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ศึกษาประสิทธิผลของวัคซีน พี อาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปน (V1) ตอการปองกนัโรคไวรัส พี อาร อาร เอส สายพันธุ

ประเทศไทย ในลูกสกุรอายุ 3 สัปดาหจํานวน 5 กลุม ๆ ละ 6 ตัว กลุมที่ 1 กลุมควบคุม กลุมที่ 2 ไดรับเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส สาย
พันธุ 02SB3 (EU genotype) กลุมที่ 3 ไดรับเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) กลุมที่ 4 ไดรับวัคซีนเชื้อเปน
ชนิด V1 กอนไดรับเช้ือไวรัส 02SB3 กลุมที ่5 ไดรับวัคซีนเชื้อเปนชนิด V1 กอนไดรับเชือ้ไวรัส 01NP1 โดยทําการฉีดวัคซีนใหสุกร
กลุม 4 และ 5 ในวันที่ 0 และ 21 ของการทดลอง และทําการฉีดเชือ้ไวรัสสายพันธุประเทศไทยแตละชนิดตามความเหมาะสมใหสุกร
กลุม 2 3 4 และ 5 ในวันที่ 42 ของการทดลอง วัดประสิทธิผลของวัคซีนจาก อาการทางคลินิก การมีไข คาโลหิตวิทยา รอยโรคทางมห
พยาธิวิทยาของปอด ตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอด และ ตอมนํ้าเหลืองลําไส รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาของปอด การยอมอิมมูนโนฮิสโตเคมี
ใน ปอด ตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอด ตอมทอนซิล ลําไสเล็ก ตอมนํ้าเหลืองลําไส และมาม ปริมาณไวรัส และสารพันธุกรรมของไวรัสใน
เลือด และเน้ือเย่ือ ดวยวิธี virus titration และ RT-PCR การตอบสนองทางภูมิคุมกันดวยวิธี ELISA และ serum neutralization ตอ
ไวรัส 3 สายพันธุ คือ 01NP1 (US genotype) 02SB3 (EU genotype) และ V1 และวัดประสิทธิภาพการผลิต จากการทดลอง ไมพบการ
มีไขในสุกรทุกกลุม และไมมีความแตกตางของคาโลหิตวิทยา เวนแตสุกรกลุม 3 ท่ีมีภาวะเม็ดเลือดขาวตํ่าเปนเวลา 5 วันหลังจาก
ไดรับเชือ้ไวรัส พบการอักเสบของตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดในสุกรกลุม 3 และ 5 อยางมนัียสําคัญทางสถิติ (p<0.05) พบรอยโรคทางจลุ
พยาธิวิทยาของปอดในสุกรกลุม 3 4 และ 5 สูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) พบผลบวกตอการยอมอิมมูโนฮิสโตเคมีใน ปอด 
ตอมทอนซิล และตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดอยางละ 1 จาก 6 ตัวอยางในกลุม 2 ใน ปอด 1 จาก 6 ตัวอยางในกลุม 4 และใน ตอมทอนซิล 
และตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดอยางละ 1 จาก 6 ตัวอยางในกลุม 5 สามารถตรวจพบไวรัสวัคซีนในกระแสเลือดของสุกรกลุม 4 และ 5 รวม 
7 ตัวอยางจากสุกรท่ีทําวัคซีนคร้ังแรกท้ังหมด 12 ตัว และการฉีดวัคซีนครั้งทีส่องในวันที ่21 ของการทดลองจะให ผลบวกของจํานวน
ตัวอยาง ปริมาณไวรัสเฉล่ีย นอยกวาการใหวัคซีนคร้ังแรก หลังจากการฉีดเชือ้พิษทับสายพันธุตาง ๆ ในวันที่ 42 ของการทดลอง
พบวาสุกรทุกกลุมสามารถตรวจพบเชือ้ไวรัสในกระแสเลอืดไดยกเวนสุกรกลุม 4 โดยสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนจะมผีลบวกของจํานวน
ตัวอยาง  และปริมาณไวรัสนอยกวาเม่ือเปรียบเทียบกับสุกรกลุมท่ีไดรับการฉีดเช้ือพิษทับเพียงอยางเดียว จากท้ังการทดสอบดวยวิธี 
virus titration และ RT-PCR ผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสในเน้ือเย่ือพบผลบวก 7/23 6/23 ตัว และ 3/13 ในตอมน้ําเหลือง
บริเวณข้ัวปอด ปอด และตอมทอนซิลตามลําดับ โดยสุกรท่ีไดรับการฉีดเช้ือพิษทับอยางเดียวจะใหสัดสวนผลบวกในปอดมากกวา
สุกรท่ีไดรับวัคซีนรวมดวย แตสุกรท่ีไดรับวัคซีนรวมดวยจะมีสัดสวนผลบวกในตอมนํ้าเหลืองข้ัวปอดมากกวาสุกรท่ีไดรับการฉีดเช้ือ
พิษทับอยางเดียว สุกรมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันต้ังแต 7 วันหลังไดรับวัคซีนโดยการทดสอบดวยวิธี ELISA และมีคาเฉลี่ย S/P 
ratio สูงสุดที่ 28 วันหลังจากทําวัคซีน หลังจากการฉีดเช้ือพิษทับสุกรท้ังส่ีกลุมมีการตอบสนองตอการฉีดเช้ือพิษทับ 12 วันใหหลงั 
โดยสุกรสองกลุมท่ีไดรับวัคซีนไปกอนมีคาเฉล่ีย S/P ratio ในตอนเริ่มตนสูงกวาเล็กนอย แตในตอนทายการทดลองคาเฉลี่ย S/P ratio 
ของทั้งสี่กลุมจะมคีวามใกลเคียงกัน การทดสอบดวยวิธี serum neutralization พบวาภูมิคุมกันท่ีเกิดข้ึนสามารถ neutralization ได
เฉพาะกับไวรัส V1 (Vaccine virus;EU genotype) เทาน้ันโดยเร่ิมพบไตเตอรเฉล่ียมากกวา 2 ในวันที่ 42 หลงัจากการทําวัคซีนเข็มแรก
ในสุกรทั้งสองกลุม และเพิ่มขึ้น ตลอดจนสิ้นสุดการทดลอง ไมพบความแตกตางท่ีชัดเจนของประสิทธิภาพการผลิต จากการทดลอง
พบวาการฉีดวัคซีนพี อาร อาร เอส ชนิด V1 สามารถลดระยะเวลา และปรมิาณไวรัสในกระแสเลือด แตไมสามารถลดรอยโรค และ
ไมมีผลตอประสิทธิภาพการผลิต 

 
ภาควิชา พยาธิวิทยา    ลายมือช่ือนิสิต................................................................................................ 
สาขาวิชา พยาธิชวีวิทยาทางสัตวแพทย  ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษา............................................................................. 
ปการศึกษา 2547    ลายมือช่ืออาจารยท่ีปรึกษารวม....................................................................... 

 
 
 



   
## 4675572731 : MAJOR Veterinary Pathobiology 
KEYWORDS : Efficacy/ PRRSV/ attenuated vaccine/ weanling pig 

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

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

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมา และความสําคัญของปญหา 
 โรค พ ี อาร อาร เอส (PRRS หรือ Porcine reproductive and respiratory syndrome) มี
รายงานการเกิดโรคคร้ังแรกในสหรัฐอเมริกาในป 1987 (Keffaber, 1989) และเนื่องจากในขณะนั้น
ยังไมสามารถพิสูจนสาเหตุที่แทจริงของโรคนี้ไดจึงทําการเรียกชื่อโรคนี้วา Mystery swine disease 
ตอมาในป 1991 สามารถทําการแยกเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ไดสําเร็จในประเทศเนเธอรแลนด 
(Wensvoort et al., 1991) จากการศึกษาคุณสมบัติของไวรัสพบวา เปน ไวรัสชนิด อารเอ็นเอ และถูก
จัดอยูในตระกูล Arteriviridae (Albina, 1997; Snijder and  Meulenberg, 1998) 
    การติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ในสุกรจะกอใหเกิดปญหาในสองระบบ คือ ระบบสืบพันธุ และ
ระบบทางเดินหายใจ ในดานระบบสืบพันธุ การติดเชื้อไวรัสในสุกรพอแมพันธุจะสงผลใหเกิดความ
สูญเสียตอประสิทธิภาพการผลิต เน่ืองจาก การลดต่ําลงของคุณภาพน้ําเชื้อในพอสุกร การเพ่ิมอัตรา
การกลับสัดแบบไมตรงรอบ และการแทงระยะทายของการตั้งทองในแมสุกร (Prieto and Castro, 
2004) ในดานระบบทางเดินหายใจไวรัสชนิดนี้เปนตนเหตุที่สําคัญของโรคระบบทางเดินหายใจ
ซับซอนในสุกร (Porcine Respiratory Disease Complex หรือ PRDC) เนื่องจากไวรัสสามารถลด
ประสิทธิภาพในการเก็บกิน และการทําลายจุลชีพของมาโครฟาจในปอด (PIMs หรือ pulmonary 
intravascular macrophages และ PAMs หรือ pulmonary alveolar macrophages)  
(Thanawongnuwech  et al., 2000) ทําใหสุกรที่ติดเชื้อมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนชนิดอื่น ๆ  
 ในประเทศไทยไดมีการศึกษายอนหลังของ Damrongwatanapokin และคณะ (1996a) พบ
แอนติบอดีตอเชื้อไวรัสในซีรั่มของสุกรในประเทศไทยตั้งแตป 1989 และสามารถแยกไวรัสไดเปน
ครั้งแรกใน 1996 (Damrongwatanapokin et al., 1996b) และจากรายงานการสํารวจทางซีรั่มวิทยาใน
ป 1995 พบวา มีสุกรที่ใหผลบวกถึง 64% จากจํานวนตัวอยาง 449 ตัวอยางจากฟารมสุกรพอ-แม
พันธุจํานวน 15 ฟารมจากภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (Oraveerakul et al., 1995) และมี
รายงานการเพิ่มอัตราการแทงลูกในฟารมสุกรที่มีความชุกตอโรคพ ีอาร อาร เอส สูงจากการทดสอบ
ดวย ELISA ในป 1995 (Luengyosluechakul et al., 1995) 
 จนถึงปจจุบันโรค พ ี อาร อาร เอส ยังคงเปนปญหาสําคัญในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่ว
โลกรวมทั้งในเมืองไทย โดยยงัคงสามารถพบรอยโรค และแยกเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส ไดจาก
สุกรที่มีปญหาโรคระบบทางเดินหายใจ และระบบสืบพันธุ แตยังคงไมมีคําแนะนํา หรือการแกไข
ปญหาโรคที่เหมาะสมที่สุด ขอแนะนําที่ดีที่สุดสําหรับการแกปญหาในปจจุบันไดแก การปรับปรุง
ระบบความปลอดภัยทางชีวภาพ และการ acclimatization สุกรสาวใหมีสภาพภูมิคุมกันที่เหมาะสม
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เพื่อลดความเสียหายในหองคลอด และคอกอนุบาล ซึ่งคอนขางยุงยากในทางปฏิบัต ิ จึงเกิดความ
พยายามที่จะแกไขปญหาในแนวทางอื่น เชน การใชวัคซีนเพื่อสรางความสม่ําเสมอของภูมิคุมกันใน
ฝูงแมสุกร โดยในปจจุบันมีการทดลองใชวัคซีนในสามลักษณะคือ DNA วัคซีน วัคซีนชนิดเช้ือตาย 
และวัคซีนชนิดเชื้อเปน ซึ่งผลการทดลองใชวัคซีนแตละชนิดใหผลแตกตางกัน หรือแมแตการใช
งานวัคซีนชนิดเดียวกันก็ใหผลหลากหลายไมเปนไปในทิศทางเดียวกัน DNA วัคซีนเปนเพียงการ
วิจัยในหองปฏิบัติการเพื่อวิจัยการตอบสนองทางภูมิคุมกัน และกําลังอยูในขั้นทดลอง (Kwang et 
al., 1999)  วัคซีนชนิดเชื้อตายสามารถลดอาการทางคลินิก ระยะเวลาขับเช้ือ และความสูญเสียของ
ประสิทธิภาพการผลิตในดานระบบสืบพันธุ (Plana-Duran et al., 1997) แตยังเปนที่ถกเถียงในแง
ประสิทธิผล และความคุมคาที่จะใชงาน วัคซีนเชื้อเปนอาจมีความเหมาะสมในแงของรูปแบบการ
กระตุนภูมิคุมกันเนื่องจากสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลไดด ี แตอาจเกิดผลเสียจาก
การใชงาน โดยการกลบัมามีความรุนแรงของตัวไวรัสวัคซีน (reversion) เนื่องจากการผาเหลา หรือมี
สวนทําใหไวรัสในสิ่งแวดลอมมีการกลายพันธุที่รวดเร็วขึ้น (Mengeling et al., 1999b; Mengeling et 
al., 1999c ; Wesley et al., 1999) นอกจากนี้ในการใชงานไมวาจะเปนวัคซีนชนิดเชื้อตาย หรือเช้ือ
เปนก็อาจสงผลเสียตอภูมิคุมกัน เน่ืองจากการติดเช้ือไวรัสชนิดน้ีไมวาจะเปนไวรัสท่ีมชีีวิต หรือเปน
ไวรัสที่ถูกทําใหเสียสภาพดวยความรอนก็ยังสามารถกดการทํางานของภูมิคุมกันไดดวยการกระตุน
ใหรางกายสัตวสราง IL-10 ซึ่งปกติทําหนาที่ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันที่มากเกินไปให
เกิดขึ้นมาเร็วกวาปกติ (Suradhat et al., 2003; Suradhat and Thanawongnuwech, 2003) และขอดอย
ที่สําคัญของการใชงานวัคซีนก็คือ ความไมคุมคาในการลงทุน เน่ืองจาก ภูมิคุมกันที่เกิดขึ้นไม
สามารถปองกันโรคขาม genotype ซึ่งจะทําใหสุกรที่ไดรับการฉีดวัคซีนยังคงสามารถติดเชื้อซ้ําจาก 
genotype อ่ืน หรืออาจเกิดการติดเชื้อซ้ําจาก genotype เดียวกันท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรม
คอนขางสูง อยางไรก็ตามมีบางรายงานพบวาการกระตุนซ้ําดวยวัคซีนอาจทําใหเกิดการปองกันโรค
ไดมากขึ้น และมีความพยายามปรับปรุงการใชงานวัคซีนในรูปแบบตาง ๆ เชน การใชวัคซีนเชื้อตาย
กระตุนซ้ําในสุกรที่มีการติดเชื้อ (Nilubol et al., 2004) หลังจากที่พบวาการใชวัคซีนเชื้อตายกอนการ
ติดเชื้อไมสามารถปองกันการขับเชื้อไวรัสได (Swenson et al., 1995; Nielsen et al., 1997) 

การศึกษาในครั้งนี้จะทําการศึกษาประสิทธิผลของวัคซีน พ ี อาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนใน
รูปแบบการกระตุนซํ้าดวยวัคซนีชนิดเดิม โดยทาํการศึกษาในดาน การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยา
ปริมาณ และระยะเวลาที่มีไวรัสในกระแสเลือด การตอบสนองของแอนติบอดีตอไวรัสดวยวิธ ี
ELISA และวิธี serum neutralization โดยทําการทดสอบแอนติบอดีที่เกิดขึ้นทั้งตอไวรัสใน 
genotype เดียวกัน และตาง genotype รวมทั้งทําการศึกษาผลทางออมดวยการวัดประสิทธิภาพการ
ผลิตของสุกรอนุบาล  
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาประสิทธิผลของวัคซีน พ ีอาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนที่พัฒนาขึ้นในหองปฏิบัติการ 
ตอการปองกันเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุประเทศไทยในดาน  

- การลดอาการทางคลินิก และรอยโรคทางพยาธิวิทยา 
- การลดปริมาณ และระยะเวลาที่มีไวรัสในกระแสเลือด 
- การสรางภูมิคุมกัน  
- การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต  

 
1.3 สมมุติฐานของการวิจัย 

วัคซีน พ ีอาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนที่พัฒนาขึ้นในหองปฏิบัติการ สามารถลดความเสียหาย
จากเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส ที่แยกไดจากประเทศไทยทั้งสองสายพันธุ 
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
1. ขอมูลเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยา ปริมาณ และระยะเวลาที่มีไวรัสใน
กระแสเลือด การสรางภูมิคุมกัน และประสิทธภิาพการผลิต ในสุกรแตละกลุมเพื่อการ
ประเมินประสิทธิผลของวัคซีน   

2. ขอมูลประกอบการตัดสินใจในการใชงานวัคซีนในภาคสนาม 
3. ขอมูลเพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาวัคซีนตอไปในอนาคต 
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เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
โรค พ ีอาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) มีสาเหตุจาก

เช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome virus; PRRSV) มี
รายงานการเกิดโรคคร้ังแรกในประเทศสหรัฐอเมริกาในป ค.ศ. 1987 โดยพบ การแทงลูกในแมสุกร
ทองแก และมีจํานวน มัมมี ่ ลูกสุกรตายแรกคลอด ลูกสุกรออนแอ เพิ่มขึ้น รวมกับการแสดงอาการ
ผิดปกติของระบบทางเดินหายใจ ทั้งในแม และลูกสกุร แตเนื่องจากในขณะนั้นยังไมสามารถพิสูจน
สาเหตุที่แทจริงของโรคนี้ได จึงทําการเรียกชื่อโรคนี้วาโรค Mystery swine disease หลังจากนั้นไดมี
รายงานความเสียหายในลักษณะเดียวกันในประเทศ เยอรมัน เนเธอรแลนด เบลเยี่ยม อังกฤษ สเปน 
ฝร่ังเศส และมีการตั้งชื่อโรคตามลักษณะอาการที่พบ เชน โรค Porcine epidemic abortion and 
respiratory syndrome (PEARS) โรค Blue ear โรค Swine infertility and respiratory syndrome 
(SIRV) รวมท้ังโรค พ ีอาร อาร เอส (Wensvoort et al., 1991; Collin et al., 1992; Albina, 1997) 
ตอมาในป 1990 จึงสามารถทําการแยกเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไดสําเร็จในประเทศเนเธอรแลนด 
และทําการต้ังช่ือเช้ือไวรัสตามช่ือเมืองวา Lelystad virus (Wensvoort et al., 1991) ซ่ึงเปนตนแบบ
ของเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุยุโรป (EU genotype) หลังจากนั้นในเวลาใกลเคียงกัน ใน
ประเทศสหรัฐอเมริกาก็สามารถทําการแยกเช้ือไวรัสได และตั้งชื่อสายพันธุวา VR-2332 (Collin et 
al., 1992) ซึ่งเปนตนแบบของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุอเมริกา (US genotype) แตอยางไร
ก็ตามจากการศึกษายอนหลังในธนาคารซีรั่ม ในประเทศแคนาดา พบวาซีรั่มเริ่มใหผลบวกของ
แอนติบอดีตอเช้ือไวรัส ต้ังแตป ค.ศ. 1979 (Carmen et al., 1995) ซึ่งถือวาเปนชวงเวลาเริ่มแรกที่สุด
เทาที่สามารถตรวจสอบการปรากฏของเชื้อไวรัสในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรได และยังคงไมทราบ
แหลงที่มาของเชื้อไวรัสกอนจะเริ่มติดเชื้อในสุกรได   

ในประเทศไทยสามารถแยกเชื้อไวรัสไดเปนครั้งแรกในป 1996 โดยมีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกับสายพนัธุอเมริกา (Damrongwatanapokin et al., 1996b) แตจากการศึกษา
ยอนหลังในซีรั่มของสุกรที่เก็บรักษาในสถาบันสุขภาพสัตว ในชวงป 1988 ถึง 1999 พบวาซีร่ัมเร่ิม
ใหผลบวกของแอนติบอดีตอเชื้อไวรัส ต้ังแตป 1989 (Damrongwatanapokin et al., 1996a) และจาก
รายงานการสํารวจทางซีรั่มวิทยาในป 1995 พบวา มีสุกรที่ใหผลบวกถึง 64% จากจํานวนตัวอยาง 
449 ตัวอยางจากฟารมสุกรพอ-แมพันธุจํานวน 15 ฟารมจากภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
(Oraveerakul et al., 1995) และมีรายงานการเพิ่มอัตราการแทงลูกในฟารมสุกรที่มีความชุกตอโรคพี 
อาร อาร เอส สงูจากการทดสอบดวย ELISA ในป 1995 (Luengyosluechakul et al., 1995) 
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2.1 ระบาดวทิยา 

สัตวที่ติดเชื้อสามารถขับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ผานทาง สารคัดหลั่งตาง ๆ เชน น้ํามูก 
น้ําลาย นํ้าเช้ือ รวมทั้งปสสาวะ อุจจาระ และน้ํานม (Wagstrom et al., 2002) โดยสามารถตรวจพบ
การขับเชื้อไวรัสในน้ําลายไดถึง 42 วันหลังการติดเช้ือ (Wills et al., 1997a) ในน้ํามูกไดถึง 38 วัน
หลังการติดเช้ือ ในปสสาวะไดถึง 28 วันหลังการติดเชื้อ (Rossow et al., 1994) ในอุจจาระไดถึง 35 
วันหลังการติดเช้ือ (Yoon et al., 1993) ในน้ําเชื้อไดถึง 92 วันหลังการติดเช้ือ (Christopher-Hennings 
et al., 1995) บริเวณ oropharynx เปนตําแหนงที่สามารถตรวจพบไวรัสไดนานที่สุดคือ 157 วันหลัง
การติดเช้ือ (Wills et al., 1997b) โดยสุกรมีชองทางที่ไวตอการติดเชื้อไดหลายชองทาง ประกอบไป
ดวย ชองปาก โพรงจมูก กลามเนื้อ ชองทอง และชองคลอด จํานวนไวรัสขั้นต่ําที่สามารถทําใหเกิด
การติดเช้ือผานทางโพรงจมูก และจากการฉีดเขากลามเนื้อคอนขางนอย เพียง 10 fluorescent foci 
units/ml  ก็สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อไดแลว (Yoon et al., 1999) แตตองใชจํานวนไวรัสที่สูงถึง 
2x103 TCID50/ml ของน้ําเชื้อจึงจะทําใหเกิดการติดเชื้อไวรัสผานทางชองคลอดในแมสุกร 1 ตัวจาก
จํานวนท้ังหมด 5 ตัว และตองใชจํานวนไวรัสถึง 2x105 TCID50/ml ของนํ้าเช้ือจึงจะทําใหเกิดการติด
เชื้อไวรัสผานทางชองคลอดในแมสุกร 3 ตัวจากจํานวนทั้งหมด 3 ตัว  (Benfield et al., 2000) 

การถายทอดหลักเกิดจากการสัมผัสตอสัตวติดเชื้อโดยตรง แตจากการศึกษาพบวามีความ
เปนไปไดที่เชื้อไวรัสสามารถถายทอดในรูปแบบอื่น เชน ถายทอดผานทางอากาศ ถายทอดผานสัตว
ชนิดอ่ืน ถายทอดผานทางแมลงดูดเลือด และถายทอดผานพาหะไมมีชีวิต การถายทอดผานทาง
อากาศสามารถเกิดขึ้นไดดีหากมีปจจัยที่เหมาะสม เชน ระยะหางระหวางกลุมสุกรขับเชื้อ และกลุม
สกุรรับเช้ือมีไมมากนัก ขนาดของกลุมสุกรที่ขับเชื้อมีขนาดใหญ และปริมาณอากาศท่ีพัดผานตอง
มากเพียงพอ (Kristensen et al., 2004) ซึ่งลักษณะดังกลาวสามารถเกิดขึ้นไดในอุตสาหกรรมการ
ผลิตสุกรขนาดใหญ การถายทอดผานสัตวชนิดอ่ืนในปจจุบันพบวาเปด Mollard 
(Anasplatyrhynchos) เปนสิ่งมีชีวิตที่ไมใชสุกรเพียงชนิดเดียวที่สามารถติดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
โดยสามารถขับเชื้อไวรัสออกมาในอุจจาระเปนเวลาหลายสัปดาห หลังจากไดรับเชื้อไวรัสผานนํ้า
ด่ืม และเช้ือไวรัสท่ีถูกขับออกมาในอุจจาระสามารถติดตอสูเปดตัวอ่ืน นอกจากนี้ไวรัสจากเปด
สามารถติดตอสูสุกรไดเชนกัน (Zimmerman, 2002) การถายทอดผานแมลงดูดเลือด เชน ยุง 
แมลงวันบาน (houseflies หรือ Musca domestica) โดยเฉพาะในยุงพบวาเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส 
สามารถอยูในตัวยุงไดนานถึง 6 ช่ัวโมง (Otake et.al., 2003a; Otake et.al., 2003b) การถายทอดผาน 
พาหะไมมีชีวิต เชน รถบรรทกุ เข็มฉีดยา รองเทาบูท เส้ือผา อุปกรณเคร่ืองใชในฟารมพบวามีความ
เปนไปไดในธรรมชาต ิ (Otake et.al., 2002) อยางไรก็ตามเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส สามารถถูก
ทําลายไดงายในสภาพแวดลอม หรือวัสดุท่ีพบไดในฟารม เชน พลาสติก แสตนเลส ยาง ผา วัสดุรอง
พ้ืนคอก อาหารสุกร ปสสาวะ อุจจาระ ยกเวนแตในนํ้าสะอาดที่มีอุณหภูมิต่ํา pH เปนกลางเทานั้นที่
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เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยูไดเปนเวลานาน นอกจากน้ียาฆาเช้ือธรรมดาก็สามารถทําลายเช้ือไวรัส
ไดอยางมีประสิทธิภาพ (Zimmerman, 2002)  
 
2.2 อาการทางคลินิก 
 อาการทางคลินิกของโรค พี อาร อาร เอส จะแสดงในสองระบบ คือ ระบบสืบพันธุ และ
ระบบทางเดินหายใจ ในดานระบบสืบพันธุจะกอใหเกิดความสูญเสียทั้งในพอสุกร และแมสุกรพันธุ  

ในพอสุกรพันธุที่ติดเชื้อไวรัสจะแสดงอาการ ซึม เบ่ืออาหาร ลดความตองการทางเพศ และ
ลดประสิทธิภาพของน้ําเชื้อ โดยจะลด ความสามารถในการเคลื่อนที่ และเพิ่มปริมาณอสุจิผิดปกติ 
ซึ่งจะสงผลใหมีอัตราการผสมติดต่ําลง (Hopper et al., 1992) แตอยางไรก็ตามมีบางการศึกษาไมพบ
ความผิดปกติที่เดนชัดของน้ําเชื้อในพอสุกรพันธุหลังการติดเชื้อไวรัส (Yaeger et al., 1993; 
Swenson et al., 1994)  

ในสุกรแมพันธุที่ติดเชื้อไวรัสจะลดอัตราการผสมติด เพิ่มสัดสวนการกลับสัดหลังผสมทั้ง
แบบตรงรอบ และไมตรงรอบวงจรการเปนสัด เกิดการแทงทุกระยะของการตั้งทอง โดยเฉพาะใน
ระยะทายของการตั้งทอง และเนื่องจากเชื้อไวรัสสามารถติดเชื้อผานรก โดยเฉพาะอยางยิ่งการติด
เชื้อในชวงปลายของการตั้งทองทําใหมีจํานวน มัมมี ่ ลูกสุกรตายแรกคลอด ลูกสุกรออนแอหลัง
คลอดเพิ่มขึ้น (Christianson et al., 1992; Plana et al., 1992; Christianson et al., 1993; Mengeling et 
al., 1994; Lager et al., 1995; Lager et al., 1996; Prieto et al., 1996; Benfield et al., 1997; Prieto et 
al., 1997a; Prieto et al., 1997b) 

ในดานของระบบทางเดินหายใจ สามารถพบความผิดปกติไดในสุกรทุกชวงอาย ุโดยเฉพาะ
ในสุกรเล็ก (Yoon and Stevenson, 2002)  โดยมกัพบการติดเช้ือแทรกซอนรวมในระบบทางเดิน
หายใจ จากเช้ือแบคทีเรียหรือเช้ือไวรัสชนิดชนิดอ่ืน ๆ เชน Streptococcus suis, Hemophilus 
parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae, Salmonella 
choleraesuis, Swine influenza virus และ Porcine circo virus เปนตน (Zimmerman, 2002) ทําใหเกิด
โรคระบบทางเดินหายใจซับซอนในสุกร (Porcine Respiratory Disease Complex หรือ PRDC) 
เน่ืองจากไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามารถลดประสิทธิภาพในการเก็บกิน และการทําลายจุลชีพของมา
โครฟาจในปอด (PIMs หรือ pulmonary intravascular macrophages และ PAMs หรือ pulmonary 
alveolar macrophages)  (Thanawongnuwech  et al., 2000) สุกรจึงมีความไวตอการติดเช้ือแทรก
ซอนชนิดอ่ืน ๆ  
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2.3 พยาธิวิทยา 
 เช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส มีเปาหมายหลักในการเจริญเติบโตที่มาโครฟาจ ซึ่งเปนเซลลที่
เหมาะสมกับการเพิ่มปริมาณไวรัสมากที่สุด นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มปริมาณในอวัยวะอื่น ๆ สงผล
ใหเกิด interstitial pneumonia vasculitis lymphadenopathy myocarditis encephalitis (Rossow et al., 
1995) 

เช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส จะกอใหเกิดรอยโรคในหลาย ๆ ลักษณะในสุกรที่มีอายุแตกตาง
กัน ในลูกสุกรที่แทงรอยโรคทางพยาธิวิทยาประกอบไปดวย การเกิดภาวะเลือดออก และ การบวม
น้ําของสายสะดือ เมื่อทําการตรวจทางจุลพยาธิวิทยาจะพบลักษณะ moderate-severe segmental-
circumferential necrosuppurative และ lymphohistiocytic arteritis รวมกับ severe transmural และ 
periarterial edema รวมกับการเกิดเลือดออกซ่ึงเปนรอยโรคท่ีคอนขางจําเพาะตอการติดเช้ือไวรัส พ ี
อาร อาร เอส สวนรอยโรคอ่ืน ๆ ที่สามารถพบไดประกอบดวย perirenal edema splenic ligament 
edema mesentery edema ascites hydrothorax และ hydroperitoneum เมื่อทําการตรวจทางจุลพยาธิ
วิทยาจะพบลักษณะ mild-moderate segmental arteritis ใน ปอด หัวใจ และไต mild multifocal 
interstitial pneumonia mild periportal hepatitis mild perivascular myocarditis และ mild multifocal 
encephalitis และรอยโรคที่ปอดจะพบการหนาตัวของ alveolar septa เน่ืองจากการแทรกตัวของ 
mononuclear inflammatory cells และ proliferation of type 2 pneumocytes ในรกแมสุกรจะพบ
ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาไดแก multifocal lymphohistiocytic perivascular cuffs, edema fluid ใน 
myometrium และ endometrium ในบางครั้งอาจพบลักษณะ segmental lymphohistiocytic vasculitis 
ใน small vessels และ microseparations ระหวาง endometrial epithelium กับ placental chorionic 
epithelium ซึ่งประกอบไปดวย eosinophilic proteinaceous fluid และ cellular debris (Yoon and 
Stevenson, 2002) 
 
2.4 การวินิจฉัย 
 การวินิจฉัยตรวจสอบการติดเช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส ในสุกรทําโดยการตรวจหา
แอนติบอดี หรือการตรวจหาแอนติเจนของไวรัส จากตัวอยางเลอืด หรือเน้ือเย่ือชนิดอ่ืน ๆ ในสุกร
ปวย โดยวิธี Indirect immunofluorescent antibody test Virus isolation Immunohistochemistry 
ELISA Immunoperoxidase monolayer assay และ Reverse transcriptase - Polymerase chain 
reaction (RT-PCR) (Botner, 1997; Yoon and Stevenson, 2002)  
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2.5 ไวรัสวิทยา 

ไวรัส พ ีอาร อาร เอส เปนไวรัสที่มีเปลือกหุม มีสารพนัธกุรรมแบบ อาร เอ็น เอ สายบวก
เด่ียว มีขนาด 48-83 nm. จัดอยูใน Genus Arterivirus Family Arteriviridae Order Nidovirales จาก
การศึกษาคุณสมบัติของไวรัสถูกจัดอยูในตระกูล Arteriviridae  รวมกับไวรัสอีก 3 ชนิด คือ equine 
arteritis virus (EAV) lactate-dehydrogenase elevating virus (LDV) และ simian hemorrhagic fever 
virus (SHFV) ซึ่งไวรัสในตระกูลนี้มีคุณสมบัติบางอยางที่คลายกัน เชน ความสามารถในการเพิม่
จํานวนในมาโครฟาจ ความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชื้อแบบ persistent infections  (Snijder 
and  Meulenberg, 1998) 

เดิมถูกจัดแบงเปน 2 ซีโรไทปตามลักษณะของแอนติเจนโดยทําการแยกประเภทไวรัสทั้ง
สองกลุมจากปฏิกิริยากับแอนติบอดีตอไวรัสตนแบบทั้งสองตัว คือ Lelystad และ VR2332 (Bautista 
et al., 1993b; Nelson et al., 1993) ตอมาจึงทําการแบงกลุมตามลักษณะทางพันธกุรรมเปน 2 
genotype คือ US genotype และ EU genotype (Meng et al., 1995) 

ไวรัสมอีงคประกอบทางพนัธุกรรมขนาด 15 Kb ประกอบดวย 8 open reading frams 
(ORFs) คือ ORF 1a และ 1b มีตําแหนงติดดาน 5’ มีขนาดเปน 80% ของนิวคลีโอไทดทั้งหมด เปน
สวน conserve region ที่แสดงออกเปนเอนไซม RNA replicase ORF 2-7 มีตําแหนงติดดาน 3’ ของ
สายนิวคลีโอไทด แสดงออกเปนสวนโปรตีนโครงสราง รายละเอียดจํานวนนิวคลีโอไทด จํานวน
กรดอะมิโน ขนาด และประเภทของโปรตีนท่ีแสดงออก ดังรายละเอียดในตารางที ่1  

 
ตารางท่ี 1 แสดงจํานวนนิวคลีโอไทด จํานวนกรดอะมโินของแตละไวรัสตนแบบ ขนาด และ
ประเภทของโปรตีนท่ีแสดงออกของไวรัส พ ีอาร อาร เอส (Yoon, 2002)  

จํานวนกรดอะมิโน ORF จํานวน 
นิวคลีโอไทด 

(Kb) EU 
(Lelystad) 

US 
(VR-2332) 

ขนาด
โปรตีน 

(kD) 

โปรตีน 

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

การศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสตนแบบ Lelystad (EU) และ VR-2332 
(US) พบวามีความคลายกัน 63% 58% และ 68% ของสวน ORF 2 3 และ 4 ตามลําดับ จากการศึกษา
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนในกลุม US isolates เทียบกับกลุม EU isolates พบวา
ระหวางกลุม US isolates ดวยกันจะมีความคลายกันอยูในชวง 87% ถึง 95% แตเมื่อเปรียบเทียบกับ 
EU isolates พบวามีความคลายอยูในในชวง 64% ถึง 67% และจะมีความคลายกันของกรดอะมิโน
ระหวาง US isolates กับกลุม EU isolates ในชวง 55% ถึง 80% เมื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบแยกตาม 
ORF พบวาระหวางกลุม US isolates ดวยกันจะมีความคลายกันที ่91% ถึง 99% 86% ถึง 98% 92% 
ถึง 99% 100% และ 95% ถึง 100% ในสวน ORF 2 3 4 6 และ 7 ตามลําดับซึ่งถือวาสวน ORF 6 และ 
7 มีความ conserve สูงที่สุด และเมื่อนําสวน ORF 6 และ 7 ของกลุม US isolates มาเปรียบเทียบกับ 
Lelystad จะมีความคลายกันที ่ 70% ถึง 81% และ 57% ถึง 59% ตามลําดับ และพบวา ORF 5 เปน
สวนที่มีความหลากหลายมากที่สุด เนื่องจากเมื่อทําการเปรียบเทียบกรดอะมิโนระหวางกลุม US 
isolates ดวยกันจะมีความคลายกันเพียง 88% ถึง 97% และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับ Lelystad จะมี
ความคลายกันที ่51% ถึง 59% ตามลําดับ (Yoon, 2002) 

เน่ืองจากไวรัส พ ี อาร อาร เอส เปนไวรัสชนิด อาร เอ็น เอ จึงสามารถพบ heterogous 
sequences ในสัตวตัวเดียวกัน หรือ ใน 1 isolate เรียกวาลักษณะ quasispecies ซึ่งเกิดจากลักษณะการ
ทํางานของเอนไซมโพลีเมอเรสในขณะที่ไวรัสมีการเพิ่มจํานวน ทําใหไวรัสชนิดนี้มีความหลาก 

GP2 

mRNA 

N protein 

GP3 

GP4 

M protein 
E protein 

AACG
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หลายสูงทั้งในตัวสัตวเอง ระหวางโรงเรือน หรือระหวางฟารม  (Goldberg et al., 2003) ซ่ึงเปนอีก
หนึ่งปจจัยที่ทําใหการควบคุม ปองกันดวยวัคซีนเปนไดยาก 
 
2.6 ภูมิคุมกันวิทยา 
 
2.6.1. ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Innate or non-specific immune response) 
 ธรรมชาติของการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส จะผาน 2 ชองทางหลัก คือ ระบบทางเดิน
หายใจ และระบบสืบพันธุ ดังนั้นภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะในบริเวณเนื้อเยื่อดังกลาวจะมีบทบาทแรก
ในการตอตานการติดเช้ือ ถึงแมภูมิคุมกันชนิดนี้ไมมีความสามารถในการจดจํา หรือความจําเพาะตอ
แอนติเจน แตก็สามารถจํากัดการเพิ่มปริมาณ และการแพรกระจายของไวรัส นอกจากนี้ยังมีบทบาท
กระตุนการตอบสนองของภูมิคุมกันแบบจําเพาะ 

หลังการติดเชื้อไวรัสรางกายจะมีการตอบสนองโดยการหลั่งไซโตไคนกลุม antiviral และ
กลุม proinflammatory ประกอบไปดวยอินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 1 (type I interferon หรือ IFN-α
และ IFN-β) ทูเมอรเนโครซิสแฟคเตอรอัลฟา (tumor necrosis factor หรือ TNF-α) และอินเตอร
ลิวคิน (interleukins หรือ IL) เชน IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 IL-12   

IFN-α สรางจากมาโครฟาจเปนหลัก และ IFN-β สรางจากเซลลเน้ือเย่ือท่ีติดเช้ือไวรัสเปน
หลัก มีฤทธิ์ทําใหเกิด antiviral state ในเซลลขางเคียง กระตุนการทํางานของเนเจอรัลคิลเลอรเซลล 
(natural killer cell หรือ NK cell) เหนี่ยวนําใหมีการแสดง class I major histocompatibility complex 
(MHC I) และนําไปสูการตอบสนองแบบจําเพาะ เชน อินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 2 (type II interferon 
หรือ IFN-γ) แตการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส พบวามีการตอบสนองของ IFN-α ในปริมาณที่ตํ่า
ซึ่งการตอบสนองของอินเตอรเฟยรอนชนิดที ่1 นี้จะมีปริมาณแตกตางกันแลวแตสายพันธุของไวรัส 
พ ีอาร อาร เอส (Murtaugh et al., 2002b; Chung et al., 2004)  

TNF-α สรางจากมาโครฟาจเปนหลัก มีฤทธิ์สงเสริมปฏิกริิยาการอักเสบ กระตุนการทํางาน
ของเซลลเก็บกิน เหน่ียวนําใหมีการแสดง MHC I และ II ทําใหเกดิการสราง acute phase protein 
นอกจากน้ี TNF-α ที่หลั่งจากเซลลติดเชื้อไวรัสยังสามารถกระตุนใหเกิดการตายแบบ apoptosis ของ
เซลลใกลเคียงที่ไมไดติดเชื้อ (Choi and Chae, 2002) แตการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบ
ไมจําเพาะของสุกรท่ีติดเช้ือไวรัส พ ี อาร อาร เอส พบวามีการตอบสนองที่ต่ําของ TNF-α เม่ือ
เปรียบเทียบกับไวรัสอ่ืน ๆ ในตระกูลเดียวกัน (Lopez-Fuertes et al., 2000)   

IL-1 สรางจากมาโครฟาจเปนหลัก มีฤทธิ์กระตุนการทํางานของ เนเจอรัลคิลเลอรเซลล     
ท ี และบีลิมโฟไซต โดยทําใหเกิดการแบงตัว และเพิ่มความสามารถในการทํางาน IL-6 สรางจาก  
มาโครฟาจเปนหลกั มีบทบาทสําคัญในการทําให บีลิมโฟไซต เปลี่ยนแปลงเปน พลาสมาเซลล    
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IL-8 สรางจาก มาโครฟาจ และเซลลเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อไวรัสเปนหลัก มีบทบาทในการเหน่ียวนํา               
ใหมีการเคลื่อนที่เขามา และกระตุนการทํางานของ นิวโทรฟลล IL-10 สรางจาก ทีลิมโฟไซต ชนิด 
Th2 เปนหลักมีบทบาทในการยับยั้งการทํางานของภูมิคุมกันโดย ลดการทํางานของมาโครฟาจ และ
ลิมโฟไซต IL-12 สรางจาก มาโครฟาจ เปนหลักมีบทบาทในการ กระตุนการทํางานของ                 
เนเจอรัลคิลเลอรเซลล ซึ่งจากการศึกษาพบวาหลังการติดเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สุกรมีการสราง
ไซโตไคนดังกลาวในปริมาณที่ต่ํา สงผลใหมีการตอบสนองของภูมิคุมกันตอไวรัสที่ลาชา (Van 
Reeth and Nauwynck, 2000; Murtaugh et al., 2002b) เวนแต IL-10 ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ
ภูมิคุมกันเทานั้นที่มีปริมาณคอนขางสูงหลังการติดเชื้อ ซึ่งอาจเปนหนึ่งในกลไกที่ไวรัสเหนี่ยวนําให
เกดิ เพื่อควบคุมการทํางานของภูมิคุมกัน (Chung and Chae, 2003; Suradhat et al., 2003; Suradhat 
and Thanawongnuwech, 2003) ซึ่งจากกลไกนี้การติดเชื้อไวรัสอาจสงผลถึงการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของสัตว ตอไวรัส หรือการทําวัคซีนชนิดอ่ืน ๆ เชน พบวาการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
สงผลในทางลบตอ ภูมิคุมกันที่เกิดจากการทําวัคซีนอหิวาตสุกร (Li and Yang, 2003) นอกจากนี้การ
เพ่ิมข้ึนของ IL-10 ท่ีเร็วเกินไป ยังจะมีผลทําใหเกิดความไวตอการติดเชื้อแบคทีเรีย เน่ืองจากการกด
การทํางานของ  อินเตอรเฟยรอนท่ีเร็วเกนิไป (Feng et al., 2003)  

 
2.6.2. ภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Adaptive or specific immune response) 
 
2.6.2.1 ภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (Humoral immune response) 
 หลังการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgM ไดที ่ 5 ถึง 7 
วันหลังติดเช้ือ และสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgG ไดที ่7 ถึง 14 วันหลังติดเช้ือ (reviewed by 
Murtaugh et al., 2002b) การทดสอบดวยวิธ ีELISA พบวาจะใหคาแอนติบอดีไตเตอรสูงสุด 5 ถึง 6 
สัปดาหหลังติดเชื้อ และจะคงอยูเปนระยะเวลานานกวา 300 วัน (Horter et al., 2002) อยางไรก็ตาม
แอนติบอดีที่สรางขึ้นในระยะแรกของการติดเชื้อ พบวาไมสามารถทําลายไวรัสที่อยูในกระแสเลือด
ได และแอนติบอดีชนิด neutralizing จะมีพัฒนาการที่คอนขางชา โดยจะเริ่มพบที ่ 2 ถึง 3 สัปดาห
หลังการติดเช้ือ (Murtaugh et al., 2002b) หรือประมาณ 4 สัปดาหหลังการติดเช้ือ (Meier et al., 
2003) การปรากฏของแอนติบอดีชนิด neutralizing จะสัมพันธกับการขจัดเชื้อไวรัสออกจากปอด 
อยางไรก็ตามยังคงสามารถพบ persistent infection ในสุกรบางตัวที่ระยะเวลามากกวา 150 วันหลัง
การติดเช้ือ และสุกรยังคงสามารถขับเชื้อไวรัสได (Allende et al., 2000) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจ
พบสารพันธุกรรมของไวรัสในตอมทอนซิล และเลือดดวยวิธ ีRT-PCR ที่ระยะเวลามากกวา 251 วัน
หลังการติดเช้ือ (Wills et al., 2003) 
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 แอนติบอดีที่เกิดจากการติดเชื้อจะไมใหความคุมโรคตอไวรัสตาง genotype หรือใหความ
คุมโรคในปริมาณท่ีตํ่าเน่ืองจากความแตกตางขององคประกอบของไวรัส บางการศึกษาพบวามี
สาเหตุมาจากสวนของ N protein ของไวรัส (Rowland and Yoo, 2003) บางรายงานบงชี้วา เกิดจาก
ความแตกตางในสวนของ E protein ท่ีแสดงออกจากสวน ORF5 ซึ่งเปนเปาหมายที่สําคัญของ
แอนติบอดี (Jiang et al., 2003)  
 
2.6.2.2 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (Cell-mediated immunity) 
 ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีบทบาทสําคัญในการกําจัดไวรัสที่ติดเชื้อภายในเซลล ซึ่งเปนสวน
ที่ภูมิคุมกันชนิดสารน้ําไมสามารถเขาถึงได ประกอบไปดวย ทีลิมโฟไซตที่ CD4+ โดยทั่วไปคือ 
helper T cells (Th) และทีลิมโฟไซตที ่CD8+ คือ cytotoxic T cells (CTL)  

ทีลิมโฟไซตชนิด Th จะทํางานผานการกระตุนจาก MHC II ทําหนาที่สรางไซโตคายน
กระตุนการทํางานของ บีลิมโฟไซต ใหมีการสรางแอนติบอดี และกระตุนการทํางานของ CTL       
เนเจอรัลคิลเลอรเซลล และมาโครฟาจ Th สามารถแบงออกเปนสองชนิดตามลักษณะของ             
ไซโตคายนที่สรางขึ้น คือ Th1 ที่สราง IFN-α และ IL-2 ซึ่งจะสนับสนุนการตอบสนองภูมิคุมกัน
แบบ CMI และ Th2 ที่สราง IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 และ IL-13 ซึ่งจะสนับสนุนการตอบสนอง
ภูมิคุมกันแบบ HMI สวนทีลิมโฟไซตชนิด CTL จะทํางานผานการกระตุนจาก MHC I ทําหนาที่
กําจัดไวรัสที่อยูภายในเซลล สามารถพบการตอบสนองของ CMI โดยการเพิ่มปริมาณทีลิมโฟไซตที่
จําเพาะตอไวรัส พ ีอาร อาร เอส ทั้ง Th และ CTL ในชวง 4 ถึง 12 สัปดาหหลังจากการติดเชื้อ และ
คาดวา M protein เปนเปาหมายสําคัญของระบบ CMI (Bautista and Molitor, 1997; Bautista et al., 
1999; Murtaugh et al., 2002b) 

อินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 2 (type II interferon หรือ interferon γ ) เปนไซโตไคนที่สรางจาก
ลิมโฟไซตที่ถูกกระตุนเปนหลัก มีฤทธ์ิคลายกับอินเตอรเฟยรอนชนิดท่ี 1 แตมีประสิทธิภาพดีกวา 
โดยนอกจากจะสามารถ กระตุนการทํางานของเนเจอรัลคิลเลอรเซลล ยับยังการเพิ่มจํานวนไวรัส
ภายในเซลล และเหนี่ยวนําใหมีการแสดง MHC I ยังสามารถเหนี่ยวนําใหมีการแสดง MHC II 
นอกจากนี้ยังมีสวนทําให pre CTL เจริญไปเปน mature CTL จึงเปนตัวบงช้ีการตอบสนองของ
ภูมิคุมกันที่สําคัญ อยางไรก็ตามพบวาการตอบสนองตอการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส โดยการ
สราง interferon γ คอนขางลาชาถึงแมจะมีการทดลองกระตุนการสรางดวยสื่อวัคซีนก็ตาม (Meier 
et al., 2003)  
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2.7 วัคซีน  

วัคซีนเชื้อตาย Plana-Duran และคณะ (1997) พบวาการใชงานวัคซีนชนิดเชื้อตายซึ่งทําการ 
inactivated ในหองปฏิบัติการสามารถลดความสูญเสียของผลผลิตในแมสุกรอุมทองจากการติดเชื้อ
ไวรัสสายพันธุเดียวกัน ซึ่งตางจากการศึกษาของ Nielsen และคณะ (1997) ที่ทําการศึกษา
เปรียบเทียบการใชงานวัคซีนเชื้อเปน และเชื้อตายในพอพันธุ พบวาการใชงานวัคซีนเชื้อตายไมให
ประสิทธิผลในการลดความรุนแรงของโรค จากการสังเกตระยะเวลา และปริมาณไวรัสในกระแส
เลือด และน้ําเชื้อ ซึ่งแตกตางกับการใชงานวัคซีนเชื้อเปน ทั้ง ๆ ที่ไวรัสที่ทําการฉีดเชื้อพิษทดสอบ
เปนไวรัสที่มีความใกลเคียงทางพันธุกรรมกับ ไวรัสวัคซีนชนิดเชื้อตายมากกวา Nilubol และคณะ 
(2004) รายงานการใชงานวัคซีนเชื้อตายหลังจากสุกรมีการติดเชื้อไวรัสไปแลววา วัคซีนไมสามารถ
ลดการขับเชื้อไวรัสในสุกรได แตมีแนวโนมในการเพ่ิมปริมาณภูมิคุมกันชนิด neutralizing antibody 
ในสุกรที่ไดรับวัคซีน 

การศึกษาการใชงานวัคซีนชนิดเชื้อเปนที่มีจําหนายในทองตลาดกอนป 2000 โดย 
Christopher-Hennings และคณะ (1977) Dee และ Joo (1997) Hesse และคณะ (1977) Lager และ 
Mengeling (1977) Madsen และคณะ (1998) Osorio และคณะ (1998) Van Woensel และคณะ 
(1998) Mavromatis และคณะ (1999) Mengeling และคณะ (1999a,b,c) Wesley และคณะ (1999) มี
ผลสรุปที่ใกลเคียงกัน คือ วัคซีนสามารถลดปริมาณ และระยะในการขับเชื้อ รวมทั้งอาการทาง
คลินิก แตมีความสามารถในการปองกันโรคในไวรัสตาง genotype ต่ําทั้งนี้เนื่องจากภูมิคุมกันที่
เกิดข้ึนคอนขางจําเพาะตอ genotype โดยอาจพบภูมิคุมกันขาม genotype ไดบาง แตอยูในปริมาณท่ี
ตํ่า การศึกษาหลังป 2000 Labarque  และคณะ (2003) พบวาสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัส EU genotype 
หลังจากผานการทําวัคซีน EU genotype จะมีจํานวนสุกรที่มีไวรัสในกระแสเลือด นอยกวาสุกรที่
ผานการทําวัคซีน US genotype แสดงใหเห็นถึงความจําเพาะของแอนติบอดีที่เกิดขึ้น และการคุม
โรคที่ไมสมบูรณของวัคซีนแมใน homologus strain เนื่องจากยังคงพบสุกรที่มีไวรัสในกระแสเลือด 
Lager และคณะ (2003) พบวาการทําวัคซีนเชื้อเปน ไมสามารถปองกันการติดเชื้อไวรัสผานรกไดทุก
สายพันธุ เน่ืองจากความจําเพาะของแอนติบอดีตอไวรัส และไวรัสแตละสายพันธุมีความสามารถใน
การผานรก แตกตางกัน Mengeling และคณะ (2003a) พบวาวัคซีนสามารถลดปริมาณ และระยะใน
การขับเชื้อ รวมทั้งอาการทางคลินิก แตประสิทธิภาพจะต่ําลงหากไดรับไวรัสตาง genotype และ
บางครั้งอาจพบภูมิคุมกันขาม genotype ในปริมาณท่ีตํ่า   Verheije และคณะ (2003) พบวาวัคซีนของ 
recombinant virus ที่ทําพัฒนาขึ้นในหองปฏิบัติการ สามารถปองกันการแพรกระจายเช้ือไวรัส
หลังจากการใหเช้ือไวรัส homologous strain แตไมปองกันใน heterologous strain จากการทดสอบ
ดวยการเลี้ยงสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสรวมกับสุกรปลอดเชื้อ  
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ดังนั้นผลสรุปในปจจุบันสําหรับการสรางภูมิคุมกันที่เกิดจากวัคซีนไมวาจะเปนวัคซีน

เช้ือตาย หรือเชื้อเปน หรือแมแตการติดเช้ือตามธรรมชาติยังไมสามารถคุมครองขามกันระหวาง EU 
genotype และ US genotype และแมกระทั่งภายในกลุม genotype เดียวกันหากมีการติดเชื้อสายพันธุ
ที่มีความแตกตางทางพันธุกรรมสูง ภูมิคุมกันที่มีอยูก็ไมสามารถคุมครองได อยางไรก็ตาม ทั้งวัคซีน
เช้ือตาย และวัคซีนเชื้อเปนสามารถลดความรุนแรงของโรคได โดยเฉพาะอยางยิ่งหากไวรัสที่ไดรับ
เปนไวรัสที่ใกลเคียงกับวัคซีนไวรัส 

ในดานความปลอดภัยในการใชงานพบวา จากการศึกษาการติดเช้ือไวรัสท่ียังมีความรุนแรง
เปรียบเทียบกับวัคซีนไวรัสในแมสุกรอุมทองพบวา วัคซีนมีผลกระทบคอนขางนอยตอการให
ผลผลิต และของแมสุกร และตอสุขภาพลูกสุกร (Cheon, 2004) ซึ่งแตกตางผลการสํารวจของ 
Deway และคณะ (2004) ตอการใชวัคซีนในฟารมแมพันธุจํานวน 54 ฟารม พบวาผลของการทํา
วัคซีนจะแตกตางกันตามโปรแกรมการใชงาน และฟารมที่มีโปรแกรมทําวัคซีนในแมพันธุอุมทอง
จะมีจํานวนลูกมีชีวิต และหยานมลดลง นอกจากนี้การใชวัคซีนชนิด attenuated ที่ประกอบขึ้นจาก
หลาย ๆ สายพันธุมีความเสี่ยงที่จะกอความรุนแรง มากกวาวัคซีนที่มีไวรัสเพียงสายพันธุเดียว 
(Mengeling et al., 2003b) และจากการศึกษาทาง phylogenetic ของ Key และคณะ (2001) พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสที่เปนสาเหตุการแพรระบาดของโรคมีความใกลเคียงกับลําดับนิวคลีโอ
ไทดของวัคซีนจากประเทศที่ไดอนุญาตใหใชวัคซีนชนิดเชื้อเปนแลว แสดงถึงขอควรคํานึงในเรื่อง
ของความปลอดภัยในการใชวัคซีนชนิดเชื้อเปน อยางไรก็ตามจากการศึกษา interaction ของไวรัส
พบวาถึงแมการติดเชื้อรวมของไวรัสตางสายพันธุ อาจสามารถเรงใหเกิดการ mutation และทวีความ
รุนแรง แตก็มีความเปนไปไดที่คอนขางต่ํา (Murtaugh et al., 2002a) 

 
 

 



บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 วัคซีน 
 เตรียมวัคซีนจากไวรัส สายพันธุ V1 (EU genotype) (Mateu et al., 2003) ซึ่งถูกลดความ
รุนแรงโดยทาํการเพาะเลีย้งผานเซลล MARC-145 เปนจํานวน 20 คร้ัง (Laboratorios Hipra, Spain) 
ในขนาด103.5 TCID50/2 ml เพ่ือทําการฉีดเขากลามเน้ือบริเวณคอสุกรในวันท่ี 0 และ 21 ของการ
ทดลอง ในขนาด 2 ml ตอตัว 
 
3.2 ไวรัส 
 เตรียมไวรัส 3 สายพันธุ คือ 01NP1 (US genotype) 02SB3 (EU genotype) 
(Thanawongnuwech et al., 2004) และ V1 (EU genotype) โดยทําการเพิ่มจํานวนในเซลล MARC-
145 เพื่อใชประโยชนในการเตรียมวัคซีน ประกอบการปฏิบัติงาน SN Virus titration RT-PCR และ
เพ่ือทําการฉีดเช้ือ โดยจะทําการเตรียมในขนาด 105 TCID50/ml  
 การเพิม่จํานวนไวรัสจะทาํโดยการ เพาะเช้ือไวรัสขนาด 0.1 MOI (Multiplicity of infection) 
ลงในเซลล MARC-145 ที่มีการกระจายตัวขนาด 80 % confluence หลังจากนั้นจะทําการเก็บไวรัส
เมื่อสังเกตเห็นการลอกหลุดของเซลล โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 5 วัน หลังการเพาะเชื้อไวรัส  
 การเก็บไวรัสจะทําโดยการทําใหเซลล MARC-145 แตก ดวยวิธีการแชแข็งที่อุณหภูมิ         
– 80〈 ซ.  สลับกับการละลายน้ําแข็งดวยอุณหภูมิหอง ประมาณ 3 รอบ หลังจากน้ันทําการดูด
สารละลายทั้งหมดมาปนเหวี่ยงเพื่อเก็บสวนใส แลวนําสวนใสที่ไดไปเก็บที่อุณหภูม ิ – 80〈 ซ. เปน 
stock ไวรัสทีพ่รอมใชงาน  
 
3.3 เซลลเพาะเลี้ยง 
 ทําการเลี้ยงเซลล MARC-145 ซึ่งเปน African green monkey kidney cell line (ไดรับความ
อนุเคราะห จาก Dr. Eileen Thacker, Iowa State University, Ames, Iowa, USA) ดวย Minimal 
essential medium (MEM) (Hyclone, USA) ที่ม ี5% fetal calf serum (FCS) (Hyclone, USA) ในขวด
เพาะเลีย้งขนาด 75 ลูกบาศกเซนติเมตร (Corning Incorporated, USA) ที ่ 5%CO2 อุณหภูมิ 37 〈 ซ.  
หลังจากนั้นจะทําการดูด MEM ออก และลางเซลลดวย phosphate buffer saline (PBS) แลวจึงยอย
เซลลดวย 0.00125% trypsin versene  เพื่อแบงเซลลเพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงดวย MEM ตามความ
เหมาะสมของปริมาณเซลล และปริมาตรของภาชนะ โดยหากตองการจะทาํ SN หรือ Virus titration 
จะเปลี่ยนภาชนะปกติมาเปน microculture 96-well-plate 



 16
 
3.4 สัตวทดลอง 
 ลูกสุกรอายุ 3 สัปดาห เพศผูที่ผานการตอนแลว จากฟารมที่ไมมีประวัติการระบาดของโรค 
อหิวาตสุกร และปลอดจากโรค พิษสุนัขบาเทียม พ ีอาร อาร เอส และผานการตรวจระดับแอนติบอดี
ดวย ELISA แลว วาไมมีภูมิคุมกันตอโรค พ ีอาร อาร เอส  
 ทําการ แบงกลุม สักเบอร ฉีดยา Excenel� (Pfizer, USA) ขนาด 5 mg ตอนํ้าหนักตัว 1 
กิโลกรัม ติดตอกัน 3 วัน และใหพักปรับตัว 3 วันกอนเริ่มทําการทดลอง 
 
3.5 การวิจัย 

ทําการแบงลูกสุกรจํานวน 30 ตัวออกเปน 5 กลุม ๆ ละ 6 ตัว ทําการทดลองดังตอไปน้ี 
กลุม 1 กลุมควบคุม (Control) 
กลุม 2  ทําการฉีดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุ 02SB3 (EU genotype) ในวันที ่42 ของการ 

ทดลอง (EU) 
กลุม 3  ทําการฉีดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) ในวันที ่42 ของการ 

ทดลอง (US) 
กลุม 4 ทําการฉีดวัคซีนเชื้อเปนชนิด V1 ในวันที ่ 0 และ 21 ของการทดลอง และฉีดเช้ือไวรัส พ ี

อาร อาร เอส สายพันธุ 02SB3 (EU genotype) ในวันที ่42 ของการทดลอง (Vac+EU) 
กลุม 5 ทําการฉีดวัคซีนเชื้อเปนชนิด V1 ในวันที ่ 0 และ 21 ของการทดลอง และฉีดเช้ือไวรัส พ ี

อาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) ในวันที ่42 ของการทดลอง (Vac+US) 
ทําการศึกษาในหัวขอดังตอไปนี้ 
1. การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยา ประกอบดวย 

- อาการทางคลินิก และอุณหภูมิรางกาย  
- คาโลหิตวิทยา 
- รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา  
- รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และอิมมูนโนฮิสโตเคมี 

2. ปริมาณเช้ือไวรัส และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในตัวอยางเลือดสุกร ดวยวิธี virus 
titration RT-PCR และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในเนื้อเยื่อของสุกร ดวยวิธ ีRT-PCR 

3. การตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรตอวัคซีน และไวรัส ดวยวิธ ี ELISA และ serun 
neutralization 

4. ประสิทธิภาพการผลิต ประกอบดวย 
- อัตราการเจริญเติบโตเฉลีย่ตอวัน (ADG) 
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- อัตราแลกเน้ือ (FCR) 
- ปริมาณการกินอาหารเฉล่ียตอวัน (FI) 

การวิจัยนี้ไดผานการพิจารณา และไดรับการรับรองจากคณะกรรมการจรรยาบรรณในการ 
ใชงานสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.6 สถานที่เลี้ยงสัตวทดลอง 
 ทําการเลี้ยงสัตวทดลองใน หองเลี้ยงสัตวทดลองติดเชื้อ ชั้น 3 อาคาร 60 ป                       
คณะสัตวแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่มีระบบควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ ดวย
ระบบประตูล็อค 2 ชั้น รวมกับระบบระบายอากาศเขาออก ดวยพัดลมดูดอากาศ และทาํการปรับ
อุณหภูมิดวยเคร่ืองปรับอากาศอัตโนมัติ และมีการบันทึกอุณหภูม ิ และความชื้นสัมพัทธ 
หองทดลองจะถูกลางทําความสะอาด เพื่อกําจัดสิ่งสกปรก หลังจากน้ันทําการฆาเช้ือดวย 
glutaraldehyde รวมกับ KMnO4 + formalin และพักหองกอนนําสุกรเขาเลี้ยง ในขณะทําการทดลอง
สุกรจะไดรับการให นํ้า อาหาร และกําจัดสิ่งปฏิกูล 2 คร้ังตอวันโดยในแตละคร้ังของการเขาเล้ียง 
พนักงานเลี้ยงสุกรจะตองทําการ อาบนํ้า สระผม เปลี่ยนชุด กอนและหลังเขาปฏิบัติงาน เมื่อเขาสู
หองทดลองแตละหองจะตองทําการสวม หนากาก หมวก ถุงมือ และชุดปลอดเชื้อแบบใชแลวทิ้ง
กอนปฏิบัติงาน และพนักงานเลี้ยงสุกรจะรับผิดชอบการเลี้ยงสุกรแตละหองแยกออกจากกัน 
 
3.7 การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา 
 
3.7.1 อาการทางคลินิก 

ทําการบันทึกลักษณะอาการทางคลินิกของสุกรทุกวันโดยมีเกณฑการใหคะแนนดังตอไปนี ้
(Halbur et al., 1995) 

0 = ปกติ  
1 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วเล็กนอยเมื่อเครียด  
2 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วเล็กนอยขณะพัก  
3 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วปานกลางเม่ือเครียด  
4 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วปานกลางขณะพัก  
5 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วรุนแรงเม่ือเครียด  
6 = หายใจลําบาก และ/หรือ หายใจเร็วรุนแรงขณะพัก  

บันทึกอาการทางคลินิกอื่น ๆ เชน ทองเสีย หากมีอาการดังกลาวปรากฏ  
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ทําการวัดอุณหภูมิรางกายผานทางทวารหนัก วันเวนวันจํานวน 5 คร้ัง หลังจากทําวัคซีน 

คร้ังท่ี 1 และ 2 และทําการวัดอุณหภูมิวันเวนวันหลังจากทําการฉีดเช้ือจนเสร็จส้ินการทดลอง 
 
3.7.2 การเปล่ียนแปลงทางโลหิตวิทยา 

ทําการเก็บตัวอยางเลือดในหลอดสูญญากาศบรรจุ EDTA ดวยวิธีการปลอดเชื้อ แลวนํา 
เลือดที่ไดมาศึกษาการเปลี่ยนแปลงของคาโลหิตวิทยาประกอบไปดวย  

- คาเม็ดเลือดแดงอัดแนน ดวยวิธ ีmicrohematocrit 
- ฮีโมโกลบนิ ดวยวิธ ีcyanmethemoglobin 
- ปริมาณเม็ดเลอืดแดงดวย Rbc diluting pipette และ counting chamber 
- ปริมาณเม็ดเลอืดขาวดวย  WBC diluting pipette และ counting chamber 
- สัดสวนประชากรของเม็ดเลือดขาวแตละชนิด ดวยวิธ ีgiemsa stain 

ในสุกร 5 ตัวจากกลุม 1 (ตัวแทนกลุมที่ไมไดรับวัคซีน) และ 5 ตัวจากกลุม 5 (ตัวแทนกลุม
ที่ไดรับวัคซีน) ในวันที ่ 0-5, 7 และ 10 หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 และ ทําการตรวจ
ในสุกร 5 ตัวจากทุกกลุมในวันที่ 0-5, 7 และ 10 หลังจากทําการฉีดเชื้อไวรัส 
 
3.7.3 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 

ทําการชันสูตรซากสุกรในวันที ่75 ของการทดลอง บันทึกคะแนนรอยโรคปอดอักเสบ โดย 
แบงปอดเปน 7 lobe ไดแก สวน cranial(2) intermediate(2) และ accessory(1) lobe ละ 10 คะแนน 
และสวน caudal (2) lobe ละ 25 คะแนน รวม 100 คะแนน และทําการเพาะเชื้อแบคทีเรียจากเนื้อเยื่อ
ปอดใน blood agar และ MacConkey agar เพื่อทําการแยกเชื้อจากลักษณะของโคโลนี และ
คุณสมบัติทางชีวเคมี 
 
3.7.4 รอยโรคทางจลุพยาธวิิทยา  

ทําการเก็บชิ้นเนื้อสวน ทอนซลิ ปอดสวน cranial และ accessory มาม ตอมนํ้าเหลืองข้ัว 
ปอด ตอมนํ้าเหลืองลําไส และลําไสเล็กสวน ilium ใน 10% formalin มาผานขบวนการเตรียมชิ้นเนื้อ
อัตโนมัติ ประกอบดวยการดึงนํ้าออกจากช้ินเน้ือ (dehydration) ดวยแอลกอฮอล 70, 80, 95 และ 
100% ตามลําดับ ผานไซลีน (xylene) และฝงชิ้นเนื้อในพาราฟน นําช้ินเน้ือ ท่ีไดมาตัดใหมีความหนา 
5 ไมครอน เพื่อทําการยอมสี hematoxylin and eosin และนํามาประเมินรอยโรคที่ปอดโดยมีเกณฑ
การใหคะแนน ดังตอไปน้ี (Halbur et al., 1995)    

0 = ไมพบรอยโรค  
1 = mild interstitial pneumonia 
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2 = moderate multifocal interstitial pneumonia 
3 = moderate diffuse interstitial pneumonia  
4 = severe interstitial pneumonia  

 
3.7.5 อิมมูนโนฮิสโตเคมี 

ทําการเก็บชิ้นเนื้อสวน ทอนซลิ ปอดสวน cranial และ accessory มาม ตอมนํ้าเหลืองข้ัว 
ปอด ตอมนํ้าเหลืองลําไส และลําไสเล็กสวนปลาย ใน 10% formalin มาผานขบวนการเตรียมชิ้นเนื้อ
อัตโนมัติ ประกอบดวยการดึงนํ้าออกจากช้ินเน้ือ (dehydration) ดวยแอลกอฮอล 70, 80, 95 และ 100 
% ตามลําดับ ผานไซลีน (xylene) และฝงชิ้นเนื้อในพาราฟน นําช้ินเน้ือ ที่ไดมาตัดใหมีความหนา 5 
ไมครอน เพ่ือยอมอิมมูนโนฮิสโตเคมีดวยวิธี peroxidase anti-peroxidase (PAP) โดยทาํการเปดเผย
แอนติเจนดวย trypsin ทําการกําจัดเอนไซม peroxidase ดวย hydrogen peroxide 3% ทําการกําจัด
ปฏิกิริยาแบบไมจําเพาะดวย 10% BSA (Fluka, Switzerland) หลังจากน้ันทําการจับแอนติเจนดวย 
anti-PRRS monoclonal antibody (SDOW17 ไดรับความอนุเคราะหจาก Dr. Eileen Thacker, Iowa 
State University, Ames, Iowa, USA) ซึ่งมีความจําเพาะตอ nucleocapsid protein ของไวรัส พ ีอาร 
อาร เอส ทั้งสองสายพันธุ แลวหยด PAP (MAX-PO, Nichirei, Japan) หลังจากนั้นทําใหเกิดสีของ
สารประกอบดวย diaminobenzidinetetrachloride (DAB) และยอมฉากหลังดวย hematoxylin ทําการ
นับจํานวนเซลลที่ใหผลบวกทั้งหมดในเนื้อเยื่อ โดยมีเกณฑการใหคะแนน ดังตอไปน้ี   

0 = ไมพบเซลลที่ใหผลบวก  
1 = มีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลล  
2 = มีเซลลที่ใหผลบวก 11-30 เซลล  
3 = มีเซลลที่ใหผลบวก 31-100 เซลล  
4 = มีเซลลที่ใหผลบวกมากกวา 100 เซลล (Halbur et al., 1996)   

 
3.8 ปริมาณเชื้อไวรัส และสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส 
 
3.8.1 Virus titration 

นําซีรั่มมาเจือจางในอัตราสวน 1: 2 ดวย MEM หลังจากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดรวม 100 
ไมโครลิตรจากเพลทที่ทําการเจือจางมาใสในเพลทที่เลี้ยงเซลล MARC-145 (ซึ่งไดเลี้ยงเตรียมไว
กอนหนาน้ีเปนเวลา 2 วัน) ทําการบมไว ท่ีอุณหภูมิ 37〈 ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงดูด
สารละลายทั้งหมดออก เพ่ือใส MEM 2% FBS จํานวน 200 ไมโครลิตรลงไปแทน และทําการบมไว
เปนเวลา 2 วัน 
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ทําการยอมหาไวรัส พ ี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี indirect immunoperoxidase monolayer 

assay (IPMA) (Bautista et al., 1993) โดยการสะบัด MEM ออกจากเพลทใหหมด แลวทําการตรึง
สภาพดวย 4% ฟอรมาลิน (เจือจางโดยใช 0.5% PBST) หลุมละ 100 ไมโครลติร บมท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 30 นาทีแลวลางแตละหลุมเปนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาทีดวย 0.5% PBST 150 
ไมโครลติรตอหลมุ หลังจากน้ันจึงใส anti-PRRS monoclonal antibody (SDOW 17, ไดรับความ
อนุเคราะห จาก Dr. Eileen Thacker, Iowa State University, Ames, Iowa, USA) (เจือจาง 1:300 ดวย 
0.5% PBST ที่ม ี1% BSA (bovine serum albumin)) หลุมละ 50 ไมโครลติร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวลางแตละหลุมเปนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาทีดวย 0.5% PBST 150 
ไมโครลติรตอหลมุ หลังจากนั้นใส monoclonal anti mouse IgG conjugate (Dako, USA) (เจือจาง 
1:300 ดวย 0.5% PBST ที่ม ี 1% BSA) หลุมละ 50 ไมโครลติร บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางแตละหลุมเปนจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 3 นาทีดวย 0.5% PBST 150 ไมโครลิตรตอหลุม แลว
ใส substrate หลุมละ 100 ไมโครลิตร อานผลภายใตกลองจุลทรรศนชนิดแสงขาว และทําการ
คํานวณหาปริมาณไวรัสดวยวิธีของ Reed and Muench (1983) 
 
3.8.2 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

การทดสอบหาสารพันธกุรรมของไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยวิธี RT-PCR ไดปฏิบัติตามวิธี
ของ Thanawongnuwech และคณะ (2002) ดังน้ี 

การสกัด RNA (QIAamp Viral RNA Mini Kit)(QIAGEN, Germany)โดยการนําซีร่ัม หรือ
สวนใสของสารละลายเนื้อเยื่อที่ผานการตัด และบดดวยทรายละเอียด จํานวน 140 ไมโครลติรมา
สกัด RNA ตามวิธีการของ QIAGEN (Germany) เกบ็ RNA ไวท่ีอุณหภูมิ -20〈 ซ. เพ่ือทํา RT-PCR 
ตอไป  

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

master mix   12.5     ไมโครลติร 
 primer EU (50pmol/ul)  0.5 ไมโครลติร 
 primer ED (50pmol/ul)  0.5 ไมโครลติร 
 enzyme reverse transcriptase 0.5 ไมโครลติร 
 รวม    25 ไมโครลติร 
โดยมีลําดับเบสของ primer ที่ใชในปฏิกิริยาดังนี ้  (Thanawongnuwech et al., 2002) 
 common forward primer (EU) : 5’-agg tcc tcg aac ttg agc tg-3’ 
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 common reverse primer (ED) :  5’-cct cct gta tga act tgc-3’ 
 primer จะจับกับสวน ORF1b โดย common forward primer จะจับท่ีตําแหนง 8628-8645 
และ common reverse primer จะจับท่ีตําแหนง 8863-8882 จากการเปรียบเทียบกับจีโนมของไวรัส
ตนแบบสายพันธุ Lelystad ใหขนาดผลิตภัณฑ 255 bp 

แบง master mix ใส PCR tube หลอดละ 23.5 ไมโครลิตร จากน้ันเติม viral RNA จาก
ขั้นตอนการสกัดตัวอยางละ 1.5 ไมโครลิตร ปดฝาหลอด PCR แลว นําไปใสเครื่อง PCR โดยมี
โปรแกรม ดังน้ี 

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

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

american forward primer (U2) :  5’-gga gca gtg act aag aga-3’ 
 american reverse primer (D2) :  5’-gta act gaa cac cat atg ctg-3’  
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 primer จะจับกับสวน ORF1b โดย european forward primer จะจับท่ีตําแหนง 8634-8651 
และ european reverse primer จะจับท่ีตําแหนง 8800-8819 จากการเปรียบเทียบกับจีโนมของไวรัส
ตนแบบสายพันธุ Lelystad ใหขนาดผลิตภัณฑ 186 bp american forward primer จะจับท่ีตําแหนง 
8713-8730 และ american reverse primer จะจับท่ีตําแหนง 8799-8819 จากการเปรียบเทียบกับจีโนม
ของไวรัสตนแบบสายพันธุ Lelystad ใหขนาดผลิตภัณฑ 255 bp 

แบง Master Mix ใส PCR tube หลอดละ 23.5 ไมโครลติร จากน้ันเติม cDNA จากข้ันตอน 
RT-PCRตัวอยางละ 1.5 ไมโครลติร ปดฝาหลอด PCR แลว นําไปใสเครื่อง PCR โดยมโีปรแกรม 
ดังน้ี 

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

ไมโครลติรใสลงใน 1.5 % agarose gel ใน lectrophoresis chamber ที่ม ี TBE buffer อยูในระดับที่
ทวมแผนเจล โดยแถวแรกของเจลจะใส DNA marker เพ่ือประเมินขนาด ของ DNA เม่ือเสร็จการ
ทํางานนําแผนเจลที่ไดมายอมดวย 1% ethidium bromide solution (10mg/ml) ในน้ํากลั่น นาน 15 
นาท ีและนําไปอานผลดวยเคร่ือง Visible-UV gel transmission 
 
3.9 การตอบสนองทางภูมิคุมกัน 
 
3.9.1 ELISA test (Herdchek����, Idexx, USA) 
 โดยการนําซีร่ัมที่ไดจากการเจาะเลือด และปลอยใหเกิดการแข็งตัว แตละตัวอยางมาเจือจาง 
ในขนาด ซีรั่ม 5 ไมโครลติร ตอ diluent 195 ไมโครลติรในเพลท หลังจากนั้นดูดซีรั่มในเพลทใสใน 
strip coated plate หลุมละ 100 ไมโครลติร ซึ่งในการทําทุกครั้งจะใส ตัวควบคุมบวก และตัวควบคุม
ลบ อยางละ 2 หลุมใน strip หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตอหนึ่งเพลท หลังจากบมไว 30 นาทีจะทําการ
ลาง strip ดวย washing solution 3 คร้ัง ๆ ละ 300 ไมโครลิตร เติม conjugate (Anti-Porcine: HRPO 
Conjugate) หลุมละ 100 ไมโครลติร บมไว 30 นาทีทําการลาง strip 3 คร้ัง ๆ ละ 300 ไมโครลติร 
แลวใส substrate (TMB Substrate) หลุมละ 100 ไมโครลติรบมไว 15 นาท ีจึงใส stop solution หลุม
ละ 100 ไมโครลติร ทําการวัดคา OD ดวยเคร่ือง ELISA Reader ที่ความเขมแสง 650 นาโนเมตร 
และคํานวณผล 
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3.9.2 Serum neutralization test (SN) 

นําซีรั่มมาทําการอุนที่อุณหภูมิ 56〈 ซ. เปนเวลา 30 นาทีเพื่อกําจัด complement หลังจากนั้น
ทําการเจือจางซีร่ัม 100 ไมโครลติรแบบ 2-folded dilution ดวย MEM ที่ม ี FBS เปนสวนประกอบ 
2% ในขนาด 2 เทาจนถึง 32 เทาตอหน่ึงตัวอยางใน microculture 96-well-plate และทาํการใสไวรัส
ขนาด 103 TCID50/ml. หลุมละ 100 ไมโครลติร บมไวที่อุณหภูมิ 37〈 ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง หลังจากนั้น จึงดูด สารละลายทั้งหมดรวม 200 ไมโครลิตรจากเพลทที่ทํา neutralization มา
ใสในเพลทที่เลี้ยงเซลล MARC-145 (ซึ่งไดเลี้ยงเตรียมไวกอนหนานี้เปนเวลา 2 วัน) ทําการบมไว ที่
อุณหภูมิ 37〈 ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงดูดสารละลายทั้งหมดออก เพ่ือใส MEM ที่ม ี
FBS เปนสวนประกอบ 2% FBS จํานวน 200 ไมโครลติรลงไปแทน และทําการบมไวเปนเวลา 2 วัน 
ทําการยอมหาไวรัส พ ีอาร อาร เอส ดวยวิธ ี Indirect immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) 
(Bautista et al., 1993) ดังวิธีขางตน  
 
3.10 การวิเคราะห และประเมนิผล  
 นําขอมูลของสุกรแตละกลุม จากแตละการทดลองมาทดสอบดวยวิธีทางสถิติ ดังตอไปน้ี 
ขอมูลอุณหภูมิรางกาย คาโลหิตวิทยาทําการทดสอบดวยวิธ ี Chi-square ขอมูลรอยโรคทางมหพยาธิ
วิทยาทําการทดสอบดวยวิธ ี ANOVA ขอมูลรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และอิมมูนโนฮิสโตเคมีทํา
การทดสอบดวยวิธ ี Kruskal-Wallis ถาพบความแตกตางจะทําการทดสอบในแตละคูดวยวิธี 
Wilcoxon rank sum test ขอมูลปริมาณเชื้อไวรัสในตัวอยางเลือดสุกรดวยวิธ ี virus titration ทําการ
ทดสอบดวยวิธ ี 2-way ANOVA ขอมูลสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในตัวอยางเลือด และในเน้ือเย่ือ
สุกรดวยวิธ ี RT-PCR ทําการแสดงตามความถี ่ ขอมูล ELISA และ serum neutralization ทําการ
ทดสอบดวยวิธ ี 2-way ANOVA ขอมูลอัตราการเจริญเติบโตตอวันจะทําการทดสอบดวยวิธี 
ANOVA ขอมูลอ่ืน ๆ ทําการรายงานเปนคาเฉลี่ย คา p-value ที่นอยกวา หรือเทากับ 0.05 ถอืวาขอมูล
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 
 



บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา 
 จากการทดสอบ ไมพบการเปลี่ยนแปลงของอาการทางคลินิก ในสุกรทุกกลุมตลอดการ
ทดลอง ยกเวนสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียว (US) ที่มีอาการ
ทางคลินิกในระดับ 1 ทุกตัว ภายหลังจากไดรับเชื้อไวรัส 1 วัน และแสดงอาการเปนระยะเวลารวม 2 
วัน การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิรางกายของสุกรพบวาสุกรทุกกลุมมีการเปลี่ยน แปลงของอุณหภูมิใน
บางชวง แตยังคงอยูในคาปกติที ่38.4-40 องศาเซลเซียส (Taylor, 1995) (รูปท่ี 2)  
 การทดสอบคาทางโลหิตวิทยาพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยเฉพาะ
อยางยิ่งคา ปริมาณเม็ดเลือดแดง ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน และปริมาณฮีโมโกบินในสุกรทุก
กลุม แตพบการลดต่ําของเม็ดเลือดขาวจากคาปกติที ่11,000-22,000/ไมโครลติร (Jain, 1993) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติในสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพนัธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียว (US) (รูปท่ี 
3-7) 
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รูปที่ 2 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยอุณหภูมิรางกายของสุกรทดลอง 
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รูปที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยปริมาณเม็ดเลือดแดงของสุกรทดลอง 
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รูปที่ 4 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยเม็ดเลือดแดงอัดแนนของสุกรทดลอง 
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รูปที่ 5 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยฮีโมโกลบินของสุกรทดลอง 
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รูปที่ 6 แสดงการเปลี่ยนแปลงคาเฉลี่ยจํานวนเม็ดเลือดขาวของสุกรทดลอง 
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รูปที่ 7 แสดงการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของคาเฉลี่ยเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซทของสุกรทดลอง 
 
 
 
 
 



 31

 
รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาพบวาสัดสวนการเกิดรอยโรคของปอดมีมากที่สุดในกลุมสุกรที่

ไดรับวัคซีน แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype) ทับ รองลงไปเปนกลุมที่ไดรับวัคซีน 
แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 02SB3 (EU genotype) ทับ ซึ่งมีรอยโรคเฉลี่ยพอ ๆ กับกลุมสกุรที่ไดรับการ
ฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype) ทับเพียงอยางเดียว และกลุมที่แทบจะไมพบรอยโรคคือ
กลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 02SB3 (EU genotype) เพียงอยางเดียว อยางไร
ก็ตามสัดสวนรอยโรคในในปอดสุกรแตละกลุมไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวน
การเกิดการอักเสบของตอมนํ้าเหลือง โดยพิจารณาจากคาน้ําหนักสัมพัทธ พบวาตอมนํ้าเหลืองของ
ลําไสไมพบความแตกตางในแตละกลุม ซึ่งแตกตางจากตอมน้ําเหลืองที่ขั้วปอดที่กลุมสุกรที่ไดรับ
วัคซีน แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype) ทับ และ กลุมสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสาย
พันธุ 01NP1 (US genotype) ทับเพียงอยางเดียว มีการอักเสบของตอมน้ําเหลืองมากกวาอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 2) และผลการเพาะเชื้อแบคทีเรียจากปอดไมพบเชื้อสําคัญตอ
การกอโรค เวนแต Hemophilus parasuis ที่แยกไดจากจากสุกรหนึ่งในหกตัวจากกลุมฉีดวัคซีน แลว
ฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 01NP1 (US genotype)  
 
ตารางท่ี 2 แสดงการเปลี่ยนแปลงรอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 

น้ําหนักสัมพัทธ*  รอยโรคปอด 
(100%) ตอมนํ้าเหลืองปอด

(%x10-3)** 

ตอมนํ้าเหลืองลําไส

(%x10-3) 
Control 0.60 ± 0.89 0.17 ± 0.06A 1.75 ± 0.38 
EU 0.67 ± 0.82 0.20 ± 0.05ABC 1.60 ± 0.34 
US 1.60 ± 1.14 0.28 ± 0.08C 1.77 ± 0.12 
Vac+EU 1.50 ± 0.84 0.22 ± 0.04AB 1.63 ± 0.24 
Vac+US 2.92 ± 2.87 0.28 ± 0.08BC 1.74 ± 0.31 
*น้ําหนักสัมพัทธคิดจาก นํ้าหนักตอมนํ้าเหลือง/น้ําหนักตัวสุกร 
**สัญลักษณอักษรตามหลังตัวเลข (A B C) แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
 
 รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของปอดพบวาสุกรทุกกลุมมีคะแนนรอยโรคเฉลี่ยที่มากกวา 1 
เน่ืองจากสุกรสวนใหญมีรอยโรคข้ันตํ่าเปน mild interstitial pneumonia รวมทั้งสุกรกลุมควบคุม
เน่ืองจากภาวการณยุบตัว (atelectasis) ของเนื้อเยื่อปอดภายหลังการตาย อยางไรก็ตามสุกรกลุม
ควบคุม และกลุมสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 02SB3 (EU genotype)ทับเพียงอยางเดียวมีรอย
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โรคเฉลี่ยต่ํากวากลุมอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) การยอมอิมมูโนฮิสโตเคมีพบวาการยอม
สวนใหญปรากฏผลเปนลบ มีการยอมติดสีท่ีปอด ตอมทอนซลิ และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัว
จาก 6 ตัวในกลุม EU มีการยอมติดสีที่ ปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวในกลุม Vac+EU และมีการยอม
ติดสีที่ ตอมทอนซลิ และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวในกลุม Vac+US โดยอวัยวะที่
ยอมใหผลบวกทุกชิ้นจะมีคะแนนการกระจายของเชื้อไวรัสเทากับ 1 หรือมีมีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 
เซลลตออวัยวะ แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในแตละกลุม (ตารางท่ี 3) 
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ตารางที่ 3 แสดงการเปลี่ยนแปลงรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของปอด และผลการยอมอิมมูนโนฮิสโตเคมี 
 รอยโรค* อิมมูนโนฮิสโตเคมี** 
 ปอด ปอด ตอมน้ําเหลอืง

ปอด 
ทอนซิล มาม ลําไส ตอมน้ําเหลอืง

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

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

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

 
*0 = ไมพบรอยโรค, 1 = mild interstitial pneumonia, 2 = moderate multifocal interstitial pneumonia, 3 = moderate diffuse interstitial pneumonia 4 = severe 
interstitial pneumonia (Halbur et al., 1995)  
**0 = ไมพบเซลลที่ใหผลบวก, 1 = มีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลล, 2 = มีเซลลที่ใหผลบวก 11-30 เซลล, 3 = มีเซลลที่ใหผลบวก 31-100 เซลล 4 = มีเซลลที่ใหผลบวก
มากกวา 100 เซลล (Halbur et al., 1996)   
***สัญลักษณอักษรตามหลังตัวเลข (A B C) แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(P<0.05)  
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รูปท่ี 8 ตัวอยางการแบงเกรดรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา 
 
บนซาย  H&E เกรด 0 = ไมพบรอยโรค  
บนขวา  H&E เกรด 1 = mild interstitial pneumonia 
กลางซาย H&E เกรด 2 = moderate multifocal interstitial pneumonia 
กลางขวา H&E เกรด 3 = moderate diffuse interstitial pneumonia  
ลางซาย  H&E เกรด 4 = severe interstitial pneumonia  
ลางขวา  อิมมูนโนฮิสโตเคมี เกรด 1 = มีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลล  
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4.2 ปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือด และในเน้ือเย่ือ 
 จากการทดสอบปริมาณไวรัสในกระแสเลอืดดวยวิธี virus isolation และ virus titration 
สามารถตรวจพบไวรัสในกระแสเลือดของสุกรทั้งสองกลุม (Vac+EU และ Vac+US) 7 วันหลังจาก
การทําวัคซีนโดยใหผลบวก 7 ตัวอยางจากสุกรที่ทําวัคซีนทั้งหมด 12 ตัว และจะมีการลดลงของ
จํานวนตัวอยางที่ใหผลบวก และปริมาณไวรัสเรื่อย ๆ และพบวาการฉีดวัคซีนคร้ังที่สองในวันที ่ 21 
ของการทดลองจะใหผลบวกของจํานวนตัวอยาง และจํานวนไวรัสนอยกวาการใหวัคซีนครั้งแรก 
และมีอัตราการลดลงของปริมาณไวรัสในกระแสเลือดที่เร็วกวาการฉีดวัคซีนครั้งแรก หลังจากการ
ฉีดเชื้อพิษทับสายพันธุตาง ๆ ในวันที ่ 42 ของการทดลองพบวาสุกรกลุม EU US และ Vac+US
สามารถตรวจพบเช้ือไวรัสในกระแสเลอืด ยกเวนสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีน แลวฉีดเชื้อพิษสายพันธุ 
02SB3 (EU genotype) ทับ (Vac+EU) โดยสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนจะมีผลบวกของจํานวนตัวอยาง  
และปริมาณไวรัสนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับเพียงอยางเดียว 
(ตารางท่ี 4) 
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รูปท่ี 9  การยอม IPMA ในเซลล MARC-145 
 
ซาย  ใหผลลบ  
ขวา  ใหผลบวก (ลูกศร)  
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ตารางที่ 4  แสดงปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือดของสุกรดวยวิธี virus isolation  
 0 7 14 21 28 35 42 48 54 60 66 72 
Control 0* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EU 0 0 0 0 0 0 0 2 (1.8) 0 0 0 0 
US 0 0 0 0 0 0 0 6 (3.0) 5 (2.2) 0 0 0 
Vac+EU 0 5 (2.0) 3 (2.2) 1 (1.8) 1 (1.0) 0 0 0 0 0 0 0 
Vac+US 0 2 (2.3) 2 (2.7) 0 2 (1.0) 0 0 2 (2.5) 0 0 0 0 
*จํานวนสุกรที่ใหผลบวกจากจํานวน 6 ตัว/กลุม (คาเฉลี่ย virus titer log10TCID50/ml) 
ตารางที่ 5 แสดงผลการตรวจหาเชื้อไวรัสในกระแสเลือดของสุกรดวยวิธ ีRT-PCR 
 0 21 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 
Control 0* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
EU 0 0 0 0 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 
US 0 0 0 1 4 5 4 3 2 0 0 0 0 0 
Vac+EU 0 6 6 3 0 2 3 2 2 0 0 0 0 0 
Vac+US 0 6 4 3 2 6 5 4 3 1 0 0 0 0 
*จํานวนสุกรที่ใหผลบวกจากจํานวน 6 ตัว/กลุม
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การตรวจหาสายพนัธกุรรมของไวรัสในกระแสเลือดดวยวิธ ี RT-PCR พบวาเปนไปในทิศทาง
เดียวกันกับการตรวจดวยวิธ ี virus isolation แตมีความไวที่สูงมากกวา เนื่องจากใหจํานวนผลบวกที่
สูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับวิธ ี virus isolation โดยจากการทดสอบหลังจากการทําวัคซีนพบวาให
ผลบวก 12 ตัวอยางจากสุกรที่ทําวัคซีนทั้งหมด 12 ตัว และสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของ
ไวรัสในกระแสเลือดไดจนถึงวันที ่63 ของการทดลอง ซึ่งวิธ ีvirus isolation สามารถตรวจพบไดถึง
แควันท่ี 54 ของการทดลอง (ตารางท่ี 5) 
 ผลการตรวจหาสารพันธกุรรมของไวรัสในอวัยวะตาง ๆ พบวาอวัยวะที่ใหผลบวกมากที่สุด
คือตอมนํ้าเหลืองบริเวณข้ัวปอด โดยใหผลบวกรวม 7 ตัวอยางจากสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับ 23 
ตัว และใหผลบวก 6 ตัวอยางจาก 23 ตัว และ 3 ตัวอยางจาก 13ตัวในปอด และตอมทอนซิล
ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบพบวาสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับอยางเดียวจะใหสัดสวนผลบวก
ในปอดมากกวาสุกรที่ไดรับวัคซีนรวมดวย แตสุกรที่ไดรับวัคซีนรวมดวยจะมีสัดสวนผลบวกใน
ตอมน้ําเหลืองขั้วปอดมากกวาสุกรที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษทับอยางเดียว (ตารางท่ี 6) 
 
ตารางท่ี 6 แสดงผลการตรวจหาเช้ือไวรัสในเน้ือเย่ือสวนตาง ๆ ของสุกรดวยวิธ ีRT-PCR ณ วันท่ี 75 
ของการทดลอง     
 ปอด ตอมน้ําเหลืองปอด ตอมทอนซลิ 
Control 0/5 (0%)* 0/5 (0%) 0/5 (0%) 
EU 2/6 (33%) 1/6 (17%) 0/4 (0%) 
US 3/5 (60%) 1/5 (20%) 1/2 (50%) 
Vac+EU 1/6 (17%) 3/6 (50%) 1/2 (50%) 
Vac+US 0/6 (0%) 2/6 (33%) 1/5 (20%) 
  *จํานวนสุกรที่ใหผลบวก/จํานวนตัวอยาง (%) 
 
 
4.3 การตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรตอวัคซีน และไวรัส 
 จากการทดลองสุกรที่ไดรับการฉีดวัคซีนในวันที่ 0 ของการทดลองเริ่มมีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกัน 7 วันใหหลังโดยการทดสอบดวยวิธี ELISA และมีคาเฉลี่ย S/P ratio สูงสุดที ่ 28 วัน
หลังจากทําวัคซีนโดยสุกรที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุมมีแนวโนมการตอบสนองไปในทิศทางเดียวกัน 
และในปริมาณที่ใกลเคียงกัน หลังจากการฉีดเชื้อพิษทับสุกรทั้งสี่กลุมมีการตอบสนองตอการฉีดเชื้อ
พิษทับ 12 วันใหหลัง โดยสกุรสองกลุมที่ไดรับวัคซีนไปกอนมีคาเฉลี่ย S/P ratio ในตอนเร่ิมตนสูง
กวา แตในตอนทายการทดลองคาเฉลี่ย S/P ratio ของทั้งสี่กลุมจะมีความใกลเคียงกัน ซึ่งตลอดการ
ทดลองกลุมควบคุมยังคงไมมีการตอบสนองตอการทดสอบ (รูปท่ี 10) 
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รูปที่ 10 แสดงการตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรดวยวิธ ีELISA 
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ในการทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุมกันดวยวิธ ี serum neutralization จะทําการทดสอบ
ซีรั่มของสุกรกับไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามสายพันธ คือ V1 (Vaccine virus; EU genotype), 01NP1 
(US genotype) และ 02SB3 (EU genotype) เนื่องจากความจําเพาะของภูมิคุมกันตอสายพันธุ โดย
การทดสอบตอไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุ 01NP1 (US genotype) และ 02SB3 (EU genotype) 
พบวาไมมีภูมิคุมกันชนิด neutralizing antibody เกิดขึ้นเลยตลอดการทดลอง (ขอมูลไมไดแสดง) มี
เพียงแตการทดสอบตอไวรัสพี อาร อาร เอส สายพันธุ V1 (Vaccine virus; EU genotype) เทาน้ันท่ีมี
การสราง neutralizing antibody และพบเฉพาะในกลุมสุกรที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุม โดยเร่ิมพบไต
เตอรเฉลี่ยมากกวา 22 ในวันที่ 42 หลังจากการทําวัคซีนเข็มแรกในสุกรทั้งสองกลุม และปริมาณ
ภูมิคุมกันเฉลี่ยจะมีการเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ ตลอดจนสิ้นสุดการทดลองโดยในวันสุดทายของการทดลอง
สุกรกลุม Vac+Eu มีไตเตอรเฉล่ียเทากับ 25.67 และสุกรกลุม Vac+US มีปริมาณไตเตอรเฉลี่ยเทากับ 
25.50 และไมพบการปรากฏของภูมิคุมกันตอไวรัสชนิดนี้ในสุกรกลุมควบคุม และสุกรกลุมที่ไดรับ
การฉีดเชื้อพิษทับดวยไวรัสสายพันธุอื่น (รูปท่ี 11) 
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รูปที่ 11 แสดงการตอบสนองทางภูมิคุมกันดวยวิธ ีSerum Neutralization โดยใชวัคซนีไวรัส V1 
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4.4 ประสิทธิภาพการผลิต 
 ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยในสุกรแตละ
กลุม แตการทําวัคซีนสามารถลดอัตราแลกเนื้อได เมื่อทําการเปรียบเทียบสุกรที่ไดรับการทําวัคซีน 
กับสุกรที่ไมไดรับการทําวัคซีนทั้งตอ homologous strain challenge (กลุม Vac+EU เปรียบเทียบกับ
กลุม EU) และ heterologous strain challenge (กลุม Vac+US เปรียบเทียบกับกลุม US)  และการทํา
วัคซีนสามารถเพิ่มอัตราการกินเฉลี่ยตอ heterologous strain chellenge (กลุม Vac+US เปรียบเทียบ
กับกลุม US) แตจะลดลงใน homologous strain challenge (กลุม Vac+EU เปรียบเทียบกับกลุม EU) 
(ตารางท่ี 7 ) 
 
ตารางท่ี 7 แสดงอัตราการเจริญเติบโตเฉลีย่ อัตราการแลกเน้ือ และอัตราการกนิอาหารเฉลีย่ของ
สุกรทดลอง 

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



บทท่ี 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 
 การทดสอบการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติใน
สุกรทุกกลุมการทดลอง หากใชอุณหภูมิที่สูงกวา 40 องศาเซลเซียสเปนเกณฑบงถึงการมีไข ซึ่ง
แตกตางจาก Nilubol และคณะ (2004) ที่มักพบการเปนไขของสุกรหลังจากไดรับเชื้อไวรัส ซึ่งอาจมี
สาเหตุมาจาก สุกรทดลองในครั้งนี้มีอายุที่คอนขางมาก ในขณะที่ไดรับเชื้อไวรัสในวันที ่42 ของการ
ทดลอง และการไมพบภาวะไขในสุกรหลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปนในขณะที่สุกรมีอายุนอย อาจมี
สาเหตุมาจากวัคซีนไวรัสชนิดนี้เปนสายพันธุที่ไดรับการพัฒนาใหไมมีความรุนแรง สอดคลองกับ
ผลอาการทางคลินิกที่ไมพบอาการทางคลินิกตลอดการทดลอง ยกเวนสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อ
พิษสายพันธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียวที่มีอาการหายใจลําบากเล็กนอยเปนเวลา 2 วันหลังจากไดรับ
เช้ือไวรัส นอกจากน้ีไวรัส 01NP1 ซ่ึงเปนไวรัส US genotype ที่แยกไดในประเทศไทย จัดเปนไวรัส
ประเภทที่มีความรุนแรงปานกลาง (Talummug et al., 2004) จึงทําใหไมเห็นความแตกตางที่ชัดเจน
ของอาการทางคลินิก และภาวะมีไข 
 คาทางโลหิตวิทยาพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยเฉพาะอยางยิ่งคา 
ปริมาณเม็ดเลอืดแดง ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแนน และปริมาณฮีโมโกลบินในสุกรทุกกลุม 
เนื่องจากไวรัสชนิดน้ีมีกลุมเซลลเปาหมายหลักในการติดเชื้อเปนกลุมเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดโมโน
นิวเคลียเซลล ซึ่งในการทดลองครั้งนี้พบภาวะ leucopenia เฉพาะในสุกรกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อพิษ
สายพันธุ 01NP1 ทับเพียงอยางเดียวซึ่งเปนเหตุการณที่พบไดของการติดเชื้อไวรัส พ ี อาร อาร เอส 
สายพันธุอเมริกา เมื่อเปรียบเทียบกับสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสตัวเดียวกัน แตไดรับวัคซีนกอนหนา
น้ี พบวาไมมีภาวะ leucopenia เกิดข้ึน แสดงใหเห็นวาวัคซีนสามารถลดความรุนแรงของภาวะ 
leucopenia ได 

รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของรอยโรคที่
ปอดท้ังในสุกรท่ีไดรับ และไมไดรับวัคซีน รวมทั้งสุกรควบคุม เนื่องจากวันที่ทําการชันสูตรซาก
เปนวันท่ี 75 ของการทดลอง หรือ 33 วันหลังจากที่สุกรไดรับเชื้อ สุกรมีการฟนตัวจากการติดเช้ือทํา
ใหคาเฉลี่ยรอยโรคที่ไดในแตละกลุมไมแตกตางกัน การอักเสบของตอมนํ้าเหลืองท่ีปอดก็ใหผล
เปนไปในทิศทางเดียวกับรอยโรคที่ปอด น่ันคือการทําวัคซีนไมสามารถลดการอักเสบของตอม
นํ้าเหลืองปอดได ความแตกตางทางสถิติเกิดจากความแตกตางของเชื้อไวรัสที่สุกรไดรับ โดยสกุรท่ี
ไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 ทั้งในสุกรที่ไดรับ และไมไดรับวัคซีนตางเกิดการอักเสบของตอม
น้ําเหลืองทั้งคู และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อทําการเปรียบเทียบกันเอง ตอม
น้ําเหลืองลําไสเปนสวนที่คาดวาไมนาจะมีความแตกตางของน้ําหนักสัมพัทธ ถึงแมจะเคยมีรายงาน
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การพบ สารพนัธกุรรมของเช้ือไวรัสในอุจจาระ (Wagstrom et al., 2002) และแอนติเจนของไวรัส
จากตอมน้ําเหลืองลําไสในสุกรทดลองก็ตาม (Halbur et al., 1996) เน่ืองจากการพบแอนติเจนใน
บริเวณดังกลาวมักพบในกรณีตัวอยางเนื้อเยื่อสุกรที่นํามาตรวจอยูในระยะมีไวรัสในกระเลือด  หาก
พนระยะนี้ไปแลวมักจะตรวจพบเฉพาะอวัยวะที่เหมาะสมแกการซอนตัวของไวรัส เชน ตอม
นํ้าเหลืองท่ีปอด ทอนซิล เปนตน ผลการทดลองครั้งนี้สอดคลองกับงานของ Mengeling และคณะ 
(2003a) ที่พบวาการฉีดวัคซีนไมสามารถลดรอยโรคที่ปอด หรือการอักเสบของตอมนํ้าเหลืองได 

รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของปอดพบวา สุกรทุกกลุมพบลักษณะ interstitial pneumonia 
ในเน้ือเย่ือปอด โดยสุกรสวนใหญมีรอยโรคในระดับ moderate interstitial pneumonia เวนแตสุกร
กลุมควบคุมที่เกือบทุกตัวอยูในระดับ mild interstitial pneumonia เน่ืองจากภาวะ atelectasis การ
ยอมอิมมูโนฮิสโตเคมี พบวาการยอมสวนใหญปรากฏผลเปนลบ มีการยอมติดที่ปอด ตอมทอนซลิ 
และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวในกลุม 2 (EU) ยอมติดที่ ปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัว
ในกลุม 4 (Vac+EU) และยอมติดที ่ตอมทอนซลิ และตอมน้ําเหลืองปอดในสุกร 1 ตัวจาก 6 ตัวใน
กลุม 5 (Vac+US) โดยอวัยวะที่ยอมใหผลบวกทุกชิ้นจะมีคะแนนการกระจายของเชื้อไวรัสเทากับ 1 
หรือมีเซลลที่ใหผลบวก 1-10 เซลลตออวัยวะ จะเห็นไดวาผลการยอมใหผลบวกที่คอนขางต่ําเมื่อ
เปรียบเทียบกับงานของ Halbur  และคณะ (1996) เนื่องมาจากการทดลองนี้เปนการทดลองที่กระทํา
ในสุกรอายุมากซึ่งมีความไวตอการติดเชื้อลดลง ตางจากการทดลองอ่ืน ๆ ที่ทําเพื่อศึกษาพยาธิวิทยา
ของโรคโดย Labarque  และคณะ (2003) Mengeling และคณะ (2003a) Verheije และคณะ (2003)  
รวมท้ังงานของ Halbur  และคณะ (1996) ที่ทําการศึกษาในสุกรอายุนอยซึ่งเปนชวงอายุที่มีความ
รุนแรงของโรคมากทีส่ดุ และการทดลองนี้ทําการเก็บตัวอยางในวันที ่ 75 ของการทดลอง หรือ 33 
วันหลังจากไดรับเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส ซึ่งสุกรมีการฟนตัวจากอาการปวย ไวรัสในกระแสเลอืด 
และในเนื้อเยื่อที่ไมเหมาะสมตอการเจริญจะถูกกําจัดออกโดยการทํางานของภูมิคุมกันไปแลว 
อยางไรก็ตามเนื้อเยื่อที่ใหผลบวกจากการศึกษาในครั้งนี้ ก็มีการกระจายของเชื้อไวรัสในลักษณะที่
คลายคลึงกับรายงานอื่น ๆ ที่สวนใหญมีคะแนนการกระจายในเนื้อเยื่อประมาณ 1  
 การทดสอบปริมาณของไวรัสดวยวิธ ีvirus isolation และ virus titration พบวาหลังจากการ
ทําวัคซีนครั้งที ่1 สามารถตรวจพบไวรัสในกระแสเลือดจากสุกร 7 ตัวจากที่ถูกทําวัคซนีทั้งหมด 12 
ตัวในวันท่ี 7 หลังจากทําวัคซีน ซึ่งเปนสิ่งที่ควรตระหนักของการทําวัคซีนชนิดเชื้อเปนวา อาจ
สามารถพบการขับเชื้อไวรัสวัคซีนในตัวสุกรได และหลังจากการทําวัคซีนครั้งที่ 2 พบวาปริมาณ
สุกรที่ใหผลบวก และคาเฉลีย่ virus titer ลดลงเมื่อเทียบกับ หลังจากการทําวัคซีนครั้งแรก เปนผลมา
จากสุกรเริ่มมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอไวรัสวัคซีนที่ไดใหไปในครั้งที ่ 1 โดยหากพจิารณา
จากวันที่ 35 ของการทดลองที่สุกรทุกตัวขจัดเชื้อไวรัสวัคซีนออกจากกระแสเลือดได จะเห็นไดวา
ในวันที ่ 35 นี้สุกรบางตัวเริ่มใหภูมิคุมกันชนิดทําลายไวรัสจากการทดสอบดวยวิธ ี serum 
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neutralization โดยใชวัคซนีไวรัสแลว และหลังจากการใหไวรัสสายพันธุรุนแรงทับ (01NP1 และ 
02SB3) สามารถตรวจพบไวรัสในกระแสเลอืดสกุร 6 วันหลังจากใหไวรัสในสุกรทุกกลุมยกเวน
กลุม 4 (Vac+EU) ที่ไดรับการฉีดวัคซีน แลวทําการฉีดเชื้อไวรัส 02SB3 (EU genotype) ทับซึ่งอาจมี
ระยะขับเชื้อที่สั้นมากกวา 3 วันจึงไมสามารถตรวจพบเช้ือไวรัสในกระแสเลือด จากการทดลองหาก
พิจารณาเฉพาะผลการทดสอบดวยวิธ ี virus isolation และ virus titration จะพบวาสกุรท่ีไดรับการ
ฉีดวัคซีนจะมีจํานวนสุกรที่ใหผลบวก และมีคาเฉลี่ย virus titer ของไวรัสสายพันธุรุนแรงที่ใหทับ 
นอยกวาเมื่อเทียบกับสุกรที่ไมไดรับวัคซีนทั้งสายพันธุ 01NP1 และ 02SB3 ซึ่งแตกตางกับผลการ
ทดสอบ serum neutralization ที่พบวาการฉีดวัคซีนไมไดเพิ่มปริมาณ หรือเรงการตอบสนองของ 
neutralizing antibody ตอไวรัสสายพันธุไทยเลย แสดงวาการฉีดวัคซีนอาจใหผลดีตอภูมิคุมกันใน
รูปอ่ืน ที่ไมใช neutralizing antibody เชน มีการทํางานของภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ หรือมีการเพ่ิม
การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล เปนตน และเมื่อทําการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อไวรัสใน
กระแสเลือดของสุกรหลังการใหเชื้อไวรัส กับรายงานอื่นๆ จะเห็นไดวาคอนขางมีปริมาณเช้ือไวรัส
ในกระแสเลือด และมีระยะขับเชื้อที่คอนขางต่ํา โดยเฉพาะในกลุมเช้ือไวรัส 02SB3 (EU genotype) 
ทั้ง ๆ จํานวนไวรัสทีใ่หจากการทดลองอ่ืน ๆ ไมแตกตางกันมากนัก (Nilubol et al., 2004) อาจมี
สาเหตุมาจาก ลักษณะที่จําเพาะของเชื้อสายพันธุ 01NP1 และ 02SB3 ของประเทศไทยที่มีความ
รุนแรงแตกตางจากสายพันธุตางประเทศ หรือเนื่องจากการทดลองนี้เปนการทดลองใหเชื้อไวรัสใน
สุกรที่คอนขางอายุมาก (9 สัปดาห) ซึ่งมีอายุมากกวาการทดลองในรายงานอื่น ๆ ที่ใชสุกรหยานม (3 
สัปดาห) เปนแบบทดสอบไวรัส ทําใหสุกรในการทดลองครั้งนี้มีความทนทานตอเชื้อไวรัส และ
ขจัดเช้ือไวรัสออกไปไดมากกวาปกติ ซึ่งเปนขอควรพิจารณาสําหรับการทดลองตอไปที่จะใชสุกร
อายุมากเปนแบบในการทดสอบ อยางไรก็ตามการมีจํานวนสุกรที่ใหผลบวก และมีคาเฉลี่ย virus 
titer หลังจากไดรับเชื้อไวรัสในสุกรกลุมที่มีการทําวัคซีน อาจไมไดหมายความวาแอนติบอดี
สามารถกาํจัดไวรัสไดเสมอไป เพราะอาจเกดิจากกลไก antibody dependent enhancement (ADE) 
ซึ่งเกิดจากแอนติบอดีชนิด non-neutralizing ( Cancel-Tirado et al., 2004)  ทําใหไวรัสสามารถเขาสู
เซลลเปาหมายไดดียิ่งขึ้น และจากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวาถึงแมรอยโรคทางมหพยาธิวิทยา 
และจุลพยาธิวิทยาจะไมแตกตางกันในทางสถิต ิ แตหากพิจารณาจะเห็นวาการทําวัคซีนกลับมี
แนวโนมที่จะทําใหเกิดรอยโรคมากกวาการไมทําวัคซีนใน homologous challenge ซึ่งอาจเปนไปได
วาการทําวัคซีนกลับทําใหเกิดแอนติบอดีที่สงผลเสียตอตัวสุกร โดยเฉพาะอยางยิง่หากแอนติเจนของ
ไวรัสวัคซีนทําใหเกิดแอนติบอดีไมจําเพาะกับ แอนติเจนของไวรัสที่สุกรจะไดรับในภายหลัง สวน
เหตุผลท่ี รอยโรคในสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีน มีแนวโนมนอยกวาการไมทําวัคซีนใน heterologous 
challenge อาจเกิดจากหลายปจจัย ซึ่งจากการศึกษา IL-10 และ interferon γ ดวยรูปแบบการทดลอง
เดียวกัน (Sada et al., data not show) พบวาการไดรับเช้ือไวรัสแบบ homologous challenge จะมีการ
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เพิ่มสูงขึ้นของ IL-10 และลดต่ําลงของ interferon γ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แตกตางจาก 
heterologous challenge ที่จะไมมีการเพิ่มสูงขึ้นของ IL-10 และมีการตอบสนองของ interferon γ 

ดีกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม จึงทําใหรอยโรคของสุกรที่ไดรับไวรัสแบบ heterologous challenge 
มีแนวโนมดีกวา ซ่ึงการตอบสนองตอแอนติเจนของไวรัสในการติดเช้ือคร้ังท่ีสอง แต avidity ของ
ภูมิคุมกันที่เกิดกลับมีประสิทธิภาพที่แยลงนี้ อาจเกิดในรูปแบบ antigenic sin ที่พบในไวรัสชนิดอื่น
ก็เปนได 
 การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสในกระแสเลือดดวยวิธ ี RT-PCR ใหผลไปในทิศทาง
เดียวกันกับการตรวจดวยวิธี virus isolation แตการทดสอบจะใหจํานวนผลบวกที่มากกวาใน
ชวงเวลาเดียวกนั ยกเวนแตในวันท่ี 48 และ 54 ที่วิธ ีvirus isolation ใหผลบวกที่สูงกวาวิธ ีRT-PCR 
แตโดยภาพรวมแลวถือวามีความไวที่สูงมากกวา และสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสใน
กระแสเลือดไดจนถึงวันที่ 63 ของการทดลองหรือ 21 หลงัจากไดรับเช้ือไวรัส ซึ่งวิธ ีvirus isolation 
สามารถตรวจพบไดถึงแควันที่ 54 ของการทดลองหรือ 12 วันหลังจากไดรับเช้ือไวรัส อยางไรก็ตาม
ถึงแมวิธ ีvirus isolation จะมีความไวต่ํากวาวิธ ีRT-PCR ก็ยังคงมีความสําคัญตอการศึกษาทางไวรัส
วิทยาเนื่องจากสามารถบงบอกถึงไวรัสที่มีความสามารถในติดเชื้อได สําหรับการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสในอวัยวะตาง ๆ พบวา กลุม 2 (EU) ใหผล 33 17 และ 0% กลุม 3 (US) ใหผล 
60 20 และ 50% กลุม 4 (Vac+EU) ใหผล 17 50 และ 50% กลุม 5 (Vac+US) ใหผล 0 33 และ 20% 
ในปอด ตอมนํ้าเหลืองท่ีปอด และตอนทอนซิลตามลําดับ 
 ผลการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธ ี ELISA เร่ิมสังเกตเห็นการตอบสนองในวันท่ี 7 หลังจาก
ไดรับวัคซีนคร้ังแรก ซึ่งใกลเคียงกับการตอบสนองตอการไดรับไวรัสครั้งแรกในสุกรกลุมที่ไมได
รับวัคซีน โดยมีการตอบสนองประมาณวันที ่12 หลังจากการใหเชื้อ  รูปแบบการตอบสนองจากการ
ทดสอบดวยวิธ ี ELISA นี้คลายคลึงกับการทดลองอื่น ๆ เชนของ Mengeling และคณะ (2003a) 
Nilubol และคณะ (2004) โดยปกติจะสามารถตรวจพบไดจนถึง 12 เดือนหากไมมีการกระตุนซ้ํา 
(Lopez and Osorio, 2004) ในการทดลองนี้ไมพบการเพิ่มขึ้นของภูมิคุมกันซึ่งเปนผลมาจากการ
กระตุนซ้ํา ทั้งจาก การกระตุนซ้ําดวยการใหวัคซีนคร้ังที่สอง หรือการกระตุนซํ้าดวยการใหเช้ือไวรัส 
อยางไรก็ตามขอควรคํานึงอยางหนึ่งสําหรับการทดสอบดวยวิธ ี ELISA ก็คือการเพิ่มขึ้นของคา S/P 
ratio ไมไดหมายความวาสุกรจะมีภูมิคุมกันตอไวรัสสูงดวยเสมอไป เน่ืองจากปริมาณแอนติบอดีท่ี
เกิดข้ึนอาจเปนแอนติบอดีชนิด non-neutralizing ดังนั้นหากตองการวัดประสิทธิผลของการทํา
วัคซีน ควรมีการทดสอบการเพิ่มขึ้นของภูมิคุมกันชนิดทําลายไวรัสดวย โดยจากผลการทดลองการ
ทํา serum neutralization โดยใชวัคซีนไวรัสจะเห็นไดวาสุกรท่ีรับวัคซีนเปนจํานวน 2 คร้ังในวันท่ี 0 
และวันที ่21 ของการทดลองจะเร่ิมพบแอนติบอดีชนิด neutralizing (ปริมาณเฉลี่ยเทากับ 2) ในวันที่ 
42 ของการทดลอง หรือ 42 วันหลังจากการทําวัคซีนคร้ังที ่1 และ 21 วันหลังจากการทําวัคซีนครั้งที่ 



 

 

47
2 ซึ่งถือวาเปนการตอบสนองที่คอนขางชา ซึ่งสาเหตุที่ทําใหเกิดการตอบสนองที่ลาชานี้อาจเกิด
ไดจากหลายสาเหตุ เชน การเพิ่มขึ้นของ IL-10 กอนเวลาอันควร (Suradhat et al., 2003; Suradhat 
and Thanawongnuwech, 2003) และจากการทํา serum neutralization โดยใชไวรัสสายพนัธุ 01NP1 
(US genotype) และ 02SB3 (EU genotype) ไมสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด neutralizing เลย
ตลอดจนสิ้นสุดการทดลองในวันที ่ 75 ซึ่งสอดคลองกับผลการทํา serum neutralization โดยใช
วัคซีนไวรัสที่วา จะเร่ิมพบแอนติบอดีชนิด neutralizing ชัดเจนโดยเฉลี่ยในวันที่ 42 หลังจากไดรับ
เชื้อไวรัสครั้งแรกขึ้นไป ซึ่งหากพิจารณาจากวันที่สุกรไดรับไวรัส สายพันธุ 01NP1 และ 02SB3 ใน
วันท่ี 42 ของการทดลองจะเห็นไดวามีระยะเวลาเพียง 33 วันเทาน้ันจนสิ้นสุดการทดลองในวันที ่75 
ซึ่งอาจไมเพียงพอที่จะพบการตอบสนองตอการใหเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ 02SB3  ทั้งนี้ใน
สวนของระยะเวลาที่ใชในการตอบสนองของแอนติบอดีชนิด neutralizing น้ี มีรายงานในหลาย ๆ 
ลักษณะตาง ๆ กันไป โดย Takikawa และคณะ (1997) รายงานการเร่ิมตรวจพบในชวง 10-21 วัน
หลังจากไดรับเชื้อ โดยสามารถเพิ่มความไวของการตรวจไดมากขึ้นดวยวิธ ี complement-requiring 
neutralizing antibody ซึ่งทําใหตรวจพบไดเร็วขึ้น 2-3 วัน Botner และคณะ (1999) ตรวจพบการ
ตอบสนองท่ี 14 วัน อยางไรก็ตามผลสรุปที่คอนขางแนชัดจากการทดลองก็คือ แอนติบอดีท่ีเกิดข้ึน
ไมสามารถ neutralize ทั้งไวรัสตาง genotype และตางสายพันธุ และการฉีดวัคซีนไมไดชวยใหมีการ
ตอบสนองตอไวรัสสายพันธุอื่นที่มากขึ้น หรือเร็วขึ้น เมื่อเปรียบเทียบจากกลุมสุกรที่ไดรับ และ
ไมไดรับวัคซีน แลวทําการใหเชื้อไวรัสทับ อยางไรก็ตามมีหลาย ๆ รายงานท่ีพบวาแอนติบอดีชนิด 
neutralizing สามารถคุมครองขามสายพันธุ หรือการฉีดวัคซนีสามารถกระตุนการสรางแอนติบอดี
ชนิด neutralizing ได เชน Botner และคณะ (1999) ที่พบวาการฉีดวัคซีน US genotype นอกจากจะ
ทําใหเกิดแอนติบอดีชนิด neutralizing ตอ US genotype ยังสามารถกระตุนแอนติบอดีชนิด 
neutralizing ตอสายพันธุ EU genotype ในแมสุกรที่เคยติดเชื้อสายพันธ ุ EU genotype มากอน 
Nilubol และคณะ (2004) พบวามีแนวโนมในการเพิ่มปริมาณแอนติบอดีชนิด neutralizing ในสุกร
ติดเชื้อที่ไดรับวัคซีนเชื้อตายเปนการกระตุนซ้ํา 
 เหตุผลที่การใชงานวัคซีนใหผลไมแนนอน บางครั้งมีการคุมครองขามสายพันธุ หรือแมแต
คุมครองขาม genotype และบางครั้งไมมีการคุมครองแมกระทั่งใน genotype เดียวกันอาจมีสาเหตุมา
จากลักษณะความเปนแอนติเจนของวัคซีนและไวรัสมีความแตกตางกันทําใหแอนติบอดีที่เกิดจาก
การทําวัคซีนไมมีการคุมครองขามสายพันธุ ซึ่งสวน ORF5 หรือ E protein มีบทบาทหลักในสวนนี ้
เน่ืองจากโปรตีนสวนน้ีเปนสวน neutralizing epitope แอนติบอดีที่เกิดตอสวนนี้สามารถลด
ความสามารถในการติดเชื้อของไวรัสได แตพบวา ORF5 เปนสวนที่มีความหลากหลายสูงจึงเปน
ที่มาของความจําเพาะของภูมิคุมกันตอตัวไวรัส จากการศึกษาพบวา ภูมิคุมกันท่ีเกิดข้ึนตอไวรัส 
สามารถเกิดการคุมครองขามสายพันธุ หากไวรัสอีกสายพนัธุมีความคลายคลึงกันในสวนของ ORF5 
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มากกวา 98% (Labarque et al., 2004) ซึ่งอาจนําหลักการดังกลาวมาทํานายความสามารถในการ
คุมโรคของวัคซีนที่จะนําไปใชในภาคสนามได โดยทาํการเปรียบเทียบสวน ORF5 ของไวรัสวัคซีน 
กับไวรัสในภาคสนาม ซึ่งจากการศึกษาของ Thanawongnuwech และคณะ (2004) ที่ทําการ
เปรียบเทียบสวน ORF5 ของไวรัสพ ีอาร อาร เอสที่แยกไดในประเทศไทยทั้ง EU และ US genotype 
กับสวน ORF5 ของไวรัสวัคซีนที่มีจําหนายในตางประเทศรวมทั้งไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 พบวาไม
มีไวรัสวัคซีนใดเลยที่มีความเหมือนกันมากกวา 98% ไมวาจะทําการเปรียบเทียบกับ heterologous 
หรือ homologous strain ตัวใดของไทยกต็าม ซึ่งชี้ใหเห็นขอจํากัด และความไมคุมคาของการใช
วัคซีนที่มีจําหนายอยูในตางประเทศ 
 การทําวัคซีนสามารถปรับปรุงไดเฉพาะอัตราแลกเนื้อ แตไมมีผลตออัตราการเจริญเติบโต 
และอัตราการกินเฉลี่ย สอดคลองกับงานของ Mengeling และคณะ (2003a) ที่พบวาการฉีดวัคซีนไม
สามารถปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตโดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่แอนติบอดีตอไวรัสวัคซีนไม
จําเพาะตอไวรัสที่สุกรไดรับในภายหลัง 

ถึงแมมีหลายการทดลองพบวาการฉีดวัคซีนสามารถลดอาการทางคลินิกได (Dee and Joo, 
1997; Hesse et al., 1997; Lager and Mengeling, 1997; Christopher-Hennings et al., 1997; Van 
Woensel et al., 1998; Osorio et al., 1998; Madsen et al., 1998; Mavromatis et al., 1999 Mengeling 
et al., 1999a,b,c; Wesley et al., 1999; Labarque et al., 2003; Lager et al., 2003; Mengeling et al., 
2003a; Verheije et al., 2003; Deway et al. 2004 และ Nilubol et al., 2004)  แตผลของการทําวัคซีน
ยังใหผลไมแนนอน สุกรที่ไดรับวัคซีนไมไดมีรอยโรคลดลง และไมมีประสิทธิภาพการผลิตที่ดีขึ้น
เสมอไป ในงานทดลองน้ีภูมิคุมกันที่ไดจากการทําวัคซีนเพียงสามารถ neutralize ไวรัสสายพันธุที่
ตรงกับวัคซีนเทานั้น ไมไดมีการคุมครองขาม genotype หรือแมกระทั่งภายใน genotype เดียวกัน
เน่ืองจากบริเวณ neutralizing epitope ของไวรัสเปนสวน variable region ทําใหภูมิคุมกันที่ไดมี
ความจําเพาะ (Lopez and Osorio, 2004)  บางการทดลองอาจพบวามีการคุมครองขามสายพันธุได 
ทั้งนี้เพราะความคลายคลึงกันในบริเวณดังกลาว ซึ่งบางการทดลองพบวาการกระตุนครั้งที่ 2 ดวย
วัคซีนเชื้อตาย หรือวัคซีนตางสายพันธุอาจเพิ่มปริมาณภูมิคุมกัน อยางไรก็ตามหากพิจารณาจาก
สภาพความเปนจริงในอุตสาหกรรมการผลิตสุกร ความเสียหายสวนใหญของการติดเชื้อจะเกิดอยาง
รุนแรงในสกุรหยานม การพยายามใชวัคซีนเพื่อการปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตอาจเปนเรื่องไม
คุมคาการลงทุน เนื่องจากการพัฒนาภูมิคุมกันที่ลาชา กวาจะเกิดภูมิคุมกัน สุกรอนุบาลสวนใหญก็มี
การติดเช้ือตามธรรมชาติ และเกิดการปวยไปแลว หรือหากลักษณะของฝูงมีการติดเชื้อลาชาจริง ๆ 
โดยมีการติดเชื้อหลังจากสุกรไดพัฒนาภูมิคุมกันจากวัคซีนไปแลว (ใชเวลาประมาณ 42 วันโดย
เฉลี่ยจากการทดลอง) จะเห็นไดวาในอายุขนาดนั้นสุกรเองก็มีความทนทานตอตอโรคไดแลว โดย
จากการทดลองจะเห็นไดวายิ่งสุกรมีอายุมากขึ้นความสามารถในการขจัดเชื้อจะคอนขางรวดเร็ว 
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และแทบไมมีอาการปวยจากการติดเชื้อไวรัสเลย อยางไรก็ตามหากมีความจําเปนในการใชวัคซีน
เพื่อลดความสูญเสีย การพิจารณาทําวัคซีนชนิด autogenous vaccine อาจใหผลที่ดีกวาการใชวัคซีนที่
ผลิตในเชิงการคาทั่ว ๆ ไปซึ่งอาจไมมีความใกลเคียงของแอนติเจนก็ได ทั้งนี้การศึกษาเรื่องความ
เหมาะสมของการใชวัคซีน พ ีอาร อาร เอส ยังตองมีการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก 
การเตรียม minimal essential medium (MEM) 

- Eagle’s MEM powder    9.5  กรัม 
- penicillin-G  
- streptomycin  
- โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3)  1  กรัม 
- เติมน้ํากลั่นที่ผานการ autoclave จนครบ  1  ลิตร 
- ปรับความเปนกรดดางใหได 7.2 ดวยโซเดียมไบคารบอเนต 
- กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน  
- เก็บในขวดที่ผานการ autoclave แลวในอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

การเตรียม phosphate buffered saline (PBS) 
- โซเดียมคลอไรด (NaCl)   8  กรัม 
- โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)  0.2  กรัม 
- โพแทสเซียมไฮโปฟอสเฟต (KH2PO3) 0.2  กรัม 
- โซเดียมไฮโปฟอสเฟต (NaHPO4)  1.15  กรัม 
- เติมน้ํากลั่นที่ผานการ autoclave จนครบ  1  ลิตร 
- นําไป autoclave แลวเก็บในอุณหภูมิหอง 

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

การเตรียม 2.5% trypsin 
- trypsin      2.5  กรัม 
- เติม PBS ที่ผานการ autoclave จนครบ 100  มิลลิลิตร  
- นําสารละลายไปปนที ่4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 1,800 รอบ/นาท ีนาน 10 นาที 
- กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน 
- เกบ็ในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การเตรียม 1% versene 
- EDTA      1  กรัม 
- เติมน้ํากลั่นที่ผานการ autoclave จนครบ  100  มิลลิลิตร 
- นําไป autoclave แลวเก็บในอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียม 0.5% PBST 

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

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

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

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

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

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

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

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

การเตรียม 1.5% agarose gel 
- Agarose     1.5  กรัม 
- เติม TBE จนครบ    150  มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

  
น. สพ. ระพ ีปญญาทอง เกิดวันท่ี 1 พฤษภาคม พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดลําปาง สําเร็จการศึกษา

ปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 
2544 ทํางานสัตวแพทยควบคุมฟารมสุกรเปนระยะเวลา 2 ป และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตร 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาพยาธิวิทยาทางสัตวแพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ. 2546 
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