พบวามีความแตกตางจากเชื้อไวรัสที่มีการระบาดในยุโรปและประเทศเกาหลีใต มี
ความเปนไปไดวาอาจเกิดจากการกลายพันธุของเชื้อไวรัสพีอีด ีในสวนของยีน M ในสวนของยีน N 
นั้นพบวาเชื้อไวรัสพีอีดี ที่ระบาดในประเทศจีนนัน้มีความใกลชิดกับเชื้อไวรัสสสายพันธุ JS2004-2 
ที่แยกไดจากการระบาดที่เกิดข้ึนในประเทศจีน ซึ่งมีความเปนไปไดวาเชื้อไวรัสพอีีดี ในประเทศจีน
นั้นเกิดจากเชื้อที่อยูในประเทศเอง (Jinghui and Yijing, 2005; Junwei et al., 2006) ในชวงตนป 
ค.ศ. 2006 มีการระบาดของโรคพีอีดีในประเทศจีนมากข้ึน ทําใหมีการศึกษาลําดับทางพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสพีอีดี พบวาเชื้อไวรัสพีอีดทีี่ระบาดอยูในประเทศจนีนั้นเปนสายพันธุใหมที่ไมเคยมีการ
ระบาดในประเทศใดๆ มากอน ทั้งนี้โดยการเปรียบเทียบความแตกตางของรหัสพันธุกรรมตรง
บริเวณยีน M พบวาเชื้อไวรัสพีอีดทีี่แยกไดนั้นมีความสัมพันธทางลําดับพันธุกรรมใกลเคียงกับสาย
พันธุ JS2004-2 แตแตกตางไปจากสายพันธุ LJB/03 ที่เคยมีการระบาดมาในอดีต  (Chen et al., 
2008) นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่กอโรค สายพันธุ CH/GSJIII/07 ที่แยกไดในประเทศจีน
นั้น เม่ือทําการศึกษาลําดับทางพันธุกรรมพบวามีลักษณะทางพันธุกรรมคลายคลึงกับเชื้อไวรัสจาก
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วัคซีนชนิดเชื้อเปนสายพันธุ CV777 ที่ใชในการปองกันโรค มีความเปนไปไดที่จะมีกลายพันธุของ
เชื้อไวรัสพีอีด ีในวัคซีน แลวทําใหเกิดความเสียหายข้ึน (Chen et al., 2010)   

สําหรับในประเทศไทย มีการรายงานการระบาดของโรคพีอีด ี ในลูกสุกรดูดนมซึ่งยืนยัน
ดวยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนต ในป พ.ศ. 2538 ที่จังหวัดตรัง โดยสุกรมีอัตราการปวยรอยละ 50 
และอัตราการตายรอยละ 31.25 (สนอง และคณะ 2538) ตอมามีรายงานการตรวจแยกเชื้อไดในป 
พ.ศ. 2540 (ชองมาศ และคณะ 2540) จากนั้นไมพบรายงานการเกิดโรคพีอีด ี อยางเปนทางการ
อีกจนกระทั่งไดเกิดการระบาดคร้ังใหญในชวงไตรมาสที่ 3 ของป พ.ศ. 2550 เร่ือยมาถึงตนป พ.ศ. 
2551 โดยเกิดปญหาทองเสียในสุกรหลายชวงอายุ โดยเฉพาะอยางยิ่งในลูกสุกรดูดนมจะพบอัตรา
การปวยและตายสูงถึงรอยละ 80 (โรคพีอีดีชนิดที ่2) จากการศึกษาลักษณะสารพันธุกรรมของยีน 
M ของไวรัสพีอีดทีี่แยกไดในประเทศไทยในชวงป พ.ศ. 2551 จํานวน 31 สายพันธุ พบวาไวรัสพีอีดี
ที่แยกไดจากประเทศไทยมีลําดับสารพันธุกรรม คลายคลึงกับไวรัสพีอีดสีายพันธุ JS-2004-2 และ 
M_NIAH 07-08  (99.2%–99.7%) ซึ่งเปนสายพันธุที่ระบาดในประเทศจีน และจากการศึกษา
ลําดับพันธุกรรมของยีน S ของไวรัสพีอีดสีายพันธุที่แยกไดในประเทศไทย จํานวน  33 สายพันธุ 
พบวามีลําดับสารพันธุกรรมสูงสุด 98.6%  เหมือนกับไวรัสพีอีดสีายพันธุ JS-2004-2 โดยเม่ือทํา
การเปรียบเทียบจากแผนภูมิตนไม (phylogenetic trees) พบวาไวรัสพีอีดสีายพันธุที่แยกไดใน
ประเทศไทยมีความเหมือนกับไวรัสพีอีดี สายพันธุ LJB/03 และ JS-2004-2 ซึ่งระบาดในประเทศ
จีนในป พ.ศ. 2546-2547 ตามลําดับมากที่สุด ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาโรคพีอีดี ที่ระบาดใน
ประเทศไทยชวงป พ.ศ. 2551 นั้นอาจเกิดจากการการปนเปอนของไวรัสพีอีด ีสายพันธุที่ระบาดใน
ประเทศจีนเขามาสูประเทศไทย (Puranaveja et al., 2009)  

 

โครงสรางของเช้ือไวรัสพีอีด ี

โครงสรางของเชื้อ coronavirus โดยทั่วไป รวมไปถึงเชื้อไวรัสพีอีดีจะประกอบไปดวย
โปรตีนที่เปนโครงสรางหลัก 4 ชนิด (รูปที่ 2) ไดแก ไกลโคโปรตีน S (spike glycoprotein, S) 
โปรตีน E (envelope protein, E) ไกลโคโปรตีน M (membrane glycoprotein, M) และ โปรตีน N 
(nucleocapsid protein, N) นอกจากนั้นยังพบวาในเชื้อไวรัสกลุมยอย 2a มีโปรตีนในโครงสราง
เพิ่มข้ึน คือ hemagglutinin-esterase glycoprotein (HE) (Cavanagh and Britton, 2008)    
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รูปที่ 2 ภาพจําลองเชื้อ coronavirus ประกอบไปดวยโปรตีนที่สําคัญ 4 ชนิดไดแก ไกลโคโปรตีน S 
โปรตีน E ไกลโคโปรตีน M และ โปรตีน N โดยโปรตีนที่เปนโครงสรางของเชื้อ coronavirus  ไดแก 
S E และ M จะมีสวนที่อยูในชั้นเยื่อหุมไขมันสองชั้นของเชื้อไวรัสที่ไดมาจากเยื่อหุมเซลลชั้นในของ
ตัวโฮสต ขณะที่เชื้อไวรัสมีการเพิ่มจํานวน (ดัดแปลงจาก Perlman and Dandekar, 2005)  

ไกลโคโปรตีน S ใน coronavirus  ทําหนาที่ในการจับกับตัวรับ (receptor) บนเยื่อหุม
เซลลของโฮสต เม่ือจับกันแลวจะทําใหเกิดการรวมตัวกับ โปรตีน E ของเชื้อไวรัสกับเยื่อหุมเซลล
ของโฮสต ไกลโคโปรตีน S มีขนาด180-200 กิโลดาลตัน (kilodalton, kDa) (Pensaert and Yeo, 
2006; Baker, 2008) แบงเปน 2 สวน ประกอบไปดวย S1 และ S2 (ภาพที่ 3) S1 ประกอบไปดวย
สวนที่จับกับตัวรับบนเยื่อหุมเซลลของโฮสต (receptor-binding domain,RBD)  ซึ่งจะมี
ความจําเพาะกับตวัรับในแตละชนิดของโฮสต เชน เชื้อไวรัสทีจีอี เชื้อไวรัส HCoV-229e  จะมี
ความจําเพาะกับตวัรับที่ชื่อวา aminopeptidase N ของสุกรและคนตามลําดับ สวน S2 ประกอบ
ไปดวย heptad repeats (HR)1, HR 2 และ fusion peptide (F)  นอกจากนั้น ไกลโคโปรตีน S ยัง
เปนแอนติเจนที่สําคัญที่ทําใหเกิดการสรางภูมิคุมกันชนิดทําลายเชื้อไวรัส  (neutralizing 
antibodies) (Chang et al., 2002) การใชภูมิคุมกันชนิดเดี่ยว (monoclonal antibodies) ตอไกล
โคโปรตีน S หรือการใชเปปไทดที่ยับยั้งการทํางานของ HR1 และ HR2 จะทําใหหยุดขบวนการ 
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การเขาเซลลของเชื้อไวรัส สงผลใหความสามารถในการติดเชื้อไวรัสลดลง นอกจาก ไกลโคโปรตีน 
S แลวยังพบวา ไกลโคโปรตีน M โปรตีน E  และ โปรตีน N ซึ่งมีบทบาทหนาและความสําคัญดังนี ้

ไกลโคโปรตีน M มีขนาด 27-32 kDa  จะเปนองคประกอบที่สําคัญในการประกอบกันเปน
เชื้อไวรัสโดย ไกลโคโปรตีน M จะประกอบไปดวย 3 สวน (รูปที่ 3) สวนที่ 1 อยูดานนอกไวรัส 
(ectodomain) จะเปนสวนที่มีองคประกอบเปนน้ําตาล (glycocylate)  ซึ่งสามารถทําหนาที่เปน
แอนติเจนของเชื้อไวรัสและสามารถลดความสามารถในการเขาเซลลของเชื้อไวรัสไดถามีการใช
ภูมิคุมกันที่จําเพาะตอสวนนี้ สวนที่ 2 อยูที่เยื่อหุมไวรัส (transmembrane) และสวนที่ 3 อยูดาน
ในเชื้อไวรัส (endodomain) เปนสวนที่ติดตอกับ โปรตีน N ของเชื้อไวรัส ทําหนาที่ในการสง
สัญญาณในขณะที่เชื้อไวรัสมีการสัมผัสกับตัวรับบนเซลลของโฮสต  ในสวนของ โปรตีน E มี
ลักษณะคลายกับประตูโดยมี 2 สวน สวนที่ 1 อยูในเยื่อหุมไขมันสองชั้น และสวนที่ 2 จะอยู
ภายในไวรัสโดย โปรตีน E มีบทบาทในสวนการเปนองคประกอบของไวรัส และเชือ่วาทําหนาที่ใน
การเปนชองสําหรับเคล่ือนยายอิออน (ion channel)     นิวคลีโอแคปสิดโปรตีน  มีขนาด 57-58 
kDa จะทําหนาที่ในการจับกับ อารเอ็นเอของเชื้อไวรัส ประกอบไปดวย 3 สวน (ภาพที่ 3)  สวนที่ 1 
และ 2 จะมี arginine และ lysine จํานวนมากซึ่งเปนสวนที่จับกับ อารเอ็นเอสวนที่ 3 จะเปนสวนที่
ติดกับ ไกลโคโปรตีน M โปรตีน N ทําหนาที่ในการเปนปจจัยรวม (co-factor) ในการสังเคราะหอาร
เอ็นเอ (Pensaert and Yeo, 2006; Baker, 2008)  
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รูปที่ 3 โปรตีนที่สําคัญที่เปนองคประกอบของโครงสรางเชื้อไวรัสพีอีด ีไกลโคโปรตีน S ประกอบไป
ดวย S1 (เปนสวนที่จับกับตัวรับบนโฮสตเซลล) และ S2 (เปนสวนที่มีการเปล่ียนแปลงรูปราง) 
โปรตีน E ประกอบไปดวย สวนที่อยูในเยื่อหุมไวรัส และสวนที่อยูดานในเชื้อไวรัส ไกลโคโปรตีน M 
ประกอบไปดวย 3 สวน สวนภายนอก สวนที่อยูเยื่อหุมไวรัส  และสวนที่อยูดานในเชื้อไวรัสซึ่งเปน
สวนที่ทํางานรวมกับ โปรตีน N โดย โปรตีน N จะประกอบไปดวย 3 สวน สวนที่ 1 และ 2 จับกับ
สารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส และสวนที่ 3 เปนสวนที่จับกับไกลโปรตีน M (ดัดแปลงจาก Masters, 
2006) 

 

ลักษณะสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอีด ี

องคประกอบที่สําคัญของยีนในไวรัสพีอีด ี จะพบวามีลักษณะคลายคลึงกับไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
ที่อยูในจีนัส coronavirus เชื้อไวรัสชนิดนี้มีสารพันธุกรรมเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยวชนิดบวก 
(positive single-stranded RNA) มีความยาวประมาณ 28,000 นิวคลีโอไทด (Koscherhans et 
al., 2001) ประกอบไปดวย open reading frame (ORF) หลายสวนไดแก ORF1a และ ORF1b 
เปนสวนยีนที่ถอดรหัสไปเปนโปรตีนชนิดอ่ืนที่ไมใชโครงสรางของเชื้อไวรัส มีความยาวประมาณ 2 
ใน 3 สวนของสายจีโนม (genome) ทั้งเสน สวนที่เหลือคือ ยีนที่ถอดรหัสเปนโปรตีนโครงสราง 
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(structural proteins) ซึ่งแบงออกเปน 4 สวน ไดแก ยีน S ยีน E ยีน M และ ยีน N นอกจากนี้ยัง
พบยีนที่ถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนเสริม (accessory protein gene) คือ ORF3 (Baker, 2008)  
ดังรูปที่ 4   

 มีการศึกษาลําดับของสายพันธุกรรม ORF1 ของเชื้อไวรัสพีอีด ี สเตรน CV777 พบวา
กอนที่จะถึง ORF 1 จะมีสายพันธุกรรมสายส้ันที่ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 99-137 บริเวณปลายดาน 
5’ ถัดมาจึงจะเปน ORF1 ซึ่งเชื้อไวรัสพีอีดีจะแบงออกเปน 2 สวน ไดแก สวน ORF1a ตําแหนงนิ
วคลีโอไทดที่ 297-12,650 และ ORF1b ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 12,650-20,641 ซึ่งทั้งสองสวนจะ
มียีนที่ซอนทับกัน จากการศึกษาพบวา ORF1 ถอดรหัสออกมาเปนเปปไทดสายยาว 
(polypeptides) โดยพบวาโปรตีนที่ไดจากการถอดรหัสสาย ORF1a จะเปนกลุมเอนไซม 
proteases ในสวนของ ORF 1a ยาวไปจนถึง ORF1b จะไดเอนไซม polymerase และเอนไซม 
helicase (Koscherhans et al., 2001) (รูปที่ 5)   

 นอกจากการศึกษา ORF 1 แลวยังมีการศึกษายีนอ่ืนในไวรัสพีอีด ีเชน ยีน S โดย Duarte 
และ Laude (1994) ไดทําการศึกษายีน S จากไวรัสพีอีด ีสายพันธุ Br1/87 พบวามีจํานวนนิวคลี
โอไทด 4,149 สามารถถอดรหัสไดเปน ไกลโคโปรตีน S มีความยาว 1,383 กรดอะมิโน โดย ไกลโค
โปรตีน S แบงเปน 2 สวนไดแก S1 โปรตีนที่ลําดับกรดอะมิโนที่ 1-789 และ S2 ที่ลําดับกรดอะมิโน
ที่ 790-1383 ยังพบวามีการเติมน้ําตาล (glycosylation) 29 จุดที่บริเวณ N-linked  มีการศึกษา
ยีน S เพิ่มเติมในไวรัสพีอีดีสายพันธุ Chinju99 พบวา ยีน S ORF มีความยาว 4,152 นิวคลีโอไทด 
ซึ่งประกอบไปดวยเบสดังนี้  1,001 อะดีนีน (adenine) (24.1%), 849 ไซโตซีน (cytosine) 
(20.4%), 877 กัวนีน (guanine) (21.1%)  และ 1,425 ไทมีน (thymine) (34.3%) มีตําแหนงใน
การเติมน้ําตาล 27 ตําแหนง เม่ือนําลําดับทางพันธุกรรมเฉพาะสวนยีน S ของไวรัสสายพันธุ 
Chinju99 มาเปรียบเทียบกับสายพันธุ Br1/87 พบวามีความเหมือนกันรอยละ 94.5 (Yeo et al., 
2003) เนื่องจาก ไกลโคโปรตีน S มีความสําคัญในการกระตุนภูมิคุมกันนิวทรัลไลซิ่งแอนติบอดี จึง
ไดมีการศึกษาสวนของ ยีน S ที่กระตุนภูมิคุมกันชนิดนี้พบวาจะอยูในตําแหนงกรดอะมิโนที่ 636-
789  (Sun et al., 2007) นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสพีอีด ี ในเซลล
เพาะเล้ียงจํานวนหลายรอบ จะทําใหบางสวนของยีน  S เกิดการกลายพันธุอาจทําให
ความสามารถในการเขาเซลลของเชื้อไวรัสพีอีดีลดลง (Sato, 2009) 



14 

 ยีน ORF3 ถอดรหัสเปนโปรตีนเสริม (accessory proteins) โดยมีการศึกษาการถอดรหัส
เชื้อไวรัสพอีีดี สายพันธุ Br1/87 และ CV777 พบวาตําแหนงของยีน ORF3 จะอยูระหวางยีน S 
และยีน sM (ปจจุบันพบวาคือ ยีน E) ซึ่งโปรตีนที่ไดจากการถอดรหัสของยีน ORF3 ยังไมทราบ
บทบาทหนาที่แนชัด (Duarte et al., 1994) มีการเปรียบเทียบความแตกตางของยีน ORF3 ของ
เชื้อไวรัสชนดิเชื้อรุนแรงสายพันธุ CV777 เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสที่ผานการเล้ียงในเซลล
เพาะเล้ียงหลาย  ๆ รอบ พบวามีการเปล่ียนแปลงตําแหนงนิวคลีโอไทดในเชื้อไวรัสพีอีด ี ซึ่งอาจจะ
เกี่ยวของกับการลดความรุนแรงของเชื้อไวรัสพีอีด ี (Song et al., 2003) ตอมา Park และคณะ 
(2008) ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับลําดับทางพันธุกรรมของยีน ORF3 ของเชื้อไวรัสพีอีด ี โดยทําการ
เปรียบเทียบเชื้อไวรัสพีอีดทีี่กอโรคที่ไดจากการระบาด กับเชื้อไวรัสพีอีดจีากวัคซีนเชื้อเปน พบวา
ในเชื้อไวรัสพีอีดทีี่กอโรคที่ไดจากการระบาดมียีน ORF3 มีจํานวน 675 นิวคลีโอไทด ถอดรหัสได
เปนโปรตีนจํานวน 224 กรดอะมิโน สวนในวัคซีนจะพบวามีจํานวน 624 นิวคลีโอไทด ถอดรหัสได
เปนโปรตีนจํานวน 207 กรดอะมิโน มีการหายไปของสายพันธุกรรม 51 นิวคลีโอไทด (ถอดรหัสได
เปนโปรตีน 17 กรดอะมิโน) จากการศึกษานี้สามารถนํามาประยุกตใชประโยชน โดยใชการศึกษา
ลําดับทางพันธุกรรมของยีน ORF3 ของเชื้อไวรัสพีอีด ีในการแยกระหวางการติดเชื้อตามธรรมชาติ
และเชื้อไวรัสพีอีดจีากวัคซีนได 

 

รูปที่ 4 แผนภูมิของ gRNA ของเชื้อไวรัสพีอีดี ประกอบไปดวยสวนที่เปนยีน ORF1a และ ยีน 
ORF1b ซึ่งถอดรหัสออกมาไดเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในขบวนการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส และ
สวนที่เปนยีนที่ถอดรหัสไดเปนโปรตีนโครงสราง ไกลโคโปรตีน S โปรตีน E ไกลโคโปรตีน M และ 
โปรตีน N นอกจากนี้ยังมีสวนที่เปน ORF3 ที่ถอดรหัสเปนโปรตีนสวนเสริม (ดัดแปลงจาก 
Masters, 2006) 
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รูปที่ 5 แผนภูมิแสดงภาพจําลองการถอดรหัสของ ORF1ab ของเชื้อไวรัสพีอีด ี ซึ่งจะประกอบไป
ดวยเอนไซม papain-like proteinase X domain (PlpX), poliovirus 3C-like proteinase 
(plp3CL), growth factor-like domain (Gfl), RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), Mb 
metal ion-binding-domain (Mb) และ Helicase (Hel) (ดัดแปลงจาก Koscherhans et al., 
2001) 

 ยีน M มีการถอดรหัสไดเปนไกลโคโปรตีน M มีความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกันและ
การประกอบรางของไวรัส ทําใหมีการศึกษายีน M เพื่อที่จะใชเปนแนวทางในการวิเคราะหแยกเชื้อ
ไวรัส โดย Jinghui และYijing (2005) ไดทําการศึกษายีน M จากเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ LJB/03 ที่
ไดจากอุจจาระสุกรในฟารมที่มีการระบาดในประเทศจีนพบวายีน M จะประกอบไปดวย 681 นิ
วคลีโอไทด ซึ่งถอดรหัสไดเปนโปรตีนจํานวน 226 กรดอะมิโน  ซึ่งในยีน M  ของเชื้อไวรัสพีอีดี
ประกอบไปดวยเบสดังนี้ 152 อะดีนีน (22%), 153 ไซโตซีน (23%), 161 กัวนีน (24%) และ 14 ไท
มีน (31%) เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีจากยุโรปพบวามีความแตกตางกัน ซึ่งอาจเกิดจาก
การกลายพันธุในบริเวณยีน M ของเชื้อไวรัสสายพันธุ LJB/03  หลังจากนั้นไดมีการประยุกต
การศึกษาลําดับทางพันธุกรรมของยนี M เพื่อใชในการศึกษาความสัมพันธของเชื้อไวรัสพีอีด ี ที่มี
การระบาดใหมในประเทศจีน โดย Chen และคณะ (2008) พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่มีการระบาดใหม 
มีลักษณะทางพันธกุรรมที่แตกตางจากเชื้อไวรัสสายพันธุ LJB/03  ที่เคยมีการระบาด แตจะคลาย
กับเชื้อไวรัสสายพันธุ JS-2004-2 นอกจากนั้นยังมีการศึกษาลําดับของยีน M ในไวรัสพีอีดีที่ไดจาก
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ระบาดในประเทศไทยพบวามีความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสที่เคยมีการระบาดในประเทศจีน 
(Puranaveja et al., 2009) 

ยีน N ถอดรหัสไดเปน โปรตีน N เปนโปรตีนที่จับกับชิ้นสวนพันธุกรรมของเชื้อไวรัส มี
การศึกษาลําดับพันธุกรรมของยีน N ของเชื้อไวรัสพีอีด ีสเตรน CV777 และ Br1/87 พบวามีขนาด 
1323 นิวคลีโอไทด (Bridgen et al., 1993) ตอมาไดมีการศึกษายีน N ในเชื้อไวรัสพีอีด ี สเตรน 
Chinju99 โดย Lee และ Yeo (2003) พบวาประกอบไปดวยเบส 1326 ตัว ถอดรหัสไดเปนโปรตีน
ที่มีขนาด 441 กรดอะมิโน ประกอบไปดวยเบสดังนี ้405 อะดีนีน (30.5%) 293 ไซโตซีน (22.1%) 
334 กัวนีน (25.2%) และ 294 ไทมีน (22.2%)  มีการศึกษายีน N ในเชื้อไวรัสพีอีด ีสเตรน  LJB/03 
พบวาประกอบดวยเบส 1326 ตัวประกอบไปดวย 405 อะดีนีน (30.5%) 294 ไซโตซีน (22.1%) 
329 กัวนีน (24.8%) และ 298 ไทมีน (22.5%) ถอดรหัสไดเปนโปรตีนขนาด 441 กรดอะมิโน จะ
พบวาลําดับเบสในสารพันธุกรรมมีความแตกตางเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสสเตรน Chinju99 
(Junwei et al., 2006) นอกจากนี้ยังมีการนําสวนยีน N มาทดลองในการผลิตวัคซีนตนแบบเพื่อ
ตอตานโรคพีอีดี ชนิดรีคอมบิแนนท (recombinant) (Hou et al., 2007) สวนยีน E มีการศึกษา
นอยในเชื้อไวรัสพีอีด ี

 

พยาธิกําเนิดของเช้ือไวรัสพีอีด ี

เชื้อไวรัสในวงศ Coronaviridae นี้จะอาศัยอยูในเซลลเยื่อบุผนังลําไสเล็ก (intestinal 
epithelial cell) และสามารถผานเขาสูเซลลขางเคียงไดโดยการแตกหนอ (budding) ผานเยื่อหุม
เซลล (intracytoplasmic membrane) เชื้อไวรัสพีอีดีสามารถขับออกทางอุจจาระของสุกรปวย 
และติดตอไปยังสุกรตัวอ่ืนอยางรวดเร็ว ในการผานเขาสูเซลลของเชื้อไวรัสพีอีด ี จะเขาสูเซลลโดย
อาศัยสวน ไกลโคโปรตีน S1 ที่อยูบริเวณผิวของเชื้อไวรัสจับกับตัวรับที่อยูบนผิวเซลลเยื่อบุเปน
โปรตีนที่มีขนาด 150 กิโลดาลตัน แบงเปนสวนที่เปน C terminal อยูดานนอกเซลล และ N 
terminal อยูในเซลลเยื่อบุซึ่งในเบื้องตนเชื่อวาใช amino peptidase N (หรือที่เรียกวา CD 13) 
เชนเดียวกับ เชือ้ coronavirus ตัวอ่ืนๆ ในกลุมที่ 1 (Oh et al., 2003; Li et al., 2007; Master, 
2006) หลังจากที่ ไกลโคโปรตีน S1 ของเชื้อไวรัสจับกับตัวรับแลวจะกระตุนใหมีการมีเปล่ียนแปลง
โครงสรางของ ไกลโคโปรตีน S2 จากลักษณะที่เปนเสนตรงมีการบิดเปนเกลียวมากข้ึน ทําใหเกิด
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การนําเชื้อไวรัสและเซลลของโฮสตมาติดกัน เกิดการรวมตัวกันของเยื่อหุมไขมันสองชั้น ของทั้งเชื้อ
ไวรัสและโฮสตเซลล จากนั้นจะมีการสงสัญญาณผานทาง ไกลโคโปรตีน M สวนที่อยูในเชื้อไวรัส 
ทําใหมีการสงสวน โปรตีน N และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเขาไปในไซโตพลาสซึมของโฮสต
เซลล (Master, 2006; Baker, 2008) (รูปที่ 6) พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีสามารถติดเซลลเยื่อบุลําไส
อยางรวดเร็วภายหลังจากติดเชื้อ 18 - 24 ชั่วโมงสามารถตรวจพบแอนติเจนของเชื้อไวรัสพีอีดใีน
เซลลเยื่อบุลําไส  โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวน เจจูนัม และ ไอเลียม (Coussement et al., 1982; 
Kim and Chae, 2003) หลังจากที่เชื้อไวรัสพีอีดีเขาไปในบริเวณไซโตพลาสซึมของเซลลเยื่อบุ
ลําไสแลว เชื้อไวรัสพีอีดีจะแบงตัวเพิ่มจํานวนในบริเวณไซโตพลาสซึมของเซลล จากการศึกษาโดย
ใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบเชื้อไวรัสพีอีด ีจํานวนมากในบริเวณไซโตพลาสซึม
ของเซลลเยื่อบุลําไสเล็ก ซึ่งบางคร้ังอาจพบในบริเวณระหวางไมโครวิลไล (microvilli) บริเวณคริ
ปของลําไส และเซลลเยื่อบุลําไสสวนโคลอน โดยชิ้นสวนของไวรัสจะมีหลายรูปรางซึ่งโดยสวนใหญ
มีลักษณะเปนทรงกลมและมีลักษณะเปนทรงรี โดยมีขนาด 70 นาโนเมตร ถึง 140 นาโนเมตร  
พบวา หลังจากที่มีการติดเชื้อไวรัสพีอีดีเขาไปในเซลลแลว สามารถตรวจพบ ลักษณะ การขยาย
ขนาดของไมโตคอนเดรีย (mitochondria) การพบ ER (endoplasmic reticulum) ลดลง 
นอกจากนี้ยังสามารถพบ หยดไขมัน (fat droplet) ในไซโตพลาสซึมของเซลลเยื่อบุลําไสเล็กได  
นอกจากลําไสเล็กแลวยังสามารถตรวจพบแอนติเจนของเชื้อไวรัสพีอีดีไดในเซลลเยื่อบุของลําไส
สวน ดูโอดีนัม (duodenum) ซีกัม (ceacum) และโคลอน (colon) นอกจากนี้ยังพบในสวน
ของคริป ของลําไสเล็กสวนเจจูนัม เล็กนอย (Ducatelle et al., 1982; Sueyoshi et al., 1995; Kim 
and Chae, 2000)  

โดยเชื้อไวรัสพีอีด ี จะทําใหเกิดความเสียหายกับเซลลเยื่อบุวิลไลของลําไสของสุกร
โดยเฉพาะสวน เจจูนัม และสวน ไอเลียม ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงลักษณะของเซลลเยื่อบุลําไส 
ซึ่งพบวาเซลลเยื่อบุจะมีการเปล่ียนแปลงรูปรางจากเซลลทรงสูง (columnar) เปล่ียนไปเปนเซลลที่
มีรูปรางลักษณะเปนส่ีเหล่ียม (cuboidal) จนถึงเซลลที่มีลักษณะแบน เกิดการลอกหลุดของเซลล
เยื่อบุทําใหเกิดการหดส้ันของวิลไล (Coussement et al., 1982; Ducatelle et al., 1982) จะเร่ิม
พบวามีการหดส้ันของวิลไลของลําไสเล็กสวน เจจูนัม ที่ 24 ชั่วโมง (Kim and Chae, 2003)  
สอดคลองกับการพบการลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไสจนทําใหวิลไลหดส้ันลง (Coussement  et 
al., 1982) นอกจากนี้ยังพบวาการติดเชื้อไวรัสพีอีดีจะทําใหมีการสรางเอนไซมที่วิลไลขนาดเล็ก 
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(microvilli) บนผิวเซลลเยือ่บุลําไสมีปริมาณลดลง (Jung et al., 2006) ซึ่งเอนไซมเหลานี้ไดแก  
เอนไซม disaccharidases ทําหนาที่ในการยอยน้ําตาลที่ประกอบไปดวย เอนไซมlactase, 
sucrase, maltase และ เอนไซมยอยโปรตีน leucine aminopeptidase N ทําหนาที่ในการยอย
สารประกอบโปรตีนสายส้ันเพือ่ใหไดเปนกรดอะมิโน และ เอนไซม alkaline phosphatase ทํา
หนาที่ในยอยสารประกอบอินทรียมีบทบาทเกี่ยวของกับกระบวนการดูดซึมไขมัน  จากการลดลง
ของเอนไซมที่ไดกลาวมานั้น จะสงผลใหความสามารถในการยอยอาหารของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอี
ดีลดลงตามไปดวย เกิดภาวะ การยอยอาหารผิดปกติ (maldigestion) สงผลใหเกิดภาวะทองเสีย
เนื่องจากความเขมขนของของเหลวในลําไสสูงทําใหมีการดึงน้ําเขาสูภายในลําไสจํานวนมาก 
(osmotic diarrhea) ตามมา ดังนั้นจึงพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพีอีดีมีอาการถายเหลวเปนน้ํา
ตลอดเวลา 

 

 
 

รูปที่ 6 การเขาสูเซลลเยื่อบุลําไสของเชื้อไวรัสพีอีดโีดยอาศัย ไกลโคโปรตีน S จับกับตัวที่อยูบนผิว
เซลล เม่ือเขาไปแลวจะมีการแบงตัวในบริเวณไซโตพลาสซึม (ดัดแปลงจาก Master, 2006) 
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อาการทางคลินิกและรอยโรคทางพยาธิวิทยา 

อาการทางคลินิกของโรคพีอีด ี มีลักษณะเดนคือ การเกิดทองเสียอยางรุนแรงในสุกร จะ
พบวาอุจจาระมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองไหลดานทายของสุกร บางคร้ังจะพบลักษณะอาการ
อาเจียนเปนลักษณะกอนนมที่ไมยอย (milk curd) ในลูกสุกรดูดนมดวย โดยการระบาดที่เกิดข้ึน
ในฟารมจะข้ึนอยูกับความไวรับโรค (susceptible) ของแตละฟารม ทําใหอัตราการปวยของแตละ
ฟารมมีความแตกตางกัน ตั้งแตรอยละ 50 จนถึงรอยละ 100 ของสุกรมีชีวิต ในลูกสุกรดูดนมที่ไมมี
ภูมิคุมกันตอโรคพีอีดี จะมีอาการทองเสียอยางรุนแรงและเสียชีวิตจากการขาดน้ํา 3 ถึง 4 วัน
หลังจากที่แสดงอาการทองเสีย (Pensaert and Yeo, 2006) ลักษณะการเกิดโรคพีอีดนีั้นสามารถ
แบงออกไดเปน 2 ชนิด แบงไดจากลักษณะอาการที่แสดงออกของสุกรในแตละอายุ โดยชนิดที่ 1 
จะพบอาการทองเสียในสุกรทุกอายุ ยกเวนในลูกสุกรดูดนมโดยจะพบความเสียหายเกิดข้ึนกับสุกร
หลังหยานม  (Anonymous, 1972)  และชนิดที่ 2 คือ พบลักษณะความเสียหายที่เกิดข้ึนในสุกรทุก
อายุรวมทั้งถึงลูกสุกรดูดนมดวย ทําใหอัตราการตายลูกสุกรดูดนมสูง อาจสูงถึงรอยละรอย สวน
สุกรใหญสามารถหายปวยและมักไมพบอัตราการตาย (Wood, 1977) โดยสวนใหญมักพบ
ลักษณะของการเกิดโรคพีอีดชีนิดที่ 2 มากกวาชนิดที่ 1 โรคพีอีดจีะทําใหเกิดอาการทองเสียในสุกร
ทุกอายุแตจะมีความรุนแรงในสุกรที่ดูดนมที่ไมมีภูมิคุมกันตอโรค  ความรุนแรงของโรคพีอีดี พบวา
ข้ึนอยูกับอายุของสุกรโดยจะพบอาการทองเสียอยางรุนแรงในสุกรอายุนอย การศึกษาของ 
Shibata และคณะ (2000) มีการปอนเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ C777 ใหกับสุกรอายุ 2 วัน จนถึง
อายุ 12 สัปดาห พบวาในกลุมสุกรที่มีอายุ 2 วันและอายุ 7 วันมีอาการทองเสียภายใน 1 วัน
หลังจากการปอนเชื้อและตายระหวางวันที่ 3 ถึง 4 ในกลุมอายุ 2 สัปดาหและ 4 สัปดาหมีอาการ
ทองเสียแตไมพบตัวสุกรตาย ในสุกรกลุมอายุ 8 และ 12 สัปดาหสุกรไมแสดงลักษณะอาการปวย 
สุกรจะมีการสรางภูมิคุมกันตอโรคพีอีด ีซึ่งสามารถตรวจพบไดตั้งแต 1 ถึง 2 สัปดาห และมีระดับ
สูงสุด 4 ถึง 5 แสดงใหเห็นวาสุกรอายุนอยจะแสดงอาการของโรครุนแรงมากกวาสุกรที่มีอายุมาก 
ทั้งนี้เนื่องจาก ความสามารถในการสรางเซลลเยื่อบุผนังลําไสข้ึนทดแทนในลูกสุกรอายุนอยชากวา
สุกรที่มีอายุมาก แตมีการศึกษาถึงความสัมพันธของโรคพีอีดีที่เกิดระบาดข้ึนในประเทศไทยในชวง
ป พ.ศ. 2551 พบวาฟารมที่มีการระบาดคร้ังแรกของโรคพีอีดีมีความเกี่ยวของกับประสิทธิภาพการ
ผลิตของแมพันธุที่ลดลง มีจํานวนลูกเกิดชีวิตนอยลง รวมไปถึงมีการแทงเพิ่มข้ึน (Olanratmanee 
et al., 2010) รวมทั้งระบบภูมิคุมกันของลูกสุกรยังทํางานไดไมเต็มที่ การศึกษาของ Kim และ 
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Chae (2003) โดยการปอนเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ SNUVR971496 ที่แยกไดจากประเทศเกาหลีใต
ใหกับสุกรดูดนมทีไ่มไดรับนมน้ําเหลืองอายุ 1 วันและติดตามลักษณะการเกิดโรคโดยในชวงเวลา
ตางๆ หลังการปอนเชื้อพบวา ลูกสุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสียตั้งแต 12 ชั่วโมงและสุกรทั้งหมด
แสดงอาการทองเสีย 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ  

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาของโรคพีอีด ี พบลําไสเล็กของสุกรมีลักษณะผนังบาง มี
ของเหลวภายในลําไสเปนสีเหลืองเนื่องจาก ลําไสไมสามารถดูดซึมสารอาหารได เกิดภาวะการดูด
ซึมอาหารผิดปกติ (malabsorption) สงผลใหมีการสะสมของเหลวภายในทั้งลําไสเล็กและลําไส
ใหญ ไมพบทอน้ําเหลืองฝอย (lacteal) สามารถพบการคั่งเลือดในหลอดเลือดในบริเวณเยื่อแขวน
ลําไสของสุกรที่ติดโรคพีอีด ี ลักษณะรอยโรคที่พบทางมหพยาธิวิทยานั้นคลายคลึงกับโรคทีจีอีและ
โรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสโรตา (Rotavirus) แตสําหรับในโรคที่เกิดเชือ้ไวรัสโรตาในสุกรนั้นเม่ือมี
อาการทองเสียไปแลว 24 ชั่วโมงจะมีการกระตุนการบีบตัวของลําไสมากข้ึนทําใหพบผนังลําไส
บางนอยกวาการติดโรคพีอีดีและโรคทีจีอี (Saif and Wesley, 1999; Paul and Stevenson, 
1999) ในบางคร้ังอาจพบวาตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไสมีการขยายขนาดเกิดข้ึน 
(Coussement et al., 1982; Pensaert and Yeo, 2006)  (รูปที ่7)  

 
รูปที่ 7 ลําไสเล็กของสุกรที่มีอาการทองเสียเฉียบพลันสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสพีอีด ีพบลักษณะ
ผนังลําไสบาง (ลูกศร)  
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ลักษณะที่พบเห็นดวยตาเปลามีความสอดคลองกับรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในลําไสเล็กสวน เจจูนัม และสวน ไอเลียม สําหรับรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาเม่ือสุกร
ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีจะพบ การคั่งเลือดของหลอดเลือด พบการหนาตัวข้ึนของชั้น lamina propia มี
การเขามาของเซลลอักเสบ ชนิด ลิมโฟไซต (lymphocyte) บางคร้ังอาจพบเซลลอักเสบชนิด นิว
โทรฟลล (neutrophil) และ อิโอสิโนฟลล (eosinophil) พบลักษณะการเปล่ียนแปลงของรูปราง
เซลลเยื่อบุลําไส จากเซลลที่มีลักษณะทรงสูงเปนเซลลที่ลักษณะเตี้ยลงหรือแบน พบการหดส้ัน
ของวิลไลขนาดเล็กบนผิวเซลลเยื่อบุ พบการสรางวงกลมวงขนาดเล็ก (vacuolation) ในไซโตพลา
สซึม มีการลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไสที่มีการติดเชื้อที่บริเวณเซลลเยื่อบุลําไส พบการหดส้ันของ
วิลไล และมีการรวมตัวกันของวิลไล ดังรูปที่ 8 (Coussement et al., 1982; Ducatelle et al., 
1982) โดยลักษณะการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและสวนไอเลียมนั้น สามารถพบได
ในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสทีจีอี เชื้อไวรัสโรตา (Paul and Stevenson, 1999; Saif and Wesley, 1999) 
และการติดเชื้อบิด I. suis (Isospora suis) แตการติดเชื้อบิดรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาจะพบ การ
อักเสบแบบเนื้อตายของลําไสเล็กในระยะเฉียบพลัน และ ลักษณะการเพิ่มจํานวนของคริป (crypt 
hyperplasia) ในระยะเร้ือรัง นอกจากนี้ยังสามารถพบเชือ้บิดที่อยูในระยะแบงตัวแบบไมอาศัย
เพศ (type 1 meront, type 1 merozoite, asexual stage) (Lindsay et al., 1999) ลักษณะทาง
จุลพยาธิวิทยาของลํ้าไสเล็กสุกรที่ปวยเปนจากโรคพีอีดี จะมีอัตราสวน VH/CD ลดลงอยูที่
ประมาณ 1:1 ถึง 3:1 โดยจะเร่ิมมีการหดส้ันของวิลไลที ่ 24 ชั่วโมงหลังจากที่มีการติดเชื้อ จาก
ระดับปกติที่มีอัตราสวนประมาณ 7:1 (Kim and Chae, 2003) สําหรับรอยโรคสามารถที่พบไดใน
อวัยวะอ่ืนๆ เชน ซีกัม ลําไสใหญสวนโคลอน จะพบวามีเม็ดไขมัน (fat vacuole) จํานวนมากใน
เซลลเยื่อบุ (Kim and Chae, 2000) ในกระเพาะอาหารพบเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต และการคั่ง
เลือด ในลําไสเล็กสวนดูโอดีนัมพบการหดส้ันของวิลไล ในลําไสใหญสวนโคลอนมีการลอกหลุด
ของเซลลเยื่อบุ (Coussement et al., 1982; Ducatelle et al., 1982)  
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รูปที่ 8 ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของสุกรที่ปวยดวยโรคพีอีดี พบวามีการคั่งเลือดในหลอดเลือด 
(ลูกศร) พบการเขามาของเซลลอักเสบ (หัวลูกศร) มีการหดส้ันและรวมตัวกันของวิลไล, แถบ = 50 
ไมโครเมตร 

 

การตรวจวินิจฉัย 

อาการทางคลินิกและผลการชันสูตรซาก รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา และรอยโรคทางจุล
พยาธิวิทยาสามารถบอกไดเบื้องตน แตควรมีการตรวจทางหองปฏิบัติการณเพื่อยืนยันการเกิดโรค
พีอีดี ซึ่งที่ผานมามีการศึกษาทางหองปฏิบัติการณ ดังนี ้

กลองจุลทรรศนอิเลกตรอน สามารถใชตรวจการเปล่ียนแปลงในเซลลเยื่อบุทางเดินอาหาร
โดยเฉพาะในลําไสเล็กสวนเจจูนัม ไอเลียม พบวา 18 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อไวรัสเซลลเยื่อบุใน
ลําไสเล็กมีการเปล่ียนแปลง ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) มีการขยายขนาด พบการยืดขยาย
ของ ER มีการสรางเม็ดกลมในบริเวณไซโตพลาสซึม นอกจากนี้อาจพบเชื้อไวรัสในสวนไซโตพลา
สซึมใน 24 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อไวรัส (Ducatelle et al., 1982) 

FAT (fluorescent antibody technique) เปนวิธีการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสในชิ้น
เนื้อ โดยเก็บชิ้นเนื้อที่ตองการทดสอบแชแข็ง นํามาทําปฏิกริยากับภูมิคุมกันที่จําเพาะตอเชื้อไวรัส



23 

พีอีดี ซึ่งภูมิคุมกันที่จําเพาะนี้มีจะมีการติดดวยสี fluorescent แลวจึงนําไปสองดวยกลอง
จุลทรรศนสําหรับงาน FAT โดยเฉพาะ ตามวิธีการของ Debouck และคณะ (1981) 

อิมมูนโนฮีสโตเคมี เปนวิธีการที่ใชในการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสพีอีดีโดยสามารถ
ประยุกตตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไดในเซลลเพาะเล้ียงและในชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงสภาพดวย
น้ํายาฟอรมาลินและเก็บไวในพาราฟน ในชวงแรกมีการใชแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดรวม 
(polyclonal antibodies) (Sueyoshi et al., 1995) ตอมามีการพัฒนาใชแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสพี
อีดีชนิดเดี่ยว (monoclonal antibodies) ซึ่งจะมีความจําเพาะตอเชื้อไวรัสมากวาแอนติบอดีชนิด
รวม (Kim and Kweon, 1999) 

ISH (in situ hybridization) เปนวิธีการที่สามารถใชในการตรวจสอบหาสารพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสพีอีดีในชิ้นเนื้อที่ถูกตรึงสภาพดวยน้ํายาฟอรมาลินและเก็บไวในพาราฟน โดยการใช
ตัวจับ (probe) ที่เปน cDNA ไปจับกับอารเอ็นเอในชิ้นเนื้อ โดยตัวจับจะถูกติดไวดวย 
nonradioactive digoxigenin-labeled (Kim and Chae, 2000) 

ELISA มีการพัฒนาข้ึน โดยในชวงแรกใชในการตรวจหาเชื้อไวรัสพีอีดีในอุจจาระสุกรที่ติด
เชื้อไวรัสพีอีดี ซึ่งมีความไวในการตรวจหาเชื้อไวรัสมากกวาการใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
(Callebaut et al., 1982) นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาเทคนิคการใช ELISA แบบ blocking เพื่อใช
ในการตรวจหาภูมิคุมกันในซีรัมของสุกรที่มีการติดเชื้อไวรัสพีอีดี (Callebaut et al., 1982; 
Hofmann and Wyler,1990) หลังจากนั้นมีการพัฒนาการใชโปรตีนที่จําเพาะในการกระตุน
ภูมิคุมกันบนผิวเซลลในสวนของ ไกลโคโปรตีน S มาประยุกตใชในเทคนิค ELISA เพื่อเพิ่ม
ความจําเพาะในการตรวจหาระดับภูมิคุมกันชนิด Ig (immunoglobulin) G ในซีรัมไดมากข้ึน 
(Knuchel et al., 1992) นอกจากการตรวจหาระดับภูมิคุมกันชนิด IgG ในซีรัมแลวชุดตรวจ 
ELISA ยังมีการพัฒนาเพื่อตรวจหา IgA ในซีรัมไดดวยเชนกัน (cited by de Arriba et al., 2002)  

RT-PCR เปนวิธีการที่ใชในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสซึ่งสามารถใชในการ
ตรวจสอบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในตัวอยางจากอวัยวะ อุจจาระสุกรที่ปวย และในเซลล
เพาะเล้ียง โดยวิธีการนี้ใหผลในการตรวจสอบทีเ่ร็วกวาการใชวิธีการยืนยันดวยวิธีอ่ืน ในการ
พัฒนาชวงแรก จะมีการตรวจหาสารพันธุกรรมโดยการใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน M ของเชื้อไวรัส
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พีอีดี ในการตรวจหาสารพันธุกรรมในสวนยีน M นั้นมักจะใชในการยืนยันความคงอยูของเชื้อไวรัส
พีอีดีในเซลลเพาะเล้ียงเนื่องจากยีน M มีความคงตัวสูง (Kweon et al., 1997) นอกจากนั้นการ
ตรวจหาบางสวนของยีน S ยังนํามาประยุกตใชในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (Park 
et al., 2007) แตเนื่องจากยีน S มีการเปล่ียนแปลงที่พบไดบอยจึงมีการนํามาใชในการบอก
ความสามารถในการกอโรคของเชื้อไวรัสพีอีดทีี่ถูกเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง (Sato, 2009) สําหรับ
การประยุกตวิธี RT-PCR ใชในการแยกการระบาดของโรคพีอีดีจากการติดเชื้อธรรมชาติหรือเกิด
จากการใชวัคซีนเชื้อเปนนั้นจะใชไพรเมอรที่ตรวจสารพันธุกรรมในสวนของ ORF3 (Song et al., 
2003) 

 

การปองกันและการรักษา 

จากการศึกษาดังกลาวขางตนจะพบวาโรคพีอีดี มีระยะฟกตัวที่ส้ันมาก สามารถแพรกระจายได
อยางรวดเร็วโดยผานทางอุจจาระของสุกรปวย กอใหเกิดความเสียหายเปนวงกวางในอุตสาหกรรม
การผลิตสุกร นอกจากนีย้ังไมมีวิธีการควบคุมรักษาโรคพีอีดี ที่เฉพาะเจาะจง ที่ผานมามีการคิดคน
วิธีการในการควบคุมโรคพีอีดี ไมใหกอความเสียหายมากนัก โดยการเตรียมแมสุกรทดแทน และ
แมสุกรอุมทองกอนคลอดใหมีการสัมผัสเชื้อเพื่อใหแมสุกรสรางภูมิคุมกันตอโรคดวยการสับไสสุกร
ที่ปวยใหแมสุกรกิน แตวิธีดังกลาวอาจเปนการนําเชื้อโรคชนิดอ่ืนกลับเขาสูแมสุกรได นอกจากนี้มี
การศึกษาเกี่ยวกับการใชอิมมูโนโกลบูลินที่ไดจากไขไกที่ เรียกวา IgY (chicken egg yolk 
immunoglobulin ) (Kweon et al., 2000)   และการใชนมโคที่มีภูมิคุมกันตอพีอีดี (hyperimmune 
cow colostrums, HCC) (Shibata et al., 2001) ในลูกสุกรซึ่งหลังจากที่มีการปอนเชื้อไวรัสพีอีดี
กลับไปแลวพบวา สามารถลดอัตราการตายในลูกสุกรทดลองได แตลูกสุกรยังมีอาการทองเสียและ
ไมสะดวกในการปฏิบัติงาน เนื่องจากข้ันตอนในการผลิตซับซอนและวิธีการใหตองปอนลูกสุกรทุก
ตัว  จึงไดมีการศึกษาแนวทางในการพัฒนาวัคซีน โดยลดความรุนแรงของไวรัสพีอีดีสายพันธุ 
KPEDV-9 ผานการเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells  จํานวนหลายรอบ (passages)   
พบวาการกอโรคในลูกสุกรของเชื้อไวรัสพีอีดีที่ถูกทําใหออนแรงจะทําใหเกิดอาการทางคลินิกและ
อัตราการตายนอยกวาเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดที่แยกไดโดยตรงจากสุกรปวย (wild type) และแมสุกร
สามารถสรางภูมิคุมกันซึ่งถายทอดสูลูกผานทางนมน้ําเหลืองได (Kweon et al., 1999) ตอมามี
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การพัฒนาวัคซีนเชื้อเปนในประเทศเกาหลีโดยใชไวรัสสายพันธุ DR13 (Song et al., 2007) ที่ผาน
การเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงจํานวน 100 รอบซึ่งพบวาแมสุกรสามารถสรางภูมิคุมกันและ
ถายทอดไปยังลูกสุกรได ในประเทศญี่ปุนมีวัคซีน P-5V โดยผลิตจากเชื้อไวรัสสายพันธุ 83P-5 ใช
ในการลดความรุนแรงของโรคพีอีดีในฟารมสุกร มีการศึกษาแนวทางการผลิตวัคซีนโดยการใช
แบคทีเรียแสดงโปรตีนที่เปนแอนติเจนออกมาบนผิวเซลล ซึ่งใช Lactobacillus casei  ที่สามารถ
แสดงโปรตีน N โดยวิธีการใหวัคซีนผานทางปากในแมสุกรพบวามีการสรางภูมิคุมกันชนิด IgG 
และ IgA เปนภูมิคุมกันที่มีความจําเพาะตอโปรตีน N ของเชื้อไวรัสพีอีดี แตภูมิคุมกันที่ไดไม
สามารถยับยั้งการเขาเซลลของเชื้อไวรัสพีอีดีได (Hou et al., 2007)  อยางไรก็ดีเชื้อไวรัสที่ใชใน
การทําวัคซีนมีความแตกตางกับเชื้อไวรัสพีอีดี ที่ระบาดในประเทศไทย ภูมิคุมกันที่เกิดข้ึนจาก
วัคซีนอาจไมสามารถคุมโรคขามสายพันธุได อีกทั้งการใชวัคซีนเชื้อเปนอาจเปนการชักนําเชื้อไวรัส
สายพนัธุใหมเขามาระบาดในประเทศ และที่สําคัญเชื้อไวรัสพีอีดี จากวัคซีนอาจจะเกิดการกลาย
พันธุและกอโรคข้ึนใหมได (Chen et al., 2010) เนื่องจากยังไมมีวิธีการรักษาที่จําเพาะตอโรคพีอีดี 
การวางแผนในการปองกันโรคพีอีดีจึงมีความจําเปนที่ตองปฏิบัติ การสรางภูมิคุมกันใหแกสุกรเปน
วิธีการปองกันโรค ดั้งนั้นการพัฒนาวัคซีนโดยการนําเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศมาพัฒนาวัคซีน
เปนจึงมีความจําเปน แตวิธีการพัฒนาวัคซีนจําเปนตองมีการศึกษาแนวทางการลดความรุนแรง
ของเชื้อไวรัสพีอีดี ซึ่งแนวทางการลดความรุนแรงของเชื้อไวรัสพีอีดียังไมมีการศึกษาในประเทศ
ไทย การศึกษานี้จึงเปนการศึกษาแรกที่ศึกษาแนวทางการลดความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อ
ไวรัสพีอีดีที่แยกไดในประเทศ โดยเชื้อไวรัสพีอีดีที่ถูกลดความรุนแรงนั้น จะมีลักษณะการกอโรค
เปนอยางไรเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ยังไมลดความรุนแรง กอนที่จะมีการนําไปทดสอบ
ประสิทธิภาพและพัฒนาเปนวัคซีนตอไป 
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บทท่ี 3 

การดําเนินการวิจัย  

แผนการทดลอง 

ทําการทดลองปอนเชื้อไวรัสพีอีดีใหกับลูกสุกรที่ไมไดรับนมน้ําเหลือง โดยแบงกลุมทดลอง
ออกเปน 3 กลุม กลุมที่ 1 ปอนดวยเชื้อออนแรง (53rd passage) กลุม 2 ปอนดวยเชื้อรุนแรง (1st 
passage) และ กลุมที่ 3 ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นติดตามสังเกตอาการและสุมตัวอยาง
สุกรเพื่อทําการชันสูตรซากและเก็บตัวอยางตามตารางเวลาที่กําหนด จากนั้นทําการศึกษาทางมห
พยาธิวิทยา จุลพยาธิวิทยา การวิเคราะหอัตราสวนระหวางความสูงของวิลไลกับความลึกของคริป 
(VH/CD) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส และการตรวจหา
ปริมาณเชื้อไวรัสดวยวิธี viral titration 
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แผนผังงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ลูกสุกรอายุ 1 วันที่ไมไดรับน้ํานมเหลือง (n=28) 

กลุม 1 ปอนดวยเช้ือออนแรง
(n=12) 

กลุม 3 ปอนดวยอาหารเล้ียงเช้ือ 
(n=4) 

กลุม 2 ปอนดวยเช้ือรุนแรง 
(n=12) 

ทําการสังเกตอาการทางคลินิกทุก 6 ช่ัวโมง 

การุณยฆาตที่ 12 24 36 และ 72 ช่ัวโมงหลังปอนเช้ือ 

เก็บตัวอยางเพ่ือศึกษาทางพยาธิวิทยา: 
กระเพาะอาหาร ดูโอดีนัม เจจูนัมสวนตน เจจูนัม
สวนกลาง เจจูนัมสวนทาย ไอเลียม ซีกัม โคลอน 
และไสตรง 

 

เก็บตัวอยางเพ่ือทําการศึกษาหาเช้ือไวรัส:  

- ลําไสเล็กรวม 

- ลําไสสวนโคลอนและส่ิงบรรจุภายใน 

- การหาสารพันธุกรรมของเช้ือ
ไวรัสพีอีดีโดย mRT-PCR 

- คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 

- อัตราสวน VH/CD 
- การหาปริมาณเช้ือไวรัสพีอีดี

โดย Viral titration 
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สุกรทดลอง 

ใชสุกรทดลองจํานวน 28 ตัว อายุ 1 วัน ไมจํากัดเพศ สุกรที่ใชในการทดลองเปนลูกสุกรที่
ยังไมไดรับน้ํานมเหลือง (colostrum deprived) จากแมสุกร ไดรับอนุญาตการใชสัตวทดลอง จาก
คณะกรรมการควบคุมดูแลการเล้ียงและการใชสัตวเพื่องานทางวิทยาศาสตร คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใบอนุญาตเลขที่ 1031043 ลูกสุกรที่นํามาทดลองไดจาก
ฟารมที่ไมเคยมีการระบาดของโรคพีอีดีโดยไดรับความอนุเคราะหมาจาก บริษัท พันธุสุกรไทย-เดน
มารค จํากัด (มหาชน) โดยทําการแยกลูกสุกรออกจากแมทันทีหลังคลอด และฉีดธาตุเหล็ก (Iron-
dextran, Ferron®, T.P Drug Laboratories) 100 มิลลิกรัมตอตัว ที่คอดานซายของสุกร ฉีดยา
ปฏิชีวนะ (Marbofloxacin, Marbocyl®, Vetoquinol) 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมทีค่อดานขวาของสุกร 
และปอนยาตานบิด (Toltrazuril, Baycox®, Bayer) ในสุกรอาย ุ1 วันกอนการปอนเชื้อไวรัส 

 

การเตรียมเช้ือไวรัส  

เชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุไทย  08NP02 ที่แยกไดจากการระบาดของโรคพีอีดีในประเทศไทย
ในป พ.ศ. 2550 - 2551 (Puranaveja et al., 2009) หลังจากนั้นนํามาเล้ียงและเพิ่มจํานวนไวรัส
ในเซลลเพาะเล้ียงชั้นเดียว Vero cells โดยประยุกตจากวิธีของ Hofmann และ Wyler (1988) ซึ่ง
ถูกเล้ียงดวย Modified Eagle’s medium (MEM) ที่เติม fetal calf serum (FCS) ความเขมขนรอย
ละ 5 หลังจากนั้นเปล่ียนมาใช maintenance medium ที่ประกอบดวยสารสกัดจากยีสตความ
เขมขนรอยละ 0.02 และ trypsin 10 ไมโครกรัม  ทําการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสใน Vero cells หลายๆ 
รอบ จนได 53 รอบ โดยปริมาณของเชื้อไวรัสพีอีดีที่ไดตองไมต่ํากวา 105 TCID50/มิลลิลิตร 
(Shibata et al., 2000) ตรวจสอบความเขมขนของเชื้อไวรัสพีอีดีโดยใชการสังเกตการเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาของเซลล (cytopathic effect, CPE) ที่เกิดข้ึนในเซลลเพาะเล้ียง ใน
ระหวางการเล้ียงเชือ้ไวรัสในเซลลเพาะเล้ียงไดตรวจสอบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเปนระยะๆ 
โดยวิธี RT-PCR เพื่อยืนยันวาเชือ้ไวรัสพีอีดียังคงสามารถเจริญเติบโตไดในเซลลเพาะเล้ียง 
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สถานท่ีทดลอง 
หองเล้ียงสัตวทดลองที่มีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 1 ของศูนยฝกนิสิตสัตวแพทย 

คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม เตรียมความพรอมโดย ลางทํา
ความสะอาดดวยน้ําเปลา และทําการฆาเชื้อในหองทดลอง 2 คร้ัง กอนที่จะมีการนําสุกรเขาไป
เล้ียงดวยโดยใชน้ํายาฆาเชื้อที่สามารถกําจัดเชื้อไวรัสพีอีดี (Virkon–s®, Dupont) สุกรทดลองใน
แตละกลุมถูกเล้ียงแยกหองกัน มีมาตรการลดการปนเปอนระหวางหอง (cross contamination) 
แบงคนเล้ียงหองละกลุมไมปะปนกัน แยกอุปกรณทั้งหมดที่ใชในการทดลองไมใหปะปนกันในแต
ละกลุม ที่หนาหองเล้ียงสุกรมีการวางอางน้ํายาฆาเชื้อโรค (Virkon–s®, Dupont) มีการเปล่ียนทุก
วัน  อยางเขมงวด สุกรทดลองเล้ียงบนกรงที่บริเวณดานบนของกรงจัดวางไฟกกดานบน ควบคุม
อุณหภูมิที่ 30-35 องศาเซลเซียส (Carr, 2006) มีภาชนะเพื่อใสน้ําสะอาดและเปล่ียนทําความ
สะอาดทุก ๆ 3 ชั่วโมง 

  
การทดลองในสุกร 

ทําการแบงกลุมสุกรออกเปน 3 กลุมดังตอไปน้ี 
กลุมที ่ 1 (กลุมเชื้อออนแรง) สุกรจํานวน 12 ตัว ที่อายุ 1 วันทําการปอนเชื้อไวรัสพีอีด ีที่

ผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells จํานวน 53 รอบ มีความเขมขนมากกวา 
105TCID50/มิลลิลิตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/ตัว 

กลุมที ่ 2 (กลุมเชื้อรุนแรง) มีสุกรจํานวน 12 ตัว ที่อายุ 1 วันทําการปอนเชื้อไวรัสพีอีด ี ที่
ผานเซลลเพาะเล้ียงจํานวน 1 รอบ มีความเขมขนไมนอยกวา 105TCID50 /มิลลิลิตร ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร/ตัว  

กลุมที่ 3 (กลุมควบคุมลบ) มีสุกรจํานวน 4 ตัว ที่อายุ 1 วัน ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อ 
(mock inoculations) ซึ่งประกอบดวยสารสกัดจากยีสต (yeast extract) ความเขมขนรอยละ 
0.02 และ trypsin 10 ไมโครกรัม ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/ตัว  

ทําการปอนเชื้อไวรัสเขาทางปากสุกร  โดยใชกระบอกฉีดยา ขนาด 5 มิลลิลิตร บรรจุเชื้อ
ไวรัสปริมาณ 5 มิลลิลิตร ปอนที่ละตัว แยกผูปอนตามกลุม วิธีการปอนสุกรใชมือขางที่ไมถนัดจับ
บริเวณตนคอสุกรใหเงยหนาและอาปาก ใชมือขางที่ถนัดจับกระบอกฉีดยาวางเขาไปในกระพุง
แกมดานในของสุกร ใชหัวแมมือกดกระบอกฉีดยาเพื่อเดินเชื้อไวรัส ระมัดระวังมิใหมีการไหลยอน
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ของเชื้อไวรัสออกทางปาก ในระหวางการทดลองใหอาหารลูกสุกรทุกๆ 3 ชั่วโมง โดยใชนมผง
สําหรับลูกสุกรซึ่งไดมีการทดสอบแลววาไมทําใหเกิดการทองเสีย (Denkapig lacto sas®)  นํามา
ละลายในน้ําอุน และปอนคร้ังละ ปริมาณ 10 -30 มิลลิลิตรตอตัว ข้ึนอยูกับความสามารถในการ
กินของสุกรแตละตัว สุกรแตละกลุมถูกแยกเล้ียงในแตละหอง โดยมีน้ําสะอาดใสถวยใหกินตลอด
การทดลอง ภายหลังการปอนเชื้อไดบันทึกอาการทางคลินิกทุกๆ 6 ชั่วโมง อาท ิ เชน อาการหนาว
ส่ัน การนอนสุม อาการทองเสีย ลักษณะของอุจจาระ ลักษณะขน สภาวะแหงน้ํา เปนตน รวมทั้ง
บันทึกขอมูลจํานวนสุกรที่ปวย และสุกรตาย จากนั้นทําการสุมสุกรเพื่อทําการุณยฆาตและเก็บ
ตัวอยางชิ้นเนื้อตามเวลาที่กําหนดไวในตารางที่ 1 โดยสุมสุกรจาก กลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 กลุมละ 
3 ตัว สวนกลุมที่ 3 กลุมละ 1 ตัว 
 
ตารางที่ 1 กลุมสุกรในการทดลองปอนเชื้อพีอีดีและระยะเวลาที่ชันสูตรซากหลังจากปอนเชื้อไวรัส
พีอีด ี

กลุม 

เวลาและจํานวนสุกรที่ชันสูตรหลังการปอน
เชื้อ  

12 ชม   
(ตัว) 

24 ชม   
(ตัว) 

36 ชม
(ตัว) 

72 ชม
(ตัว) 

1. กลุมเชื้อออนแรง ( n = 12) 3 3 3 3 

2. กลุมเชื้อรุนแรง ( n = 12) 3 3 3 3 

3. กลุมควบคุมลบ ( n = 4) 1 1 1 1 

 
 
การศึกษาทางพยาธิวิทยา 

การศึกษารอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 
ทําการการุณยฆาต (euthanasia) สุกรทดลองตามตารางเวลาที่กําหนดดวยยาสลบ 

(Pentobarbital sodium, Nembutal®, Ceva Sante Animale) ในปริมาณสูง (5 มิลลิลิตร) โดย
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การฉีดเขาหลอดเลือด จากนั้นทําการชันสูตรซากและบันทึกลักษณะรอยโรคของอวัยวะทางเดิน
อาหาร จากนั้นเก็บอวัยวะตางๆดังตอไปนี้เพื่อตรวจทางจุลพยาธิวิทยา กระเพาะอาหาร ลําไสเล็ก
สวนตางๆ ไดแก ดูโอดีนัม เจจูนัมสวนตน เจจูนัมสวนกลาง เจจูนัมสวนทาย และลําไสเล็กสวน ไอ
เลียม ลําไสใหญสวน ซีกัม โคลอน และไสตรง แชลงในน้ํายาฟอรมาลินความเขมขนรอยละ 10 
นํามาผานเขาสูกระบวนการเตรียมชิ้นเนื้อที่มาตรฐาน และยอมดวยสีฮีมาท็อกซิลิน-อิโอซิน 
(Hematoxylin and Eosin, H&E) สําหรับกรณทีี่พบรอยโรคซึ่งสงสัยวาอาจเกิดจากการติดเชื้อ
แบคทีเรีย ไดทําการเก็บตัวอยางลําไสเพื่อสงเพาะเชื้อแบคทีเรีย 
 

การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา  
การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา แบงเปน 2 สวนไดแก  
การใหคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา  
การศึกษารอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาโดยมีการใหคะแนนตามลักษณะรอยโรคทางจุล

พยาธิวิทยาที่พบ กอนการตรวจจะทําการปดบังหมายเลขของตัวอยางเพื่อมิใหผูตรวจทราบที่มา
ของกลุมตัวอยาง ผูตรวจใหคะแนนโดยแบงตามระดับความรุนแรงของรอยโรคที่พบในลําไสสวน
ตางๆ ดังนี ้

คะแนน  0: ลักษณะปกติ ไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 
คะแนน 1: มีรอยโรคเล็กนอย เร่ิมมีรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในทางเดินอาหาร มีการคั่ง

เลือด (congestion) มีการเขามาของเซลลอักเสบ (infiltration of 
inflammatory cells) 

คะแนน 2: มีรอยโรคปานกลาง พบลักษณะการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลลเยื่อบุซึ่งเซลล
มีลักษณะแบนลง (squamous metaplasia of epithelial cells) พบการหดส้ัน
ของวิลไลเล็กนอย (mild blunting of villi) และมีการเขามาของเซลลอักเสบ  

คะแนน 3: มีรอยโรครุนแรงพบลักษณะ การหดส้ันของวิลไลอยางรุนแรง มีการรวมตัวกัน
ของวิลไล เซลลเยื่อบุมีการลอกหลุด (sloughing of epithelial cells) และมี
การเขามาของเซลลอักเสบ  
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การวัดอัตราสวนระหวางความสูงของวิลไล/ความลึกของคริป (Villi height/Crypt 
depth, VH/CD)  
ถายภาพโดยกลองดิจิตอล Micropublisher 5.0 (Qimage, Surrey, BC, Canada) ที่

เชื่อมตอกับกลองจุลทรรศนชนิดแสงสวาง (Olympus, Tokyo, Japan) ภาพที่ไดถูกนํามาวิเคราะห
โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร Image-PRO®PLUS 6.0 (Media Cybernatics, Inc, Bethesda, 
MD, USA) โดยทําการศึกษาลําไสเล็กในสวนเจจูนัม และไอเลียม เนื่องจากเปนสวนของลําไสสุกร
ที่จะไดรับผลกระทบจากการติดเชื้อไวรัสพีอีดี (Kim  and  Chae, 2003) ในแตละสวนของลําไสทํา
การถายภาพจํานวน 4 ภาพ (แตละภาพทำการวัด VH/CD จํานวน 4 จุด)   หลังจากนั้นนําคาที่
ไดมาหาคาเฉล่ียของ VH/CD  

 
การตรวจหาเช้ือไวรัสเชิงคุณภาพ  

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีด ี เชื้อไวรัสทีจีอี และเชื้อไวรัสโรตา ดวยวิธี 
mRT-PCR (multiplex RT-PCR) โดยเก็บตัวอยางดังนี ้

- ลําไสเล็กรวม โดยเก็บลําไสเล็กสวนดูโอดีนัม รวมกับ เจจูนัม และ ไอเลียม  
- ลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่อยูภายใน (colonic contents)  

ข้ันตอนการสกัดอารเอ็นเอ นําตัวอยางที่เก็บมาศึกษานําไปสกัดอารเอ็นเอตามวิธีการของ RBC 
Viral Nucleic Acid Extraction Kit (RBC biosciene Corp, Taipae, Taiwan) จากนั้นนําอารเอ็น
เอที่ไดไปสังเคราะห cDNA โดยใช ชุดสําเร็จรูป SuperScrip® (Invitrogen® life technologies: 
Carlsbad, CA, USA) สวนประกอบของปฏิกิริยาสังเคราะห cDNA ไดแสดงไวในตารางที่ 2 ทํา
การผสม cDNA Synthesis Mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตรกับ RNA/primer mixture (4 ไมโครลิตร
ตอ1ไมโครลิตร) ผสมใหเขากันเบาๆ แลวปนเหว่ียงตกตะกอน นําไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (thermal cycler) โดยตั้งอุณหภูมิ และเวลาสําหรับการทําปฏิกิริยาการ
สังเคราะห cDNA ตามตารางที่ 3 
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ตารางที่ 2 การเตรียมสารที่ใชในปฏิกิริยาการสังเคราะห cDNA   

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

 

ตารางที่ 3 อุณหภูมิและเวลาของข้ันตอนตางๆ ของปฏิกิริยาการสังเคราะห cDNA 

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

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

 
การตรวจดวยวิธ ีmRT-PCR โดยใชไพรเมอร 3 คู ดังตอไปนี้ 
ไพรเมอรคูที่ 1 มีความจําเพาะตอ S ยีนของเชื้อไวรัสพีอีดี ดัดแปลงจาก Park และคณะ 

(2007) (ลําดับ nucleotides ที่ 1495-1914 เชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุ Brl/87; EMBL accession No. 
Z25483)  ผลผลิตที่ไดมีความยาว 651 คูเบส  

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

ไพรเมอรคูที่ 2 มีความจําเพาะตอ S ยีนของเชื้อไวรัสทีจีอี ผลผลิตที่ไดมีความยาว 859 คู
เบส โดยดัดแปลงจาก Song และคณะ (2006) 

- forward primer 5’- GTGGTTTTGGTYRTAAATGC -3’ (16–35) 
- reverse primer 5’- CACTAACCAACGTGGARCTA -3’ (855–874) 
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ไพรเมอรคูที่ 3 มีจําเพาะตอเชื้อโรตาไวรัส ผลผลิตที่ไดมีความยาว 309 คูเบส ดัดแปลง
จาก Song และคณะ (2006) 

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

 สวนประกอบสารเคมี อุณหภูมิและระยะเวลาของข้ันตอนตางๆของปฏิกิริยา mRT-PCR 
ไดแสดงไวในตารางที่ 4 และ 5 ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4 สวนประกอบของปฏิกิริยา mRT-PCR 

สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10X Rx buffer 5 
10 mM dNTP mix 0.5 
Forward Primer (25 mM)  3 (ไพรเมอรชนิดละ 1 ไมโครลิตร) 
Reward Primer (25mM) 3 (ไพรเมอรชนิดละ 1 ไมโครลิตร) 
 cDNA 2 
 Taq DNA polymerase 
H2O  

0.25 
36.25 

 

ตารางที่ 5 อุณหภูมิปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส  

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

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

ผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยา mRT-PCR อานผลดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริสิส (electrophoresis) ใน 
agarose gel ทีมีความเขมขนรอยละ 1.5 และมีสวนผสมของ Ethidium Bromide  
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การตรวจหาเช้ือไวรัสเชิงปริมาณ  
การตรวจหาเชื้อไวรัสเชิงปริมาณโดยวิธี viral titration โดยเก็บตัวอยางเพื่อทําการตรวจหา

เชื้อไวรัสโดยวิธี mRT-PCR  ดังนี ้
- ลําไสเล็กรวม โดยเก็บ ลําไสเล็กสวน ดูโอดีนัม เจจูนัม และ ไอเลียม  
- ลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่อยูภายในลําไสใหญ 

เตรียมสารละลายไวรัสพีอีดี ดวยการนําตัวอยางลําไสสุกรทดลองประมาณ 1 กรัม  ใสลง
ในโกรง ตัดเปนชิ้นเล็กๆดวยกรรไกร เติมทรายละเอียดที่ฆาเชื้อแลวลงไปเล็กนอย บดใหเขากัน 
เติม PBS หรือ อาหารเล้ียงเซลล 5 มิลลิลิตร  บดใหเขากันอีกคร้ัง แลวถายใสลงในหลอดปน นําไป
ปนที่ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที แยกสวนใสออก นําไปกรองผานตัวกรอง ขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร viral titration เจือจางสารละลายไวรัสพีอีดคีวามเขนขนลดลงคร้ัง
ละ 10 เทา (serial 10- fold dilution) ใน maintenance medium ที่ประกอบดวย tryptose 
phosphate broth ความเขมขนรอยละ 0.3 สารสกัดจากยีสตความเขมขนรอยละ 0.02 และ 
trypsin (TM) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการเจือจาง 10 เทา ตั้งแตคร้ังที่ 1 จนถึง
คร้ังที่ 5 จํานวน 5 หลอด โดยเติมอาหารเล้ียงเซลลจํานวน 900 ไมโครลิตร เติมสารละลายไวรัสพีอี
ดี ที่ตองการหาระดับความเขมขนลงในหลอดจํานวน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จะไดไวรัสพีอี
ดี ที่เจือจางไป 10 เทา 1 คร้ัง ดูดสวนผสมในหลอดแรกจํานวน 100 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดที่ 2 
ผสมใหเขากัน จะไดไวรัสพีอีด ี ที่เจือจาง 10 เทาคร้ังที่ 2 เปน 100 (10-2) เทา ทําซ้ําในลักษณะ
เดียวกันจนถึงหลอดสุดทาย ซึ่งจะไดไวรัสพีอีดีเจือจางไป 5 คร้ังจะไดความเขมขนเจือจาง 
100,000 (10-5) เทาของสารละลายไวรัสพีอีด ี เร่ิมตน นําเพลทพลาสติก 96 หลุมที่มีเซลล
เพาะเล้ียง Vero cells อายุ 2  วัน มาดูดอาหารเล้ียงเซลลออก และลางดวย TM 2 คร้ัง หลังจาก
นั้นเติมตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีดี ที่ยังไมเจือจาง (undiluted) ลงไปในหลุมแรก และเติม
ตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีดี ที่เจือจางแลว (10-2- 10-5) ลงไปในหลุมที่ 2 – 6 ปริมาณ 50 
ไมโครลิตรตอหลุมตามลําดับ เติม TM ลงไปทุกหลุม ปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอบที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสสภาวะความเขมขนของ CO2 รอยละ 5 ติดตามสังเกต และบันทึกผล
การเกิดความผิดปกติของเซลลเพาะเล้ียง (cytopathic effect, CPE) เปนเวลา 3-5 วัน  นําผลที่
ไดมาคํานวณคา TCID50 โดยการใชสูตรคํานวณของ Karber (cited by Gris et al, 1966) ดังนี้  
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Log TCID50  =  L-d(S-0.5) 
L = log ของความเขมขนต่ําที่สุด 
d = log ของระหวางความเขมขนที่เจือจาง 
S = จํานวนรวมของอัตราสวนของหลุมที่เกิด CPE ในแตละความเขมขน 
 

การวิเคราะหและประเมินผล  

วิเคราะหผลการทดลองโดยใชสถิติเชิงพรรณนาในการบรรยายลักษณะความแตกตางของ
อาการทางคลินิก และรอยโรคทางพยาธิวิทยาที่ปรากฏ สําหรับคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา
ในลําไสเล็กสวนเจจูนัมของกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรงทําการวิเคราะหดวยวิธี Mann-
Whitney Test อัตราสวน VH/CD ของลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียมในสุกรกลุมเชื้อออนแรง 
กลุมเชื้อรุนแรง และกลุมควบคุมลบทําการวิเคราะหดวยวิธ ี Analysis of Variance (ANOVA) 
ปริมาณเชื้อไวรัสในกลุมเชื้อออนแรง และกลุมเชื้อรุนแรง เปล่ียนใหอยูในรูปของ logTCID50 
หลังจากนั้นจึงนํามาวิเคราะหดวยวิธี student t-test โดยคา P ≤ 0.05 ถือวาขอมูลมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ  
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

อาการทางคลินิก 

หลังจากที่ทําการปอนเชื้อไวรัสพีอีดีใหแกลูกสุกรทดลอง พบวาลูกสุกรแสดงอาการทาง
คลินิก ไดแก ถายเปนของเหลวสีเหลือง รวมกับอาเจียน และมีอาการแหงน้ําตามมา  (รูปที่ 9) 
จํานวนสุกรที่แสดงอาการตางๆ ไดแสดงไวในตารางที่ 8 ในลูกสุกรกลุมที่ 1 ซึ่งทําการปอนดวยเชื้อ
ไวรัสพีอีดีชนิดออนแรง พบสุกรทองเสียหลังจากที่ปอนเชื้อไวรัสไปแลว 6 ชั่วโมง จากนั้นมีสุกรตาย
ที่ 7 ชั่วโมงจํานวนหนึ่งตัว ณ ชั่วโมงที่ 30 หลังการปอนเชื้อ สุกรทดลองทั้งหมดแสดงอาการ
ทองเสีย แตในชั่วโมงที่ 36 หลังการปอนเชื้อมีสุกรเร่ิมฟนตัวจากอาการทองเสีย สําหรับอาการ
อาเจียนพบสุกรแสดงอาการอาเจียนจํานวนหนึ่งตัว ณ เวลา 6 18 และ 30 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
จากนั้นไมพบอาการอาเจียนอีกเลย 

ในสุกรกลุมที่ 2 ซึ่งทําการปอนดวยเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดรุนแรง สุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสีย
ที่ 12 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อ สุกรทดลองแสดงอาการทองเสียทุกตัวในชั่วโมงที่ 24 หลังการปอน
เชื้อ ในกลุมนี้ไมพบสุกรหายจากอาการทองเสีย สุกรทดลองมีอาการอาเจียนหลายตัวเร่ิมตั้งแต
ชั่วโมงที่ 24 จนถึงชั่วโมงที่ 60    หลังการปอนเชื้อ นอกจากนั้นยังพบวามีสุกรทดลองตาย 2 ตัวที่ 
60 ชั่วโมงหลังจากที่มีการปอนเชื้อไวรัส 

ในสุกรกลุมที่ 3 ไมพบสุกรแสดงอาการทางคลินิกหลังจากทําการปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อ 
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รูปที่ 9 อาการทางคลินิกของสุกรหลังจากทีไ่ดรับการปอนเชื้อไวรัสพีอีด ี ก. แสดงอาการอาเจียน
ของสุกรในกลุมปอนดวยเชื้อออนแรง ข. และ ค. แสดงอาการทองเสียมีลักษณะเปนของเหลวใน
สุกรกลุมที่ปอนดวยออนแรงและเชื้อรุนแรง ตามลําดับ ง. แสดงอาการแหงน้ําในสุกรกลุมที่ปอน
ดวยเชื้อรุนแรง 
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รอยโรคทางพยาธิวิทยา 

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา  

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่พบจากการชันสูตรสุกรในชวงเวลาตางๆ ไดแสดงไวในตารางที่ 9 
ภายหลังการปอนเชื้อไวรัสพีอีดใีหกับลูกสุกร มีลูกสุกรในกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงตาย 1 ตัว ณ 
เวลา 7 ชั่วโมงหลังปอนเชื้อ การชันสูตรซากสุกรตัวดังกลาวพบการบวมน้ําที่บริเวณเยื่อแขวนลําไส
สวนโคลอน (mesocolon) มีการอักเสบแบบเยื่อเมือกของลําไสเล็กและลําไสใหญสวนโคลอน 
(catarrhal enterocolitis) มีการอักเสบของเยื่อบุชองทอง (peritonitis) ผลเพาะเชื้อแบคทีเรียที่
ลําไสสวนเจจูนัมพบเชื้อ E. coli สําหรับสุกรกลุมทีป่อนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียวไมพบ
รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 

12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในสุกรกลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสบาง จํานวน 1/3 ตัว พบ
การขยายขนาดของตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไส สวนในสุกรกลุมเชื้อรุนแรง พบรอยโรค
ผนังลําไสบาง 1/3 ตัว และมีการขยายขนาดของตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไสเล็ก  

24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ กลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแทบทั้งหมด 2/3 ตัว มี
ของเหลวในลําไสใหญ และตอมน้ําเหลืองบริเวณเยื่อแขวนลําไสมีการขยายขนาด ในกลุมที่ไดรับ
เชื้อรุนแรงพบผนังลําไสเล็กบาง 3/3 ตัว 

36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ กลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแทบทั้งหมด 2/3 ตัว 
นอกจากนั้นยังพบของเหลวแข็งกึ่งของเหลวในลําไสใหญจํานวน 2/3 ตัว ในกลุมเชื้อรุนแรง พบ
ลักษณะผนังลําไสบางตลอดลําไส 3/3 ตัว และพบอุจจาระเหลวในลําไสใหญในสุกรทุกตัว  

72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ กลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแบบบางสวน 1/3 ตัว 
สวนสุกรที่เหลือไมพบลักษณะรอยโรคที่ชัดเจน ในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสเล็กบางแบบ
บางสวน 1/3 ตัว ในสุกรกลุมเชื้อรุนแรงมีสุกรตาย 2 ตัว ที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อซึ่งไมสามารถ
ระบุรอยโรคที่ชัดเจนได  
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รูปที่ 10 รอยโรคของทางมหพยาธิวิทยาในสุกรแตละชวงเวลาที่มีการเก็บตัวอยาง ที่ 12 ชั่วโมง
หลังจากปอนเชือ้ ก) รอยโรคในกลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กมีลักษณะบาง (ลูกศร) ข) รอย
โรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสเล็กมีลักษณะบาง (ลูกศร) ที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ค) 
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รอยโรคในกลุมเชื้อออนแรง พบผนังลําไสเล็กมีลักษณะบาง (ลูกศร) พบการสะสมของเหลวใน
ลําไสใหญ (หัวลูกศร) ง) รอยโรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสมีลักษณะบาง (ลูกศร) พบการ
สะสมของเหลวในลําไสใหญ (หัวลูกศร) ที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ จ) รอยโรคในกลุมเชื้อออน
แรง พบผนังลําไสเล็กบางสวนมีลักษณะบาง (ลูกศร) พบอุจจาระกึ่งของแข็งสะสมในลําไสใหญ 
(หัวลูกศร) ฉ) รอยโรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบผนังลําไสมีลักษณะบาง (ลูกศร) และพบอุจจาระเหลว
เปนน้ําในลําไสใหญ (หัวลูกศร) ที่ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ช) รอยโรคในกลุมเชื้อออนแรง พบ
อุจจาระกึ่งของแข็งสะสมในลําไสใหญ (หัวลูกศร) ซ) รอยโรคในกลุมเชื้อรุนแรง พบการสะสม
ของเหลวในลําไสเล็กและพบการสะสมของเหลวในลําไสใหญ (หัวลูกศร) 

 

รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 

การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา พบรอยโรคของระบบทางเดินอาหาร ที่มีความรุนแรง
แตกตางกันในแตละกลุม ดังไดแสดงคาเฉล่ีย ของระดับความรุนแรงของรอยโรคไวในตารางที่ 9   
ที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อในสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงพบการเปล่ียนแปลงเล็กนอย ใน
อวัยวะสวน กระเพาะอาหาร ลําไสเล็กสวนดูโอดีนัม ซีกัม และไสตรง แตพบความรุนแรงของรอย
โรคทางจุลพยาธิวิทยา ในสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรง ในอวัยวะสวนอ่ืน เชน กระเพาะอาหาร ลําไส
เล็กสวนดูโอดีนัม ซีกัม และไสตรง ดังรูปที่ 11  
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รูปที่ 11 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของอวัยวะทางเดินอาหารที ่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ก) 
กระเพาะอาหารกลุมเชื้อออนแรงไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ข) กระเพาะอาหารกลุมเชื้อ
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รุนแรงไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ค) ลําไสเล็กสวนดูโอดีนัมกลุมเชื้อออนแรง พบเม็ดเลือด
แดงในชั้น lamina propia (ลูกศร) ง) ลําไสเล็กสวนดูโอดีนัมกลุมเชื้อรุนแรง พบเม็ดเลือดแดงในชั้น 
lamina propia (ลูกศร) จ) ลําไสใหญสวนซีกัมกลุมเชื้อออนแรงไมพบลักษณะความผิดปกติ ฉ) 
ลําไสใหญสวนซีกัมกลุมเชื้อรุนแรงพบการคั่งเลือด (ลูกศร) ช) ลําไสใหญสวนไสตรงกลุมเชื้อออน
แรงไมพบลักษณะความผิดปกติ ซ) ลําไสใหญสวนไสตรงกลุมเชื้อรุนแรงพบการคั่งเลือด (ลูกศร) 
และการลอกหลุดของเซลลเยื่อบุ (หัวลูกศร), แถบ = 50 ไมโครเมตร 

สําหรับในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียมพบรอยโรคที่มีความสําคัญ รายละเอียดของ
รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของลําไสเล็กสวนดังกลาวในแตละชวงเวลาภายหลังการปอนเชื้อไวรัสพี
อีดีมีดังตอไปนี้  

สุกรตัวแรกที่ตาย พบการคั่งเลือดในหลอดเลือดในชั้น lamina propia และพบเซลล
อักเสบชนิดนิวโทรฟลลในลําไสเล็กสวนเจจูนัม แตไมพบการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็ก 

12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงพบมีการคั่งเลือดและมีการเขามาของเซลล
เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต ในลําไสเล็กสวนเจจูนัม แตยังไมพบการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็ก
สวนเจจูนัม และสวนไอเลียม ในกลุมเชื้อรุนแรงพบรอยโรคเชนเดียวกับกลุมเชื้อออนแรง  

24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรง สุกรทดลอง 1/3 ตัวพบการหดส้ันของวิล
ไล การลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไส การคั่งเลือด และการเขามาของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟ
ไซต โดยรอยโรคที่พบจะพบรุนแรงในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียม ในกลุมเชื้อรุนแรง ในสุกร
ทดลอง 3/3 ตัว พบการหดส้ันของวิลไล การลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไส การคั่งเลือด และการ
เขามาของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต โดยรอยโรคที่พบ จะมีความรุนแรงในลําไสเล็กสวนเจ
จูนัมและไอเลียม  

36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรงสุกร พบจํานวนสุกรที่
แสดงรอยโรค และลักษณะรอยโรคเชนเดียวกับชวงเวลา 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 

72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรง พบลักษณะรอยโรค
เชนเดียวกับชวงเวลา 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ แตในกลุมเชื้อรุนแรงมีสุกรตาย 2 ตัว
ในชวง 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบลําไสมีลักษณะเนาไมสามารถใหคะแนนรอยโรคได รอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยาในแตละชวงเวลาของสุกรกลุมเชื้อออนแรงและเชื้อรุนแรง แสดงตัวอยางในรูปที่ 
12 
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รูปที่ 12 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของลําไสเล็กสวนเจจูนัมในแตละชวงเวลา ที่ 12 ชั่วโมงหลัง
การปอนเชื้อ ก) กลุมเชื้อออนแรงไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ข) กลุมเชื้อรุนแรงไมพบรอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยา ที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ค) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น laminar propia 
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(ลูกศร) ง) กลุมเชื้อรุนแรงเร่ิมพบวามีการหดส้ันของวิลไล (หัวลูกศร) และพบลักษณะการเขามา
ของเม็ดเลือดแดง (ลูกศร) ที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ จ) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น lamina propia 
(ลูกศร) ฉ) กลุมเชื้อรุนแรงพบการหดส้ันของวิลไล (หัวลูกศร) พบเม็ดเลือดแดงในชัน้ lamina 
propia (ลูกศร) ที่ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ช) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น lamina propia (ลูกศร) 
ซ) กลุมเชื้อรุนแรงพบการหดส้ันของวิลไล (หัวลูกศร) พบเม็ดเลือดแดงในชั้น lamina propia 
(ลูกศร), แถบ = 200 ไมโครเมตร  
 สําหรับคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในลําไสเล็กสวนเจจูนัม ที่ 24 และ 36 ชั่วโมง
หลังการปอนเชื้อ คะแนนรอยโรคในกลุมเชื้อออนแรงนอยกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p 
< 0.05) (รูปที่ 13) แตใน 12 และ 72 ชั่วโมง มีสุกรไมครบเนื่องจากมีสุกรตายไปกอนจึงไมสามารถ
นําขอมูลทั้งสองกลุมมาวิเคราะหความแตกตางได 
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รูปที่ 13 ระดับคะแนนรอยโรคในลําไสเล็กสวนเจจูนัมของสุกรกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรง 
a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  
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อัตราสวน VH/CD    

24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ อัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียมในกลุมเชื้อออน
แรงมีคามากกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) แตไมแตกตางจากกลุมควบคุมที่
ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียว (p > 0.05) 

36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ อัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียมในกลุมเชื้อออน
แรงมีคามากกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) แตไมแตกตางจากกลุมควบคุม (p > 
0.05) เชนเดียวกับคา VH/CD ใน 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ โดยขอมูลที่ไดแสดงไวในตารางที่ 6   

ตารางที่ 6 อัตราสวน VH/CD (mean ± SD) ของลําไสเล็กสวนไอเลียมที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลัง
การปอนเชื้อ 

กลุมการทดลอง 
24 (HPI.) 36 (HPI.) 

VH/CD (ไมโครเมตร) VH/CD (ไมโครเมตร)  

กลุมเช้ือออนแรง 5.298±1.170a 3.620±1.482a  

กลุมเช้ือรุนแรง 1.572±0.343b 1.482±0.470b 

กลุมควบคุม 5.379±0.418a  5.379±0.241a 

 a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  

เนื่องจากมีสุกรทดลองตายไปในชวงที่ 7 และ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ จึงทําใหได
ตัวอยางขอมูลในชวง 12 และ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อไมครบถวน ดังนั้นขอมูลที่สามารถนํามา
คํานวณทางสถิติไดจึงมีเพียงขอมูลจากตัวอยาง ณ เวลา ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
นอกจากนี้การวิเคราะหภาพเพื่อวัดความยาวของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัมไมสามารถทําได
เนื่องจากในข้ันตอนการวัดนั้นทําการวัดเฉพาะ VH ที่มีลักษณะสมบูรณเทานั้น จึงเหลือเพียง
อัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียม 
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การตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัสในลําไส 

 หลังการปอนเชื้อไวรัสพีอีดีในสุกรทดลอง สามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสพีอีดจีากลําไสเล็ก 
และลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่บรรจุใน ในระหวาง 12-72 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัส 
โดยสามารถตรวจเพาะแยกเชื้อไวรัสไดในสุกรกลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรงและกลุมทีป่อนดวยเชื้อ
ออนแรง ในตัวอยางลําไสเล็กที่ 12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบวาปริมาณเชื้อไวรัสของกลุมเชื้อ
ออนแรงมีนอยกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (รูปที่ 14)   สําหรับลําไสใหญสวน
โคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายใน ที่ 12 36 และ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบวาปริมาณเชื้อไวรัส
ของกลุมเชื้อออนแรงมีนอยกวากลุมเชื้อรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) (รูปที่ 15) ไมสามารถ
ตรวจพบเชื้อไวรัสในสุกรกลุมควบคุมที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียว นอกจากนี้ยัง
สามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสไดในกลุมเชือ้ออนแรงตายที ่ 7 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ และสุกรกลุม
เชื้อรุนแรงตายที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ  
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รูปที่ 14 คา logTCID50 ในสวนลําไสเล็กของสุกรกลุมเชื้อออนแรง และกลุมเชื้อรุนแรง                                  

a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
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รูปที่ 15 คา logTCID50 ในลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่บรรจุภายใน ของสุกรกลุมเชื้อออน
แรง และกลุมเชื้อรุนแรง  a, b อักษรยกตางกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

 

การหาสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสดวยวิธี mRT-PCR 

จากการตรวจหาสารพันธุกรรม ของ S ยีน ของเชื้อไวรัสพีอีดี จากตัวอยางที่เก็บจากลําไส
เล็กรวม และลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายใน ดวยวิธี mRT-PCR พบวา ในสุกรกลุม
เชื้อออนแรงสามารถตรวจพบ สารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงทั้งในลําไสเล็กรวม และลําไสใหญสวน
โคลอนรวมกับส่ิงที่อยูภายใน เชนเดียวกับชั่วโมงที่ 72 แตที่ 24 ชั่วโมงพบสารพันธุกรรมเฉพาะ
ลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่บรรจุใน ใน 36 ชั่วโมงตรวจไมพบสารพันธุกรรม ในสุกรกลุมเชื้อ
รุนแรงตรวจพบสารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงในลําไสเล็กรวม แตไมพบในลําไสใหญสวนโคลอน
รวมกับส่ิงที่อยูภายใน ที่ 24 -72 ชั่วโมงสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมในลําไสเล็กรวม และลําไส
ใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายในได โดยผลการตรวจหาสารพันธุกรรมทั้ง 2 กลุมสรุปไวใน
ตารางที่ 12 นอกจากนั้นยังพบวา สุกรทดลองกลุมเชื้อรุนแรงจะใหผลบวกในการตรวจมากกวา
สุกรในกลุมเชื้อออนแรง ที่ 24 36 และ 72 ชั่วโมงในลําไสเล็กรวม และ ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงในส่ิงที่
อยูในลําไสใหญสวนโคลอน รวมกับส่ิงที่อยูภายใน 
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สําหรับผลการตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทีจีอี และเชื้อไวรัสโรตาใหผลทัง้หมดเปนลบ  

ตารางที่ 7 ผลการตรวจหาสารพันธุกรรม บางสวนของ S ยีน ของเชื้อไวรัสพีอีดี ในสุกรทดลองแต
ละตัวของกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงและสุกรที่ไดรับเชื้อรุนแรง ดวยวิธี mRT-RCR ที่ 12 24 36 และ 
72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 

กลุม ลําไสเล็กรวม 
 

  สิ่งที่อยูภายในลําไสใหญ 
 หลังการปอนเช้ือ (ชม.) 

 
กลุมเช้ือออนแรง               

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

กลุมเช้ือรุนแรง 
12 ชม. - - + - - - 
24 ชม. + + + + + - 
36 ชม. + + - + + + 
72 ชม. -** +** +   -** -** + 

 

* สุกรทดลองตายที่ 7 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ **สุกรทดลองตายที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
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ตารางที่ 8 จํานวนสุกรทดลองที่แสดงอาการทางคลินิกหลังจากไดรับเชื้อไวรัสพีอีด ี

  จํานวนสุกรท่ีแสดงอาการทางคลินิก (จํานวนสุกรคงเหลือ) 
 เวลาท่ีสังเกตอาการทางคลินิกหลังการปอนเช้ือ ทองเสีย อาเจียน 

(ช่ัวโมง) 
กลุมเช้ือออนแรง กลุมเช้ือรุนแรง กลุมควบคุม กลุมเช้ือออนแรง กลุมเช้ือรุนแรง กลุมควบคุม 

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

        
 

* สุกรทดลองตายท่ี 7 ช่ัวโมง  ** สุกรทดลองตายท่ี 60 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 9 รอยโรคที่พบทางมหพยาธิวิทยาในสุกรทดลองภายหลังจากไดรับการปอนเชื้อไวรัสพีอีดี ชนิดออนแรง และชนิดรุนแรง ในชวงเวลาตางๆกัน 

รอยโรค 

เวลาที่ทําการชันสูตรสุกรทดลอง หลังจากมีการปอนเช้ือ (ชม.) 
12 24 36 72 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

เช้ือ 
ออนแรง 

เช้ือ
รุนแรง 

(n=2*) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=1**) 
1. ผนังลําไสเล็กบาง บางสวน - 1 - - 1 - 1 1 
2. ผนังลําไสเล็กบาง แบบทั้งหมด 1 - 2 3 2 3 - - 
3. พบการค่ังเลือดที่ลําไส - - 2 2 - 1 - - 
4. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กขยายขนาด < 1.5 เทา 1 2 2 2 1 1 
5. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กขยายขนาด > 1.5 เทา - - - 1 2 2 1 1 
6. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กมีการค่ังเลือด - - - 1 - 1 - - 
7. ตอมน้ําเหลืองบริเวณเย่ือแขวนลําไสเล็กมีการบวมน้ํา 1 - - - - - - - 
8. เย่ือแขวนลําไสเล็ก 1 - - - - - - - 
9. เย่ือแขวนลําไสใหญสวนโคลอนมีการบวมน้ํา 2 - - - - - - - 
10. มีของเหลวบรรจุในลําไสเล็ก - - 1 3 1 2 1 1 
11. มีของเหลวบรรจุในลําไสใหญ - - 2 3 1 3 1 1 
 
*สุกรทดลองตายท่ี 7 ช่ัวโมงหลังการปอนเช้ือ **สุกรทดลองตายท่ี 60 ช่ัวโมงหลังการปอนเช้ือ 
 

isd
Typewritten Text



52 

ตารางที่ 10 คะแนนรอยโรคเฉล่ียของอวัยวะทางเดินอาหาร ของสุกรทดลองที่ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีแตละชวงเวลาที่ทําการศึกษา 

เวลาที่ทําการศึกษาหลังปอนเช้ือ (ชม.) 
คะแนนรอยโรค 

กระเพาะ
อาหาร 

ดูโอ
ดีนัม 

เจจูนัม  
สวนตน 

เจจูนัม 
สวนกลาง 

เจจูนัม 
สวนทาย 

ไอเลียม 
 

ซีกัม 
 

โคลอน 
 

ไสตรง 
 

กลุมเช้ือออนแรง 
12 (n=2) 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
24 (n=3) 0.67 0.5 1 1 1 1.33 0.33 0.33 0.33 
36 (n=3) 0.67 0.33 1 0.33 1.67 1.67 0.33 0.33 0.33 
72 (n=3) 1 1.33 1 1 1.33 1.67 0.67 0.67 0.67 

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

กลุมปอนดวยอาหารเลี้ยงเช้ือ 
12 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
24 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
36 (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
72 (n=1) 0 0 0 0 1 1 0 0 0 

คะแนนรอยโรค 0= ปกติ, 1= ระดับความรุนแรงเล็กนอย, 2=ระดับความรุนแรงปานกลาง, 3=ระดับความรุนแรงมาก 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล 

 จากการศึกษาพยาธิกําเนิดของไวรัสพีอีดีสายพันธุที่แยกไดในประเทศไทยหลังจากทําให
ออนกําลังผานเซลลเพาะเล้ียงในลูกสุกรที่ไมไดรับนมน้ําเหลือง สามารถสรุปไดเบื้องตนวาเชื้อไวรัส
พีอีดีที่เพาะเล้ียงผานเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells จํานวน 53 รอบ (เชื้อออนแรง) ยังมี
ความสามารถในการกอโรคพีอีดีในสุกรทดลองไดโดยเชนเดียวกับเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานเซลล
เพาะเล้ียงเพียงหนึ่งรอบ (เชื้อรุนแรง) สามารถพบเชื้อไวรัสในลําไสไดในชวงเวลาหลังจากปอนเชื้อ
ไวรัสไปแลว 72 ชั่วโมง โดยมีลักษณะการกอโรคไมแตกตางกัน คือ พบอาการทางคลินิก รอยโรค
ทางมหพยาธิวิทยา และรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่คลายคลึงกัน แตอาการทางคลินิกและรอย
โรคในกลุมที่ไดรับเชื้อชนิดออนแรงนั้นมีความรุนแรงนอยกวาลูกสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อชนิดรุนแรง 
ทั้งนี้พบวาในกลุมที่ปอนดวยเชื้อออนแรงจะมีจํานวนสุกรทดลองแสดงอาการทางคลินิก ของโรคพี
อีดีนอยกวากลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรง สําหรับคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาพบวากลุมที่ปอน
เชื้อออนแรงมีคานอยกวากลุมเชื้อรุนแรง นอกจากนี้ยังพบวากลุมที่ปอนดวยเชื้อออนแรงจะมี
คาเฉล่ียของอัตราสวนความสูงของวิลไลตอความลึกของคริป มากกวากลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ เม่ือทําการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดสีามารถตรวจพบ
เชื้อไวรัสพีอีด ี ไดจากลําไสเล็ก ลําไสสวนโคลอนและส่ิงที่บรรจุภายในของสุกรทั้งสองกลุมโดย
ตรวจพบหลังจากปอนเชื้อไปแลว 12 จนถึง 72 ชั่วโมง ผลจากการทดลอง สุกรกลุมเชื้อออน
แรงและกลุมเชื้อรุนแรง แสดงอาการปวยของโรคระบบทางเดินอาหาร เชนอาการทองเสียเปน
ของเหลวสีเหลือง อาการอาเจียน เปนตน ซึ่งพบวาลักษณะอาการทางคลินิกที่พบดังกลาว มี
ลักษณะคลายอาการทางคลินิกของโรคพีอีดี คือ สุกรมีอาการทองเสีย อาเจียน นอนสุม (Pensaert 
and Yeo, 2006) ผลการทดลองในคร้ังนี้พบวาเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศไทย (รอบที1่) มีระยะ
การฟกตัวของโรคส้ันมาก โดยพบลูกสุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสียที่ 6 ชั่วโมงหลังจากการปอนเชื้อ 
ลูกสุกรทองเสียทุกตัวที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ขอมูลดังกลาวแตกตางจากการศึกษากอนหนา
นี้ซึ่งพบวาเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุ CV777 ลูกสุกรเร่ิมแสดงอาการทองเสียที่ 22 ชั่วโมงหลังการ
ปอนเชื้อ สุกรแสดงอาการทองเสียทั้งหมดที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ (Ducatelle et al., 1982) 
และเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุ SNUVR971496 เร่ิมแสดงอาการทองเสียที่ 12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
ลูกสุกรทองเสียทกุตัวภายในเวลา 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ (Kim and Chae, 2003) แสดงให
เห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่แยกไดในประเทศไทยที่ยังไมถูกลดความรุนแรงนั้น มีความสามารถในการ
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กอโรคไดรวดเร็วกวาเชื้อไวรัสพีอีดี สายพันธุ CV777 จากทวีปยุโรป และสายพันธุ SNUVR971496 
จากประเทศเกาหลี  

การทดลองในคร้ังนี้พบวาเชื้อไวรัสพีอีดสีายพันธุไทยทีถู่กทําใหออนกําลังลงโดยผานเซลล
เพาะเล้ียงจํานวน 53 รอบยังคงมีความสามารถในการกอโรคและกอใหเกิดอาการทางคลินิกได แต
จํานวนสุกรที่แสดงอาการทางคลินิก และระยะเวลาที่แสดงอาการทางคลินิกจะนอยกวากลุมที่
ไดรับเชื้อชนิดรุนแรง  ทั้งนี้ในกลุมที่ไดรับเชื้อออนแรงหลังจากทีสุ่กรแสดงอาการทองเสียแลว มี
สุกรบางตัวฟนตัวจากอาการทองเสียที่ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อไปจนถึงส้ินสุดการทดลอง 
แสดงใหเห็นวาการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเล้ียงหลายๆ รอบจะทําใหเชื้อไวรัสมีความ
รุนแรงในการกอโรคลดลงอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Kweon และคณะ (1999) ที่พบวาหลังจากที่ปอนเชื้อไวรัสสเตรน 
KPEDV-9 ที่ผานเซลลเพาะเล้ียงจํานวนหลายรอบ สุกรทดลองทุกตัวมีระยะเวลาที่แสดงอาการ
ทางคลินิกส้ันลงและสามารถฟนตัวภายใน 2-3 วัน แตอยางไรก็ดียังพบวาลูกสุกรบางตัวที่ปอน
ดวยเชื้อออนแรงในประเทศไทยนั้นยังคงมีอาการทางคลินิก ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดสีาย
พันธุที่แยกไดในประเทศไทยชนิดที่ถูกทําใหออนกําลังลงนั้นสามารถกอโรคได และยังมีความ
รุนแรงมากกวาการศึกษาที่ผานมา   

ผลจากการทดลอง พบรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่บงบอกถึงรอยโรคที่เกิดจากการติด
เชื้อไวรัส พบลักษณะผนังลําไสเล็กบางสวนมีลักษณะบาง  (Pensaert and Yeo, 2006) ภายใน 
12 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัสในกลุมเชื้อรุนแรง จึงกลาวไดวาอาการทางคลินิกของสุกรกลุมนี้
เกิดข้ึนเนื่องจากการไดรับเชื้อไวรัสพีอีดรีวมกับการตรวจพบไวรัสพีอีดีจากตัวอยางลําไส จึงทําให
เกิดทองเสียในลูกสุกรได สําหรับกลุมเชื้อออนแรงซึ่งพบสุกรตายภายในเวลา 7 ชั่วโมงหลังปอนเชื้อ
แตจากการชันสูตรพบลักษณะบวมน้ําที่บริเวณเยื่อแขวนลําไสสวนโคลอน (mesocolon)  มีการ
อักเสบแบบเยื่อเมือกของลําไสเล็กและลําไสใหญสวนโคลอน (catarrhal enterocolitis) และมีการ
อักเสบของเยื่อบุชองทอง (peritonitis) ซึ่งรอยโรคที่พบไมสอดคลองกับลักษณะของโรคพีอีดี แต
นาจะเกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน เชน การติดเชื้อ E. coli (Fairbrother and Gyles, 
2006) สอดคลองกับการตรวจพบเชื้อ E. coli จากตัวอยางลําไสเล็กสวนเจจูนัมที่สงไปตรวจทาง
หองปฏิบัติการ ซึ่งปกติแลวเชื้อ E. coli สามารถตรวจพบไดปกติในลําไสเล็กสวนไอเลียมแตมักไม
พบในสวนเจจูนัม จึงกลาวไดวาการตรวจพบเชื้อ E. coli ในลําไสเล็กสวนเจจูนัมนั้มอาจมีความ
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เกี่ยวของกับลักษณะรอยโรคและอาการทางคลินิกที่ปรากฎ ที่ 24 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ เม่ือ
ชันสูตรสุกรทั้งกลุมเชื้อออนแรง และกลุมเชื้อรุนแรง พบรอยโรคที่คลายคลึงกัน โดยพบลักษณะ 
ผนังลําไสเล็กบาง ภายในบรรจุดวยของเหลวจํานวนมาก ซึ่งรอยโรคที่พบนั้นสอดคลองกับ
การศึกษากอนหนานี้ (Coussement et al., 1982; Kim and Chae, 2003) อยางไรก็ดลัีกษณะ
รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่พบนั้นยังมีลักษณะคลายคลึงกับโรคทีจีอี และโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส
โรตา ซึ่งเปนโรคลําไสอักเสบที่เกิดจากเชื้อไวรัสเชนเดียวกับโรคพีอีดี และกอใหเกิดอาการทองเสีย
ในสุกรโดยเฉพาะอยางยิ่งสุกรที่อายุนอย (Paul and Stevenson, 1999; Saif and Wesley, 1999) 
แตผลจากการตรวจหาสารพันธุกรรมดวยวิธี mRT-PCR ไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทีจีอีและ
เชื้อไวรัสโรตา ในตัวอยางที่เก็บมา อาจกลาวไดวารอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่พบนั้นเกิดการจาก
ติดเชื้อไวรัสพีอีด ี

จากการทดลองปอนเชื้อไวรัสพีอีดีในคร้ังนี้ พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีทั้งที่ทําใหออนกําลังลงแลว 
ยังมีความสามารถในการกอโรคได แตพบรอยโรคทางมหพยาธิวิทยานอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อชนิด
รุนแรง  ทั้งนี้สังเกตุไดจากรอยโรคที่พบในเวลา 36 และ 72 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ โดยพบวากลุม
เชื้อออนแรงจะพบรอยโรคที่บงบอกถึงการเกิดโรคพีอีดี ไดในบางอวัยวะ หรือ พบไดในสุกรบางตัว
เทานั้น จึงกลาวไดวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานลงในเซลลเพาะเล้ียงจํานวน 53 รอบมีความรุนแรงในการ
กอโรคนอยลงเม่ือเทียบกับเชื้อไวรัสที่ผานลงในเซลลเพาะเล้ียงเพียงหนึ่งรอบ ซึ่งสอดคลองกับรอย
โรคทางจุลพยาธิวิทยาที่พบวาในกลุมเชื้อออนแรงมีรอยโรคนอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรงซึ่งจะ
กลาวถึงตอไป นอกจากนี้ยังพบวาสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อชนิดออนแรงนี้สามารถฟนตัวจากอาการของ
โรคพีอีดีไดเร็ว จึงทําใหไมพบรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาในสุกรที่หายจากอาการของโรค  

จากผลการตรวจ และใหคะแนนความรุนแรงของรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ในสุกรกลุม
เชื้อออนแรงที่ตาย 7 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัส พบการคั่งเลือดในบริเวณ laminar propia พบ
การเขามาของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟล (neutrophil) ยังไมพบการหดส้ันของวิลไล นอกจากนั้น
ยังพบแบคทีเรียลักษณะแทง (rods shape) ในสวนปลายของวิลไล รวมถึงผลการเพาะเชื้อ
แบคทีเรีย จึงบงชี้วารอยโรคที่เกิดข้ึนอาจเกิดจากการติดเชื้อ E. coli (Fairbrother and Gyles, 
2006) ที่ 12 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในกลุมเชื้อออนแรงพบมีการคั่งเลือดและมีการเขามาของ
เซลลอักเสบ ซึ่งอาจจะเปน natural killer (NK) cell ที่เปนเซลลในกลไกทางภูมิคุมกันที่มีมาแต
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กําเนิด (innate immunity) (สันนิภา 2553) ทําหนาที่ในการปองกันการติดเชื้อไดทันทีหลังจากการ
ติดเชื้อ ในลําไสเล็กสวนเจจูนัม แตไมพบการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัม และสวนไอ
เลียม ในกลุมเชื้อรุนแรงพบรอยโรคเชนเดียวกับกลุมเชื้อออนแรง และไมพบลักษณะการหดส้ันของ
วิลไล เนื่องจากเร่ิมมีการตอบสนองตอการปอนเชื้อไวรัสพีอีดีที่ปอนเขาไปจึงทําใหพบการคั่งเลือด
และการเขามาของเซลลเม็ดเลือดขาว ซึ่งสอดคลองกับอาการทางคลินิกที่พบวาสุกรทดลองมี
อาการทองเสีย แต ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ พบวาในกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อ
รุนแรงมีรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา ที่บงบอกถึงลักษณะรอยโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสพีอีดี 
(Coussement et al., 1982; Kim and Chae, 2003; Pensaert and Yeo, 2006) เชน มีการคั่ง
เลือด มีการเขามาของเซลลอักเสบ (NK cell) การเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลลเยื่อบุซึ่งเซลลมี
ลักษณะแบนลง พบการหดส้ันของวิลไล และวิลไลมีการรวมตัวกัน สอดคลองกับการศึกษากอน
หนา ที่พบวาเชื้อไวรัสพีอีดีสามารถทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงในทางเดินอาหารของสุกรทดลองที่ 
24 และ 36 ชั่วโมงหลังจากการปอนเชื้อ (Kim and Chae, 2003) รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่
เกิดข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งการหดส้ันของวิลไลในลําไสเล็กสวนเจจูนัมและไอเลียมอยางรุนแรง 
รอยโรคดังกลาวจะมีความคลายคลึงกับรอยโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสทีจีอีและโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส
โรตา (Paul and Stevenson, 1999; Saif and Wesley, 1999) ซึ่งสามารถทําใหเกิดการหดส้ันของ
วิลไลไดเชนกัน แตจากผลการตรวจหาสารพันธุกรรมนั้นไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทีจีอี 
และเชื้อไวรัสโรตา นอกจากนี้รอยโรคทางทางจุลพยาธิวิทยาไมพบการอักเสบแบบมีเนื้อตายของ
ลําไส และตรวจไมพบเชื้อบิด I. suis  จึงกลาวไดวารอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่พบเกิดจากเชื้อ
ไวรัสพีอีดี สําหรับรอยโรคที่เกิดข้ึนในสุกรทดลองที่ไดรับเชื้อไวรัสพีอีดนีั้น เกิดจากเชื้อไวรัสพีอีดีจะ
เขาไปแบงตัวในเซลลเยื่อบุลําไส ทําใหมีการเปล่ียนแปลงลักษณะโครงสรางของเซลลเยื่อบุลําไส 
ทําใหเกิดการหดส้ันลงของวิลไลในลําไส และยังเหนี่ยวนําใหมีการเขามาของเซลลอักเสบ 
(Ducatelle et al., 1982; Sueyoshi et al., 1995; Kim and Chae, 2000) จากการทดลองคร้ังนี้
พบวาลําไสเล็กสวน เจจูนัม และไอเลียม เปนอวัยวะที่มีการเปล่ียนแปลงเกิดพยาธิสภาพมากกวา
อวัยวะอ่ืนโดยดไูดจากคะแนนความรุนแรงของรอยโรค ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในลําไสเล็กสวนเจ
จูนัม และไอเลียม เปนบริเวณมีตัวรับที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสพีอีด ี (amino peptidase N) มากกวา
ลําไสสวนอ่ืนๆ จึงทําใหเกิดความเสียหายไดจากการไดรับเชื้อไวรัสพีอีดีมากกวาอวัยวะทางเดิน
อาหารสวนอ่ืนๆ (Oh et al., 2003; Master, 2006; Li et al., 2007) อยางไรก็ดีการทดลองในคร้ังนี้
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พบวาคะแนนรอยโรค ของลําไสเล็กสวน เจจูนัม และไอเลียม ในกลุมเชื้อออนแรงมีระดับความ
รุนแรงนอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรง ทั้งนี้จากตัวอยางที่ทําการศึกษาในกลุมเชื้อออนแรงไมคอย
พบการหดส้ันและการรวมตัวกันของวิลไลอยางรุนแรงในลําไสสวน เจจูนัม และไอเลียม ขอมูล
ดังกลาวนี้เปนหลักฐานสําคัญที่บงชี้ไดวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่ปอนในกลุมเชื้อออนแรงมีความสามารถ
ในการกอโรคนอยกวาเชื้อไวรัสพีอีดีในกลุมเชื้อรุนแรง  

ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ ในสุกรกลุมเชื้อออนแรงและกลุมเชื้อรุนแรงนั้น พบ
รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในอวัยวะอ่ืนๆ ของระบบทางเดินอาหาร เชน กระเพาะอาหารของสุกร
ทดลองทั้งสองกลุมพบ การเขามาของเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต มีการคั่งเลือดในหลอดเลือดและ
บริเวณ lamina propia  อาจมีความเกี่ยวของกับอาการอาเจียนที่เกิดข้ึน ในลําไสใหญสวน ซีกัม 
โคลอนและไสตรง พบการเขามาของเซลลอักเสบ การคั่งเลือด และการเปล่ียนลักษณะของเซลล
เยื่อบุ ซึ่งอาจเกิดจากเชื้อไวรัสพีอีดทีําใหเกิดการเปล่ียนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของทางเดิน
อาหารสุกรทดลองได สอดคลองกับการศึกษากอนหนา (Coussement et al., 1982; Ducatelle et 
al., 1982) สําหรับรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่พบในกระเพาะอาหาร และลําไสสวนโคลอน ของ
สุกรที่ปอนดวยเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดออนแรงและชนิดรุนแรงนั้น มีลักษณะรอยโรคที่คลายกับสุกรที่
ปวยดวยโรคทีจีอี คือ พบการเขามาของเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต และการคัง่เลือดในอวัยวะ
ดังกลาว  (Hooper and Haelterman, 1969) แสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดีมีความสามารถทําให
เกิดรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาในกระเพาะอาหาร และลําไสใหญสวนโคลอน ไดเชนเดียวกับเชื้อ
ไวรัสทีจีอี   

 จากผลการทดลอง พบวาอัตราสวน VH/CD ในลําไสเล็กสวนไอเลียมของสุกรทดลองกลุม
ที่ปอนดวยเชื้อออนแรง มีคามากกวากลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรง ทั้งใน 24 และ 36 ชั่วโมงหลังการ
ปอนเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตอัตราสวน VH/CD ในกลุมเชื้อออนแรงเม่ือเปรียบเทียบกับ
กลุมที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียวพบวาไมแตกตางกัน โดยอัตราสวน VH/CD ใน
กลุมเชื้อออนแรงมีคามากกวากลุมเชื้อรุนแรง ซึ่งแสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานเซลลเพาะเล้ียง
มาหลายรอบจะมีความสามารถในการกอโรคลดลง ทําใหวิลไลในลําไสเล็กสวนไอเลียมหดส้ันลง
นอยกวากลุมที่ไดรับเชื้อรุนแรง สอดคลองกับอาการทางคลินิกที่พบวา จํานวนสุกรที่มีอาการ
ทองเสียในกลุมเชื้อออนแรงมีจํานวนนอยกวากลุมเชื้อรุนแรง ทั้งนี้ความสามารถในการกอโรคที่
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ลดลงของเชื้อไวรัสเม่ือผานเซลลเพาะเล้ียงหลายๆรอบ  ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของยีน ORF3 
(Song et al., 2003) สงผลใหความสามารถในการกอโรคลดลง ขอมูลอัตราสวนของ VH/CD ซึ่ง
พบวาที่ลําไสเล็กสวน เจจูนัมและไอเลียม มีความรุนแรงมากกวาลําไสสวนอ่ืนๆ สอดคลองกับผล
การใหคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และการทดลองกอนหนานี ้(Coussement et al., 1982)  

 การหาปริมาณเชื้อไวรัส หลังการปอนเชือ้ไวรัสพีอีดีในสุกรทดลอง สามารถเพาะแยกเชื้อ
ไวรัสพีอีดีในระหวาง 12-72 ชั่วโมงหลังจากปอนเชื้อไวรัส โดยสามารถตรวจเพาะแยกเชื้อไวรัสได
ในสุกรกลุมที่ปอนดวยเชื้อรุนแรงและกลุมที่ปอนดวยเชื้อออนแรง ทั้งนี้เนื่องจากหลังจากที่มีการ
ปอนเชื้อไวรัสพีอีดีแลวเชือ้ไวรัสไดมีการติดเขาไปในเซลลและมีการเพิ่มจํานวนภายในเซลล เชื้อ
ไวรัสพีอีดีอาศัยสวนของไกลโคโปรตีน S1 ไปจับกับตัวรับที่อยูบนผิวเซลลเยื่อบ ุ ซึ่งในเบื้องตนเชื่อ
วาใช amino peptidase N (หรือที่เรียกวา CD 13) เปนตัวรับที่มีความจําเพาะกับเชื้อไวรัสพีอีดี 
(Oh et al., 2003; Master, 2006; Li et al., 2007) หลังจากที่ ไกลโคโปรตีน S1 ของเชื้อไวรัสจับ
กับตัวรับแลว จะมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางของเชื้อไวรัสพีอีดีทําใหมีการเชื้อไวรัสมีการติดกับ
เซลลเยื่อบุของโฮสต เกิดการรวมตัวกันของเยื่อหุมไขมันสองชั้น มีการสงสารพนัธุกรรมของเชื้อ
ไวรัสเขาไปในไซโตพลาสซึมของโฮสตเซลล (Master, 2006; Baker, 2008) หลังจากที่สาร
พันธุกรรมเชื้อไวรัสพีอีดีเขาสูไซโตพลาสซึมของเซลลแลว เชื้อไวรัสจะมีการแบงตัว เนื่องจากเชื้อ
ไวรัสพีอีดีเปนอารเอ็นเอสายเดี่ยวชนิดบวกในการแบงตัวจําเปนตองมีการถอดรหัส (translation) 2 
รอบ สรางสายพันธุกรรมอารเอ็นเอสายยอย (subgenomic RNAs) เพื่อที่จะสรางเปนสาย
พันธุกรรมสายยาวตอไป หลังจากนั้นสารประกอบตางๆ ของเชื้อไวรัสจะมีการประกอบราง และมี
การขับของเชื้อไวรัส (Cann, 2008) จึงสามารถตรวจปริมาณเชื้อไวรัสพีอีดีไดทั้งตัวอยางที่เก็บมา
ทดสอบ แตพบวาปริมาณเชื้อไวรัสพีอีดีที่ตรวจวัดไดมีจํานวนนอยกวาไวรัสที่ทําการปอนใหแกสุกร 
และยังพบวาปริมาณเชื้อไวรัสที่ตรวจพบในสุกรกลุมเชื้อออนแรงมีปริมาณที่นอยกวากลุมเชื้อ
รุนแรงในตัวอยางที่เก็บมาตรวจสอบ อาจมีความเปนไปไดวาในการเพาะเล้ียงเชื้อไวรัสพีอีดีใน
เซลลเพาะเล้ียงหลายๆ รอบทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของยีน ORF3 ถอดรหัสเปนโปรตีนเสริม 
(Song et al., 2003; Park et al., 2008) เชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียง
จํานวนหลายรอบจะมีการเปล่ียนแปลง มีการหายไปของสายพนัธุกรรม 51 นิวคลีโอไทด จึงทําให
มีการแบงตัวและเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัสพีอีดีชนิดออนแรงในทางเดินอาหารของสุกรลดลง ทําให
ปริมาณไวรัสที่มีการตรวจวัดไดในกลุมเชื้อออนแรงมีปริมาณนอยกวาเชื้อไวรัสพีอีดีกลุมเชื้อรุนแรง 
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นอกจากนี้ยังพบวาในตัวอยางจากสุกรทดลองหลังจากปอนเชื้อไปแลว 72 ชั่วโมงยังสามารถวัด
ปริมาณไวรัสได อาจเนื่องมาจากการที่เชื้อไวรัสยังคงมีการสรางตัวเองเพิ่มข้ึนมา อยางไรก็ตามไม
พบวามีเชื้อไวรัสในสุกรที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้อเพียงอยางเดียวแสดงถึงการทดลองที่ไมมีการ
ปนเปอนเชื้อระหวางกลุม ทั้งนี้สามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสในสุกรที่ตายใน 7 ชั่วโมงของกลุมเชื้อ
ออนแรงและ สุกรที่ตายใน 60 ชั่วโมงกลุมเชื้อรุนแรงไดเชนกัน   

จากผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส จากตัวอยางที่เก็บมาจากลําไสเล็กรวม 
และลําไสสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่บรรจุ ดวยวิธี mRT-PCR พบวา ในสุกรกลุมเชื้อออนแรงสามารถ
ตรวจพบ สารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงทั้งในลําไสเล็กรวม และลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่
อยูภายใน เนื่องจากปริมาณไวรัสที่ปอนยังมีปริมาณมากจึงทําใหสามารถตรวจพบสารพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสพีอีดีได (Kim et al., 2001) สารพันธุกรรมที่ตรวจอาจเปนสารพันธุกรรมที่มาจากเชื้อ
ไวรัสที่ปอนเขาไป หรืออาจเกิดจากไวรัสที่ผานการเพิ่มจํานวนในเซลลสุกรมาแลวก็ได ทั้งนี้ใน
ชั่วโมงที่ 72 สามารถพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดี อาจเนื่องมาจากไวรัสมีการเขาไปเพิ่ม
จํานวนในลําไสเล็กของสุกร และมีการขับออกมาจึงทําใหสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อ
ไวรัสพีอีดี แตที่ 24 ชั่วโมงพบสารพันธุกรรมเฉพาะในลําไสสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่บรรจุ แตไมพบ
สารพันธุกรรมในตัวอยางจากลําไสเล็ก และใน 36 ชั่วโมงตรวจไมพบสารพันธุกรรม อาจ
เนื่องมาจากการฟนตัวจากการติดเชื้อไวรัสทีอ่อนกําลังไดเร็วกวา ทั้งนีใ้นสุกรกลุมเชื้อรุนแรงตรวจ
พบสารพันธุกรรมไดที่ 12 ชั่วโมงในลําไสเล็กรวม แตไมพบในลําไสใหญสวนโคลอนรวมกับส่ิงที่อยู
ภายใน และที่ 24 -72 ชั่วโมงสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมในลําไสเล็กรวม และลําไสใหญสวน
โคลอน รวมกับส่ิงที่บรรจุภายใน เนื่องจากเชื้อไวรัสพีอีดีเม่ือเขาไปในเซลลของเยื่อบุลําไสแลว
หลังจากนั้นจะมีการเพิ่มจํานวนและมีการขับออกมาเปนระยะเวลาประมาณ 4 วัน (Song et al., 
2006)  ดังนั้นจึงสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสได นอกจากนั้นยังพบวาสุกรทดลอง
กลุมเชื้อรุนแรงจะใหผลบวกในการตรวจมากกวาสุกรในกลุมเชื้อออนแรง ที่ 24 36 และ 72 ชั่วโมง
ในลําไสเล็กรวม และ ที่ 24 และ 36 ชั่วโมงในลําไสสวนโคลอนและส่ิงที่บรรจุภายใน  ความ
แตกตางนี้อาจเกิดข้ึนเนื่องจากวาหลังจากที่นําเชื้อไวรัสพีอีดีมาผานเซลลเพาะเล้ียง อาจทําใหเกิด
การเปล่ียนแปลงลักษณะสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดีในสวนของ ยีน S  (Sato et al., 2009) 
จึงทําใหผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดีในกลุมเชื้อออนแรงมีจํานวนนอยกวากลุม
เชื้อรุนแรง 
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ขอเสนอแนะ 

 การเล้ียงผานเซลลเพาะเล้ียงทําใหความสามารถในการกอโรคในสุกรลดลง สามารถ
ประยุกตนําไวรัสที่ทําใหออนกําลังไปพัฒนาเปนวัคซีนได แตตองมีการเพิ่มจํานวนรอบของการ
เพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงเพิ่มข้ึนเนื่องจากในการเล้ียงรอบที่ 53 พบวาเชื้อไวรัสยังคงมีสามารถ
ในการกอใหเกิดอาการทางคลินิกในลูกสุกรทดลอง และยังสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในลําไสใหญ
ได ทั้งนี้เชื้อไวรัสพีอีดีที่ทําการลดความรุนแรงเพื่อนําไปพัฒนาเปนวัคซีนนั้น ยังตองมี
ความสามารถในการเขาไปเพิ่มจํานวนในเซลลเยื่อบุลําไสแตตองไมกอโรค เพราะมีความตองการ
ในการใชเชื้อไวรัสพีอีดีในการกระตุนภูมิคุมกันชนิดเยื่อเมือกในลําไส ส่ิงที่ควรคํานึงกอนนําไปใช
เปนวัคซีนในฟารม ตองมีการทดสอบประสิทธิภาพและความปลอดภัยของวัคซีนดังกลาวกอน 

 ในการศึกษาคร้ังนี้สามารถประยุกตระบบการใหคะแนนรอยโรคมาใชในการศึกษารอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยาในทางเดินอาหารของสุกร โดยเฉพาะโรคที่ทําใหเกิดการหดส้ันของวิลไล เชน 
โรคพีอีดี โรคทีจีอี โรคที่เกิดจากไวรัสโรตา นอกจากนี้การใชกลองจุลทรรศนที่ตอกับโปรแกรม
คอมพิวเตอร Image-PRO®PLUS 6.0 (Media Cybernatics, Inc, Bethesda, MD, USA) 
สามารถนํามาใชวัดความยาวของวิลไลในลําไสเล็กและนํามาประยุกตใชในการศึกษา การ
เปรียบเทียบความรุนแรงในการกอโรคของโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่งการหด
ส้ันของวิลไลได 

 จากผลการทดลองที่พบวาความรุนแรงของเชื้อไวรัสพีอีดีที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลล
เพาะเล้ียงจํานวนหลายรอบมีแนวโนมการกอโรครุนแรงนอยลง ควรมีการศึกษาลําดับทาง
พันธุกรรมในสวนของยีน S ทั้งหมดจากเชื้อไวรัสที่ผานการเพาะเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero 
cell รอบที่ 53 เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสที่ยังไมถูกทําใหออนกําลังลงวามีการเปล่ียนแปลงลําดับ
ทางพันธุกรรมหรือไม เพราะยีน S เปนสวนในการสรางโปรตีนที่มีความสําคัญกับความรุนแรงใน
การกอโรคของเชื้อไวรัสพีอีดี  

 การสงตัวอยางเพื่อตรวจหาเชื้อไวรัสพีอีดีหรือสารพันธุกรรมบางสวนยีน S ของโรคพีอีด ี
สามารถที่จะใชตัวอยางจากลําไสเล็กรวม หรือใชส่ิงที่อยูภายในลําไสใหญ ของสุกรที่แสดงอาการ
อยางเฉียบพลัน แตในสุกรทดลองบางตัวที่ทําการทดลองไมสามารถตรวจพบสารพันธกุรรม
บางสวนของยีน S ได ดังนั้นการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอีดี ควรมีการตรวจหาสาร



61 

พันธุกรรมสวนยีน M ดวยเนื่องจาก ยีน M จะมีการเปล่ียนแปลงในเชื้อไวรัสพีอีดีนอยกวายีน S ทํา
ใหการตรวจมีความแมนยําเพิ่มมากข้ึน   

ควรมีการเปรียบเทียบความแตกตางของยีน ORF3 ของเชื้อไวรัสพีอีดีสายพันธุ 08NP02 
ที่ใชเปนเชื้อไวรัสตนแบบ เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสที่ผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงรอบที่ 53 วามี
การเปล่ียนแปลงตําแหนงนิวคลีโอไทดในยีนสวนนี้หรือไม  

 ควรมีการศึกษาการตรวจหาแอนติเจน หรือสารพันธุกรรมในตัวอยางที่เปนชิ้นเนื้อที่เก็บ
แยกมาโดยวิธีการยอมพิเศษอิมมูโนฮิสโตเคมี หรือวิธ ีIn situ hybridization เพื่อทําใหทราบวาเชื้อ
ไวรัสพีอีดทีี่ผานการเล้ียงในเซลลเพาะเล้ียงไปหลายๆ รอบนั้น จะอยูในเซลลหรืออวัยวะอะไรบาง
ในทางเดินอาหาร  
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ภาคผนวก ก 

ขอมูลรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยารายตัวในกลุมที่ปอนดวยอาหารเล้ียงเชื้ออยางเดียวและกลุมเชื้อออนแรง 

กลุม 
รอยโรคท่ีพบทางจุลพยาธิวิทยาในอวัยวะตางๆ ชั่วโมง 

กระเพาะ ดูโอดีนัม เจจูนัม(ตน) เจจูนัม(กลาง) เจจูนัม(ปลาย) ไอเลียม ไสติ่ง โคลอน ไสตรง หลังการปอนเชื้อ 

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

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

เช้ือออนแรง mild Sl mild Sl NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 72 
NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 24 

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

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

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

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

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

  C B C L  B C L B C L F B* C L  F B* C L C L C L C L 72 
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ขอมูลรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยารายตัวในกลุมเชื้อรุนแรง 

กลุม 
รอยโรคท่ีพบทางจุลพยาธิวิทยาในอวัยวะตางๆ ชั่วโมง 

กระเพาะ ดูโอดีนัม เจจูนัม(ตน) เจจูนัม(กลาง) เจจูนัม(ปลาย) ไอเลียม ไสติ่ง โคลอน ไสตรง หลังการปอนเชื้อ 

เช้ือออนแรง - ND ND ND ND ND ND - ND ตายท่ี 60 
NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL NRL 12 

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

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

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

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

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

 
ความหมายของอักษรยอ 
B = การหดส้ันของวิลไล  SL = การลอกหลุดของเซลลเยื่อบุลําไส  M = การเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลลเยื่อบุ L = มีการเขามาของเซลลอักเสบชนิดลิมโฟไซต NE = 
มีการเขามาของเซลลอักเสบชนิดนิวโทรฟลล F = มีการรวมตัวกันของวิลไล  C = มีการคั่งเลือดในหลอดเลือด NRL = รอยโรคไมชัดเจน ND = ตัวอยางเนาไม
สามารถอานได  NA = ไมสามารถเก็บตัวอยางได 
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ขอมูลปริมาณเชื้อไวรัสในตัวอยางสุกรแตละตัวที่ปอนเชื้อออนแรงและเชื้อรุนแรง 

กลุม ลําไสเล็กรวม TCID50/มล.   สิ่งที่อยูภายในลําไสใหญ TCID50/มล. 
หลังการปอนเช้ือ (ชม.)  

กลุมเช้ือออนแรง               
12 2x102* 2x102.25 2x103.5 2x102* 2x102  2x103.75  
24 2x102.5 2x102 2x104.5 2x102.25  2x102  2x104  
36 2x102 2x102.25 2x104 2x102.25  2x102.75  2x103.5  
72 2x102.25 2x102.25 2x103.75 2x102.25  2x102  2x102.75  

กลุมเช้ือรุนแรง 
12 2x103.5 2x104 2x103.75 2x103.75  2x104 2x104 
24 2x105 2x103 2x103.5 2x103.5  2x103.25  2x103.25  
36 2x103.25 2x103.5 2x104 2x103.5  2x103.25  2x104  
72 2x103.5 ** 2x103.75** 2x104   2x103.75** 2x103.5** 2x104.5  

   * สุกรทดลองตายที่ 7 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ **สุกรทดลองตายที่ 60 ชั่วโมงหลังการปอนเชื้อ 
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ภาคผนวก ข 

1. ข้ันตอนการเตรียมเชื้อไวรัสพีอีดี และการเล้ียงเชื้อไวรัสพีอีด ี
1.1 เซลลเพาะเล้ียง 

- เพาะเล้ียงเซลลชนิด Vero cell (African green monkey kidney cell line) ในขวด
เล้ียงเซลลขนาด 75 ลูกบาศกเซนติเมตร โดยใชอาหารเล้ียงเซลลชนิด modified 
Eagle’s medium (MEM) เติม fetal bovine serum (FBS) ความเขมขนรอยละ 5 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ความ
เขมขนรอยละ 5 เปนเวลา 2 วัน 

- เทอาหารเล้ียงเซลลออก แลวยอยเซลลดวย trypsin versine 1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสในสภาวะที่มี CO2 ความเขมขนรอยละ 5  เปนเวลา 10 นาที  

- เติม MEM 10 มิลลิลิตร ดูดเซลลเพาะเล้ียงรวมทั้ง MEM ออก ใส หลอดทดลองรูป
กรวยขนาด 15  มิลลิลิตร นําไปปนที่ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี

- เทสวนใสทิ้ง แลวใส Phosphate-buffered saline (PBS)10 มิลลิลิตร เคาะใหเซลล
กระจายออกจากกันนําไปปนที่ 1500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  

- เทสวนใสทิ้งแลวใส MEM 4 มิลลิลิตรเคาะใหเซลลกระจายออกจากกัน ดูดแบงเซลล
เพาะเล้ียงไปเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลใหม แลวเติม MEM ที่เติม FBS ความเขมขนรอย
ละ 5 ใหไดเซลลไมต่ํากวา 106 เซลล/มิลลิลิตร 

1.2 การเพาะแยกเชื้อไวรัสใน Vero cells 
- นําเซลลเพาะเล้ียงชนิด Vero cells อายุ 2 วัน ที่มีลักษณะของเซลลเปนชั้นเดียว

(monolayer) ทําการดูด GM (Growth Medium) ทิ้ง ลางเซลลดวย maintenance 
medium ที่ประกอบดวย yeast extract 0.02% และ trypsin (TM) 2 คร้ัง  

- นําตัวอยางลําไสเล็กสุกรทดลองที่บดปนแยกทรายและนํามาผานตัวกรองขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร เพาะเชื้อลงในขวดเล้ียงเซลลขนาด 25 ลูกบาศก
เซนติเมตร ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  

- เติม TM ปริมาณ 5 มิลลิลิตร นําไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสวนเซลล
เพาะเล้ียงกลุมควบคุม ก็เปล่ียน GM เปน TM เหมือนกัน  

- สังเกตการเกิดการเปล่ียนแปลงเชิงพยาธิสภาพของเซลล (cytopathic effect, CPE)  
หลังจากเพาะเชื้อลงในขวดแลวทิ้งไว 3 วัน   
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- นําเซลลไปแชแข็งแลวทําใหละลายโดยเร็ว ( freeze and thaw ) สลับกัน 2-3 คร้ัง 
แลวนําสารละลายที่ได ไปเพาะเชื้อใน Vero cells ชุดใหม  

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

- ทําการเพาะเชื้อไวรัสพีอีดแีตละความเจือจางลงบน Vero cells อายุ 2 วัน ที่เล้ียงใน
เพลทพลาสติก 48 หลุม ปริมาณ 100 ไมโครลิตรตอหลุม dilution ละ 4 หลุม กอน
เพาะเชื้อไวรัสลงไป นําเชื้อไวรัสพีอีด ีลาง Vero cells ดวย TM 2 คร้ัง อบที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  

- เติม TM ปริมาณ 500 ไมโครลิตรตอหลุม สังเกตการณเกิด CPE นาน 3 วัน นําผลที่
ไดมาคํานวณคา TCID50 โดยวิธีการของ Karber แลวจึงนําไปฉีดในลูกสุกรทดลอง 

1.3 การตรวจวัดระดับความเขมขนของไวรัสพีอีด ี(Viral titration ) 
การตรวจวัดระดับความเขมขนในการทดลองนี้ ทําโดยวัดการเปล่ียนแปลง CPE คาที่วัด
ไดจะเปนหนวย tissue culture infectious dose 50% (TCID50)/ปริมาตร โดยเม่ือ
เพาะเล้ียงเชือ้ไวรัสลงในเซลลเพาะเล้ียงภายใตสภาพแวดลอมที่กําหนด จะทําใหเซลล
เพาะเล้ียงเกิดการเปล่ียนแปลงไปรอยละ 50 ของจํานวนหนวยของเซลลเพาะเล้ียงที่ใช
ทั้งหมด 
- เตรียมสารละลายไวรัสพีอีด ี ดวยการนําตัวอยางลําไสสุกรทดลองประมาณ 1 กรัม  

ใสลงในโกรง ตัดเปนชิ้นเล็กๆดวยกรรไกร เติมทรายละเอียดที่ฆาเชื้อแลวลงไป
เล็กนอย บดใหเขากัน 

- เติม PBS หรือ อาหารเล้ียงเซลล 5 มิลลิลิตร บดใหเขากันอีกคร้ัง แลวถายใสลงใน
หลอดปน นําไปปนที่ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ในการทดลองนี้ปน
จํานวน 5 รอบเพื่อใหมีการตกตะกอน 

- แยกสวนใสออก นําไปกรองผานตัวกรอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 ไมโครเมตร 
- เจือจางสารละลายไวรัสพีอีด ี ดวยวิธกีารทําใหเจือจาง 10 เทา ใน MEM ที่

ประกอบดวย yeast extract ความเขมขนรอยละ 0.02 และ trypsin (TM) เจือจาง
ตั้งแตคร้ังที่ 1 ถึง คร้ังที่ 5 จํานวน 5 หลอด  
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- เติมอาหารเล้ียงเซลลจํานวน 900 ไมโครลิตร เติมสารละลายไวรัสพีอีดี ที่ตองการหา
ระดับความเขมขนลงในหลอดจํานวน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจะไดไวรัสพีอีด ี
ที่เจือจางไป 10 เทา  

- เปล่ียน pipette tip ใหม แลวดูดสวนผสมในหลอดแรกจํานวน 100 ไมโครลิตร เติมลง
ในหลอดที่ 2 ผสมใหเขากัน จะไดไวรัสพีอีด ี ที่เจือจางไป 100 เทา (10-2) เปล่ียน 
pipette tip ใหม แลวทําซ้ําในลักษณะเดียวกนัจนถึงหลอดสุดทาย ซึ่งจะไดไวรัสพีอีด ี
เจือจางไปคร้ังที่ 5 ของสารละลายไวรัสพีอีด ีเร่ิมตน  

- นําเพลทพลาสติก 96 หลุมที่มีเซลลเพาะเล้ียง Vero cells อายุ 2  วัน มาดูดอาหาร
เล้ียงเซลลออก และลางดวย TM 2 คร้ัง  

- เติมตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีด ีที่ยังไมเจือจาง (undiluted) ลงไปในหลุมแรก และ
เติมตัวอยางสารละลายไวรัสพีอีดี ที่เจือจางแลว ลงไปในหลุมที่ 2 – 6 ปริมาณ 50 
ไมโครลิตรตอหลุม 

- เติม TM ลงไปทุกหลุม ปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลุม นําไปอบที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส CO2 ความเขมขนรอยละ 5  ติดตามสังเกต และบันทึกผลการเกิด CPE ของ
เซลลเพาะเล้ียงนาน 3-5 วัน  นําผลที่ไดมาคํานวณคา TCID50 โดยวิธีการของ Karber 
ดังที่กลาวไวแลวเบื้องตน 
  

2. การสกัดอารเอ็นเอจากเชื้อไวรัสพีอีดโีดยใชชุดน้ํายาสําเร็จรูป RBC Viral Nucleic Acid 
Extraction Kit   

2.1 อุปกรณ และสารเคมีที่ตองเตรียม  
-   95 % Ethanol 
-   1.5 ml micro centrifuge tube (RNase-free) 
-   PBS (กรณี ปริมาตรตัวอยางนอยกวา 200 ไมโครลิตร) 

2.2 Lysis 
-  Transfer ตัวอยาง 200 ไมโครลิตรลงใน micro centrifuge tube กรณีที่ตัวอยางมี    

ปริมาตรนอยกวา 200 ไมโครลิตรใหปรับปริมาตรดวย PBS จนครบ 200 ไมโครลิตร  
-   เติม VB buffer ลงตัวอยาง ผสมใหเขากันดวย vortex 
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-   บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  
2.3 Binding 

-   วาง VB column ใน collection tube 2 มิลลิลิตร 
-   เติม 95 % ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงใน sample lysate แลวผสมใหเขากันดี

ดวย vortex 
-   นํา Ethanol-added mixture จากข้ันตอนกอนหนานี้มาใสลงใน VB column 
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 g (13,000 rpm) เปนเวลา 1 นาที 
-   ทิ้งสวน flow-through และนํา mixture ที่เหลือจากข้ันตอนที่ 1 เติมลงใน VB column  

2.4 Wash 
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g (13,000 rpm) เปนเวลา 1 นาท ี
-   ทิ้ง collection tube ที่มี flow-through และยาย VB column ใสลงใน collection tube 

2 มิลลิลิตร อันใหม 
-   เติม W1 Buffer 400 ไมโครลิตรลงใน VB column ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x 

g  (13,000 rpm) เปนเวลา 30 วินาท ี
-   ทิ้งสวน flow-through แลววาง VB column กลับลงไปใน collection tube 
-   เติม Wash buffer 600 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน 
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g (13,000 rpm) เปนเวลา 30 วินาท ี
-   ทิ้งสวน flow-through แลววาง VB column กลับลงไปใน collection tube 
-  ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g (13,000 rpm) เปนเวลา 3 นาที แลวปลอยวางให

แหง 
2.5 Nucleic Acid Elution  

-   วาง VB column ที่แหงแลวใน micro centrifuge tube (RNase-free) 
-   เติม RNase-free water 50 ไมโครลิตรลงตรงกลาง column matrix 
-   ปลอยวางไวเปนเวลา 3 นาทีจนกระทั่งน้ําดูดซับเขาไปใน matrix เต็มที ่
-   ปนเหว่ียงที่ความเร็วเต็มที่เปนเวลา 1 นาที เพื่อ elute purified nucleic acid ดังนั้น 

eluted nucleic acid จะปราศจาก inhibitors, nucleases, proteins และ impurities 
พรอมสําหรับใชใน PCR และ RT-PCR หรือ molecular assay 
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3. ข้ันตอนการสังเคราะห cDNA โดยใช Random primer  

การสังเคราะห cDNA โดยใชชุดสําเร็จรูป SuperScript First-Strand Synthesis 
System สําหรับ RT-PCR (Invitrogen life technologies: Cat No. 18080-051)  

3.1 เตรียม RNA/primer mixture ในหลอด PCR tube ตามตารางขางลาง แลวบมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปวางบนน้ําแข็งเปนเวลา
อยางนอย 1 นาที  

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

 
3.2 เตรียม cDNA Synthesis Mix ตามตารางขางลาง 

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

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

เขากันเบาๆ แลวปนเหว่ียงตกตะกอน จากนั้นจึงนําไปเขาเคร่ือง PCR โดยมี
ขอกําหนดตามตาราง 
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ขั้นตอน อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส) เวลา(นาที) จํานวน (รอบ) 

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

 
3.4 ปนเหว่ียงตกตะกอนเบาๆ แลวเก็บของเหลวสวนบน จากนัน้เติม RNaseH ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 นาที ในเคร่ือง PCR  
3.5 เก็บ cDNA ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส   
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ภาคผนวก ค 
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ภาคผนวก ง 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

น.สพ. สิทธิกร ไตรยราช เกิดเม่ือวันที่ 11 กรกฎาคม พ.ศ.2523 ที่จังหวัดนครพนม  สําเร็จ
การศึกษาระดับมัธยมปลายที่ โรงเรียนสกลราชวิทยานุกูล จังหวัดสกลนครปการศึกษา 2541
ศึกษาตอระดับปริญญาตรีที่คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2542 
และสําเร็จการศึกษาในป 2548 ปฎิบัติงานในตําแหนงนักวิชาการประจําสํานักวิชาการ และ
รักษาการผูจัดการฟารมสุกรขุน บริษัท พันธุสุกรไทย-เดนมารค จํากัด (มหาชน) เปนเวลา 4 ป 
หลังจากนั้นไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววิทยาทางสัตว
แพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในเม่ือป พ.ศ. 2552 
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