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 นําวิธี reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยใช primer 324 และ 326 ท่ี
จําเพาะตอสวน 5' noncoding region (5'NCR) ซึ่งเปนบริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกันมากที่สุดในกลุม 
Pestivirus มาทดสอบกับเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่ตรวจพบในประเทศไทย พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจหา   
สารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในประเทศทุก genogroups รวมท้ังเชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรที่ใช
อยูในประเทศทั้ง 9 ตัวอยาง ไพรเมอรคูนี้มีความจําเพาะสูง ไมทําปฏิกริยากับเชื้อไวรัสอื่นๆ ท่ีอาจตรวจพบไดใน
สุกร เปนวิธีท่ีมีความไวสูง สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรไดในระดับ 100 median tissue 
culture infective dose (TCID50) ตอ100 ไมโครลิตร เมื่อนําผลิภัณฑ PCR ท่ีไดมาทําปฏิกริยากับเอนไซมตัด
จําเพาะ Bgl I และ Ava I พบวาเอนไซม  Bgl I สามารถตัดลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกรไดทุกสายพันธุแตไมตัด
ลําดับเบสของ bovine viral diarrhea virus (BVDV) สวนเอนไซม Ava I สามารถตัดลําดับเบสของทั้ง BVDV ไว
รัสวัคซีนอหิวาตสุกรและไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในทองท่ีทุกตัวอยาง ยกเวนไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสองสาย
พันธุ (LOM และThiverval) และ สายพันธุอางอิง ALD 

ทําการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD, GPE-, LOM, Thiverval, เชื้อท่ี
แยกไดในประเทศ (NKP/01) และ เชื้อ BVDV สายพันธุ Nose และ Oregon ดวยวิธี DNA sequencing พบวา
ลําดับ     นิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรในบริเวณนี้มีความเหมือนกันสูงมากและมีความเหมือนกับลําดับของ 
BVDV ประมาณรอยละ 70 เมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรทั้ง 5 สาย
พันธุไปทําการวิเคราะหทาง phylogenetic เปรียบเทียบกับไวรัสท่ีเปนตัวแทนของแตละ subgenogroups พบวา
สามารถนําลําดับเบสของผลิตภัณฑ PCR ดังกลาวมาใชในการศึกษาดานระบาดวิทยาและคนหาที่มาของเชื้อท่ีเปน
สาเหตุของการระบาดได 

เมื่อพิจารณาถึงความไว ความจําเพาะ ความแมนยํา และความสะดวกรวดเร็วในการตรวจ วิธี RT-PCR 
โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 และการจําแนกเชื้อดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จึงเปนวิธีท่ีสามารถนํามาใชในการตรวจ
วินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรในประเทศไทยจากตัวอยางสิ่งสงตรวจได  
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 The reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), using the primer 324 and 326, 
specific to the highly conserved 5' noncoding region (5'NCR) was employed for the detection of classical 
swine fever virus (CSFV). Fifty field isolates from all 3 genogroups previously reported in Thailand and 9 
CSFV vaccines could be detected with this pair of primers. There was no cross-reaction with other pig 
viruses. The sensitivity of this method was at 100 median tissue culture infective dose (TCID50)/100µl. The 
differentiation between CSFV and bovine viral diarrhea virus (BVDV), another closely related Pestivirus 
found in Thailand, was perform by restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) using the restriction 
enzymes Ava I and Bgl I. PCR products of all CSFV isolates but not for BVDV were cut by Bgl I. The 
enzyme Ava I could cut PCR products of all the Pestivirus isolates, except the 2 CSF vaccines (LOM and 
Thiverval) and a reference virulent strain, ALD. 
               The genetic variability and phylogenetic analysis of 5 CSFV strains (ALD, GPE-, LOM, Thiverval 
and NKP/01) and 2 BVDV strains (Oregon and Nose) were studied by comparative nucleotide sequence 
analysis. The high degree of similarity was found among CSFV. However the virus exhibit 70% homology 
when compared with BVDVs. The nucleotide sequence and phylogenetic analysis of CSFVs were compared 
with the representative reference CSFV from each subgenogroup. The result indicated that RT-PCR detection 
and phylogenetic analysis of the product were useful for the rapid characterization of field isolates. 
 Considering of sensitivity, specificity and precision for detection of CSFVs, the RT-PCR of 5'NCR 
and RFLPs was suitable and reliable for laboratory diagnosis of clinical CSFV infected specimens of  
Thailand. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 โรคอหิวาตสุกร (classical swine fever) หรือ hog cholera เปนโรคติดตอรายแรงใน
สุกร สรางความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่วโลก (Edwards et al., 2000) สําหรับ
ประเทศไทยโรคอหิวาตสุกรเปนปญหาสําคัญอันดับหนึ่งของการเลี้ยงสุกรภายในประเทศ         
(สุดารัตน และคณะ, 2543) เชื้อที่เปนสาเหตุของโรคคือ ไวรัสอหิวาตสุกร (classical swine fever 
virus; CSFV) จัดอยูใน genus Pestivirus family Flaviviridae (Thiel et al., 1996) ในกลุม Pestivirus 
นอกจากไวรัสอหิวาตสุกรแลวยังมี bovine viral diarrhea virus (BVDV) และ border disease virus 
(BDV) ไวรัสในกลุมนี้มีความใกลชิดกันมาก และเคยมีรายงานวาสุกรสามารถติดเชื้อ BVDV และ 
BDV ได (Van Oirschot, 1999) มีรายงานการติดเชื้อ BVDV ในแมสุกร ซ่ึงทําใหสุกรแสดงอาการ
ปวย ที่มีลักษณะคลายคลึงกับการติดเชื้ออหิวาตสุกรชนิดความรุนแรงต่ํา (Rice, 1996) เนื่องจาก    
ไวรัสในกลุมนี้มีโครงสรางและความเปนแอนติเจนที่เหมือนกันมาก ดังนั้นจึงทําใหมีความยุงยากใน
การจําแนกความแตกตางของไวรัสในกลุมนี้ดวยวิธีที่ใชอยูในหองปฏิบัติการทั่วไป (Wensvoort et 
al., 1989; Nishimoli et al., 1996) 

 โรคอหิวาตสุกรเปนโรคติดตอที่กอใหเกิดความเสียหายและทําใหเกิดโรคเฉพาะใน
สุกร ไวรัสทําใหเกิดโรคไดในสุกรทุกเพศ ทุกอายุ และทุกสายพันธุ การติดตออาจเนื่องจากการได
รับเชื้อทั้งทางตรงและทางออม ความรุนแรงของโรคมีความแตกตางกัน ขึ้นอยูกับความรุนแรง 
(virulence) ของไวรัส ปริมาณของเชื้อที่สุกรไดรับ รวมท้ังปจจัยอ่ืนๆ จากตัวสุกร เชน อายุ ระดับ
ภูมิคุมกัน การติดเชื้อชนิดที่มีความรุนแรงสูง ทําใหเกิดโรคแบบเฉียบพลัน ที่มีอัตราการปวยและ
ตายสูง เมื่อทําการตรวจชันสูตรซากสัตวปวยจะพบรอยโรคที่ชัดเจน เชน จุดเลือดออกตามผิวหนัง
และอวัยวะภายในตางๆ  ในแม สุกรที่ ได รับ เชื้อชนิดนี้  จะทํ าใหมีการติด เชื้อผ านทางรก 
(tranplacental infection) ไปยังตัวออน ซ่ึงจะทําใหเกิดความผิดปกติในตัวออน หรือเกิดการแทง 
การติดเชื้อชนิดที่มีความรุนแรงต่ําหรือปานกลาง จะทําใหสุกรปวยแบบเรื้อรัง โดยสุกรจะแสดง
อาการปวยเพียงเล็กนอย รอยโรคไมชัดเจน ระยะเวลาการปวยนานขึ้น ทําใหมีการแพรกระจายเชื้อ
ไดมากและเปนเวลานาน ซ่ึงในปจจุบันจะพบสุกรปวยในลักษณะนี้มากขึ้น (Thiel et al., 1996; Van 
Oirschot, 1999 ) การติดเชื้ออหิวาตสุกรจะทําใหเกิดการกดการทํางานของระบบภูมิคุมกัน ทําใหงาย
ตอการเกิดภาวะโรคแทรกซอนจากจุลชีพอ่ืน ในการวินิจฉัยโรคจึงมักแยกจุลชีพไดหลายชนิด      
ทําใหเกิดความสับสนถึงสาเหตุที่แทจริงของการปวย (สุพล, 2543) นอกจากนี้สุกรที่ เปนโรค       
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พิษสุนัขบาเทียม (Aujeszky's disease) มักมีอาการคลายคลึงกับโรคอหิวาตสุกร หรือแมแตการติด
เชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. หรือ Pasteurella sp. ชนิดเฉียบพลัน ที่มีรอยโรคคลายคลึงกับที่พบ
ในโรคอหิวาตสุกร การตรวจเบื้องตนเพียงอยางเดียวอาจทําใหการวินิจฉัยโรคผิดพลาดได ดังนั้น
การวินิจฉัยโรคที่ถูกตอง แมนยํา จึงจําเปนตองอาศัยการตรวจยืนยันที่แนนอนจากทางหองปฏิบัติ
การ (Taylor, 1999; Van Oirschot, 1999; OIE manual, 2000) 

 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจะใชความแตกตาง
ของลํ าดับนิ วคลีโอไทด ในส วน  E2 ยีนห รือ  gp55 ในการจัดแบ งได เปน  genogroup และ 
subgenogroup เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณนี้มีความหลากหลายสูงในกลุมไวรัสอหิวาต
สุกรดวยกัน ซ่ึงปจจุบันสามารถแบงไดเปน 3 genogroups และ 10 subgenogroups โดย genogroup 1 
เปนเชื้อดั้งเดิมที่เคยมีการระบาดในสหรัฐอเมริกาและยุโรป แตยังพบมีการระบาดอยูในประเทศจีน
และไทย genogroup 2 พบในยุโรปและเอเชียและเปนสาเหตุสําคัญของการระบาดของโรคใน
ปจจุบัน  สวน  genogroup 3 พบในเอเชี ย  (Blacksell, 2000; Lu et al., 2000; Paton et al., 2000b; 
Paton, 2002; Jemersic et al., 2003) สําหรับประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้ออหิวาตสุกรทั้ง 3 
genogroups แล ะ  5 subgenogroups ซ่ึ งบ าง  subgenogroup ยั งส าม ารถ แบ งแ ยก ย อ ย ได อี ก 
(Parchariyanon et al., 2000a; 2000b; Paton et al., 2000b) แสดงใหเห็นวาเชื้อที่พบในประเทศไทยมี
ความหลากหลายมาก  

 การวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรในปจจุบันประกอบดวยการวินิจฉัยเบื้องตนและการ
ตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ การวินิจฉัยเบื้องตนตองอาศัยขอมูลทางระบาดวิทยารวมกับการซัก
ประวัติ การสังเกตอาการ การตรวจซากและการผาซากเพื่อตรวจรอยโรคของอวัยวะภายใน อยางไร
ก็ตามการวินิจฉัยเบื้องตนดังกลาวอาจทําใหสับสนกับโรคอื่นได การตรวจหาสาเหตุของโรคที่แมน
ยําจึงตองอาศัยวิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการ เชนการตรวจหาแอนติเจนของไวรัส การเพาะแยก
เชื้อในเซลลเพาะเลี้ยง และการตรวจหาแอนติบอดี (OIE manual, 2000) การตรวจหาแอนติเจนของ
ไวรัสสามารถตรวจโดยวิธี fluorescent antibody test (FAT) และ enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA) แตเนื่องจากความไวและความจําเพาะของทั้งสองวิธีนี้คอนขางต่ํา จึงตองตรวจยืน
ยันดวยการแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยง (Depner and Porntrakulpipat, 2000) เนื่องจากไวรัสอหิวาต
สุกรไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลล (cytopathogenic effect; CPE) ดังนั้นจึง
นิยมทําการพิสูจนเชื้อดวยวิธี immunoperoxidase test โดยใชโพลีโคลนอล หรือโมโนโคลนอล 
แอนติบอดี ซ่ึงการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีนี้อาจเกิดปฏิกริยาขามตอเชื้อ BVDV ได (Thiel et al., 
1996) อยางไรก็ตามไวรัสอหิวาตสุกรที่เปนสาเหตุการระบาดของโรคในปจจุบันมักมีปญหาในการ
แยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยง ไมสามารถแยกไวรัสไดทั้งๆ ที่พบรอยโรคหรือสุกรมีอาการทางคลินิก
ที่ชัดเจน (สุพล, 2543)  
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 การตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้ออหิวาตสุกร สามารถทําไดโดยวิธี 
neutralizing peroxidase-linked assay (NPLA) และ ELISA วิธี NPLA เปนการตรวจหา neutralizing 
antibody ตอไวรัสอหิวาตสุกร ซ่ึงบางครั้งอาจเกิดปฏิกริยาขามกับ BVDV นอกจากนี้ยังมีรายงาน
การปนเปอนแอนติเจนและแอนติบอดีตอ BVDV ใน calf serum ที่ใชสําหรับเล้ียงเซลล (Bolin and 
Ridpath, 1998) ดังนั้นซีร่ัมวัวที่ใชในงานเพาะเลี้ยงเซลลสําหรับการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรจึงตอง
เปนซีร่ัมชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอเชื้อ BVDV (BVDV antigen และ anti-BVDV 
free) ซ่ึงเปนซีร่ัมที่หายากและมีราคาแพง นอกจากนี้ประเทศไทยมีการใชวัคซีนในการควบคุมและ
ปองกันการระบาดของโรค ดังนั้นการตรวจหาแอนติบอดีจึงไมสามารถใชในการวินิจฉัยโรคได 
เนื่องจากไมสามารถแยกไดวาแอนติบอดีที่ตรวจพบมาจากการฉีดวัคซีนหรือการติดเชื้อ 

 ปจจุบันมีการพัฒนาเทคนิค RT-PCR ซ่ึงเปนการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัส
โดยตรงมาใชในการวินิจฉัยโรคมากขึ้น โดยอาศัยหลักการการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมเปาหมาย
ในหลอดทดลองในเวลาอันสั้นดวยไพรเมอรคูที่เหมาะสมและมีความจําเพาะ วิธีนี้เปนวิธีที่มีความ
ไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) สูง ทราบผลการตรวจไดรวดเร็ว ที่ผานมาเคยมีราย
งานการนําวิธี RT-PCR มาใชในการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร (Belak and Ballagi-pordany, 1993) 
โดยการตรวจหาสารพันธุกรรมในสวนตางๆ ของ genome ไวรัสอหิวาตสุกร พบวาไพรเมอรจาก
บริเวณ 5' noncoding region (5'NCR) สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากสิ่ง
สงตรวจไดดีกวาไพรเมอรจากบริเวณ enveloped 2 (E2),  nonstructural 5B (NS5B), nonstructural 3 
(NS3),  nonstructural 5A (NS5A)  และ nonstructural 2 (NS2) ตามลําดับ (Wirz et al., 1993; Vilcek 
et al., 1994; Vilcek et al., 1998; Fuqing et al., 2000 และ สรินนา, 2544) อยางไรก็ตาม เนื่องจาก
ทางดาน 5'NCR เปนบริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกันมากที่สุดในกลุม Pestivirus ดงันัน้จงึ
มีความจําเปนตองจําแนกความแตกตางระหวางไวรัส อหิวาตสุกรกับ Pestivirus อ่ืนๆ ในปจจุบันมี
หลายเทคนิ คที่ ส ามารถนํ ามาใช ในการจํ าแนกความแตกต างนี้ ได  เชน  RT-nested-PCR, 
hybridization, restriction fragment length polymorphism (RFLP) และ  DNA sequencing (Boye et 
al., 1991; Liu et al., 1991; Katz et al., 1993; Vilcek et al., 1994; Harding et al., 1996) โดยเทคนิค 
RFLP นี้จะอาศัยหลักการทํางานของเอนไซมตัดจําเพาะที่มีความแมนยํา เปนวิธีที่ทําไดงาย สะดวก
และรวดเร็วกวาเทคนิค  RT-nested-PCR, hybridization และ  DNA sequencing (Olive and Bean, 
1999) 

 Vilcek และคณะ (1994) ออกแบบไพรเมอรจากทางดาน 5'NCR (324 และ 326) ใน
การตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรจากสิ่งสงตรวจ พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจไดทุกตัวอยางเชื้อ 
และยังพบวาผลิตภัณฑ PCR จากไพรเมอรคูนี้มีตําแหนงที่จําเพาะตอเอนไซมตัดจําเพาะที่สามารถ
ใชในการจําแนกระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus อ่ืนๆ ได ดังนั้นจากการศึกษาทีผ่านมาการ
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ใชเทคนิค RT-PCR รวมกับ RFLP จึงนาจะสามารถนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยโรคอหวิาตสุกรและ
จําแนกความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ในประเทศไทยได 

 แนวทางในการศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค  
RT-PCR โดยการทดสอบหาความไว ความจําเพาะ นําวิธี RT-PCR มาตรวจเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่
แยกไดจากทองที่ เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกร และตรวจตัวอยางสิ่งสงตรวจ การจําแนกไวรัส      
อหิวาตสุกรจากเชื้อ BVDV ดวยเทคนิค RFLP และการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาต
สุกรและ BVDV ดวยวิธี DNA sequencing เปรียบเทียบกับเชื้อที่มีการบันทึกไวเปนฐานขอมูลใน 
GenBank โดยการทํา DNA sequencing ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้จะเลอืกทําเพียงบางตัวอยางเชื้อเทานั้น  
 

สมมุติฐาน 

 การใชเทคนิค RT-PCR โดยการใชไพรเมอร 324 และ 326 เพื่อเพิ่มจํานวนสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสโรคอหิวาตสุกรในสวน 5'NCR รวมกับการใชเทคนิค RFLP สามารถนํามา
ใชในการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรในประเทศไทยไดอยางถูกตอง 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อพัฒนาวิธีการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร โดยใชเทคนิค RT-PCR และ RFLP 

2. เพื่อศึกษา ความไว ความจําเพาะ และความแมนยํา ของเทคนิค RT-PCR และ 
RFLP ในการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่  2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

ประวัติความเปนมาของโรคอหิวาตสุกร 

 โรคอหิวาตสุกร  (classical swine fever)  เปนโรคติดตอรายแรงในสุกรที่สราง
ความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่วโลก  (Edwards et al., 2000)   เชื้อที่เปนสาเหตุคือ   
ไ ว รั ส อ หิ ว า ต สุ ก ร  (classical swine fever virus; CSFV) จั ด อ ยู ใ น  genus Pestivirus family 
Flaviviridae  ในอดีตชื่อของไวรัสอหิวาตสุกรคือ  hog cholera virus  หรือ  "HCV"  ซ่ึงชื่อยอของ 
ไวรัสอหิวาตสุกรนี้ไปพองกับชื่อยอของไวรัสตับอักเสบชนิด ซี (hepatitis C virus; HCV) ที่พบใน
คน โดยที่ไวรัสทั้งสองชนิดนี้จัดอยูใน family เดียวกันคือ Flaviviridae  ดังนั้นเพื่อไมใหเกิดความ
สับสนในการเรียกชื่อของไวรัสอหิวาตสุกรจึงไดนําชื่อ classical swine fever virus หรือ "CSFV"  
มาใชเรียกแทนชื่อเดิม (Van Oirschot, 1999) 

 Edwards และคณะ (2000) อธิบายถึงที่มาของการระบาดของโรคอหิวาตสุกรใน
คร้ังแรกนาจะมาจากทวีปยุโรป เนื่องจากในป พ.ศ. 2365 ซ่ึงเปนชวงตนศตวรรษที่ 19 มีรายงานการ
ระบาดของโรคอหิวาตสุกรในประเทศฝรั่งเศสเปนครั้งแรก ในป พ.ศ. 2376 มีรายงานการระบาด
คร้ังแรกในประเทศเยอรมันนี และสหรัฐอเมริกาจากรัฐ Ohio ซ่ึงสาเหตุการระบาดของโรคอหิวาต
สุกรในประเทศสหรัฐอเมริกานั้นนาจะเกิดจากการนําเขาสุกรที่มีการติดเชื้อจากยุโรป  ในป         
พ.ศ. 2405 ซ่ึงเปนชวงกลางศตวรรษที่ 19 มีรายงานการระบาดในสหราชอาณาจักร จากนั้นพบการ
ระบาดของโรคแพรกระจายไปทั่วยุโรป ซ่ึงการระบาดของโรคครั้งนั้นนาจะมีสาเหตุมาจากการ
คมนาคมทางรถไฟท่ีสะดวกขึ้น ทําใหการระบาดของโรคแพรไปไดอยางรวดเร็ว ในป พ.ศ. 2442 
และ 2443 มีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรเปนครั้งแรกในอเมริกาใตและแอฟริกาใตตาม
ลําดับ (Van Oirschot, 1999) 

 การระบาดของโรคอหิวาตสุกรในยุโรปยังคงเปนปญหาสําคัญในการเลี้ยงสุกร
ตลอดมา ดังนั้นตั้งแตป พ.ศ. 2533  เปนตนมา กลุมประเทศสหภาพยุโรป  (European Union; EU) 
จึงมีความพยายามที่จะกําจัดโรคนี้ใหหมดไปจากประเทศ แตอยางไรก็ตามยังพบการระบาดของโรค
ในหลายประเทศ โดยเฉพาะในชวงป พ.ศ. 2539-2541 มีรายงานการระบาดครั้งใหญในหลาย
ประเทศของยุโรป เชน เยอรมันนี เนเธอรแลนด อิตาลี สเปน และเบลเยี่ยม (Edwards et al., 2000; 
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De Smit et al., 2000; Stegeman et al., 2000) และในป พ.ศ. 2543 มีรายงานการระบาดอีกครั้งใน
ประเทศอังกฤษ (Paton, 2002) ทําใหสุกรปวย ตาย และถูกทําลายทิ้งเปนจํานวนมาก  

 ในทวีปเอเชียยังคงมีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในทุกประเทศ ยกเวน
ประเทศญี่ปุนที่สามารถกําจัดโรคนี้ใหหมดไปจากประเทศไดแลว (Edwards et al., 2000; Sakoda, 
2000)  

รูปท่ี 2.1 แสดงแผนภูมิประเทศตางๆ ที่ยังพบการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในปจจุบัน (Edwards 
et al., 2000) 

 

 

หมายเหตุ: สวนที่แรเงาแสดงถึงประเทศที่มีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกร ระหวางป    
พ.ศ. 2538-2541 ขอมูลจาก: Office International des Epizooties (OIE) 
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ไวรัสอหิวาตสุกรและโครงสรางทางพันธุกรรม 

 เชื้ อ ไวรั ส อหิ ว าต สุ ก ร  (classical swine fever virus; CSFV) จั ด อ ยู ใน  genus 
Pestivirus family Flaviviridae อนุภาคของไวรัสเปนลักษณะทรงกลมมีเปลือกหุม (envelope) มี
ขนาดประมาณ 40-50 นาโนเมตร โดยมี fringe-like projections อยูบนเปลือกที่มีความยาวประมาณ 
6-8 นาโนเมตร แกนกลางของอนุภาคเปนรูปทรงกลมหลายเหลี่ยม (icosahedal nucleocapsid) สาร
พันธุกรรมของไวรัสเปนชนิด  RNA สายเดี่ยว  (single-stranded RNA; ss-RNA) ท่ีมีความยาว
ประมาณ 12.3 กิโลเบส (Thiel et al., 1996) ในกลุม Pestivirus นอกจากไวรัสอหิวาตสุกรแลวยังมี 
bovine viral diarrhea virus (BVDV) และ border disease virus (BDV) ที่ทําใหมีการติดเชื้อไดในโค 
แพะ แกะ และสุกร ไวรัสในกลุมนี้มีความใกลชิดกันมากในดานรูปรางและความเปนแอนติเจน 
เนื่องจากโครงสรางของโปรตีนบริเวณเปลือกหุมที่เปนแอนติเจนสําคัญของไวรัสมีความคลายคลึง
กันมาก แมวาจะมีสวนประกอบและการเรียงตัวของกรดอะมิโนตางกันก็ตาม (Becher et al., 1998) 

 Meyers และคณะ (1989) ทําการศึกษาลําดับสารพันธุรรมทั้งหมดของไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุ Alfort พบวาสารพันธุกรรมของไวรัสประกอบดวย open reading frame (ORF) และ
จะถูกถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนตางๆ (polyprotein) ของไวรัส ที่มีความยาวประมาณ  3,900     
กรดอะมิโน ซ่ึงโปรตีนเหลานี้จะถูกตัดโดยการทํางานของเอนไซมจากโฮสทเซลลและจากไวรัส 
โดยลําดับเบสที่จะถูกถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนที่เปนโครงสรางของไวรัส (structural protein) จะ
อยูทางดาน 5' และลําดับเบสที่จะถูกถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนที่ไมเกี่ยวกับการเปนโครงสราง 
(non-structural protein) จะอยูทางดาน 3' ของ ORF สวนปลายทางดาน 5' และ 3' ของ ORF นั้นจะ
เปนสวนที่ไมถูกถอดรหัสที่เรียกวา 5' และ 3' noncoding region (5'-, 3'NCR) โดยปลายทางดาน 
5'NCR มีความยาวประมาณ  400 นิวคลีโอไทด ซ่ึงเปนบริเวณที่มีลําดับใกลเคียงกันมากในกลุม 
Pestivirus (Ruggli et al., 1996) นอกจากนี้ยังมีตําแหนง internal ribosomal entry site (IRES) ที่มี
ความสําคัญตอขบวนการ transcription และ translation ของไวรัส และเมื่อเร็วๆ นี้ Fletcher and 
Jackson (2002) ไดรายงานวาลําดับทางดาน 5'NCR นี้มีความสําคัญมากตอการทําหนาที่ของ IRES 
ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความสําคัญของลําดับ 5'NCR ในขบวนการการเพิ่มจํานวนของไวรัส สวนปลาย
ทางดาน 3'NCR จะสั้นกวาทางดาน 5'NCR โดยมีความยาวประมาณ 200 นิวคลีโอไทด โครงสราง
ทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรดังแสดงในรูปที่ 2.2 
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รูปท่ี 2.2 แผนภูมิแสดงโครงสรางทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร และบริเวณที่ถูกเพิ่มจํานวน
ดวยไพรเมอร 324 และ 326 (ดัดแปลงจาก: Paton et al., 2000b) 
 

 การศึกษารายละเอียดของโครงสรางจีโนมของไวรัสพบวาประกอบดวยสารพันธุ
กรรมที่ควบคุมการสรางโปรตีน 2 ชนิด คือ โปรตีนโครงสราง (structural proteins) และโปรตีนที่
ไมใชโครงสรางของไวรัส (non-structural proteins) โดยโปรตีนชนิดแรกที่อยูทางดานปลาย 5' คือ 
Npro ซ่ึงจะทําหนาที่เปน autoprotease ตัดลําดับทางดาน C-terminal ทําใหไดโปรตีนที่เปนโครง
สรางสําคัญของไวรัส 2 ชนิด คือ nucleocapsid protein (C) และ envelope glycoproteins (E protein) 
3 ชนิด คือ Erns (gp44/48) E1 (gp33) และ E2 (gp55) โปรตีน Erns เมื่อถูกสรางขึ้นแลวจะถูกขับออก
มานอกเซลล (Thiel et al., 1996) โดยทั้งโปรตีน Erns และ E2 นี้สามารถกระตุนใหสุกรมีการสราง 
neutralizing antibody ที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรได โดยเฉพาะ E2 โปรตีน ที่ถือวาเปนแอนติเจน
ที่สําคัญของไวรัส (Wensvoort et al., 1989) สวนโปรตีนที่ไมเปนโครงสรางจะอยูทางดาน 3' ซ่ึงจะ
ประกอบดวยโปรตีน  p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A และ  NS5B ตามลําดับ  NS2-3 เปน
โปรตีนที่มีการจัดเรียงลําดับกรดอะมิโนใกลเคียงกันมาก เนื่องจากบริเวณนี้ถือวาเปน common 
antigen ของ Pestivirus สามารถกระตุนใหสุกรสรางแอนติบอดีตอไวรัสได และเมื่อเร็วๆ นี้ พบวา
บริเวณนี้มีลําดับกรดอะมิโนที่ เปน T-cell epitope ที่สําคัญ ที่กระตุนใหสุกรมีการสราง CSFV 
specific T-cell ทั้งชนิด helper T-cell และ cytotoxic T-cell ได (Armengol et al., 2002) นอกจากนี้
โปรตีน NS3 นี้ยังทําหนาที่เปน protease ที่สําคัญ ซ่ึงจะทําหนาที่ตัดโปรตีนตางๆ ที่อยูทางดาน 3' 
ทําใหโปรตีนเหลานั้นสามารถทําหนาที่ได โดยจะอาศัยการทํางานรวมกับโปรตีน NS4A (Becher et 
al., 1998) สวนโปรตีน NS5B เปนโปรตีนลําดับสุดทายที่อยูทางดาน 3' จะทําหนาที่เปนเอนไซม 
RNA-dependent RNA polymerase ที่ใชในการสราง RNA ของไวรัส (Thiel et al., 1996) 

 

Region sequenced
RT-PCR product284 

NS4A
Npro C  Erns   E1      E2     p7    NS2         NS3          NS4B  NS5A    

3'NCR5'NCR 

242 
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ความเปนแอนติเจนและการแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกร 

 เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรและไวรัสที่เปนสมาชิกในกลุม Pestivirus ไดแก BVDV 
และ BDV มีลักษณะทางดานรูปรางและความเปนแอนติเจนที่ใกลเคียงกัน ซ่ึงเปนประเด็นสําคัญที่
ไดรับความสนใจและมีการศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรใหมีความถูกตองแมนยาํ
ยิ่งขึ้น การจําแนกโดยอาศัยความแตกตางทางแอนติเจนของไวรัสในกลุมดังกลาวนี้เปนอีกวิธีที่นิยม
ปฏิบัติ  ดังเชนการทดลองของ  Nishimori และคณะ  (1996) ทําการจําแนกความแตกตางของ
แอนติเจนของไวรัสอหิวาตสุกรจาก BVDV โดยใช monoclonal antibody (Mab) 20 ชนิด พบวามี 
Mabs 19 ชนิด ที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร จากผลการทดลองดังกลาวสามารถแบงกลุม Mabs ทั้ง 
20 ชนิดไดเปน 7 กลุม โดยดูจากความสามารถของ Mab ในการทําปฏิกริยากับไวรัสที่แตกตางกัน 
คือ กลุม 1 จําเพาะตอ ไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV กลุม 2 จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรเทานั้น กลุม 
3 จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรทุกสายพันธุยกเวนไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสายพันธุ GPE- สวนกลุม 
4-6 จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรบางสายพันธุ และกลุม 7 จําเพาะตอไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสาย
พันธุ GPE- เทานั้น ผลจากการศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงความแตกตางทางแอนติเจนของ Pestivirus 
ซ่ึงสามารถนําไปใชในการจําแนกไวรัสในกลุม Pestivirus ได  

 จากความหลากหลายทางแอนติเจนของไวรัสอหิวาตสุกรดังกลาว จึงเปนแนวทาง
ใหมีการศึกษาถึงลักษณะของไวรัสอหิวาตสุกรในระดับพันธุกรรม ดังเชนการทดลองของ Ruggli 
และคณะ (1996) ซ่ึงไดทําการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมและลําดับกรดอะมิโนทั้งหมดของไวรัส 
อหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort/187 เมื่อเปรียบเทียบลําดับทางพันธุกรรมทั้งหมดของไวรัสอหิวาตสุกร
สายพันธุ Alfort/187 กับไวรัสสายพันธุ Alfort, Brescia, ALD และ GPE- พบวามีความเหมือนกัน
รอยละ 86.2, 94.8, 98.6 และ 99.2 ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของไวรัสดัง
กลาว พบวามีความเหมือนกันรอยละ 93.6, 97.6, 99.4 และ 99.2 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังมีการศึกษา
ในลักษณะเดียวกันนี้ ที่ทําการศึกษาเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนทั้งหมดของไวรัสอหิวาตสุกรกับ 
BVDV (Moormann et al., 1990) และ BDV (Becher et al., 1998) พบวามีความเหมือนกันรอยละ 70 
และ 80 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาลําดับดับกรดอะมิโนของไวรัสอหิวาตสุกรมีความเหมือนกันสูง
มากและมีความใกลชิดกับ BDV มากกวา BVDV 

 การศึกษาลําดับสารพันธุกรรมหรือลําดับกรดอะมิโนสําหรับเชื้ออหิวาตสุกร ใน
ระยะตอมามักนิยมทําเฉพาะบางสวนของจีโนมหรือบางโปรตีนเทานั้น ดังเชนการศึกษาของ Yu 
และคณะ (1993) ซ่ึงไดนํายีน E2 (gp55) ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Weybridge มาทําการหา
ลําดับกรดอะมิโนและทําการเปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Brescia และ Alfort พบวามี
ความเหมือนกันสูง คือ  รอยละ  94 และ  90 ตามลําดับ   และเมื่อนํามาเปรียบเทียบกับลําดับ           
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กรดอะมิโนจากบริเวณเดียวกันนี้ของ BVDV พบวามีคาคอนขางต่ํา คือ รอยละ 65 ถึงแมวาคาความ
แตกตางของกรดอะมิโนของไวรัสทั้งสองนี้จะแตกตางกันมากแตคาดังกลาวนี้อาจไมมีผลมากนัก 
ทั้งนี้เนื่องจากที่บริเวณดังกลาวของไวรัสทั้งสองมีกรดอะมิโนชนดิ cysteine อยูหลายตําแหนง ซ่ึงมี
ผลตอการจัดตัวของโปรตีนที่บริเวณเปลือกหุมและพบวาเปนสวนที่มีความหลากหลายต่ําใน 
Pestivirus ดังนั้นจึงทําใหเปลือกหุมของไวรัสทั้งสองนี้มีลักษณะคลายคลึงกันมาก 

 Paton และคณะ (2000b) ไดทําการศึกษาความสัมพันธของการเกิดการระบาดของ
โรคอหิวาตสุกรโดยใชวิธีทางดานพันธุศาสตร โดยทําการทดลองหาลําดับของสารพันธุกรรมจาก
บริเวณ 5'NCR, E2 และ NS5B ของไวรัสอหิวาตสุกร ดวยวิธี DNA sequencing และทําการวิเคราะห
หาลําดับเบสที่ได เปรียบเทียบกับลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอ่ืนในบริเวณ
ตําแหนงยีนเดียวกัน และนําไปสราง phylogenetic tree ผลจากการทดลองทําใหสามารถหาความ
สัมพันธของไวรสัที่นํามาวิเคราะหได และสามารถนําความสัมพันธที่ไดดังกลาวมาใชหาสาเหตุของ
การระบาดโดยเปรียบเทียบจากความใกลชิดของแตละสายพันธุเหลานั้นได ผลการทดลองจากทั้ง
สามบริเวณดังกลาวสามารถนํามาใชในการศึกษาหาสาเหตุของการระบาดโดยใหผลสอดคลองกัน 
โดยเฉพาะในสวน E2 ยีน ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความหลากหลายในไวรัสอหิวาตสุกรดวยกัน สามารถ
นํามาใชในการจัดแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรไดเปน 3 genogroups และ 10 subgenogroups โดยที่ 
genogroup 1 จะประกอบดวย 3 subgenogroups คือ 1.1, 1.2 และ 1.3 ซ่ึงเชื้อที่เปนสมาชิกในกลุมนี้
เคยระบาดในสหรัฐอเมริกาและยุโรปแตปจจุบันพบเฉพาะในเอเชีย genogroup 2 ประกอบดวย 3 
subgenogroups ไดแก 2.1, 2.2 และ 2.3 ซ่ึงพบวาเปนสาเหตุการระบาดในยุโรปและเอเชียในปจจุบัน 
สวน genogroup 3 ประกอบดวย 4 subgenogroups โดยท่ีเชื้อจาก subgenogroup 3.1 เคยพบในยุโรป
ในอดีต สวน subgenogroup 3.2, 3.3 และ 3.4 พบมีรายงานเฉพาะบางประเทศในทวีปเอเชียเทานั้น 
ซ่ึงไดแก เกาหลี ไทย และ ญี่ปุน ตามลําดับ 

 สําหรับประเทศไทย Parchariyanon และคณะ (2000a) ไดทําการศึกษาถึงความ
สัมพันธของเชื้ออหิวาตสุกรที่แยกไดในประเทศ โดยการวิเคราะหดวย phylogenetic tree โดยนําเชื้อ
อหิวาตสุกรที่แยกไดจากสุกรปวยในทองที่มาหาลําดับเบสในสวน E2 ยีน แลววิเคราะหหาลําดับ
กรดอะมิโนของไวรัสที่แยกไดในประเทศและทําการเปรียบเทียบความสัมพันธของลําดับเบสที่ได
กับเชื้อไวรัสสายพันธุตางประเทศ  พบวาสามารถจัดกลุมเชื้อที่แยกไดในประเทศไดเปน  3 
genogroups เชนเดียวกับการศึกษาของ Paton และคณะ (2000b) และพบวาเชื้อท่ีเปนสาเหตุของการ
ระบาดในประเทศมี 5 subgenogroups คือ 1.1, 1.2, 1.3, 2.2 และ 3.3 ดังแสดงในรูปที่ 2.3 สําหรับ
เชื้อใน subgenogroup 3.3 เปนเชื้อที่ยังไมเคยมีรายงานในประเทศอื่นมากอน พบเฉพาะในประเทศ
ไทยเทานั้น ซ่ึงมีรายงานการพบเชื้อนี้เปนครั้งแรกในป พ.ศ. 2533 เมื่อพิจารณาถึงลําดับกรดอะมิโน
ของไวรัสในแตละ subgenogroup โดยมีไวรัสอหิวาตสุกรที่เปนตัวแทนของแตละ subgenogroup  
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ดังนี้ คือ RBR/88 (1.1), BKK/91/1 (1.2), NKP/93 (1.3), CRB/96 (2.2) และ PTL/94 (3.3) ตามลําดับ 
ทําการเปรียบเทียบเชื้อจาก subgenogroup 1.1 กับตัวอยางเชื้อที่เปนตัวแทนของ subgenogroup อ่ืนที่
พบในประเทศ พบวามีความเหมือนกันรอยละ 97.3, 93.7, 90.5 และ 80.2 ตามลําดับ  

 นอกจากนี้ Parchariyanon และคณะ (2000b) ยังไดทําการจัดกลุมไวรัสอหิวาตสุกร
ที่แยกไดในประเทศไทยดวยวิธีทางพันธุศาสตร โดยทําการหาลําดับเบสบริเวณ E2 ยีน แลวทําการ
วิเคราะหดวยวิธี RFLP โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ  Ava II,  Ban II  และ Pvu II  พบวาสามารถแบง
ไวรัสอหิวาตสุกรไดเปนกลุมตางๆ เชนเดียวกับการทํา DNA sequencing นอกจากนี้ยังสามารถแยก
ไวรัสใน subgenogroup 3.3 ออกเปน 3 กลุมยอย คือ 3.3.1, 3.3.2 และ 3.3.3 ตามลําดับ ผลจากการ
ทดลองนี้อาจเนื่องมาจากมีการพบเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรในกลุมนี้ในประเทศไทยมาเปนเวลานาน
แลวและเชื้อไวรัสอาจมีวิวัฒนาการจนไดเปนกลุมใหม 

 

 
 
รูปท่ี 2.3 แสดงการจัด genogroup ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุประเทศไทย โดยใชความแตกตาง
ของลําดับสารพันธุกรรมในสวน E2 ยีน (Parchariyanon et al., 2000a) 
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ระบาดวิทยา 

 ในประเทศไทยมีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรเปนครั้งแรกในป พ.ศ. 
2493 จากฟารมสุกรในเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร ซ่ึงคาดวาเกิดจากการนําเขาสุกรจากตาง
ประเทศ (Kongsamak, 1980) ในระยะแรกการแพรระบาดของโรคอยูในบริเวณจํากัด ตอมาเมื่อการ
คมนาคมมีความสะดวกมากขึ้น ประกอบกับมีการเลี้ยงสุกรเพิ่มมากขึ้นจึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมี
การระบาดของโรคเพิ่มมากขึ้นในเขตภาคกลาง หลังจากนั้นพบการระบาดของโรคแพรกระจายไป
ยังพื้นที่ตางๆ ของประเทศและเริ่มมีการแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรไดจากสุกรปวย จึงทําใหโรค    
อหิวาตสุกรไดรับความสนใจมากขึ้น  (สมใจ และปรีชา, 2517; ศิรินทร และคณะ, 2524) 

 ปญหาการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในประเทศทวีความรุนแรงขึ้นเรื่อยๆ         
จนกระทั่งป พ.ศ. 2519 กรมปศุสัตวผลิตวัคซีนอหิวาตสุกรเพื่อปองกันและควบคุมการระบาดของ
โรค อยางไรก็ตามยังคงพบปญหาและความสูญเสียอันเนื่องมาจากโรคอหิวาตสุกรอยูอยางตอเนื่อง 
ในชวงป พ.ศ. 2529-2531 พบการแพรระบาดของโรคไปทั่วประเทศ ทําใหสุกรปวยและตายเปน
จํานวนมาก เนื่องจากวัคซีนที่ผลิตในประเทศไมเพียงพอกับความตองการ จึงเริ่มมีการนําเขาวัคซีน
จากตางประเทศ ซ่ึงหลังจากการนําวัคซีนเขามาใชเพื่อควบคุมการระบาดของโรคพบวารูปแบบของ
โรคเปลี่ยนแปลงไปมาก จากลักษณะการเกิดโรคแบบเฉียบพลันหรือกึ่งเฉียบพลัน ที่มีอัตราการปวย
และตายสูง  มีรอยโรคแบบจุดเลือดออกตามผิวหนังและอวัยวะตางๆ   กลายเปนการเกิดโรคแบบ
เร้ือรัง อัตราการตายต่ํา สุกรปวยมีลักษณะแคระแกร็น เจริญเติบโตชา หรือบางคร้ังอาจไมแสดง
อาการปวยแตจะเปนตัวแพรเช้ือใหกับสุกรตัวอ่ืนๆ ในฝูง (สุดารัตน และคณะ, 2543) ทําใหมีการ
ระบาดเปนเวลานานและกินพื้นที่กวางขึ้น 

 หลังจากการนํามาตรการการควบคุมโรคดวยการใชวัคซีนมาใช ทําใหรูปแบบการ
เกิดโรคเปลี่ยนไป ระยะเวลาการปวยนานขึ้นทําใหสุกรมีสุขภาพเสื่อมโทรมจึงงายตอการเกิดโรค
แทรกซอนจากการติดเชื้อจุลชีพอ่ืน บุญมี และคณะ (2534) ตรวจพบไวรัสพิษสุนัขบาเทียมในสุกรที่
ปวยดวยโรคอหิวาตสุกร สมใจ และ นิยมศักดิ์ (2535) รายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในเขต
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ระหวางป พ.ศ. 2525-2534 พบวาสุกรที่ปวยดวยโรคอหิวาตสุกรมีการติด
เชื้อแบคทีเรียรวมดวย เชื้อที่สําคัญ คือ Escherichia coli, Pasteurella multocida และ Salmonella 
spp. แสดงใหเห็นวาปญหาโรคอหิวาตสุกรมิไดเปนปญหาเชิงเดี่ยว แตเปนสาเหตุหลักที่มักมีจุลชีพ
อ่ืนหรืออาจมีปจจัยอ่ืนเปนองคประกอบรวมดวยทําใหโรคทวีความรุนแรงขึ้น ตั้งแตป พ.ศ. 2540 
เปนตนมา พบการระบาดของโรคเกือบทุกพื้นที่โดยเฉพาะพื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน ซ่ึง
เปนการระบาดชนิดรุนแรงมีอัตราการปวยและตายสูง พบรอยโรคที่เดนชัดรวมทั้งพบปญหาการติด
เชื้อในแมสุกรอุมทอง  ทําใหมีการแทง  ลูกสุกรตายแรกคลอดหรือลูกแรกคลอดออนแอแลวตาย
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ภายห ลัง  Parchariyanon และคณะ  (2000a) ไดทํ าการศึกษาเปรียบ เที ยบความหลากหลาย              
ทางพันธุกรรมกับเชื้อที่เคยมีรายงาน พบวาเชื้อที่เปนสาเหตุหลักของการระบาดคือเชื้ออหิวาตสุกร    
สายพันธุจาก subgenogroup 2.2 ซ่ึงมีรายงานการพบเชื้อนี้คร้ังแรกในเมืองไทยในป พ.ศ. 2539 
สันนิษฐานวานาจะมีสาเหตุเนื่องจากการนําเขาสุกรสายพันธุยุโรปที่มีการติดเชื้อเพื่อนํามาปรับปรุง
พันธุ ทั้งนี้เนื่องจากในขณะนั้นมีรายงานการระบาดของเชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุ subgenogroup 2.2 
ในยุโรปเชนกัน (สุดารัตน และคณะ, 2543) 

 ปจจุบันแมวาหลายประเทศในยุโรป สหรัฐอเมริกา แคนาดา ออสเตรเลีย และ     
นิวซีแลนด สามารถกําจัดโรคนี้ไดแลว แตยังมีอีกหลายประเทศทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทยที่ยังมี
การระบาดของโรคอยูเปนประจํา ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสถานะภาพการเลี้ยงสุกรภายในประเทศยัง
ไมเอื้อตอการควบคุมและกําจัดโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ  จึงเปนผลทําใหยังคงพบการระบาดของ
โรคอหิวาตสุกรอยางตอเนื่องตลอดมา ดังแสดงในตารางที่ 2.1 สรางความสูญเสียทางเศรษฐกิจแก       
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรในประเทศเปนอยางมาก 

 

ตารางที่ 2.1 แสดงจํานวนเคสที่สงตรวจหาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยวิธีแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยง 
ระหวางป พ.ศ. 2534-2544 (ขอมูลจาก: งานไวรัสวิทยา สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว) 
 

ป (พ.ศ.) จํานวนเคส จํานวนเคสที่ใหผลบวก ผลบวกเปนรอยละ 
2534 206 17 8.3 
2535 192 9 4.7 
2536 289 17 5.9 
2537 160 17 10.6 
2538 173 12 6.9 
2539 203 15 7.4 
2540 200 15 7.5 
2541 254 54 21.3 
2542 249 47 18.9 
2543 274 38 13.9 
2544 219 25 11.4 
รวม 2,419 266 10.6 
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การติดตอ 

 โรคอหิวาตสุกรเปนโรคที่ติดตอไดงาย อาจเนื่องจากการสัมผัสกันโดยตรงของ
สุกรที่ติดเชื้อกับสุกรที่ไวตอการติดเชื้อ สุกรที่ติดเชื้อสามารถขับเชื้อออกมาปริมาณมากแมวาจะยัง
ไมแสดงอาการปวย โดยสุกรจะขับเชื้ออกมาในสารคัดหล่ังตางๆ เชน น้ําลาย น้ํามูก อุจจาระ 
ปสสาวะ และน้ําเชื้อ สุกรปวยจะขับเชื้อออกมาตลอดเวลาจนกระทั่งตาย (Choi and Chae, 2002; 
Too and Seneque, 2002) โดยทั่วไปสุกรจะไดรับเชื้อโดยการกิน การหายใจ หรือโดยการฉีด ใน
กรณีการติดเชื้อชนิดรุนแรงสุกรสามารถแพรเชื้อไดปริมาณมากติดตอกันจนตาย สําหรับการติดเชื้อ
ชนิดที่มีการลดความรุนแรงลงทําใหเกิดโรคแบบเรื้อรัง สุกรปวยจะขับเชื้อออกมาเปนระยะๆ หรือ
อาจจะตลอดเวลา โดยที่สุกรแสดงอาการปวยเพียงเล็กนอยหรืออาจไมแสดงอาการปวยเลย (Van 
Oirschot, 1999) ทําใหมีการระบาดเปนบริเวณกวางและยากตอการตรวจวินิจฉัยโรค ซ่ึงเปนปญหา
สําคัญที่ทําใหการกําจัดโรคใหหมดไปจากประเทศไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร  

 สําหรับกลุมประเทศยุโรปที่สามารถกําจัดโรคนี้ใหหมดไปไดแลวปญหาสําคัญคือ 
การกลับมาระบาดใหม ซ่ึงมักทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก สาเหตุสําคัญที่ทํา
ใหเกิดการระบาดใหม มักมีสาเหตุมาจากการใชเศษอาหารที่ปนเปอนดวยเชื้ออหิวาตสุกรมาใชเล้ียง
สุกร นอกจากนั้นมีรายงานการตรวจพบเชื้ออหิวาตสุกรในเนื้อสุกรแชแข็ง และผลิตภัณฑจากเนื้อ
สุกร (Edwards, 2000) การระบาดที่เคยมีรายงานในสหราชอาณาจักรในป พ.ศ. 2516 พบวามีสาเหตุ
มาจากการใชเศษอาหารที่ปนเปอนในการเลี้ยงสุกรถึงรอยละ 22 (Van Oirschot, 1999) นอกจากนั้น
การระบาดครั้งใหญในยุโรปในชวงป พ.ศ. 2539-2540 ก็พบวามีสาเหตุมาจากการใชอาหารที่ปน
เปอนเชื้อไวรัสในการเลี้ยงสุกรเชนกัน โดยพบการระบาดครั้งแรกที่ประเทศเยอรมันนีจากนั้นโรค
ไดแพรไปยังประเทศที่มีพื้นที่ติดตอกัน เชน ประเทศเนเธอรแลนด สเปน อิตาลี และ เบลเยี่ยม ตาม
ลําดับ (Edwards et al., 2000) สําหรับประเทศในเอเชีย การนําเศษอาหารที่มีการปนเปอนเชื้อมาเลี้ยง
สุกรจัดเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมีการระบาดของโรคนี้เปนประจําในพื้นที่ (Too and Seneque, 
2002) นอกจากนี้การระบาดของโรคอหิวาตสุกรที่พบในหมูปาในหลายๆ ประเทศของยุโรปถือวา
เปนสาเหตุที่ สําคัญอีกอยางหนึ่ งที่ทํ าใหพบมีการกลับมาระบาดใหมในฟารมสุกร ดังนั้น           
หลายประเทศในยุโรปตะวันตกจึงใหความสําคัญในการกําจัดโรคอหิวาตสุกรในหมูปาไปพรอมๆ 
กัน (Kaden et al., 2000; Laddomada, 2000) 

 เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรโดยเฉพาะไวรัสที่ถูกขับออกมากับสิ่งคัดหล่ังจากสุกร
ปวยจะมีความตานทานไดดีตอสภาพแวดลอมทั้งยังมีความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชื้อสูง 
(Edwards, 2000) เชื้อจึงอาจแพรกระจายไปไดไกลๆ  พาหนะตางๆ  เชน  รถบรรทุกสุกร คน         
สัตวเล้ียง นก และแมลง จัดเปน mechanical vector ที่อาจเปนตัวแพรเชื้อได (สุพล, 2543) นอกจาก
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นี้ในพื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน  การติดตอของเชื้อทางอากาศก็อาจพบไดเชนกัน          
(Van Oirschot, 1999) 
 

อาการและรอยโรคทางพยาธิวิทยา 

 การระบาดของโรคอหิวาตสุกรมีความแตกตางกันมากทั้งทางดานอาการปวยและ
รอยโรค ซ่ึงจะขึ้นอยูกับความรุนแรงของเชื้อและปจจัยจากตัวสุกรเชน อายุ และความตานทานตอ
โรค Van Oirschot (1999) แบงลักษณะของโรคตามความรุนแรงของเชื้อที่เปนสาเหตุ คือ แบบเฉียบ
พลัน แบบเรื้อรัง และแบบเกิดโรคชา (late-onset) เชื้อที่มีความรุนแรงสูงจะทําใหเกิดโรคแบบ  
เฉียบพลันในสุกรที่ไมมีภูมิคุมกันตอโรค พบอัตราการปวยและตายสูงถึงรอยละ 100 เชื้อที่มีความ
รุนแรงปานกลางมักทําใหเกิดโรคแบบเรื้อรัง สวนการติดเชื้อชนิดความรุนแรงต่ําจะทําใหเกิดโรค
แบบชาๆ ซ่ึงเกิดจากแมสุกรไดรับเชื้อในขณะตั้งทองแลวทําใหมีการติดเชื้อในตัวออนผานทางรก 

 สุกรที่ติดเชื้อชนิดรุนแรงจะมีระยะเวลาฟกตัวประมาณ 2-10 วัน จากนั้นสุกรจะ
แสดงอาการปวย ซึม มีไขสูง 41-42 องศาเซลเซียส และมีภาวะเม็ดเลือดขาวต่ํา (ต่ํากวา 9,000 เซลล
ตอลูกบาศกมิลลิเมตร) ซ่ึงจะพบในวันที่ 2-6 หลังติดเชื้อ เยื่อบุตาอักเสบ ทองผูกสลับกับทองรวง
อยางรุนแรง ชัก มีจุดเลือดออกตามรางกายและอวัยวะตางๆ สุกรมักตายภายใน 10-20 วันหลังไดรับ
เชื้อ ในสุกรที่ปวยแบบเรื้อรัง อาการและรอยโรคที่พบไมคอยชัดเจนอยางในกรณีของการเกิดโรค
แบบเฉียบพลับ โดยอาการของโรคแบบนี้แบงไดเปนสามระยะคือ ระยะแรกสุกรมีไขแตไขไมสูง
มาก ระยะที่สองสุกรมีอาการดีขึ้น หายไข และพบวาสุกรอาจมีการสรางแอนติบอดีตอเชื้อได ระยะ
ที่สามเปนระยะที่สุกรแสดงอาการปวยอยางชัดเจน เนื่องจากระยะเวลาในการปวยคอนขางนาน ดัง
นั้นจึงมักพบมีการติดเชื้อแทรกซอนจากจุลชีพอ่ืนๆ ทําใหโรคมีความรุนแรงมากขึ้นและสุกรจะตาย
ภายใน 1-3 เดือน สวนการปวยแบบเกิดโรคชาเกิดในแมสุกรที่ติดเชื้อชนิดความรุนแรงต่ํา ทําใหเกิด
การติดเชื้อชนิด congenital persistent infection แมสุกรอาจแทง ลูกสุกรตายแรกคลอด หรือลูก
คลอดปกติแตมีภาวะติดเชื้อไวรัสในกระแสเลือด ซ่ึงในระยะแรกสุกรจะไมแสดงอาการปวยแตใน
ระยะทายจะแสดงอาการคลายกับการติดเชื้อแบบเรื้อรัง ระยะเวลาตั้งแตปวยจนถึงตายอาจนาน 2-11 
เดือน  ทําใหสุกรที่ติดเชื้อสามารถแพรกระจายเชื้อใหกับสุกรตัวอ่ืนไดเปนเวลานาน    และจัดเปน
กลไกที่สําคัญในการคงอยูของไวรัสในฝูงสุกร (Van Oirschot, 1999) 
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การเกิดโรค 

 โดยทั่วไปแลวสุกรติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรไดโดยการกินหรือการหายใจ 
(oronasal route) เมื่อไวรัสเขาสูรางกายเชื้อจะไปเจริญเพิ่มจํานวนที่ตอมท็อนซิล ตอจากนั้นจะแพร
เขาสูระบบเลือดและน้ําเหลืองทําใหเกิดภาวะติดเชื้อไวรัสในกระแสเลือด ซ่ึงจะตรวจพบไวรัสใน
เลือดน้ีไดหลังติดเชื้อประมาณ 12-24 ชั่วโมงหลังติดเชื้อ (สุพล, 2543) จากนั้นไวรัสจะไปเจริญและ
เพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในเซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดและหลอดน้ําเหลือง รวมท้ังเซลล 
macrophage ที่อยูในกระแสเลือดและในเนื้อเยื่อน้ําเหลือง และเซลลอิพิธีเลียมของอวัยวะภายใน
ตางๆ (Moenning, 2000) ซ่ึงจะสามารถตรวจพบไวรัสในอวัยวะภายในไดต้ังแต 48 ชั่วโมงหลังติด
เชื้อ จากนั้นไวรัสจะแพรไปยังอวัยวะตางๆ ทั่วรางกายโดยผานทางกระแสเลือดและน้ําเหลือง หลัง
ติดเชื้อประมาณ 5-6 วันจะเปนระยะที่มีปริมาณไวรัสในเลือดสูงสุดและจะเปนชวงที่สุกรเริ่มแสดง
อาการทางคลินิกใหเห็น (คูมือการปองกันและการใชวัคซีนรักษาโรคอหิวาตสุกร, 2535) ซ่ึงกอนที่
สุกรจะแสดงอาการทางคลินิกมักพบวามีการลดลงของจํานวนเม็ดเลือดขาวอยางรวดเร็ว ซ่ึงอาจลด
ลงเหลือประมาณ 9,000 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร หรือต่ํากวานั้น (สุพล, 2543) 

 เนื่องจากการติดเชื้ออหิวาตสุกรจะทําใหจํานวนเม็ดเลือดขาวของสุกรลดจํานวนลง
อยางรวดเร็ว นักวิจัยจึงมีความพยายามที่จะหาสาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงนี้ ซ่ึงจากการ
ทดลองของ Summerfield และคณะ (1998) พบวาสาเหตุสําคัญที่ทําใหจํานวนเม็ดเลือดขาวลดลง
อยางรวดเร็ว คือ ขบวนการ apoptosis ของ lymphocyte ทั้งชนิด T- และ B-lymphocyte โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในกลุม T-lymphocyte ซ่ึงพบไดทั้งชนิด CD4+ และ CD8+ T-lymphocyte การเปลี่ยนแปลงนี้
พบไดตั้งแต 2 วันหลังการติดเชื้อ โดยจํานวนเม็ดเลือดขาวจะลดลงต่ําสุดในวันที่ 7 หลังติดเชื้อ 
(Summerfield et al., 2001) 

 เมื่อทําการตรวจรอยโรคทางพยาธิวิทยามักพบวามีการฝอ (atrophy) ของ lymphoid 
organs ของสุกรอยางรุนแรง Sato และคณะ (2000) พบวาสาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พยาธิวิทยาที่สําคัญนี้ คือ ขบวนการ apoptosis ของ lymphocytes โดยเฉพาะในสวน cortex ของ 
thymus ที่พบวาถูกทําลายอยางมาก ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงนี้อาจมีความเกี่ยวของกับ cytokine ที่ทําหนา
ที่เปน mediator ที่สําคัญทําใหเกิดการ apoptosis ของ lymphatic organs  Sanchez-Cordon และคณะ 
(2002) พบวา cytokine หลายชนิดมีบทบาทสําคัญทําใหเกิด apoptosis ของ lymphocyte ใน thymus 
ของสุกรที่ติดเชื้ออหิวาตสุกรและตรวจพบการสราง tumor necrosis factor-alpha  (TNF-α) และ 
interleukine 1-alpha  (IL-1α)  โดย cytokine ทั้งสองชนิดนี้นาจะเปน mediator สําคัญที่มีบทบาทที่
ทําใหเกิด apoptosis ของ thymocytes โดยนาจะเกิดจากการทํางานรวมกันของ cytokine ทั้งสองชนิด 
นอกจากนี้ยังอาจไดรับการเสริมการทํางานจาก C1q complement component ดวย การทํางานของ 
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mediator เหลานี้และการกระตุนภาวะ apoptosis นาจะเปนกลไกสําคัญที่ทําใหเกิดรอยโรคทางพยาธิ
วิทยาที่อวัยวะดังกลาว 

 ภายหลังจากการไดรับเชื้อระบบภูมิคุมกันของสุกรจะมีการตอบสนองตอไวรัส ทั้ง
ทางดานภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (cell-mediated immunity, CMI) และภูมิคุมกันชนิดพึ่งแอนติบอดี 
(humoral immunity, HI) เนื่องจากการตรวจหาภูมิคุมกันหรือแอนติบอดีตอโรคอหิวาตสุกรไม
สามารถแยกความแตกตางระหวางภูมิคุมกันถายทอดที่ไดรับจากแมสุกรและภูมิคุมกันที่เกิดจากการ
ติดเชื้อหรือการฉีดวัคซีนได นอกจากนี้การเพิ่มขึ้นของระดับภูมิคุมกันที่สามารถใหความคุมโรคใน
สุกรไดตองใชเวลาอยางนอย 2 สัปดาห ดังนั้นปจจุบันจึงมีความสนใจศึกษาบทบาทของภูมิคุมกัน
ชนิดพึ่งเซลลในโรคอหิวาตสุกร รวมทั้งมีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดการทํางานของภูมิคุมกนัชนดิพึง่
เซลลขึ้นมาใชตรวจวัดรวมกับการตรวจวัดระดับแอนติบอดี  สันนิภา และสุดารัตน (2002) พัฒนา
วิธีตรวจวัดการทํางานของเซลลนี้ดวยวิธี ELISPOT และพบวาวิธีนี้สามารถนํามาใชในการตรวจหา 
CSFV-specific interferon-gamma (IFN-γ) secreting cells ในสุกรที่ฉีดวัคซีนอหิวาตสุกรไดตั้งแต 6 
วันหลังไดรับวัคซีน และยังสามารถตรวจพบไดจนกระทั่งถึงชวงทายของการขุน และเมื่อเร็วๆ นี้มี
รายงานการตรวจพบ  T-cells epitope ของไวรัสอหิวาตสุกร (Armengol et al., 2002) โดยพบวา 
epitope นี้ อยูระหวางกรดอะมิโนที่ 1446-1460 ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Glentorf ซ่ึง T-cells 
epitope นี้ อยูในสวน NS2-3 ของไวรัสและเปนสวนที่ conserve ในไวรัสอหิวาตสุกรดวยกัน ซ่ึงจาก
การทดลองพบวาสามารถกระตุนใหมีการสราง CSFV-specific IFN-γ ได และกระตุนใหมีการ
เสนอแอนติเจนรวมกับ major histocompatibility complex (MHC) molecule ตอ T-cells ได โดย
เฉพาะ MHC class II นอกจากนี้ยังพบวา CSFV-specific cytotoxic T-lymphocyte (CTL) ยังสามารถ 
lyse เซลลท่ี present peptide นี้ไดดวย จากการศึกษาของนักวิจัยทั้งสองกลุมแสดงใหเห็นวา การ
ทํางานของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีบทบาทสําคัญในการตอตานการเกิดโรคอหิวาตสุกร และผลจาก
การศึกษาของนักวิจัยทั้งสองกลุมนี้สามารถนํามาใชในการติดตามประเมินผลการทําวัคซีน รวมทั้ง
การพัฒนานําไปทําวัคซีนเพื่อปองกันโรคตอไป 
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การตรวจวินิจฉัยโรค 

 โรคอหิวาตสุกรเปนโรคระบาดรายแรงที่สรางความเสียหายทางเศรษฐกิจแกผูเล้ียง
สุกรเปนอยางมาก การวินิจฉัยโรคที่ถูกตองรวดเร็วจะชวยใหการควบคุมและกําจัดโรคเปนไปได
อยางมีประสิทธิภาพและลดความสูญเสียเนื่องจากการตายของสุกรไดเปนอยางมาก การวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกรสามารถแบงไดเปน การตรวจวินิจฉัยโรคเบื้องตนและการวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติ
การ เมื่อเกิดการระบาดของโรคขึ้นการวินิจฉัยเบื้องตนจะตองอาศัยขอมูลทางดานระบาดวิทยารวม
กับการสังเกตอาการ การตรวจซากภายนอกและการผาซากเพื่อตรวจดูรอยโรคของอวัยวะภายใน 
อยางไรก็ตามการวินิจฉัยโรคเบื้องตน โดยการสังเกตอาการและตรวจดูรอยโรคอาจทําใหสับสนกับ
โรคอื่นๆ ได จึงตองมีการตรวจวินิจฉัยเพิ่มเติมทางหองปฏิบัติการเพื่อหาสาเหตุที่แทจริงของโรค 

 การวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรทางหองปฏิบัติการประกอบดวย การตรวจทางจุลพยาธิ
วิทยาและการตรวจทางไวรัสวิทยา ซ่ึงเปนการตรวจวินิจฉัยยืนยันโรคที่แนนอน โดยการตรวจหา
แอนติเจนจากอวัยวะภายใน รวมกับการตรวจดูการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาและขั้นตอน    
สุดทายโดยการแยกและพิสูจนเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยง ขบวนการทั้งหมดกวาจะทราบผลตองใชเวลา
อยางนอย 1 สัปดาห ซ่ึงจัดเปนปญหาที่สําคัญสําหรับการวินิจฉัยโรคที่ตองการทราบผลอยางรวด
เร็ว นอกจากนี้การตรวจหาแอนติเจนและการแยกเชื้อรวมทั้งการดูการเปล่ียนแปลงทางจุลพยาธิ
วิทยามักใหผลลบในกรณีที่มีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง เนื่องจากไมมีการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนและไม
สามารถแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยงได (Patchimasiri et al., 2000) ทําใหการวินิจฉัยผิดพลาดไดผล
ลบปลอม ดังนั้นการหาวิธีการวินิจฉัยที่สะดวกรวดเร็วรวมทั้งมีความแมนยํานาเชื่อถือจึงมีความจํา
เปนอยางยิ่ง สําหรับนํามาใชประกอบการวางแผนการควบคุมและกําจัดโรคใหมีประสิทธิผล 

 การวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรนอกจากการตรวจเบื้องตนแลวการตรวจยืนยันทางหอง
ปฏิบัติการเปนสิ่งสําคัญที่ควรปฏิบัติควบคูกันไป ในอดีตวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรใน
ประเทศยังไมสมบูรณ จึงมีคําแนะนําใหดูการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของสมองรวมกับการ
ตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาว เนื่องจากสุกรที่ติดเชื้อนี้มักมีการเปล่ียนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของ
สมองและการลดลงของจํานวนเม็ดเลือดขาว (ประกาย, 2504) ในปจจุบันพบวาสุกรที่ปวยดวยโรค
อหิวาตสุกรมักมีการติดเชื้อแทรกซอนจากจุลชีพอ่ืนโดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงเปนสาเหตุที่ทําให
เม็ดเลือดขาวเพิ่มมากขึ้นแทนที่จะลดลง (สุพล, 2543) นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา
ของสมอง และการลดลงของเม็ดเลือดขาวสามารถพบไดเนื่องจากการติดเชื้อไวรัสอ่ืนๆ ดังนั้นใน
ปจจุบันการตรวจทั้งสองวิธีดังกลาวนี้จึงใชเพื่อประกอบการชันสูตรโรคเทานั้น 
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 ในปจจุบันวิธีการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรที่เปนมาตรฐานคือ การแยกและพิสูจน
เชื้อในเซลลเพาะเลี้ยง หรือการตรวจหาแอนติเจนของไวรัสจากเนื้อเยื่อ อยางไรก็ตามทั้งสองวิธีนี้  
ยังมีขอจํากัดที่แตกตางกันทั้งทางดานระยะเวลาและความไวในการตรวจ ซ่ึงเปนปญหาที่สําคัญตอ
การควบคุมและกําจัดโรค ดังนั้นการหาวิธีการวินิจฉัยโรคที่รวดเร็วขึ้น รวมทั้งมีความแมนยํานาเชื่อ
ถือ จึงมีความจําเปนอยางยิ่งเพื่อใชในการประกอบการวางแผนควบคุมและกําจัดโรคอหิวาตสุกร 

 ในอดีตการแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรใชวิธีฉีดเชื้อเขาสัตวทดลอง แลวสังเกตอาการ
และตรวจดูรอยโรค ซ่ึงเปนวิธีที่ใชเวลานาน มีคาใชจายสูง มีความยุงยากในการปฏิบัติ ตอมามีการ
พัฒนาเซลลเพาะเลี้ยงมาใชแทนสัตวทดลอง ซ่ึงในระยะแรกๆ เปนเซลลชนิด primary cell เชน 
primary kidney cell และ primary swine testicle cell (ST cell) ซ่ึงเซลลเหลานี้ตองเตรียมจากไตหรือ
อัณฑะสุกร มีขั้นตอนการเตรียมที่ยุงยากและไมสะดวก จึงไดมีการพัฒนาปรับปรุง cell line ที่
สามารถเพาะเลี้ยงไดไมจํากัด พบวาเซลล PK-15 ซ่ึงเปนเซลลที่ไดจากไตสุกร เปนเซลลที่มีความไว
ตอเชื้ออหิวาตสุกรมากกวาเซลลชนิด primary และสามารถนํามาใชแยกเชื้ออหิวาตสุกรไดดี 
(Mengeling et al., 1963) ตอมา Sakoda และคณะ (1998a; 1998b) ไดทําการปรับปรุงเซลลเพาะเลี้ยง 
CPK-NS และ FS-L3 ซ่ึงเปนเซลลที่ไดจากไตสุกรที่สามารถเพาะเลี้ยงไดโดยไมตองใชซีร่ัม โดย
เซลลทั้งสองนี้มีคุณสมบัติพิเศษคือ ไวรัสอหิวาตสุกรบางสายพันธุ เชนสายพันธุ GPE- ซ่ึงเปนสาย
พันธุวัคซีน สามารถทําใหเซลลทั้งสองนี้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิ (cytopathogenic effect; 
CPE) ได สามารถใชจําแนกเชื้อสายพันธุวัคซีนและสายพันธุจากประเทศญี่ปุนซึ่งไมกอใหเกิด CPE 
ได  อยางไรก็ตาม วาสนา และคณะ (2541ก) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาของเชื้อไวรัส 
อหิวาตสุกรที่แยกไดจากประเทศไทย ที่แยกไดระหวางป พ.ศ. 2531-2540 พบวาไวรัสสายพันธุทอง
ที่บางสายพันธุมีคุณสมบัติทางชีววิทยาเหมือนกับเชื้อสายพันธุวัคซีน GPE- นอกจากนี้ยังพบวา     
ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุทองที่เจริญไดดีที่สุดใน SK-6 cell line รองลงมาคือ ST, CPK, FS-L3 
และ PK-15 ตามลําดับ ดังนั้น SK-6 cell line จึงเปนเซลลที่เหมาะสําหรับนํามาใชในการแยกเชื้อ   
ไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่มากที่สุด 

 โดยปกติไวรัสอหิวาตสุกรไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิของเซลล ดังนั้น
จึงจําเปนตองมีวิธีพิสูจนเชื้อที่แยกไดจากเซลลเพาะเลี้ยง Kumagai และคณะ (1961) ไดพัฒนาวิธี 
exaltation of Newcastle disease virus (END) เพื่อใชในตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกร โดยอาศัยหลัก
การสงเสริมการเกิด  CPE  ของไวรัส  Newcastle disease virus  (NDV)  สายพันธุ Miyadera  ดวย 
ไวรัสอหิวาตสุกร ซ่ึงจะทําใหเกิด CPE ไดเร็วขึ้น โดยทําการเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกรในเซลล
เพาะเลี้ ยงชนิด  ST cell หรือ  CPK หรือ  FS-L3 นาน  4 วัน  จากนั้น เติมไวรัส  NDV สายพันธุ 
Miyadera แลวทําการเพาะเลี้ยงตออีก 3-4 วันจึงจะอานผล CPE ได ผลการตรวจจะรายงานเปน 
END+ และ END- เนื่องจากวิธีนี้ตองใชเวลานานในการตรวจและคุณสมบัติของไวรัสอหิวาตสุกร 
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แตละสายพันธุมีความแตกตางกัน  ดังนั้นจึงไมเปนที่นิยมใชในการวินิจฉัยเพื่อชันสูตรโรค วิธี END 
มักนํามาใชสําหรับศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาของเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรมากกวา (วาสนา และคณะ
, 2541ก) ตอมาไดมีการนําวิธี immunofluorescense staining ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็วกวามา
ใชในการพิสูจนเชื้อ แตวิธีนี้ตองใชกลองจุลทรรศนชนิดแสงอัลตราไวโอเลตในการอานผล ดังนั้น
จึงเหมาะสําหรับหองปฏิบัติการที่มีความพรอมทางดานเครื่องมือและอุปกรณ ตอมาไดมีการพัฒนา
วิธี immunoperoxidase รวมกับการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร เพื่อ
ตรวจหาเชื้ออหิวาตสุกรในเซลลเพาะเลี้ยง (Terpstra, 1996) วิธีนี้เปนวิธีที่ใชกันอยางแพรหลาย 
เนื่องจากเปนวิธีที่มีความถูกตองแมนยํา สามารถอานผลไดดวยตาเปลาหรือใชกลองจุลทรรศนชนิด
ธรรมดาในการอานผล 

 สําหรับการแยกและพิสูจนเชื้อจากเซลลเพาะเลี้ยง จากเนื้อเยื่อ หรือจากตัวอยาง
ของเลือดสุกรเปนวิธีมาตรฐานสําหรับการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร (OIE manual, 2000) วิธีนี้มีความ
ไวสูงแตใชเวลาในการตรวจนานกวาจะทราบผล เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรสวนใหญมักไมทําให
เกิด CPE จึงตองทําการพิสูจนเชื้อที่แยกไดโดยการทดสอบดวย fluorescent antibody test (FAT) 
หรือ immunoperoxidase test รวมกับการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี  ซ่ึงมีขั้นตอนที่ยุงยาก         
ซับซอน ไมเหมาะสําหรับการตรวจตัวอยางจํานวนมากๆ ที่ตองการทราบผลรวดเร็ว โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในระยะที่มีการระบาดของโรค 

 การตรวจหาแอนติเจนของไวรัสจากเนื้อเยื่อ โดยการยอมดวยแอนติบอดีที่ติดฉลาก
ดวยสารเรืองแสง หรือที่เรียกวาวิธี fluorescent antibody test (FAT) เปนอีกวิธีที่ใชกันอยางแพร
หลาย  เนื่ องจากทํ าได ง ายสะดวกรวดเร็ว  สามารถทราบผลการตรวจได ใน  1-2 ชั่ วโมง                 
(Van Oirschot, 1999) อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอจํากัดในดานความไวของการตรวจ ซ่ึงบางครั้งอาจให
ผลลบปลอม นอกจากนั้นวิธีนี้ยังสามารถเกิดปฏิกริยาขามกับไวรัสในกลุมเดียวกันได จึงควรมีการ
ตรวจยืนยันผลการตรวจดวยการแยกเชื้อไวรัสจากเซลลเพาะเลี้ยงทุกครั้ง นอกจากนี้สุกรที่ไดรับ
วัคซีนยังสามารถตรวจพบแอนติ เจนของไวรัสที่ท็อนซิลไดดวยวิ ธีนี้ น านถึง  2 สัปดาห               
(OIE manual, 2000) 

 การตรวจหาแอนติเจนของไวรัสนอกจากการตรวจดวยวิธี FAT แลวยังสามารถใช
วิธี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) มาใชตรวจแอนติเจนจากตัวอยางเนื้อเยื่อหรือ
เลือด เปนวิธีที่พัฒนามาเพื่อใชตรวจคัดกรอง (screening test) การติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกร โดย
เฉพาะในชวงที่กําลังมีการระบาดของโรค เปนวิธีที่สามารถนําเครื่องมืออัตโนมัติเขามาชวยทําให
สามารถตรวจตัวอยางไดเปนจํานวนมาก มีความสะดวกและรวดเร็วสามารถทราบผลไดภายใน 36 
ช่ัวโมง อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอจํากัดในเรื่องความไวในการตรวจที่ต่ํากวาวิธีการแยกเชื้อ (Paton et 
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al., 2000a) ความจําเพาะของวิธีนี้เปนขอจํากัดอีกอยางที่มักใหผลบวกปลอมสูง โดยเฉพาะในตัว
อยางเลือด (Van Oirschot, 1999; Too and Seneque, 2002)  

 การตรวจหาภูมิคุมกันหรือแอนติบอดีตอโรคอหิวาตสุกรสามารถทําไดหลายวิธี 
การตรวจหา neutralizing antibody ดวยวิธี fluorescent antibody virus neutralization test (FAVN) 
(OIE manual, 2000) เปนวิธีหนึ่งที่นิยมปฏิบัติกัน ซ่ึงเปนการนําซีร่ัมมา neutralize กับไวรัสอหิวาต
สุกร แลวทําการตรวจหาไวรัสที่เหลือดวยสารเรืองแสงรวมกับการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร การอานผลระดับแอนติบอดีอานไดจากความเจือจางสูงสุดที่สามารถ 
neutralize ไวรัสไดหมด ซ่ึงการอานผลของวิธีนี้ตองใชกลองจุลทรรศนชนิดแสงอัลตราไวโอเลต จึง
ไมเหมาะกับหองปฏิบัติการที่ไมมีความพรอมดานอุปกรณ Parchariyanon และคณะ (1997) ได
พัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี neutralizing peroxidase-linked assay (NPLA) ซ่ึงมีวิธีการ
เชนเดียวกับวิธี FAVN แตการตรวจหาไวรัสใช immunoperoxidase รวมกับการใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จําเพาะ ซ่ึงเปนวิธีที่มีความสะดวกกวาวิธี FAVN มากสามารถอานผลไดดวยตาเปลา
หรือดวยกลองจุลทรรศนชนิดธรรมดา จึงเปนวิธีที่ใชกันอยางแพรหลายในปจจุบัน และใชเปนวิธี
มาตรฐานในการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้ออหิวาตสุกรในประเทศ ถึงแมวาทั้งสองวิธีนี้มี
ความไวสูงแตใชเวลาในการตรวจคอนขางนาน และมีขั้นตอนที่ยุงยากไมเหมาะสําหรับการตรวจตัว
อยางจํานวนมากๆ ปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี ELISA ซ่ึงสามารถตรวจ
ตัวอยางไดจํานวนมากและทราบผลภายในวันเดียว แตวิธีนี้มีขอจํากัดในดานความไวในการตรวจ   
มีความไวต่ํากวาเมื่อเทียบกับการตรวจดวยวิธี NPLA (Depner and Porntrakulpipat, 2000) 

 ในประเทศที่มีการระบาดของโรคอหิวาตสุกรอยูเปนประจําและมีการใชวัคซีนเพื่อ
ควบคุมและปองกันโรค การตรวจหาแอนติบอดีไมสามารถนํามาใชในการวินิจโรค และกวาจะ
ตรวจพบการสรางแอนติบอดีตองใชเวลาอยางนอยนานถึง 2 สัปดาหขึ้นไปหลังจากที่สุกรไดรับเชื้อ 
(Moenning, 2000) นอกจากนี้วิธีทางหองปฏิบัติการยังไมสามารถแยกวาแอนติบอดีที่ตรวจพบเกิด
จากการไดรับวัคซีนหรือจากการติดเชื้อ ในประเทศไทยมีการนําวิธีการตรวจหาระดับแอนติบอดี  
มาใชประโยชนในดานการเฝาระวังและติดตามสถานการณของโรคภายในฟารมหรือติดตาม
ประเมินผลทั้งกอนและหลังการฉีดวัคซีน เพื่อใหการควบคุมและปองกันโรคอหิวาตสุกรเปนไป
อยางมีประสิทธิผลสูงสุด 
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 สําหรับประเทศไทยวิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการที่ใชในการตรวจวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกรในปจจุบัน บางวิธีมีความสะดวกรวดเร็วแตมีขอจํากัดในดานความไวในการตรวจ    
บางวิธีมีความไวสูงแตมีขั้นตอนที่ยุงยากและตองใชเวลานานในการตรวจ ซ่ึงสิ่งเหลานี้เปนปญหาที่
สําคัญของการวินิจฉัยโรคที่ตองการทราบผลการตรวจอยางรวดเร็ว ดังนั้นการหาวิธีตรวจวินิจฉัย
โรคท่ีสะดวกรวดเร็ว แมนยํา รวมทั้งมีความจําเพาะและความไวในการตรวจสูง จึงมีความจําเปน
อยางยิ่ง เพื่อใหการวางแผนควบคุมกําจัดโรคและลดความสูญเสียมีประสิทธิภาพสูงสุด  

 

วิธี RT-PCR และการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกร 

 ไดมีการศึกษาวิจัยอยางตอเนื่องในเรื่องการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยและจําแนก
ไวรัสอหิวาตสุกร เพื่อใหไดวิธีที่มีความถูกตองแมนยํา เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรอยูในกลุม 
Pestivirus และมีไวรัสอีกสองชนิดที่เปนสมาชิกในกลุม คือ BVDV และ BDV เชื้อทั้งสามชนิดมี
ลักษณะทางดานรูปรางและความเปนแอนติเจนที่ใกลชิดกันมาก (Taylor, 1999) เนื่องจากโครงสราง
ของโปรตีนที่อยูบริเวณเปลือกหุมที่ถือวาเปนแอนติเจนที่สําคัญของไวรัสเหลานี้มีความคลายคลึง
กันมาก ดังนั้นการวินิจฉัยและจําแนกชนิดของไวรัสอหิวาตสุกรจึงตองใชวิธีที่มีความจําเพาะสูง   
วิธีทางชีววิทยาโมเลกุลจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่นิยมนํามาใช เนื่องจากสามารถตรวจแยกชนิดของเชื้อไว
รัสไดโดยใชความแตกตางทางดานพันธุกรรมของไวรัสโดยตรง จากความรูทางดานการจัดเรียง
ลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร BVDV และ BDV (Collett et al., 1988; Meyers et al., 
1989; Ishikawa et al., 1995; Becher et al., 1998) ทําใหทราบถึงความแตกตางของไวรัสในกลุมนี้ได  

 วธีิ reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) ซ่ึงเปนการตรวจหา
สารพันธุกรรมของไวรัสโดยตรงไดถูกนํามาใชในการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร โดยสามารถตรวจ
สอบสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรไดหลายๆ สายพันธุ โดยมีเปาหมายที่บริเวณ 5'NCR, 
NS2-3, E2 และ NS5B (Boye et al., 1991; Katz et al., 1993; Harding et al., 1994) RT-PCR เปนวิธี
ที่มีความไวและความจําเพาะสูง ทราบผลการตรวจไดภายในวันเดียว จึงเปนประโยชนตอการ
วินิจฉัยเพื่อการควบคุมและปองกันการแพรระบาดของโรค นอกจากนี้การใช RT-PCR เพียงวิธีเดียว
หรือ  RT-PCR รวมกับการใช เทคนิคอื่น  เชน  RT-nested-PCR, hybridization probe, restriction 
fragment length polymorphisms (RFLPs), multiplex RT-PCR และ DNA sequencing สามารถนํา
มาใชในการจําแนกสายพันธุของไวรัสไดอยางแมนยํายิ่งขึ้น (Hofmann et al., 1994; Vilcek et al., 
1994; Canal et al., 1996; Harding et al., 1996; Sandvik et al., 1997) ซ่ึงจะทําใหทราบถึงสาเหตุที่
แทจริงของการระบาดและนําไปใชประกอบการวางแผนควบคุมและกําจัดโรคนี้ตอไป 
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 ในชวงเวลาที่ผานมามีนักวิจัยหลายกลุมไดพัฒนาวิธี RT-PCR ขึ้นมาใชสําหรับการ
ตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกร โดยมีเปาหมายในการตรวจสอบสารพันธุกรรมในสวนตางๆ ของจีโนม
ไวรัส Liu และคณะ (1991) ไดนําวิธี RT-PCR มาใชในการตรวจโรคอหิวาตสุกรจากตัวอยางเนื้อเยื่อ
และเลือดโดยมีเปาหมายในการตรวจหาสารพันธุกรรมในสวน Erns พบวาไพรเมอรที่ใชในการตรวจ
มีความไวไมสูงมากนัก  แตอยางไรก็ตามสามารถเพิ่มความไวในการตรวจนี้ไดดวยการทํา           
RT-nested-PCR และการใชเทคนิค hybridization ดวย probe ที่จําเพาะตอเชื้ออหิวาตสุกร Katz และ
คณะ (1993) สามารถจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ไดโดยใชเทคนิค RT-nested-PCR โดย
ใชไพรเมอรจํานวน  4  คูที่จําเพาะตอสวน  5'NCR และ E2 ยีน  และสามารถจําแนกความแตกตาง
ของไวรัสทั้งสองชนิดนี้ไดโดยวิธี nested-PCR ถึงแมวาวิธี RT-nested-PCR และ hybridization      
จะสามารถตรวจและจําแนกชนิดไวรัสนี้ได และยังสามารถเพิ่มความไวของเทคนิคการตรวจไดแต
เปนวิธีที่มีความยุงยากตองใชเครื่องมือพิเศษและใชเวลาในการตรวจนานขึ้น นอกจากนี้ยังอาจเกิด
ปญหาเรื่องการปนเปอนของผลิตภัณฑได เนื่องจากเปนการทํา PCR ถึงสองครั้ง 

 Ridpath และคณะ (1993) ไดทําการตรวจหา BVDV และไวรัสอหิวาตสุกรดวยวิธี 
RT-PCR และทําการจําแนกไวรัสดวยเทคนิค hybridization probe โดยมีเปาหมายในการตรวจที่
บริเวณ 5'NCR ของไวรัส พบวาวิธีนี้ไมสามารถจําแนก BVDV จากไวรัสอหิวาตสุกรไดเนื่องจาก 
probe ที่ใชสามารถจับกับไวรัสอหิวาตสุกรดวย ดังนั้นจึงไมเหมาะที่จะนํามาใชในการจําแนกเชื้อ 
ไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV 

 Wirz และคณะ (1993) พัฒนาวิธี RT-PCR โดยไมตองทําการแยกสกัดสารพันธุ
กรรมของไวรัส โดยการนําตัวอยางเนื้อเยื่อและเซลลเพาะเลี้ยงไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียสนาน 5 นาที แลวนําไปทํา RT-PCR ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกและงาย โดยมีเปาหมายในการตรวจ
หาสารพันธุกรรมของไวรัสในสวน  5'NCR และ NS5A ยีน  พบวา ไพรเมอรจากสวน  5'NCR 
สามารถใชตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสไดดีกวาโดยเฉพาะในตัวอยางเนื้อเยื่อ อยางไรก็ตาม
เนื่องจากผลิตภัณฑที่ไดจากไพรเมอรคูนี้มีขนาดคอนขางเล็ก คือยาวเพียง 74 bp ทําใหมีความยุงยาก
ในการตรวจสอบ นอกจากนี้ความรอนสูงที่ใชในการแยกสกัดสารพันธุกรรมชนิด RNA อาจไป
ทําลายโครงสรางสารพันธุกรรมของไวรัสได Canal และคณะ (1996) พบวาการแยกสกัดสาร    
พันธุกรรมดวยความรอนนี้ทําใหความไวในการตรวจลดลง 10 เทา 

 Vilcek และคณะ (1994) ไดพัฒนาวิธี การตรวจและจําแนกไวรัสในกลุม Pestivirus 
ดวยวิ ธี  RT-PCR รวมกับวิ ธี  RFLPs โดยออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะตอสวน  5'NCR ของ 
Pestivirus เพื่อใหไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I และ Ava I ที่
สามารถใชในการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรจาก  Pestivirus อ่ืนๆ  ได  ทําการเพิ่มจํานวนสาร         
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พันธุกรรมที่สกัดแยกไดจากตัวอยางดวยไพรเมอรที่ออกแบบ จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดจากการเพิ่ม
จํานวนเหลานั้นมาทําการวิเคราะหในเจลโดยวิธี gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบวาไดสาร     
พันธุกรรมที่ตองการหรือไม จากนั้นจึงทําการจําแนกชนิดของไวรัสดวย RFLPs ทําการตัดชิ้นสวน 
DNA ที่ผานการเพิ่มจํานวนแลวนั้นดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I และ Ava I จากนั้นตรวจดูรูปแบบ
การตัดดวย  gel electrophoresis   พบวาเอนไซม Bgl I จะตัดเฉพาะลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกร
เทานั้น สวนเอนไซม Ava I สามารถตัดลําดับเบสของ BVDV ไดทุกสายพันธุและตัดลําดับเบสของ     
ไวรัสอหิวาตสุกรและ BDV ไดบางสายพันธุเทานั้น จากรูปแบบการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะที่
แตกตางกันดังกลาว ดังนั้นจึงสามารถใชวิธี RFLPs นี้ในการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรและไวรัสอื่นๆ 
ในกลุม Pestivirus ไดสําเร็จ 

 นอกจากนี้ Vilcek และคณะ (1994) ยังไดทดสอบความสามารถของไพรเมอรที่
จําเพาะตอสวน 5'NCR นี้กับไพรเมอรอ่ืนๆ ท่ีเคยมีรายงานมากอน พบวาไพรเมอรนี้สามารถตรวจ
ไดทุกตัวอยางเชื้อและตั้งชื่อไพรเมอรคูนี้วา 324 และ 326 ซ่ึงจะใหผลิตภัณฑ PCR ขนาด 284 bp ซ่ึง
เปนขนาดที่งายตอการตรวจสอบ เปนที่นาสังเกตวาตําแหนงของ reverse primer หรือไพรเมอร 326 
ซ่ึงครอบคลุมในสวนที่เปน initiation codon ของ CSFV-ORF ไว และมีความใกลเคียงกันมากกับ
ไพรเมอรที่เคยมีรายงานโดย Boye และคณะ (1991), Katz และคณะ (1993) และ Hofmann และ
คณะ (1994) ไพรเมอรคูนี้ไดรับการออกแบบจากบริเวณลําดับที่ เหมือนกันของไวรัสในกลุม 
Pestivirus ถึง 36 ชนิด จึงสรุปไดวาบริเวณนี้เปนบริเวณที่จําเพาะตอไวรัสในกลุม Pestivirus ในการ
ศึกษานี้ยังไดทําการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการทํา annealing พบวาแตละอุณหภูมิ 
ใหผลไมแตกตางกัน และเมื่อเปรียบการสรางสาย cDNA จาก reverse primer กับ random primer 
พบวาใหผลไดไมแตกตางกัน ดังนั้นจึงนาจะนําไพรเมอรคูนี้มาประยุกตใชสําหรับการทํา one-step 
RT-PCR ได ซ่ึงจะชวยลดขั้นตอนในการปฏิบัติงานลงได 

 Hamel และคณะ (1995) ไดนํา one-tube RT-PCR assay หรือ one-step RT-PCR มา
ใชในการตรวจหาเชื้อ BVDV จากสิ่งสงตรวจ โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอสวน 5'NCR ซ่ึงเปนที่นา
สังเกตวา forward primer ที่ใชในการศึกษานี้มีตําแหนงที่ใกลเคียงกับไพรเมอร 324 ที่ Vilcek และ
คณะ (1994) เคยรายงานไว นอกจากนี้ยังพบวาสามารถนําวิธีนี้ไปใชตรวจตัวอยาง nasal swab และ
ซีร่ัมที่มีไวรัสปริมาณนอยๆได ดังนั้นวิธีนี้นาจะนําไปใชตรวจตัวอยางจากสุกรที่มีชีวิตได โดย
เฉพาะการตรวจสุกรกอนนําเขารวมฝูงซ่ึงอาจมีการติดเชื้อแบบเรื้อรังหรือแบบแอบแฝงที่ยังไม
แสดงอาการปวยใหเห็น ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการปองกันการแพรระบาดของโรค นอกจากนี้วิธีนี้
ยังเปนการทําปฏิกริยาทั้งขั้นตอนการสรางสาย cDNA และการเพิ่มจํานวนดวย PCR ในปฏิกริยา
เดียวกัน ซ่ึงจะชวยลดขั้นตอนและรนระยะเวลาในการตรวจใหเร็วขึ้น นอกจากนั้นยังชวยลดปญหา
การปนเปอนระหวางปฏิกริยาได 
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 Canal และคณะ (1996) นําวิธี  multiplex RT-PCR  มาใชในการตรวจและจําแนก
ไวรัสอหิวาตสุกรจากไวรัสในกลุม Pestivirus ดวยไพรเมอรจํานวน 3 เสนที่จําเพาะตอสวน 5'NCR 
โดยทําปฏิกริยาในหลอดเดียวกัน ซ่ึงจะไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดตางกันและสามารถแยกไวรัส
ทั้งสองนี้ได อยางไรก็ตามพบวา reverse primer ที่เรียกวา pan-reactive primer นี้ไมมีความจําเพาะ 
เนื่องจากสามารถทําปฏิกริยากับเชื้อ hepatitis C virus (HCV) ดวย และความไวของวิธีไมสูงนักตอง
ทําการเพิ่มจํานวนไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงกอน จึงไมเหมาะที่จะนํามาประยุกตใชในการวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกร 

 ในป 1998 Vilcek และคณะ เปรียบเทียบความสามารถในการตรวจสอบหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสอหวิาตสุกรดวยไพรเมอรที่จําตอสวนตางๆ พบวาไพรเมอรที่จําเพาะตอ E2 ยีน
ใหปริมาณผลิตภัณฑ PCR มากที่สุดเมื่อเทียบกับไพรเมอรที่จําเพาะตอสวน 5'NCR (324/326) และ 
NS5B ตามลําดับ Vilcek และ Belak (1998) รายงานการใชไพรเมอร 324 และ 326 ในการตรวจ    
ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุจากยุโรปและไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรได Fuqing และคณะ 
(2000) ทําการเปรียบเทียบความสามารถของไพรเมอรที่จําเพาะตอสวนตางๆ ของจีโนมของไวรัส 
อหิวาตสุกร พบวาไพรเมอร 324 และ 326 ที่จําเพาะตอสวน 5'NCR สามารถตรวจสอบตัวอยาง
เนื้อเยื่อสุกรที่ติดเชื้ออหิวาตสุกรไดจํานวนมากกวาไพรเมอรที่จําเพาะตอ E2 ยีน ซ่ึงใหผลตรงกันกับ
การศึกษาของ สรินนา (2544) Sakoda และคณะ (1999) พบวาสามารถใชไพรเมอร 324 และ 326 ใน
การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในประเทศญี่ปุนและเชื้อจากประเทศไทย
สายพันธุ CRB/93 ที่เคยมีรายงานวาไมสามารถตรวจไดดวยไพรเมอรที่รายงานโดย Wirz และคณะ 
(1993) Paton และคณะ  (2000a) ไดทําการเปรียบเทียบการตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรดวยวิธี        
RT-PCR จากหองปฏิบัติการตางๆ พบวาไพรเมอรที่จําเพาะตอสวน 5'NCR และ NS5B เปนบริเวณ
ที่เหมาะสําหรับใชในการตรวจสอบหาไวรัสอหิวาตสุกรมากที่สุด 

 จากการศึกษาที่ผานมาจึงกอใหเกิดแนวคิดที่จะประยุกตนําเอาวิธี one-step RT-
PCR รวมกับการใชเทคนิค RFLPs มาใชในการตรวจและจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรในประเทศไทย 
ซ่ึงเคยมีรายงานวาเชื้อที่แยกไดในประเทศมีความหลากหลายมาก (Parchariyanon et al., 2000a; 
2000b) โดยการประยุกตนําเอาวิธี one-step RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 ที่จําเพาะตอ
สวน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรรวมกับการใชเทคนิค RFLPs ตามวิธีของ Vilcek และคณะ 
(1994) มาใชในการตรวจและจําแนกไวรัส โดยเชื่อวาวิธีนี้เปนวิธีที่มีความสะดวกรวดเร็ว สามารถ
ตรวจตัวอยางจํานวนมากๆ และยังสามารถตรวจตัวอยางจากสุกรที่มีชีวิตได ซ่ึงจะเปนประโยชนตอ
การควบคุมและปองกันการระบาดของโรคในประเทศ 



บทที่  3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 

1. เชื้อไวรัสท่ีใชในการศึกษา 

1.1 เชื้อไวรัสสายพันธุอางอิง 

 ไวรัสอหิ วาต สุ กรสายพันธุ  ALD และ  GPE- เชื้ อ  bovine viral diarrhea virus 
(BVDV) สายพัน ธุ  Oregon และ  Nose และเชื้อ  Japanese encephalitis virus (JEV) ได รับความ
อนุเคราะหจาก National Institute of Animal Health (NIAH) ประเทศญี่ปุน  

 นําไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และ GPE- มาทําการเพาะเลี้ยงในเซลลเพาะ
เล้ียง SK-6 และตรวจสอบเชื้อดวย immunoperoxidase test สําหรับเชื้อ BVDV นํามาทําการเพาะ
เล้ียงในเซลลเพาะเลี้ยง bovine testicle cells (BT cells) และตรวจดูการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ
ของเซลลหลังทําการเพาะเลี้ยง สวนเชื้อ JEV นํามาทําการสกัดแยกสารพันธุกรรมของไวรัสและ
ตรวจสอบดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเชื้อ JEV 

 ตัวอยาง  cDNA ของเชื้อโรคปากและเทาเปอย  (foot and mouth disease virus; 
FMDV) ไทป O, A และ Asia I ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยโรคปากและเทาเปอย จังหวัด
นครราชสีมา  

 ไวรัสโรคพิษสุนัขบาเทียม  หรือ Aujeszky's disease (pseudorabies virus; PRV) 
และเชื้อ porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) สายพันธุ European และ 
American ได รับความอนุ เคราะหจาก  National Veterinary Service Laboratory ประเทศสหรัฐ
อเมริกา  

 ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ PRV ในเซลลเพาะเลี้ยง SK-6 และตรวจสอบเชื้อดวย indirect 
fluorescent antibody test (IFA test) โดยใช Mab ที่จําเพาะตอเชื้อ PRV (สถาบันสุขภาพสัตวแหง
ชาติ กรมปศุสัตว) สวนเชื้อ PRRSV สายพันธุ European และ American ทําการสกัดแยกสารพันธุ
กรรมของไวรัสและทดสอบดวย RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  PRRSV 
(Damrongwatanapokin et al., 1996) 
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1.2 เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกร 

 เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรจํานวน  9 สายพันธุ คือ GPE- (Porcilis®, Intervet, 
India) Thiverval (Coglapest®, Sanofi Animal Health, Hungary) CL Chinese (Pestiffa®, Merial, 
France) Chinese (Pest-Vac®, Fort Dodge Saude Animal, Brazil) Lapinized Chinese (กองผลิตชีว
ภัณฑ  กรมปศุสัตว จังหวัดนครราชสีมา) LOM (Green Cross Veterinary Product, Korea) GPE- 

(BSL-HC®, Bestar, Singapore) PAV-250® และ WPE-/Th   (สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ   กรม
ปศุสัตว) 

1.3 เชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่  

 เชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่ใชในการศึกษาเปนเชื้อที่แยกไดจากซีร่ัมและเนื้อเยือ่บดของ
สุกรปวยจากทองที่ตางๆ ทั่วประเทศระหวางป พ.ศ. 2531-2544 เชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุ KPP/93 ที่
ทําใหเกิดโรคแบบเรื้อรัง ซ่ึงไดทําการแยกและพิสูจนเชื้อดวย immunoperoxidase test ที่สถาบันสุข
ภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว รวมทั้งตัวอยางเชื้อที่ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักเทคนิคและ
วิชาการสัตวเล้ียง บริษัทเครือเจริญโภคภัณฑ กรุงเทพมหานคร รวมทั้งส้ิน 50 ตัวอยางเชื้อ โดย 21 
ตัวอยางเชื้อ เปนเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2531-2540 ซ่ึงไดผานการ cloning และไดทําการศึกษา 
genogroups ไ ว แ ล ว  (Parchariyanon et al., 2000a; 2000b) จํ า น ว น  5 subgenogroups แ ล ะ  3 
subgenogroup ยอย สวนอีก 29 ตัวอยางเปนตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยที่แยกเชื้อ     
ไวรัสอหิวาตสุกรในระหวางป พ.ศ. 2540-2544 รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 3.1 และ 3.2 

 

2. เซลลเพาะเลี้ยง 

 เซลลเพาะเลี้ยงที่ใชคือเซลลไตสุกร (SK-6) และเซลลเพาะเลี้ยงจากอัณฑะโค 
(bovine testicle cells; BT) โดยนํามาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Eagle's minimum 
essential medium (MEM) ที่มี  bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอเชื้อ 
BVDV อยูรอยละ 5 แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

 

 

 



 28

ตารางที่ 3.1 แสดงตัวอยางเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดระหวางป พ.ศ. 2531-2540 ที่มีการศึกษา 
genogroups แลว จํานวน 21 ตัวอยาง (Parchariyanon et al., 2000b) 
 

Genogroups หมายเลข Case เชื้อท่ีแยกได จังหวัดท่ีตรวจพบ 
1.1 1272/31 RBR/88 ราชบุรี 

 - KPP/93 กําแพงเพชร 
 360/36 NKR/93 นครราชสีมา 

1.2 687/37 CRB/94 ชลบุรี 
 686/34 BKK/91 กรุงเทพมหานคร 
 - Thai Hot กรุงเทพมหานคร 

1.3 1270/31 BKK/88 กรุงเทพมหานคร 
 27/31 NKP/88 นครปฐม 
 852/34 CRB/91 ชลบุรี 

2.2 1509/39 CRB/96 ชลบุรี 
 394/40 KKN/97 ขอนแกน 
 138/40 KKN/97 ขอนแกน 

3.3.1 412/37 NKR/94 นครราชสีมา 
 461/38 NKP/95 นครปฐม 
 6/36 CRB/93 ชลบุรี 

3.3.2 1691/39 RBR/96 ราชบุรี 
 683/37 NKP/94 นครปฐม 
 483/38 RBR/95 ราชบุรี 

3.3.3 520/38 NKP/95 นครปฐม 
 86/40 CCS/97 ฉะเชิงเทรา 
 1678/39 NKS/96 นครสวรรค 
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ตารางที่ 3.2 แสดงตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยที่แยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรไดใน
ระหวางป พ.ศ. 2540-2544 จํานวน 29 ตัวอยาง 
 

หมายเลข Case จังหวัดท่ีตรวจพบ หมายเลข Case จังหวัดท่ีตรวจพบ 
1546/40 เชียงใหม 423/44 นครนายก 
186/41 เชียงใหม 614/44-1 นครปฐม 
425/42 พัทลุง 614/44-2 นครปฐม 

SW99-PM0076* นครราชสีมา 621/44 ชลบุรี 
SW99-PM1547* อุตรดิตถ 625/44 กาญจนบุรี 
SW99-PM0175* - 663/44 สระบุรี 
SW00-PM2439* พัทลุง 690/44 กาญจนบุรี 
SW00-PM3190* ยะลา 762/44 ฉะเชิงเทรา 
SW00-PM7100* - 796/44 ประจวบคีรีขันธ 
SW00-PM7091* ฉะเชิงเทรา 818/44 (NKP/01) นครปฐม 
SW00-PM6672* ปราจีนบุรี 1260/44 นครปฐม 

905/43 ชลบุรี 1768/44 นครปฐม 
15/44-1 นครปฐม 1769/44 นครปฐม 
15/44-2 นครปฐม 1784/44 ชลบุรี 
410/44 ชลบุรี   

 
หมายเหตุ: * = ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักเทคนิคและวิชาการสัตวเล้ียง   บริษัทเครือ
เจริญโภคภัณฑ  
  -  = ไมทราบประวัติ 
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วิธีการ 

1. การเตรียมตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด 

 นําตัวอยางอวัยวะภายในจากสุกรปวยที่ติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกร เชน ตอมท็อนซิล 
ตอมน้ําเหลือง ปอด หัวใจ ตับ มาม ลําไสเล็ก และสมอง มาเตรียมใหเปนรอยละ 10 ของเนื้อเยื่อ โดย
ตัดชิ้นเนื้อเปนชิ้นเล็กๆ ใสในโกรงที่มีทรายที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว บดใหละเอียดและเติม 
phosphate buffered saline (PBS) ที่ปลอดเชื้อจํานวน 10 มิลลิลิตร ปนแยกที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ตอนาที นาน 30 นาที เก็บสวนใส แลวเติมยาปฏิชีวนะที่มีองคประกอบของ เจ็นตาไมซิน เพ็นนิซิล
ลินและสเตร็ปโตไมซิน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้นเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ -30 องศา
เซลเซียส รอทําการแยกเชื้อตอไป 

 นําตัวอยางเลือดที่แข็งตัวไปปนแยก เก็บสวนที่เปนซีร่ัมและแชแข็งที่อุณหภูมิ -30 
องศาเซลเซียส 

 

2. การเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ในเซลลเพาะเลี้ยง 

2.1 การเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกร 

 นําไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ที่เขมขนมาทําใหเจือจางเปน 10 เทาในอาหาร
เล้ียงเซลลที่มี bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอ BVDV จากนั้นนําไปเติม
ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 ตารางเซ็นติเมตร ที่มีเซลล SK-6 เจริญเต็มพื้นผิวขวด แลวนําไปบมใน 
carbondioxide (CO2) incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง หลังจากนั้นใชปเปต
ดูดไวรัสที่ไมถูก absorb ออกแลวลางดวย PBS 2-3 คร้ัง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล และนําไปบม
ตออีกนาน 4 วัน เมื่อทําการเพาะเลี้ยงไวรัสครบ 4 วัน นําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส
และนํามาละลายทันที ทําซ้ําเชนนี้ 2 คร้ัง จากนั้นนําสารละลายทั้งหมดไปทําการปนที่ความเร็ว 
2,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10-15 นาที เก็บสวนใส แชแข็งที่อุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียสเพื่อใชในการทดสอบตอไป 
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2.2 การเพาะเลี้ยง BVDV  

 นําเชื้อ BVDV สายพันธุ Oregon และ Nose มาทําการเพาะเลี้ยงในเซลลเพาะเลี้ยง 
bovine testicle cells โดยมีขั้นตอนและวิธีการเชนเดียวกับการเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกร แตเนื่อง
จาก BVDV ทั้งสองสายพันธุนี้ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลล จึงสามารถ
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลลไดหลังจากเพาะเลี้ยงไวรัสเปนเวลา 2-3 วัน 
 

3. การตรวจหาปริมาณไวรัสดวย immunoperoxidase test 

 ทําการเจือจางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอางอิง ALD คร้ังละ 10 เทา ในอาหารเลี้ยง
เซลลชนิด MEM ที่มี bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอเชื้อ BVDV อยูรอย
ละ 5 ตั้งแตความเจือจางที่ 10-1 ถึง 10-7 เติมไวรัสแตละความเจือจางลงในเพลทเพาะเลี้ยงเซลลชนิด 
96 หลุม ที่มีเซลล SK-6 เจริญเต็มพื้นผิวแลว โดยเติมไวรัสแตละความเจือจาง 100 ไมโครลิตรตอ
หลุม โดยทําซ้ํา 8 หลุมตอความเจือจาง จากนั้นนําเพลทไปบมใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 5 วัน 

 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงไวรัสครบ 5 วัน นําเพลทเพาะเลี้ยงไปทําการยอมสีเพื่อตรวจ
หาปริมาณไวรัส โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี้  

3.1 นําเพลทมาสะบัดน้ําเลี้ยงเซลลออกใหหมด แลวตรึง (fix) เซลลเพาะเลี้ยงดวยสาร
ละลายรอยละ 4 ของ formalin ใน PBS ที่มี tween 20 อยูรอยละ 0.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร วางไว
ที่อุณหภูมิหองนาน 15-30 นาที  

3.2 สะบัดเพลทใหสารละลายในเพลทออกใหหมด แลวลางเพลทดวย PBS ที่มี tween 
20 อยูรอยละ 0.5 หลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง เคาะเบาๆ เพื่อใหเพลทแหง 

3.3 เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร (สถาบันสุขภาพสัตว
แหงชาติ กรมปศุสัตว) โดยทําการเจือจางในสารละลายรอยละ 1 ของ bovine serum albumin (BSA) 
ใน PBS ที่มี tween 20 อยูรอยละ 0.5 ในอัตราสวน 1 สวน ตอ 10 สวน โดยเติมทุกหลุมๆ ละ 50 
ไมโครลิตร วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง 

3.4 ทําซ้ําขั้นตอนที่ 3.2 

3.5 เ ติ ม  peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins (DAKO, 
Denmark) โดยทําการเจือจางในสารละลายรอยละ 1  ของ bovine serum albumin (BSA) ใน PBS ที่
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มี tween 20 อยูรอยละ 0.5 ในอัตราสวน 1 สวนตอ 500 สวน โดยเติมทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
วางไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง 

3.6 ทําซ้ําขั้นตอนที่ 3.2 

3.7 เติมสารละลาย substrate ที่ประกอบดวย AEC solution, acetate buffer และรอยละ 
30 ของ hydrogen peroxide ในอัตราสวน  1 มิลลิลิตร ตอ 19 มิลลิลิตร และ 20 ไมโครลิตร ตาม
ลําดับ โดยเติมทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที  

3.8 สะบัดเพลทใหสารละลายในเพลทออกใหหมด แลวลางเพลทดวยน้ําและสะบัด
เพลทใหแหงสนิท 

3.9 อานผลดวยตาเปลาหรือดูดวยกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับเซลลเพาะเลี้ยงที่ไม
ไดเติมไวรัส แลวคํานวณหาจํานวนไวรัสดวยวิธีของ Reed และ Muench (1938) 
 

4. การแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเซลลเพาะเลี้ยงและการพิสูจนเชื้อดวย immunoperoxidase test 

 ทําการเจือจางตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยที่ติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกร
คร้ังละ 10 เทา ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด MEM ที่มี bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและ
แอนติบอดีตอเชื้อ BVDV รอยละ 5 ตั้งแตความเจือจางที่ 10-1 ถึง 10-3 เติมแตละความเจือจางลงใน
เพลทเพาะเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม ที่เพาะเลี้ยงเซลล SK-6 ไวเจริญเต็มพื้นผิวแลว โดยเติมความเจือ
จางละ 4 หลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําเพลทไปบมใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 5 วัน 

 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงไวรัสครบ 5 วัน นําเพลทเพาะเลี้ยงไปทําการยอมสีเพื่อตรวจ
หาไวรัส โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรและ peroxidase-conjugated 
rabbit anti-swine immunoglobulins (DAKO, Denmark) โดยมีขั้นตอนดังที่ไดกลาวไวในขางตน 
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5. การสกัดแยกสารพันธุกรรมของไวรัส (RNA extraction) 

 สกัดแยกสารพันธุกรรมของไวรัสจากตัวอยางซีร่ัม เนื้อเยื่อบดและน้ําเลี้ยงเซลล
โดยใช  TriPure™ isolation reagent (Boehringer Mannheim, USA) ซ่ึ ง เป น  monophasic solution 
ของ phenol และ guanidine thiocyanate โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี้ 

5.1  เติมตัวอยางจํานวน 250 ไมโครลิตร ใน  microtube 

5.2 เติม TriPure™ จํานวน 750 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และตั้งไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 5 นาที 

5.3  เติม chloroform จํานวน 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันดี วางไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 2-15 นาที และนําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที  

5.4 ใชปเปตดูดเก็บ aqueous phase ใสใน microtube หลอดใหม  

5.5 เติม iso-propanol จํานวน 500 ไมโครลิตร แลววางไวบนน้ําแข็งนาน 15 นาที และ
นําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

5.6 ใชป เปตดูด  iso-propanol ออกใหหมด  และเติม  ethanol รอยละ  75 จํานวน  1 
มิลลิลิตร และนําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อ
ปนลางตะกอน RNA 

5.7 ใชปเปตดูด ethanol ออกและทําซ้ําขั้นตอนที่ 5.6 อีกครั้งโดยใช absolute ethanol  

5.8 ใชปเปตดูด ethanol ออกใหหมด 

5.9 นําตะกอน RNA ที่ไดไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพื่อกําจัด 
ethanol  

5.10 จากนั้นละลายตะกอน  RNA ดวย  diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water 
จํานวน 10 ไมโครลิตร โดยใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ  

5.11 เก็บ RNA ที่ไดแชแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื่อรอทําการตรวจดวยวิธี 
RT-PCR ตอไป 
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6. ไพรเมอรท่ีใชในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส 

 ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสในสวน 5'NCR บนลําดับ
นิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort (Meyers et al., 1989) ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR 
ที่มีขนาดเทากับ 284 bp (Vilcek et al., 1994) โดยไพรเมอรมีการจัดเรียงลําดับดังนี้ 

 324 (Forward) 5'-ATG CCC (T/A)TA GTA GGA CTA GCA-3' (99-119) 

 326 (Reverse)  5'-TCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC-3' (383-363) 

 

7. การเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR 

 เพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส (RNA) ดวย one-step RT-PCR kit (Access 
RT-PCR System, Promega Corporation, USA) โดยสรางสาย complementary DNA (cDNA) และ
ทํา PCR ในปฏิกริยาเดียวกัน เพื่อลดปญหาการปนเปอนของผลิตภัณฑ PCR และลดขั้นตอนในการ
ตรวจ โดยเตรียมสวนผสมของปฏิกริยาใน microtube ใหมีความเขมขนของสารละลายดังนี้ 1X ของ 
AMV/Tfl reaction buffer, 1 mM ของ MgSO4, 0.2 mM ของ dNTPs, 1 µM ของไพรเมอร 324 และ 
326, 0.1 unit ของ AMV reverse transcriptase, 0.1 unit ของ Tfl DNA polymerase และ RNA ที่แยก
สกัดไดจํานวน 5 ไมโครลิตร จากนั้นเติม RNase-free water ใหครบ 50 ไมโครลิตร นํา microtube ที่
เตรียมสวนผสมของปฏิกริยาพรอมแลวเขาเครื่อง PCR express thermal cycler (ThemoHybaid, 
England) โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาของปฏิกริยาในแตละขั้นตอนดังนี้ 

 ขั้นตอนการสรางสาย cDNA (cDNA synthesis) จากสาย RNA เปาหมาย 
    อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที 
    อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

 ขั้นตอนการเพิ่มจํานวนสาย cDNA (PCR amplification) ทําปฏิกริยา PCR จํานวน 
35 รอบ โดยในแตละรอบของปฏิกริยากําหนดอุณหภูมิและเวลาดังนี้ 
 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
 Annealing  ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
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 จากนั้นทําปฏิกริยาตอท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และเดินเครื่องตอ
ไปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไปทําการตรวจสอบผลดวยวิธี 
gel electrophoresis ที่มี agarose gel รอยละ1.5  

 

8. การตรวจหาผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis 

 เตรียม  agarose gel รอยละ  1.5 ใน  Tris-borate EDTA buffer (TBE buffer) ผสม
ผลิตภัณฑ PCR กับ 6X loding buffer (ที่มีสวนผสมของ bromophenol รอยละ 0.25 xylene cyanol 
รอยละ 0.25 และ glycerol รอยละ 30) ในอัตราสวน 1 สวน ตอ 5 สวน แลวเติมสวนผสมของผลิต
ภัณฑ  PCR และ  DNA มาตรฐาน  (molecular weigh marker 100 bp DNA ladder, BioLabs, New 
England) ลงใน  agarose gel ที่มี  ethidium bromide อยู 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นให
กระแสไฟฟาที่ 100 โวลตนาน 60 นาที ตรวจดูผลภายใตแสง ultraviolet (UV) และทําการบันทึก
ภาพดวยเครื่อง Photo-Print IP-008-SD (Vilber Lourmat, France) 
 

9. การทดสอบความไว (sensitivity) ของวิธี RT-PCR  

 นํ าไวรัสอหิ วาต สุ กรสายพั นธุ  ALD ที่ มี ความ เขมขน  106 TCID50 ตอ  100 
ไมโครลิตร มาทําการเจือจางครั้งละ 10 เทา ไปจนถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทํา
การสกัดแยก RNA ของไวรัสและทําการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR และ
ตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ดังขั้นตอนที่ไดกลาวไวในขางตน โดยเปรียบ
เทียบกับตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยง SK-6 

  การทดสอบความไวของวิธี RT-PCR ในเนื้อเยื่อบดและซีร่ัม 

 นําไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ท่ีความเขมขนตางๆ จํานวน 100 ไมโครลิตร
เติมลงในเนื้อเยื่อบดสุกรปกติ และ fetal calf serum จํานวน 150 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทําการ
สกัดแยก RNA ของไวรัส ทํา RT-PCR และตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ตามขั้นตอนดังที่กลาวไวใน
ขางตน โดยเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อบดสุกรปกติ และ fetal calf serum ตามลําดับ 
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10. การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี RT-PCR  

 นําไวรัสที่สามารถตรวจพบไดในสุกรปวย เชน PRV JEV FMDV และ PRRSV 
สายพันธุตางๆ มาทําการสกัดแยกสารพันธุกรรม แลวนําไปทํา RT-PCR นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไป
ตรวจสอบผลดวยวิธี gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และ 
BVDV สายพันธุ Oregon 

 

11. การตรวจหาไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR 

 นําวัคซีนอหิวาตสุกรชนิดเซลลเพาะเลี้ยงและชนิดผานกระตายทั้ง 9 สายพันธุ     
มาทําการละลายดวยอาหารเลี้ยงเซลล โดยใหมีปริมาณไวรัสเทากับ dose ปกติที่ผูผลิตแนะนําใหใช
ในพื้นที่ จากนั้นนําไปทําการสกัดแยกสารพันธุกรรมและทํา RT-PCR  เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาต
สุกรและ BVDV สายพันธุอางอิงและอาหารเลี้ยงเซลล 
 

12. การตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางสิ่งสงตรวจดวยวิธี RT-PCR 

 ตัวอยางเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ จํานวน 50 ตัวอยาง ซ่ึงประกอบ
ดวยเช้ือไวรัสอหิวาตสุกรที่มีการศึกษา genogroups แลว จํานวน 21 ตัวอยาง ตัวอยางซีร่ัมและ
เนื้อเยื่อบดสุกรปวยที่แยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรได จํานวน 29 ตัวอยาง นําตัวอยางทั้งหมดมาทําการ
สกัดแยกสารพันธุกรรมและทํา RT-PCR เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV สายพันธุ  
อางอิง และ SK-6 cell  
 

13. การจําแนกไวรัสอหิวาตสกุรและ BVDV ดวย RFLP 

 การตัดผลิตภัณฑ PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I 

 เตรียมสวนผสมของปฏิกริยาที่ใชในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงประกอบ
ดวย DNA จากผลิตภัณฑ PCR จํานวน 1 ถึง 5 ไมโครกรัม 60 mM ของ Tris-HCl (pH 7.5) 500 mM 
ของ NaCl 60 mM ของ MgCl2 10 mM ของ dithiothreitol (DTT) เอนไซมตัดจําเพาะ Ava I จํานวน 5 
unit (Promega, USA) จากนั้นเติมน้ํากลั่นใหครบ 15 ไมโครลิตร และนําไปอุนใน water bath ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
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 การตัดผลิตภัณฑ PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I 

 เตรียมสวนผสมของปฏิกริยาที่ใชในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงประกอบ
ดวย DNA จากผลิตภัณฑ PCR จํานวน 1 ถึง 5 ไมโครกรัม 50 mM ของ Tris-HCl (pH 7.9) 100 mM 
ข อ ง  NaCl 10 mM ข อ ง  MgCl2 1 mM ข อ ง  dithiothreitol (DTT) acetylated BSA จํ าน ว น  10 
ไมโครกรัมเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I จํานวน 10 unit (BioLabs, New England) จากนั้นเติมน้ํากลั่น
ใหครบ 15 ไมโครลิตร และนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

 ตรวจสอบรูปแบบการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะทั้งสองชนิดดวยวิธี agarose gel 
electrophoresis  
 

14. การทําผลิตภัณฑ PCR ใหบริสุทธ์ิ (PCR product purification) 

 โดยใช NucleoSpin® Extract (Macherey-Nagel, Germany) โดยมีวิธีการและขั้น
ตอนดังตอไปนี้  

14.1 ตัดเจลที่มีแถบ DNA ที่ตองการ โดยใหมีเนื้อเจลนอยที่สุด ใสในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตรที่สะอาดแลวนําไปชั่งน้ําหนัก  

14.2 เติม NT1 buffer จํานวน 300 ไมโครลิตรตอน้ําหนักเจล 100 มิลลิกรัม นําไปอุนใน 
water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 ถึง 10 นาที โดยเขยาทุกๆ 2 นาที เพื่อใหเจลละลาย  

14.3 นํา NucleoSpin extract column ใสในหลอดรองรับและเติมเจลที่ละลายดีแลวใน 
NucleoSpin  extract column นําไปปนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  

14.4 เทสารละลายที่อยูในหลอดรองรับออกและใส NucleoSpin extract column ใน
หลอดรองรับอันเดิม  

14.5 เติม NT3 buffer จํานวน 600 ไมโครลิตร แลวนําไปปนที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที  

14.6 เทสารละลายที่อยูในหลอดรองรับออกและใส NucleoSpin extract column ใน
หลอดรองรับอันเดิมอีกครั้ง และเติม NT3 buffer จํานวน 200 ไมโครลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 
14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที  
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14.7 นํา NucleoSpin extract column ไปวางบน heat block ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 2-5 นาที เพื่อกําจัด ethanol  

14.8 นํา NucleoSpin extract column ใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่สะอาด และเติม 
elution buffer หรือ น้ํากลั่น จํานวน 25 ถึง 50 ไมโครลิตร ใน NucleoSpin extract column วางไวที่
อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที  

14.9 นําไปปนที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  

14.10 เก็บผลิตภัณฑ PCR ที่ผานการทําใหบริสุทธ์ิแลวนี้แชแข็งไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชในการทํา DNA sequencing ตอไป 
 

15. การทํา DNA sequencing 

15.1 การติดฉลากผลิตภัณฑ PCR ดวย BigDye™ Terminator 

 เตรียมปฏิกริยาในหลอดสําหรับทํา PCR โดยใช BigDye™ Terminator Version 3 
(Applied Biosystem, USA) จํานวน 8 ไมโครลิตร ไพรเมอรที่มีความเขมขน 1.6 พิโครโมล จํานวน 
2 ไมโครลิตร ผลิตภัณฑ PCR ที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์แลวที่มีความเขมขนของ DNA 
ประมาณ 3 ถึง 10 นาโนกรัม จํานวน 5 ไมโครลิตร แลวปรับปริมาตรใหไดเทากับ 20 ไมโครลิตรตอ
หนึ่งปฏิกริยาดวยน้ํากลั่น ใชปเปตดูดสวนผสมขึ้นลงเบาๆ เพื่อใหสวนผสมเขากันดี แลววาง
หลอดปฏิกริยาบนน้ําแข็ง จากนั้นนําไปเขาเครื่อง PCR express thermal cycler โดยกําหนดเวลา 
อุณหภูมิ และจํานวนรอบของการทําปฏิกริยา ดังนี้ 

  Denaturation  ที่อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที 
  Annealing ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส นาน 5 วินาที 
  Extension ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 

 โดยทําปฏิกริยาจํานวน 25 รอบ และเดินเครื่องไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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15.2 การนํา BigDye™ Terminator ท่ีไมถูกติดฉลากออกจากผลิตภัณฑ PCR 

 นําผลิตภัณฑ PCR ที่ติดฉลากแลวออกจากเครื่อง PCR express thermal cycler จาก
นั้นทําการเอา BigDye™ Terminator ที่ไมถูกติดฉลากออกจากผลิตภัณฑ โดยมีวิธีการและขั้นตอน
ดังตอไปนี้ 

15.2.1 ใชปเปตดูดผลิตภัณฑ PCR ที่ติดฉลากแลวทั้งหมดใสในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร  

15.2.2 เติม  3M ของ   sodium acetate (pH 5.2) จํานวน  3 ไมโครลิตร   ethanol  
รอยละ 95 จํานวน 62.5 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น จํานวน 14.5 ไมโครลิตร แลวใชปเปตดูดสวนผสม
ขึ้นลงติดตอกันนาน 1 นาที  ถาขั้นตอนนี้ผสมกันไมดีอาจทําให BigDye™ Terminator บางสวน
เหลืออยู ซ่ึงจะไปรบกวนการตรวจสัญญาณของเครื่อง automate sequencer จากนั้นวางสวนผสมที่
ผสมเขากันดีแลวไวที่อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที และนําไปปนที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที นาน 
20 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

15.2.3 ใชป เปตดู ดส วน ใสออก  และ เติ ม  ethanol รอยละ  70 จํ านวน  250 
ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปนที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

15.2.4 ใชปเปตดูด ethanol ออกใหหมด แลวนําไปปนที่ความเร็ว 15,000 รอบตอ
นาที นาน 7 นาที โดยเปดฝาหลอด เพื่อใหแหงเร็วขึ้น 

15.2.5 จากนั้นนําไปวางบน  heat block ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที เพื่อกําจัด ethanol ใหหมดไป  

15.2.6 เติม TSR buffer จํานวน 25 ไมโครลิตร โดยใชปเปตดูดสวนผสมขึ้นลงให
เขากันดี นําไปผสมใหเขากันอีกครั้งดวยการ vortex นาน 1 นาที และนําไปปน 10 วินาที  

15.2.7 นําไปวางบน heat block ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพื่อให
สาย DNA  แยกจากกันเปนสายเดี่ยว  แลววางบนน้ําแข็งทันที ประมาณ 5 นาที   เพื่อปองกันการ
กลับมาจับกันเปน DNA สายคูอีกครั้ง จากนั้นนําไปปน 10 วินาที  

15.2.8 ใชปเปตดูดผลิตภัณฑทั้งหมดใสในหลอดสําหรับทํา DNA sequencing ซ่ึง
ขั้นตอนนี้ควรระวังอยาใหมีฟองอากาศ จากนั้นปดฝาหลอดแลววางบนน้ําแข็งและนําเขาเครื่อง 
automate sequencer (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystem, USA) 
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15.3 การวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus 
อ่ืนๆ  

 นําขอมูลที่ไดจากการตรวจสอบสัญญาณดวยเครื่อง automate sequencer มาเก็บไว
ในโปรแกรม microsoft notepad และทําการตัดลําดับเบสในสวนที่เปนไพรเมอรออกจํานวน 42 เบส 
จากนั้นทําการวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม Genetyx-Win Version 4 (Software Development 
Co., Ltd., Tokyo, Japan) เพื่อเรียงลําดับขอมูล หาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ 
Bgl I บนลําดับสารพันธุกรรมทางดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus อ่ืนๆ และทํา
การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับสารพันธุกรรมไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus กับที่เคยมี
รายงานไวใน GenBank ดังแสดงในตารางที่ 3.3  

 

ตารางที่ 3.3 แสดงรายชื่อไวรัสอหิวาตสุกร และ BDV ที่เคยมีรายงานการศึกษาลําดับสารพันธุกรรม
ทางดาน 5'NCR จาก GenBank 
 

ไวรัสอหิวาตสุกร GenBank accession  number 
Kanagawa/74 AB 019662 (Sakoda et al., 1999) 
Fukushima/80 AB 019661 (Sakoda et al., 1999) 
CRB/93 AB 019665 (Sakoda et al., 1999) 
KPP/93 AB 019654 (Sakoda et al., 1999) 
Brescia AF 091661 (Kyle et a., 1998, unpublished) 
Chinese Z 46258 (Moormann et al., 1996) 
Alfort J 04358 (Meyers et al., 1989) 
Alfort/187 X 87939 (Ruggli et al., 1995) 
VR 14762 L 42437 (Stadejek et al., 1996) 
Switzerland3/93/2 AF 045071 (Hofmann and Bossy, 1998) 
Switzerland4/93 AF 045072 (Hofmann and Bossy, 1998) 
96940 AF 521704 (Song et al., 2002, unpublished) 
BDV-Casimir AB 122085 (Harasawa et al., 2003, unpublished) 
BDV-Rudolph AB 122086 (Harasawa et al., 2003, unpublished) 

 



บทที่  4 

 
ผลการวิจัย 

 

การแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเซลลเพาะเลี้ยง 

 ในการเพาะแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดที่ใหผลบวก
ตอการแยกและพิสูจนเช้ือในเซลลเพาะเลี้ยงในครั้งแรกจํานวน 29 ตัวอยาง พบวาในการแยกเชื้อ    
ไวรัสอหิวาตสุกรครั้งที่ 2 นี้ มีตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวย immunoperoxidase test  
จํานวน 18  ตัวอยาง และอีก 11 ตัวอยางใหผลการทดสอบเปนลบ ผลการทดสอบดังแสดงในตาราง
ที่ 4.1 และ ตารางที่ 4.2 

ตารางที่ 4.1 ตารางแสดงผลการแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด เมื่อทําการ
ทดสอบดวย  immunoperoxidase test 

 
ผลการแยกเชื้อคร้ังที่ 1 ผลการแยกเชื้อคร้ังท่ี 2 ปท่ีเก็บตัวอยาง 

(พ.ศ.) จํานวนตัวอยาง 
ผลบวก ผลลบ ผลบวก ผลลบ 

2540 1 1 0 0 1 
2541 1 1 0 0 1 
2542 4 4 0 2 2 
2543 6 6 0 5 1 
2544 17 17 0 11 6 
รวม 29 29 0 18 11 
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ตารางท่ี 4.2 แสดงผลการตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยดวย
วิธีแยกและพิสูจนเชื้อ และวิธี RT-PCR 
 

ผลการแยกและพิสูจนเช้ือ (TCID50/ml) หมายเลข Case 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2  

RT-PCR 

1546/40 + - + 
186/41 + - + 
425/42 + - + 

SW99-PM0076 + 3x101 + 
SW99-PM1547 + 2x101 + 
SW99-PM0175 + - + 
SW00-PM2439 + 5 + 
SW00-PM3190 + 3x103 + 
SW00-PM7100 + 5x102 + 
SW00-PM7091 + 3x102 + 
SW00-PM6672 + 5x102 + 

905/43 + - + 
15/44-1 + - + 
15/44-2 + - + 
410/44 + 4x102 + 
423/44 + - + 

614/44-1 + - + 
614/44-2 + 2x103 + 
621/44 + 2x102 + 
625/44 + 2x101 + 
663/44 + 2x103 + 
690/44 + - + 
762/44 + 2x101 + 
796/44 + >104 + 

818/44 (NKP/01) + 3x102 + 
1260/44 + >104 + 
1768/44 + - + 
1769/44 + 5x101 + 
1784/44 + 2x101 + 

 
หมายเหตุ: - =  ผลตรวจเปนลบ 

  + = ผลตรวจเปนบวก 
 TCID50  =  median tissue culture infective dose 
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การประเมินคุณภาพของวิธี RT-PCR 

1. ความไว (sensitivity) ของวิธี RT-PCR 

 ทําการทดสอบหาความไวของวิธี RT-PCR ในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมทาง
ดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกร โดยใชไพรเมอร 324 และ 326  ซ่ึงใหผลิตภัณฑ  PCR  ขนาด 
284 bp นั้น โดยเจือจางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD คร้ังละ 10 เทาใหไดปริมาณไวรัสเริ่มตนที่ 
106 ถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร และทําการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR 
โดยเปรียบเทียบกับ RNA ที่สกัดจาก SK-6 cells ซ่ึงเปนตัวควบคุมผลลบ พบวาวิธีดังกลาวมีความ
ไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรไดในระดับ 100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร 
ผลที่ไดดังแสดงในรูปที่ 4.1  

 

 

รูปท่ี 4.1 แสดงความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ดวยวิธี 
RT-PCR ที่มีป ริมาณไวรัสตั้ งแต  106 ถึง  1 TCID50 ตอ  100 ไมโครลิตร  โดยเปรียบเที ยบกับ          
non-infected SK-6 cell lysate 

 

 

 

M    SK6   106     105    104     103     102     101      1 

284 bp 
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   ความไวของวิธี RT-PCR ในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด 

  จุดประสงคในการศึกษาครั้งนี้ เพื่อนําวิธี RT-PCRไปใชในการตรวจวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกรจากตัวอยางสิ่งสงตรวจ ดังนั้นจึงทําการทดสอบความไวของวิธีนี้ในการตรวจจากตัว
อยางซีร่ัม และเนื้อเยื่อบด ซ่ึงอาจมีปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลรบกวนปฏิกริยา RT-PCR การตรวจสอบความ
ไวของวิธี RT-PCR ในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด ทําโดยการเจือจางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ 
ALD คร้ังละ 10 เทา แลวนําไป spike ใน fetal calf serum และเนื้อเยื่อบดสุกรปกติ และนําไปทําการ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR โดยเปรียบเทียบกับ fetal calf serum และเนื้อเยื่อ
บดของสุกรปกติ พบวา RT-PCR มีความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจาก
ตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดที่ระดับ 100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร ผลการทดสอบการตรวจหา
ความไวในซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดดังแสดงในรูปที่ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 

 

 

รูปท่ี 4.2 แสดงความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรในตัวอยางซีร่ัมดวยวิธี 
RT-PCR ที่มีปริมาณไวรัสตั้งแต 106 ถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบกับ fetal calf 
serum ซ่ึงเปนตัวควบคุมผลลบ 

 

 

 

 

M        106     105     104     103     102      101      1     Control 

284 bp
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รูปท่ี 4.3 แสดงความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรในตัวอยางเนื้อเยื่อบด
ดวยวิธี RT-PCR  ที่มีปริมาณไวรัสตั้งแต 106 ถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบกับ 
เนื้อเยื่อบดสุกรปกติ ซ่ึงเปนตัวควบคุมผลลบ 

 

2. ความจําเพาะของวิธี RT-PCR 

 ประเมินความจําเพาะของวิธี RT-PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัส  
อหิวาตสุกรและไวรัสในกลุม Pestivirus โดยนําสารพันธุกรรมจากเชื้อไวรัสตางๆ ที่สามารถตรวจ
พบไดในสุกร เชน PRV FMDV JEV และ PRRSV มาทําการทดสอบกับไพรเมอร 324 และ 326 
โดยเชื้อ FMDV ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนตัวอยาง cDNA ที่ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยโรค
ปากและเทาเปอย นครราชสีมา นอกจากนี้ตัวอยางสารพันธุกรรมของ JEV และ PRRSV สวนหนึ่ง
ไดนําไปทําการทดสอบดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเชื้อ JEV และ PRRSV 
ตามลําดับ เพื่อตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสไปพรอมกัน จากการศึกพบวาวิธี RT-PCR โดยใช
ไพรเมอร 324 และ 326 มีความจําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV เทานั้น และใหผลลบตอ  
ไวรัสอื่นๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.4  
 
 
 
 
 

M Control  106      105     104     103     102      101      1 

284 bp 
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รูปท่ี 4.4 แสดงความจําเพาะของวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 ในการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV เปรียบเทียบกับไวรัสตางๆ ที่อาจตรวจพบไดในสุกร
ปวย 

 M = 100 bp ladder marker 
1 = PRV 
2 = PRRSV (American strain) 
3 = PRRSV (European strain) 
4 = FMDV (type A) 
5 = FMDV (type Asia I) 
6 = FMDV (type O) 
7 = JEV 
8 = ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
9 = BVDV สายพันธุ Oregon 

 
 
 
 
 
 

 

M       1      2      3        4       5       6     7       8        9      M

284 bp 



 47

3. การตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR 

 นําไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรทั้ง 9 สายพันธุมาละลายดวยอาหารเล้ียงเซลล โดยใหมี
ปริมาณไวรัสเทากับ dose ปกติที่ผูผลิตแนะนําใหใชในพื้นที่ เชน วัคซีน BSL-HC® มีปริมาณไวรัส
วัคซีนสายพันธุ GPE- เทากับ 4x103 TCID50 ตอ dose จากนั้นนําไปทําการตรวจหาสารพันธุกรรม
ของไวรัสวัคซีนดวยวิธี RT-PCR เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกร และ BVDV สายพันธุอางอิง 
และอาหารเลี้ยงเซลล พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาต
สุกรไดทั้ง 9 สายพันธุ ผลที่ไดดังแสดงในรูป 4.5  

 

รูปท่ี 4.5 แสดงผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR เปรียบ
เทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV สายพันธุอางอิง และอาหารเลี้ยงเซลล 
 M = 100 bp ladder marker 
 1  = ตัวควบคุมผลลบ อาหารเลี้ยงเซลล 
 2 = CL Chinese strain (Pestiffa®) 
 3 = Thiverval strain (Coglapest®) 

4 = GPE- strain (BSL-HC®) 
5 = GPE- strain (Porcilis®) 
6 = LPC strain 
7 = LOM strain 
8 = PAV-250 strain 
9 = WPE-/Th strain 
10 = Chinese strain (Pest-Vac®)  
11 =ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
12 = BVDV สายพันธุ Oregon 

M     1      2     3      4      5       6     7     8      9     10   11    12   M 

284 bp
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4. การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรท่ีแยกไดจากทองที่ดวยวิธี RT-PCR 

 เมื่อนําวิธี RT-PCR มาใชในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรที่
แยกไดจากทองที่ทั้ง 3 genogroups จํานวน 21 ตัวอยาง และตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดที่แยกเชื้อ 
ไวรัสอหิวาตสุกรได จํานวน 29 ตัวอยาง พบวาวิธีดังกลาวสามารถตรวจตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกรที่
แยกไดจากทองที่ทั้ง 50 ตัวอยางและสามารถตรวจไดทุก genogroups รวมทั้งทุกตัวอยางเชื้อท่ียังไม
ไดศึกษา genogroups ดวย ผลที่ไดดังแสดงในตารางที่ 4.2 และ 4.3 และรูปที่ 4.6 แสดงการตรวจตัว
อยางไวรัสจากทั้ง 3 genogroups และตัวอยางไวรัสที่แยกเชื้อไดระหวางป พ.ศ. 2541-2544 
 

ตารางที่ 4.3 แสดงผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ดวยวิธี RT-PCR  
 

ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร ตัวอยางที่ใหผลบวกดวยวิธี RT-PCR 
ปท่ีแยกเชื้อ (พ.ศ.) จํานวนตัวอยาง  

2531-2540 22 22 
2541 1 1 
2542 4 4 
2543 6 6 
2544 17 17 
รวม 50 50 
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รูปท่ี 4.6 ผลการตรวจไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ทั้ง 3 genogroups และตัวอยางไวรัสที่
แยกเชื้อไดระหวางป พ.ศ. 2541-2544 ดวยวิธี RT-PCR เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ 
ALD และเชื้อ BVDV สายพันธุ Nose และ non-infected SK-6 cells  

 
 M = 100 bp ladder marker 
 1-3 =  ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร genogroups 1 (1.1, 1.2 และ 1.3 ตามลําดับ) 
 4 =  ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร genogroups 2 (2.2) 

5-7 =  ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร genogroups 3  
     (3.3.1, 3.3.2 และ 3.3.3 ตามลําดับ) 

 8 =  ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2541 
 9 =  ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2542 
 10-11 = ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2543 
 12-13 = ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2544 
 14 = ตัวควบคุมผลลบ non-infected SK-6 cells 
 15 = ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
 16 = BVDV สายพันธุ Nose 

 
 

M   1    2     3    4     5     6     7     8     9    10   11  12   13   14  15  16   M 

 1          2            3                      New isolates

284 bp

Genogroups 
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การแยกความแตกตางของไวรัสอหิวาตสุกรจาก BVDV ดวยวิธี RFLP 

 เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของ Pestivirus มีความใกลเคียงกัน
มาก ดังนั้นเมื่อทําการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสในบริเวณนี้จึงมีความจําเปนที่ตองแยก
ความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรกับ Pestivirus อ่ืน Vilcek และคณะ (1994) พบวาการเพิ่ม
จํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสในบริเวณดังกลาวดวยไพรเมอร 324 และ 326 จะไดผลิตภัณฑ PCR 
ที่มีขนาดเทากับ 284 bp  ซ่ึงบริเวณนี้มีตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซมตัดจําเพาะ  Bgl I และ  
Ava I เอนไซมทั้งสองชนิดนี้สามารถนํามาใชในการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรจาก Pestivirus อ่ืนได
โดยเอนไซม Bgl I จะตัดเฉพาะลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกรทําใหไดแถบ DNA 2 ขนาด คือ 243  
และ  41 bp  สวนเอนไซม  Ava I จะตัดลําดับเบสของ BVDV  ทุกสายพันธุ  และไวรัสอหิวาตสุกร
บางสายพันธุ จะทําใหไดแถบ DNA 2 ขนาดเชนกัน คือ 168 และ 116 bp  ดังแสดงในรูปที่ 4.7  

 

รูปท่ี 4.7 แสดงแผนภาพการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไพรเมอร 324 และ 326 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Ava I และ Bgl I (Vilcek et al., 1994) 

ตารางที่ 4.4 แสดงลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I 
 

เอนไซมตัดจําเพาะ ลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
Ava I C/YCGRG 
Bgl I GCCNNNN/NGGC 

หมาย เหตุ : Universal degenerate code: M= A/C, R= A/G, W= A/T, S= G/C, Y= C/T, K= G/T,   
V= A/C/T, H= A/C/T, D= A/G/T, N= A/G/C/T 

 U    Ava I  Bgl I     M   U    Ava I  Bgl I

116 bp 

284 bp 
243 bp 

168 bp 

41 bp 
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 เมื่อทําการตัดผลิตภัณฑ  PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพื่อแยกความแตกตาง
ระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV พบวาเอนไซม Bgl I สามารถตัดลําดับเบสของไวรัสอหิวาต
สุกรไดทุกตัวอยาง จากเชื้อที่แยกไดจากทองที่ทั้ง 50 ตัวอยาง เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรทั้ง 9 
strains และไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD แตไมตัดลําดับเบสของเชื้อ BVDV สวนเอนไซม Ava I 
สามารถตัดลําดับของ BVDV และไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ไดทุกตัวอยาง แตไมตัดลําดับผลิต
ภัณฑจากเชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสองสายพันธุ คือ LOM และ Thiverval  รวมทั้งไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุอางอิง ALD ผลที่ไดดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.8 และ 4.9 แสดงรูปแบบการ
ตัดผลิตภัณฑ PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 

ตารางที่ 4.5 แสดงผลการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไพรเมอร 324 และ 326 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

CSFV BVDV 
ALD GPE- Vaccine strain Field isolate  Oregon Nose Restriction 

enzyme 
  (9) (50)   

Ava I - + + (7) + (50) + + 
Bgl I + + + (9) + (50) - - 

 
หมายเหตุ:  - = ตัดผลิตภัณฑ PCRไมได 
      + = ตัดผลิตภัณฑ PCRได 
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รูปท่ี 4.8 แสดงรูปแบบการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ Bgl I และ Ava I เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และ BVDV สายพันธุ 
Oregon 
 
 M = 100 bp ladder marker 
 U = ผลิตภัณฑ PCR ที่ไมไดทําการตัด 
 A = ผลิตภัณฑ PCR ที่ทําการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ Ava I 
 B = ผลิตภัณฑ PCR ที่ทําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I 
 1-3 = ผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
 4-6 = ผลิตภัณฑ PCR ของ BVDV สายพันธุ Oregon 
 7-16 = ผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ 

 
 
 
 
 

 

ALD         BVDV                         Field isolates CSFV

M   1     2      3     4     5    6     7     8     9   10   11   12   13  14    15   16   M

U   A      B   U     A   B    A    B    A    B    A    B    A    B     A    B

284 bp

243 bp

168 bp

116 bp

41 bp 
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รูปท่ี 4.9 แสดงรูปแบบการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรและเชื้อที่แยกไดจากทอง
ที่ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I เปรียบเทียบกับ BVDV สายพันธุ Oregon 
 
 M = 100 bp ladder marker 
 1 = Thiverval strain (Coglapest®) 
 2 = GPE- strain (Porcilis®) 
 3 = LPC strain  
 4 = LOM strain 
 5-11 = เชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ 
 12 = BVDV สายพันธุ Oregon 
 13 = ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
 
 
 
 
 
 
 

Vaccine CSF                   Field isolated CSFV 

M     1     2      3      4       5      6     7        8      9     10   11    12     13   M

284 bp

168 bp

116 bp
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การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมดวยเทคนิค DNA sequencing 

การหาตําแหนงจดจําบนลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV 

 ผลิตภัณฑ PCR ของตัวอยางที่ไมสามารถตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I จํานวน 
3 ตัวอยาง คือ ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ LOM, Thiverval และ ALD และตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร
จากทองที่ NKP/01 ที่ทําการสุมเลือกจากตัวอยางที่แยกเชื้อไดในป พ.ศ.2544 ซ่ึงเปนเชื้อที่ยังไมมี
การศึกษาลําดับสารพันธุกรรมมากอน นําผลิตภัณฑ PCR ดังกลาวมาทํา DNA sequencing เพื่อ
ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ GPE- และ BVDV สายพันธุ 
Oregon และ Nose จากนั้นนําขอมูลลําดับสารพันธุกรรมที่ไดมาทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม 
Genetyx-Win เพื่อหาความเหมือนกันของลําดับเบสและวิเคราะหหาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัด
จําเพาะ 

 เมื่อทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort 
(Meyers et al., 1989) พบวามีตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I อยูที่ตําแหนง  
133-143 ซ่ึงเอนไซมนี้จะตัดที่ตําแหนง 139 และมีตําแหนงที่จําเพาะตอเอนไซม Ava I อยูที่ตําแหนง 
214-219 โดยเอนไซมนี้จะตัดที่ตําแหนง 214  ดังแสดงในรูปที่ 4.10 

 ทําการวิเคราะหหาตําแหนงจดจําของเอนไซม Bgl I บนลําดับของไวรัสอหิวาต
สุกร พบวามีตําแหนงที่จะถูกตัดดวยเอนไซมนี้ทั้ง 5 สายพันธุ อยูที่ตําแหนง 139 และเมื่อทําการ
วิเคราะหตําแหนงตัดของเอนไซม Ava I บนลําดับของไวรัสอหิวาตสุกร พบวาที่ตําแหนง 215 ของ
ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD, Thiverval และ LOM มีการเปลี่ยนแปลงของเบสจาก G เปน T ทํา
ใหเอนไซมไมสามารถจดจําตําแหนงดังกลาวนี้ได และทําใหลําดับของเชื้อทั้งสามสายพันธุนี้ไมถูก
ตัดดังแสดงในรูปที่ 4.10  

 เมื่อทําการวิเคราะหตําแหนงตัดของเอนไซม Bgl I และ Ava I บนลําดับของ 
BVDV สายพันธุ Oregon และ Nose พบวาไมมีตําแหนงจดจําของเอนไซม Bgl I แตมีตําแหนงจดจํา
ของเอนไซม Ava I ทั้งสองสายพันธุ โดยพบวาลําดับของ BVDV สายพันธุ Oregon มีตําแหนงจดจํา
ของเอนไซม Ava I ถึงสองบริเวณคือ ที่นิวคลีโอไทดที่ 212-217 และ 257-262 ทําใหเมื่อทําการตัด
ดวยเอนไซมนี้แลวจะไดแถบ DNA สามขนาด คือ 125, 114 และ 45 bp ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจาก
สายพันธุ Nose หรือไวรัสอหิวาตสุกรอื่นๆ ที่มีเพียงสองขนาดเทานั้น ดังแสดงในรูปที่ 4.8, 4.9 และ 
4.10  
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       Bgl I        Ava I
CSFV Alfort 128 GACTAGCCGTAGTGGCGAGCT  148        211  CACCTCGAGATGC  223
CSFV ALD .....................                  ........T....
CSFV GPE- .....................                  .............
CSFV LOM .....................                  ........T....
CSFV Thiverval .....................                  ........T....
CSFV NKP/01 .....................                  .............
BVDV Nose .GG....AAC.....T...T.                  GGT..........
BVDV Oregon .GG....AAC.....T...T.                  GGT..........

*..****...*****.***.*                  ...*****.****

รูปท่ี 4.10 แสดงตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I บนลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV
หมายเหตุ: ลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I ดังแสดงในตารางที่ 4.4

ศึกษาการเรียงลําดับและความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด

นําขอมูลลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ GPE- เชื้ออหิวาตสุกร
ที่แยกไดจากทองที่ NKP/01 และเชื้อที่ไมสามารถตัดดวยเอนไซม Ava I ทั้งสามสายพันธุ รวมทั้ง
เชื้อ BVDV สายพันธุ Oregon และ Nose มาทําการจัดเรียงขอมูลและคํานวณหาความเหมือนกันของ
ลําดับเบส โดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีรายงานใน GenBank

เมื่อจัดเรียงขอมูลทางพันธุกรรมโดยอางอิงถึงลําดับของเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรสาย
พันธุ Alfort ซ่ึงเปนตัวแทนของเชื้อจาก genogroup 2 (Paton et al., 2000b) และเชื้อที่เปนตัวแทน
จาก genogroup ตางๆ ดังที่แสดงในตารางที่ 4.6 พบวาบริเวณที่ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอร 324 
และ 326 มีความยาวของเบสประมาณ 284-286 bp สวนลําดับของ BVDV และ BDV มีความยาว
ประมาณ 284-287 และ 284 bp ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาการเปลี่ยนแปลงของเบสในบริเวณนี้
สวนใหญจะเปนการเปลี่ยนแปลงแบบแทนที่ (substitution) ดังที่แสดงในรูปที่ 4.11
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                                 Bgl I
Alfort               120:AACGGAGGGACT-AGCCGTAGTGGCGAGCTCCCTGGGTGGTCTAAGTCCTGAGTA 174
Alfort-187           120:............-.......................................... 174
Ald                  120:............-.......................................... 174
Gpe-                 120:............-.......................................... 174
Kpp-93               120:............-..........................T............... 174
Lom                  120:............-.......................................... 174
Chinese              120:..AC.GA..GACT....A..................................... 175
Thiverval            120:............-.......................................... 174
Brescia              120:............-.......................................... 174
Hondurus             120:............-.......................................... 174
Vr14762              120:............-.......................................... 174
Switzerland 3-93-2   120:............-.......................................... 174
Fukushima 80         120:............-.......................................... 174
Nkp-01               120:G...........-.......................................... 174
Switzerland 4-93     120:............-.......................................... 174
CRB 93               120:..T.........-.......................................... 174
96940                120:G...........-.......................................... 174
Kanagawa 74          120:............-.......................................... 174
BDV-Casimir          120:.....GA.....AGCTTACGTG.TG-..A......A.............C..... 174
BDV-Rudolph          120:.....GA.....AGCTTACGTG.TG-..A......A.............C..... 174
BVDV Nose            120:T.AT.....GGGT...AAC.....T...T..GT...A...CT....C........ 175
BVDV Oregon          120:T.GC.....TAGC.A.---.....T...T..GT...A...CT....C........ 172
                         .*..*..**... .........*...**.**..**..**...****.**.*****

                                                                 Ava I
Alfort               175:CAGGACAGTCGTCAGTAGTTCGACGTGAGCACTAGCCCACCTCGAGATGCTACGT 229
Alfort-187           175:...............................GA............T......T.. 229
Ald                  175:...............................GA............T......T.. 229
Gpe-                 175:...............................GA...................T.. 229
Kpp-93               175:..............................TGA...................T.. 229
Lom                  175:...............................GA............T......T.. 229
Chinese              176:...............................GA...................... 230
Thiverval            175:.C.............................GA............T......T.. 229
Brescia              175:...............................GA...................... 229
Hondurus             175:..........................AG...TG....TG................ 229
Vr14762              175:...............................GG...................T.. 229
Switzerland 3-93-2   175:...............................GG...................T.. 229
Fukushima 80         175:.............................T.GA...................... 229
Nkp-01               175:.....T.........................GA...................T.. 229
Switzerland 4-93     175:................................C...................... 229
CRB 93               175:........................A......AA...T.................. 229
96940                175:...............................G....T..T............T.. 229
Kanagawa 74          175:.....................A....A...GGA...TTG...T............ 229
BDV-Casimir          175:.G..G................A...CA.TGTGG..TTGC.T.GAGATG-...... 228
BDV-Rudolph          175:.G..G................A...CA.TGTGG..TTGC.T.GAGATG-...... 228
BVDV Nose            176:....GT..........G........CCTTAGTATAAAGGT..........C.... 230
BVDV Oregon          173:....GT..........G........CCTTA..AT.AAGGT..........C.... 227
                         *.**..**********.****.**.................*.......*.* **

Alfort               230:GGACGAGGGCATGCCCAAGACACACCTTAACCCTGGCGGGGGTCGCTAGGGTGAA 284
Alfort-187           230:..................................A.................... 284
Ald                  230:..................................A.................... 284
Gpe-                 230:..................................A.................... 284
Kpp-93               230:..............................A...A.................... 284
Lom                  230:..................................A.................... 284
Chinese              231:...............A.GACACAC-.........A.................... 284
Thiverval            230:..................................A.................... 284
Brescia              230:...............................T..A.................... 284
Hondurus             230:...........A......................A..A................. 284
Vr14762              230:....................................................... 284
Switzerland 3-93-2   230:..............................................C........ 284
Fukushima 80         230:...................................................C... 284
Nkp-01               230:.....................................A........C....C... 284
Switzerland 4-93     230:....................................................... 284
CRB 93               230:..............................................C........ 284
96940                230:..............................................C..A..... 284
Kanagawa 74          230:..............................................C........ 284
BDV-Casimir          229:.........................T....................C........ 283
BDV-Rudolph          229:.........................T....................C........ 283
BVDV Nose            231:...........C......AG....T.......TGA............CA..C... 285
BVDV Oregon          228:...........C......AG....T....G...GA............C..AC... 282
                         ***********.***.*.........***..... **.********......***

รูปท่ี 4.11 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของ Pestivirus
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Alfort               285:ATCACATTATGTGATGGGGGTACGACCTG-ATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTAG 338
Alfort-187           285:......CC.C........A..........-........................T 338
Ald                  285:......CC.C........A..........-........................T 338
Gpe-                 285:......CC.C........A..........-........................T 338
Kpp-93               285:......CC.C........A..........-..................T.....T 338
Lom                  285:...C.TCC.C........A..........-........................T 338
Chinese              285:......CC.C........A..........-......C.................T 338
Thiverval            285:......CC.C........A..........-........................T 338
Brescia              285:......CC.C........A..........-......C.................T 338
Hondurus             285:......CC.C........A.....G....-........................T 338
Vr14762              285:......CC.....................-........................A 338
Switzerland 3-93-2   285:......CC.....................-........................A 338
Fukushima 80         285:......CA.C...................-........................A 338
Nkp-01               285:......CA.....................-......................... 338
Switzerland 4-93     285:.............................-......................... 338
CRB 93               285:......CC..........A..........-..............G.........T 338
96940                285:......C.GC...................-........................T 338
Kanagawa 74          285:......C.......G...A..........-..............G.........T 338
BDV-Casimir          284:C....C.A...GTG.T...A.TAC.G.CTG......................GCA 338
BDV-Rudolph          284:C....C.A...GTG.T...A.TAC.G.CTG......................GCA 338
BVDV Nose            286:.G..GT...ACCA.CT.TTACGAATA.A.CC.GATAG.G...T.CA.AGGC.C.C 340
BVDV Oregon          283:.A..GT..GATCA.CT.CTACGAATA.A.CC.GATAG.G...T.CA.AGGC.C.C 337
                         ..*...... ......*. .......*.. .*.....*.***.*..*....*...

Alfort               339:CAGGCTAGTATAAAAATCTCT-GCT--                             362
Alfort-187           339:T....................-...--                             362
Ald                  339:T....................-...--                             362
Gpe-                 339:T....................-...--                             362
Kpp-93               339:T....................-...--                             362
Lom                  339:T....................-...--                             362
Chinese              339:T....................-...--                             362
Thiverval            339:T....................-...--                             362
Brescia              339:T....................-...--                             362
Hondurus             339:T....................-...--                             362
Vr14762              339:.....................-...--                             362
Switzerland 3-93-2   339:.....................-...--                             362
Fukushima 80         339:................ATCTC-TGCT-                             363
Nkp-01               339:................AA...-CTGCT                             364
Switzerland 4-93     339:.....................-...--                             362
CRB 93               339:T....................-...--                             362
96940                339:T....................-...--                             362
Kanagawa 74          339:T...............A....-...--                             362
BDV-Casimir          339:T.A..................-...--                             362
BDV-Rudolph          339:T.A..................-...--                             362
BVDV Nose            341:TGTA..GC..CT....ATCTCT...--                             365
BVDV Oregon          338:TGTAT.GC..CT....ATCTCT...--                             362
                         .....*..**..****..... ...

รูปท่ี 4.11 (ตอ)

เมื่อทําการวิเคราะหเปรียบเทียบความเหมือนกันของลําดับเบสที่ยาวประมาณ 242 
เบสของไวรัสอหิวาตสุกรที่เปนตัวแทนของเชื้อจาก genogroup ตางๆ (Sakoda et al,. 1999; Paton et 
al., 2000b) เปรียบเทียบกับลําดับของเชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort ดังที่แสดงในตารางที่ 4.6   
พบวาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจาก genogroup 1, 2 และ 3 มีความเหมือนกับไวรัสสายพันธุ Alfort อยู
รอยละ 93.4-95.9, 96.3-99.6 และ 93.0-95.4 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ BVDV สายพันธุ Nose
และ Oregon พบวามีความเหมือนอยูรอยละ 72.0 และ 73.6 ตามลําดับ และมีความเหมือนกับ BDV 
สายพันธุ Rudolph และ Casimir อยูรอยละ 83.1  ดังแสดงในตารางที่ 4.6
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ตารางท่ี 4.6 แสดงการเปรียบเทียบความเหมือนกันเปนรอยละของลําดับนิวคลีโอไทดไวรัสอหิวาต
สุกรจาก  genogroup ตางๆ  และ  Pestivirus เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ  Alfort 
(Meyers et al., 1989) 
 

CSFV BVDV BDV 
Genogroup 1 Genogroup 2 Genogroup 3   

Alfort/187    95.5 VR14762               97.5 96940              95.4 Nose             72.0 Rudolph      83.1 
ALD            95.5  Switzerland3/93/2 97.1 CRB/93           95.0 Oregon         73.6 Casimir       83.1 
GPE-            95.9 Fukushima/80       96.3 Kanagawa/74  93.0   
KPP/93        94.2  Switzerland4/93    99.6    
LOM            95.0     
Chinese        95.0     
Thiverval      95.0     
Brescia          95.5     
Hondurus      93.4     

 
 เมื่อทําการวิเคราะหลําดับเบสของตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ใน
ป พ.ศ. 2544 ที่มีการระบาดในเขตพื้นที่จังหวัดนครปฐม (NKP/01) ซ่ึงเปนพื้นที่ที่มีการเลื้ยงสุกร
อยางหนาแนนและมีการระบาดของโรคอหิวาตสุกรเปนประจํา เปรียบเทียบกับตัวแทนของเชื้อ    
ไวรัสอหิวาตสุกรจาก genogroup ตางๆ พบวาลําดับของเชื้อดังกลาวมีความเหมือนกับลําดับของเชื้อ
จาก genogroup 2 มากกวา genogroup 1 และ 3  คือมีความเหมือนกับเชื้อใน genogroup 2  อยูรอยละ 
95.5-96.7 ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
 
ตารางที่ 4.7 แสดงการเปรียบเทียบความเหมือนกันเปนรอยละของลําดับนิวคลีโอไทดเชื้อไวรัส   
อหิ วาต สุ กรที่ แ ยกได จ ากท องที่  NKP/01 กับ เชื้ อไว รัสอหิ วาต สุ กรจาก  genogroup และ 
subgenogroup ตางๆ 
 

Genogroup 1 Genogroup 2 Genogroup 3 
1.1 Alfort/187                 94.7 2.1 VR14762                     96.3 3.2 96940                        94.3 
1.1 KPP/93                     93.4 2.1 Switzerland3/93/2       96.7 3.3 CRB/93                     93.8 
1.1 Chinese                     93.4 2.2 Fukushima/80             95.5 3.4 Kanagawa/74            92.4 
1.2 Brescia                      93.9 2.3 Alfort                          96.7  
1.3 Hondurus                  91.8   
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 เมื่อนําลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุตางๆ  ไปทําการ
วิเคราะหทาง phylogenetic tree โดยใช Neighbor-joining (NJ) method ดังแสดงในรูปที่ 4.12 พบวา
สามารถแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรไดเปน 3 กลุม ดังนี้ 

  กลุม 1 ประกอบดวยไวรัสอหิวาตสุกร genogroup 1 เชน ไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุ Alfort/187, ALD, Brescia, Hondurus, เชื้อสายพันธุวัคซีน รวมทั้งเชื้อ KPP/93 ซ่ึงเปน
เชื้อที่แยกไดจากประเทศไทย  

  กลุม 2 ประกอบดวยไวรัสอหิวาตสุกร genogroup 2 เชน ไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุ Alfort, เชื้อจากประเทศสวิตเซอรแลนด, Fukushima/80, VR14762 และเชื้อที่แยกได
จากทองที่ NKP/01  

  กลุม 3 ประกอบดวยไวรัสอหิวาตสุกร genogroup 3 เชน ไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุประเทศเกาหลี 96940, Kanagawa/74 และเชื้อจากประเทศไทย CRB/93  
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รูปท่ี 4.12 แสดง phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกร
สรางโดยวิธี Neighbor-joining (NJ) method 

หมายเหตุ:  - ตัวเลขดานหนาแสดงคา bootstrap  
- เสนแนวตั้งแสดงสัดสวนความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางสายพันธุ 
- ตัวเลขในวงเล็บแสดงการจัด genogroup โดยใช E2 ยีน (Paton et al., 2000b) 



บทที่ 5 

 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

ความไว (sensitivity) ของวิธี RT-PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร 

 จากการศึกษาครั้งนี้พบวาวิธี  RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 มีความไวใน
การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ซ่ึงเปนเชื้อบริสุทธิ์ ไดในระดับ 
100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร กลาวไดวาเปนวิธีที่มีความไวในการตรวจสูง ซ่ึงกอนหนานี้การ
ทดสอบหาความไวของไพรเมอรคูนี้เคยมีการศึกษาไวเชนกัน พบวาความไวในการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรในครั้งนั้นเทากับ 100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร (สุดารัตน, ขอ
มูลสวนบุคคล) นอกจากนี้เมื่อทดลองนําวิธี RT-PCR มาใชตรวจตัวอยางสิ่งสงตรวจจากสุกรที่ติด
เชื้อไวรัสอหิวาตสุกร พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรได 
บงชี้วาวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรคูนี้มีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการตรวจตัวอยางสิ่งสง
ตรวจโดยตรง โดยไมตองนําไปเพาะเลี้ยงในเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนกอน 

 เนื่องจากตัวอยางที่สงตรวจชันสูตรโรคทางหองปฏิบัติการไวรัสวิทยาทางดาน 
สัตวแพทยสวนใหญเปนตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดจากสุกรปวยหรือตายที่สงสัยวามีการติดเชื้อ 
อหิวาตสุกร ซ่ึงตัวอยางทั้งสองชนิดนี้มีโอกาสสูงที่จะมีการปนเปอนดวย heme จากเลือด หรือปจจัย
อ่ืนๆ  เชน  เอนไซม  RNase และเอนไซมตางๆ  ที่อาจไปรบกวนหรือยับยั้งปฏิกริยา RT-PCR     
Lopez และคณะ (1991) รายงานวา heme จากเลือดอาจมีผลไปรบกวนปฏิกริยา RT-PCR ได ในการ
ศึกษาครั้งนี้ไดทําการทดสอบความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ 
ALD ในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด และพบวาความไวในการตรวจจากตัวอยางทั้งสองชนิดใหผล
ไมแตกตางกันและใหผลสอดคลองกับความไวในการตรวจเชื้อบริสุทธิ์ แสดงวา heme และปจจัย
อ่ืนๆ ที่มีในตัวอยางทั้งสองชนิดนี้ไมมีผลตอปฏิกริยา RT-PCR 

 นอกจากนี้ในบางครั้งตัวอยางชิ้นเนื้อหรือซีร่ัมของสุกรปวยอาจถูกสงมาถึงหอง
ปฏิบัติการลาชาและไมไดแชเย็น หรือสุกรตายตั้งแตอยูที่ฟารมแลวจึงนํามาผาซากเพื่อชันสูตรโรคที่
หองปฏิบัติการ ตัวอยางไมสด อาจเสื่อมสภาพหรือเนาเสียตั้งแตยังมาไมถึงหองปฏิบัติการ ตัวอยาง
ที่เร่ิมเนาเสียหรือเสื่อมสภาพจะมีเอนไซม ribonuclease ที่พบในเซลลออกมายอยสลาย DNA ของ
เซลล รวมทั้งทําลาย RNA ของไวรัส เปนสาเหตุทําใหประสิทธิภาพในการตรวจดวยวิธี RT-PCR 
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ลดลง หรือไมสามารถตรวจไดเลย Hamel และคณะ (1995) พบวาตัวอยางที่มีคุณภาพไมดี เชน     
ตัวอยางเลือดที่ hemolysed ตัวอยางที่เก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน หรือตัวอยางที่เนาเสียมีผล
ทําใหความไวของเทคนิค RT-PCR ลดลง อยางไรก็ตาม Fuging และคณะ (2000) ไดทําการทดลอง
เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อสุกรปวยดวยโรคอหิวาตสุกรจากประเทศลาว โดยทดลองเก็บตัวอยางไวที่
อุณหภูมิหองที่ระยะเวลาตางๆ พบวาเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 สามารถตรวจ
ตัวอยางที่ใหผลบวกไดนานถึง 6 วัน ซ่ึงแสดงวาไพรเมอรคูนี้มีความไวในการตรวจสูง เหมาะที่จะ
นํามาใชในการตรวจโรคอหิวาตสุกรในประเทศที่มีภูมิอากาศรอนชื้น ที่อาจทําใหตัวอยางเนาเสียได
งายอยางประเทศไทย นอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชตรวจตัวอยางจากสุกรที่มีชีวิต เชน เลือด ซีร่ัม 
nasal swab และ tonsil scraping ได โดยเฉพาะการตรวจสุกรกอนนําเขารวมฝูง ซ่ึงอาจมีการติดเชื้อ
แบบเรื้อรังหรือแบบแอบแฝงโดยสุกรไมแสดงอาการปวยใหเห็น ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการควบ
คุมและปองกันการระบาดของโรคเปนอยางมาก 
 

ความจําเพาะ (specificity) ของวิธี RT-PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร
และ BVDV  

 การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร  324 และ  326 ในการตรวจหาสาร         
พันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV โดยเปรียบเทียบกับไวรัสตางๆ ที่อาจตรวจพบไดใน
สุกรปวย เชน PRV, FMDV, PRRSV และ JEV โดยเฉพาะไวรัส JEV ซ่ึงจัดอยูใน family เดียวกับ 
ไวรัสอหิวาตสุกร และ BVDV พบวาไพรเมอรคูนี้ไมทําปฏิกริยากับเชื้อไวรัสอื่นๆ ที่อาจตรวจพบได
ในสุกร นอกจากนี้ Vilcek และคณะ (1994) ไดทําการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรคูนี้กับเชื้อ 
bovine herpes virus type 1 ไมพบวาเกิดปฏิกริยาขามเชนกัน  ดังนั้นไพรเมอรคูนี้จึงมีความจําเพาะ
สูงทําปฏิกริยาเฉพาะกับเชื้อในกลุม Pestivirus เทานั้น 
 

การเพาะแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเซลลเพาะเลี้ยง 

 ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการเพาะแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางซีร่ัมและ
เนื้อเยื่อบดควบคูไปพรอมกับการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR ทําการเพาะ
เล้ียงไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด SK-6 และทําการตรวจพิสูจนเชื้อดวย immunoperoxidase test   
ในการตรวจแยกเชื้อครั้งที่ 2 นี้ พบวามีบางตัวอยางตรวจพบไวรัสในปริมาณนอยมาก และบางตัว
อยางไมสามารถตรวจหาไวรัสได สวนการตรวจดวยวิธี RT-PCR ใหผลเปนบวกทุกตัวอยาง อยางไร
ก็ตามในการตรวจดวยวิธีเพาะแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยงในครั้งแรกไมไดบันทึกผลการตรวจหา
ปริมาณไวรัสเอาไว จึงทําใหไมสามารถเปรียบเทียบความไวในการตรวจของทั้งสองวิธีนี้ได เพียง
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แตแสดงใหเห็นวาวิธี RT-PCR ใหผลการตรวจสอดคลองกับการเพาะแยกเชื้อที่ทําการตรวจสอบใน
คร้ังแรก 

 จากการศึกษาครั้งนี้เปนที่นาสังเกตวาตัวอยางเนื้อเยื่อบดที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -30 
องศาเซลเซียส เปนเวลานาน และผานขบวนการ freeze-thaw หลายครั้ง สามารถแยกและพิสูจนเชื้อ
ในครั้งที่สองนี้ไดเพียง 11 ตัวอยางจาก 21 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 52 จากตัวอยางทั้งหมด ซ่ึง
ตรงกับรายงานของ Rice และคณะ (1996) ที่รายงานวาไวรัสที่ผานการ freeze-thaw หลายครั้ง จะทํา
ใหความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชื้อลดลง สวนตัวอยางที่ไดจากสํานักเทคนิคและวิชาการ
สัตวเล้ียงเปนตัวอยางชิ้นเนื้อที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ซ่ึงกอนทําการตรวจไดเตรียมให
เปนเนื้อเยื่อบด พบวาตัวอยางกลุมนี้สามารถแยกเชื้อได  7  ตัวอยางจากทั้งหมด  8  ตัวอยาง   ซ่ึงคิด
เปนรอยละ 89 ของตัวอยาง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการเก็บตัวอยางที่อุณหภูมิไมเหมาะสมจะมีผลตอ 
infectivity ของไวรัสเปนอยางมาก ดังนั้นถาตองการเก็บตัวอยางเปนเวลานานควรเก็บไวที่อุณหภูมิ 
-70 องศาเซลเซียส จึงจะสามารถรักษา infectivity ของไวรัสไดดี  
 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR 

 การระบาดของโรคอหิวาตสุกรในประเทศไทยยังพบอยูเปนประจําโดยเฉพาะใน
พื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน ดังนั้นการควบคุมและการปองกันโรคจึงมุงเนนไปที่การใช
วัคซีน ซ่ึงวัคซีนที่ใชสําหรับการควบคุมโรคอหิวาตสุกรในปจจุบันเปนวัคซีนชนิดเชื้อเปน นอกจาก
นี้วัคซีนที่ใชอยูในประเทศยังมีหลากหลายสายพันธุ จากการศึกษาครั้งนี้พบวาวิธี RT-PCR โดยใช     
ไพรเมอร 324 และ 326 สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรที่มีใชใน
ประเทศไดทุกสายพันธุ อยางไรก็ตามเนื่องจากวัคซีนแตละชนิดมีปริมาณไวรัสตอ dose ไมเทากัน 
(ซ่ึงขึ้นอยูกับบริษัทผูผลิตที่เปนผูกําหนดปริมาณไวรัสวัคซีนในแตละ dose และขึ้นอยูกับแตละชุด
ของการผลิตวัคซีนดวย)  จึงทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ที่มากนอยตางกันในการศึกษาครั้งนี้ 

 Vilcek และ Belak (1998) ศึกษาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในยุโรปและเชื้อ   
ไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรที่ใชอยูในทวีปยุโรป อเมริกา และเอเชีย พบวาไพรเมอร 324 และ 326 
สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากยุโรปไดทั้งหมด และไวรัสวัคซีนได 11 
สายพันธุ จากทั้งหมด 13 สายพันธุ แสดงวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจและเพิ่มจํานวนไวรัสวัคซีน
อหิวาตสุกรไดเกือบทุกสายพันธุที่ใชอยูในปจจุบัน นอกจากนั้นนักวิจัยกลุมนี้ยังพบวาลําดับนิวคลี
โอไทดของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดังกลาวมีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bbr PI แตลําดับ
นี้ไมพบในเชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุยุโรปที่เปนสาเหตุการระบาดในปจจุบัน ดังนั้นจึงสามารถใช
เอนไซมตัดจําเพาะนี้ในการจําแนกระหวางเชื้อสายพันธุยุโรปและสายพันธุวัคซีนได อยางไรก็ตาม 
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เนื่องจากเชื้อสายพันธุวัคซีนเปนเชื้อที่อยูใน genogroup 1 แตเชื้อที่มีการระบาดอยูในยุโรปใน
ปจจุบันเปน genogroup 2 ดังนั้นจึงสามารถใชเทคนิค RFLP นี้ในการจําแนกไวรัสทั้งสองกลุมใน   
ยุโรปได แตสําหรับประเทศไทยการระบาดของเชื้อพบทั้งสาม genogroups ซ่ึงรวมทั้งเชื้อ KPP/93 
ที่มีความใกลชิดกับเชื้อสายพันธุวัคซีน ดังนั้นการใชเอนไซม Bbr PI นี้จึงไมเหมาะที่จะนํามาใชใน
การจําแนกเชื้อสายพันธุวัคซีนและเชื้อจากทองที่ที่แยกไดในประเทศไทย 

 เนื่องจากในปจจุบันยังไมมีวิธีทางหองปฏิบัติการที่สามารถแยกแอนติบอดีที่เกิด
ขึ้นเนื่องจากการฉีดวัคซนีอหิวาตสุกรและการติดเชื้อโดยธรรมชาติจากกันได (Van Oirschot, 1999) 
จึงมีการศึกษาวิจัยและพัฒนาวัคซีนชนิดใหมขึ้นมาทดแทนวัคซีนเชื้อเปนที่ใชอยูในปจจุบัน วัคซีน
ชนิดใหมที่ไดรับความสนใจมากคือ subunit vaccine ที่สรางจาก envelope glycoprotein E2 (An et 
al., 1998; Moormann et al., 2000; Van Oirschot, 2003) ที่ ส าม า ร ถ ก ร ะ ตุ น ให มี ก า ร ส ร า ง 
neutralizing antibody แอนตบิอดีที่เกิดขึ้นเนื่องจากการฉีด subunit vaccine นี้สามารถแยกความแตก
ตางจากแอนติบอดีที่เกิดขึ้นเนื่องจากการติดเชื้อโดยธรรมชาติได โดยการตรวจหาแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ Erns  ดวยเทคนิค ELISA แตอยางไรก็ตามสามารถตรวจหาแอนติบอดีนี้จะตรวจพบไดตั้ง
แต 14 วันหลังไดรับเชื้อ (An et al., 1998; Moormann et al., 2000) ซ่ึงใชเวลานานกวาจะตรวจพบ
ทําใหไมสามารถควบคุมการระบาดของโรคไดทันการ ดังนั้นถาหากมีการนําวัคซีนชนิดใหมนี้เขา
มาใชในประเทศไทย   วิธี RT-PCR  โดยใชไพรเมอร 324  และ 326  นี้  ซ่ึงเปนการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสโดยตรง นาจะเปนวิธีที่สามารถใชในการชันสูตรโรคไดตั้งแตในระยะแรกของ
การติดเชื้อ ซ่ึงทําใหสามารถควบคุมการระบาดของโรคไดทันเวลา  
 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ดวยวิธี RT-PCR 

 จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 สามารถ
ใชตรวจตัวอยางเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศทั้ง 3 genogroups ที่เคยมีรายงานในประเทศโดย 
Parchariyanon และคณะ (2000a; 2000b) รวมทั้งเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ KPP/93 ที่ทําใหเกิด
โรคแบบเรื้อรังที่ไมสามารถแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยงได นอกจากนี้ยังสามารถตรวจตัวอยางซีร่ัม
และเนื้อเยื่อบดที่แยกเชื้ออหิวาตสุกรไดในป พ.ศ. 2540-2544 ทั้ง 29 ตัวอยาง ถึงแมวาบางตัวอยาง
ไมสามารถแยกเชื้อไดในครั้งที่สองก็ตาม 

 สําหรับตัวอยางที่ไมสามารถแยกเชื้อในครั้งที่สองนี้ได ผลิตภัณฑของ PCR ที่พบ 
มีแถบ DNA ที่มีลักษณะบางไมคมชัด ซ่ึงบงชี้วาตัวอยางที่ใชตรวจอาจไมเหมาะสม DNA ของเซลล
และ RNA ของไวรัสบางสวนอาจถูกทําลาย จึงทําใหเห็นแถบ DNA เปนปนยาว (smear) อยางไรก็
ตามจากการทดลองนี้ไดแสดงใหเห็นวาวิธี RT-PCR ใหผลการตรวจที่ดีกวาวิธีแยกเชื้อโดยใชเซลล
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เพาะเลี้ยง Paton และคณะ (2000a) รายงานวาวิธี RT-PCR มีความไวมากกวาการแยกเชื้อดวยเซลล
เพาะเลี้ยงถึง 10 เทา และความไวของวิธี RT-PCR จะยิ่งมีความไวมากขึ้นถาตัวอยางเนื้อเยื่อที่ตรวจมี
ความสดใหม 

 ที่ผานมามีนักวิจัยหลายกลุมนําไพรเมอรคูนี้ไปใชในการตรวจหาสารพันธุกรรม
ของไวรัสอหิวาตสุกรจากพื้นที่ตางๆ ทั่วโลก และไดมีการศึกษาเปรียบเทียบความสามารถของ   
ไพรเมอรคูนี้กับไพรเมอรจากบริเวณอื่นๆ ของไวรัสอหิวาตสุกร (Vilcek et al., 1994; Vilcek and 
Belak, 1998; Vilcek et al., 1998; Sakoda et al., 1999; Fuqing et al., 2000 และ สรินนา, 2544) ซ่ึง
ใหผลสอดคลองและสนับสนุนผลการศึกษาครั้งนี้ ดังนั้นจึงกลาวไดวาไพรเมอรคูนี้มีความเหมาะสม
ที่จะนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR ในพื้นที่ที่มีความหลากหลายของ
เชื้ออยางประเทศไทย 
 

การจําแนกความแตกตางของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ดวยเทคนิค RFLP 

 เนื่องจากลําดับสารพันธุกรรมทางดาน 5'NCR ของ Pestivirus มีลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่ใกลเคียงกันมาก (Becher et al., 1998) ดังนั้นเมื่อทําการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส
ในบริเวณนี้จึงมีความจําเปนตองแยกความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรจาก Pestivirus ชนดิอ่ืน 
จากรายงานของ Vilcek และคณะ (1994) พบวาบริเวณที่ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอร 324 และ 326 
มีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I จะตัดเฉพาะ
ลําดับของไวรัสอหิวาตสุกร สวนเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I จะตัดลําดับของ BVDV ทุกสายพันธุ 
และตัดลําดับของไวรัสอหิวาตสุกรไดบางสายพันธุ จากการศึกษาพบวาเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I 
สามารถตัดลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรไดทุกสายพันธุ สวนเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I 
สามารถตัดลําดับนิวคลีโอไทดของ BVDV ไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกร และไวรสัอหิวาตสุกรที่แยกได
จากทองที่ทุกตัวอยาง ยกเวนไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสายพันธุ 
LOM และ Thiverval นอกจากนี้จากการวิเคราะหลําดับเบสพบวาไวรัสอหิวาตสุกรทั้งสามสายพันธุ
นี้มีลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณที่เปนตาํแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I แตกตางไปจาก
ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอ่ืนๆ 

 Yamaguchi และคณะ (1997) และ Sakoda (2000) รายงานวาสามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ที่แยกไดในประเทศญี่ปุน ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Bgl I และ Pst I ดังนั้นจากการศึกษาของ Vilcek และคณะ (1994) Yamaguchi และคณะ (1997) และ 
Sakoda (2000) จึงใหผลสอดคลองกับการศึกษาครั้งนี้ และช้ีใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทดของ       
ไวรัสอหิวาตสุกรบริเวณที่ ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอร 324 และ 326 มีตําแหนงที่จําเพาะตอ
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เอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I และอาจกลาวไดวาสามารถใชเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I เพียงชนิดเดียวใน
การจําแนกความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus อ่ืนๆ ได 

 นอกจากนี้การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ Pestivirus ในสวน 5'NCR พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้ออหิวาตสุกรมีความแตกตางจาก Pestivirus อ่ืนๆ อยูหลายบริเวณโดย
เฉพาะบริเวณตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I ที่มีความจําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรเทา
นั้น ดังแสดงในรูปที่ 4.11 ซ่ึงลําดับเบสบริเวณนี้อาจนํามาออกแบบไพรเมอร (forward primer) ที่
จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรได ซ่ึงจะชวยลดขั้นตอนในการตรวจและชวยลดคาใชจายในการตรวจ
ลงได เนื่องจากไมตองทําการจําแนกไวรัสหลังจากการทํา RT-PCR อยางไรก็ตาม เนื่องจากบริเวณ
ดังกลาวเปนบริเวณที่มีลําดับเบสใกลเคียงกันมากที่สุดในกลุม Pestivirus และยังพบวามีการเปลี่ยน
แปลงของเบสแบบแทนที่ (substitution) ดังนั้นการออกแบบไพรเมอรใหมจึงควรทําดวยความ
ระมัดระวงัเปนอยางยิ่ง  

  เนื่องจากไพรเมอรเปนสวนสําคัญที่สุดที่จะเปนตัวกําหนดความสําเร็จ หรือความ
ลมเหลวในการเพิ่มจํานวน DNA ดั้งนั้นการออกแบบไพรเมอรใหมีความเหมาะสม นอกจากจะ
เลือกไพรเมอรที่มีการจัดเรียงตัวของเบสตางๆ เหมือนกับลําดับเบสที่ตองการเพิ่มจํานวนแลว ควร
คาํนึงถึงปจจัยตางๆ เชน ควรหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่มี polypurines หรือ polypyrimidine และควรมี คา 
GC content ไมนอยกวารอยละ 50 ควรหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่จะเกิด secondary structure เชน hairpin 
และความยาวของไพรเมอรควรมีขนาด 17-30 นิวคลีโอไทด ควรหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่จะทําใหเกิด 
primer dimer นอกจากนี้ปลายทางดาน 3' ของไพรเมอรทั้งสองเสนจะตองไม complementary กัน  
(ทวีศักดิ์, 2541) 

ปจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับออกแบบไพรเมอรหลายโปรแกรม เชน 
Oligo® และ Genetyx-Win จึงทําใหมีความสะดวกมากขึ้น อยางไรก็ตามไพรเมอรที่ไดมาจะตองนํา
มาทดลองใชในปฏิกริยา PCR กอน จึงจะสามารถสรุปไดวาเปนไพรเมอรที่มีความเหมาะสมหรือไม  
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การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรดวยเทคนิค DAN sequencing 

การหาตําแหนงจดจําบนลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV 

 จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน  5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรและ 
BVDV ทําใหสามารถหาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะได ผลจากการศึกษาครั้งนี้พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และไวรัสสายพันธุวัคซีน LOM และ 
Thiverval มีบริเวณตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I ที่แตกตางไปจากไวรัสอหิวาตสุกร  
สายพันธุอ่ืนที่เคยมีรายงานไว โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสสายพันธุ Alfort 
ดังที่แสดงในรูปที่ 4.10 และ 4.11 ที่ตําแหนง 219 จะเปน G ขณะที่ลําดับของไวรัสทั้งสามสายพันธุ
นี้เปน T นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกันนี้ในไวรัสสายพันธุ Alfort/187 จึงทําให
เอนไซมไมสามารถจดจําตําแหนงดังกลาวได 

 จากการศึกษาเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่ เคยมีรายงาน  ทําใหทราบวาลําดับ         
นิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Kanagawa/74 ซ่ึงเปนเชื้อจากประเทศญี่ปุน ที่ตําแนง 
216 มีการเปลี่ยนแปลงจาก C เปน T (ดังแสดงในรูปที่ 4.11) จึงทําใหเอนไซม Ava I ตัดไมไดเชน
กัน แสดงวาตําแหนงจดจําของเอนไซมนี้ที่พบบนลําดับของไวรัสอหิวาตสุกรนั้น ไมใชตําแหนงที่
จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร 

 Vilcek และคณะ  (1994) รายงานวาลําดับเบสทางดาน  5'NCR ของ  BVDV มี
ตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซม Ava I ซ่ึงถือวาเปนบริเวณที่จําเพาะตอเชื้อ BVDV จากการศึกษา
พบวามีความสอดคลองกับรายงานนี้ คือ พบตาํแหนงจดจําของเอนไซมนี้ในลําดับเบสของทั้งไวรัส
สายพันธุ Nose และ Oregon อยางไรก็ตาม บนลําดับเบสของไวรัสสายพันธุ Oregon มีตําแหนงจด
จําของเอนไซมนี้ถึงสองตําแหนง คือ ที่บริเวณนิวคลีโอไทดที่ 216-221 และ 261-266 เนื่องจาก
ตําแหนงจดจําเบสลําดับที่ 2 และ 5 ของเอนไซม Ava I สามารถเปลี่ยนแปลงได คือ C หรือ T และ A 
หรือ G ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 จึงทําใหเอนไซมมีตําแหนงจดจําไดหลายตําแหนง อยาง
ไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไมพบการเปลี่ยนแปลงดังกลาวในลําดับของไวรัสสายพันธุ Nose แสดง
วาตําแหนงจดจําบริเวณ ลําดับที่ 261-266 นี้ ไมใชบริเวณที่จําเพาะตอ BVDV แตเปนบริเวณที่ 216-
221 เนื่องจากมีตําแหนงจดจําที่จําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I ตอ BVDV ทั้งสองสายพันธุ ซ่ึง
ใหผลสอดคลองกับรายงานของ Vilcek และคณะ (1994) 
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 จากการวิเคราะหหาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I ในลําดับนิวคลีโอ
ไทดของไวรัสอหิวาตสุกรเปรียบเทียบกับสายพันธุที่เคยมีรายงาน เมื่ออางอิงถึงลําดับนิวคลีโอไทด
ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort ดังที่แสดงในรูปที่ 4.11 พบวามีตําแหนงจดจําของเอนไซมนี้
ที่บริเวณนิวคลีโอไทดที่ 133-143 และพบวาไวรัสอหิวาตสุกรทุกสายพันธุมีตําแหนงนี้ แสดงวา
ลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรมีตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซมตัด
จําเพาะ Bgl I ซึ่งใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Vilcek และคณะ (1994) และ Yamaguchi และ
คณะ (1997) 

 จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณตําแหนงจดจําของเอนไซม Bgl I ของ    
ไวรัสวัคซีนสายพันธุ Chinese พบมีความแตกตางจากไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอ่ืนๆ คือ ที่ลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ 137 มีการเปล่ียนแปลงจาก G เปน A เนื่องจากลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
Bgl I (ดังแสดงในตารางที่ 4.4) สามารถเปลี่ยนแปลงไดมาก คือเบสลําดับที่ 4-8 สามารถเปนไดทั้ง 
A หรือ C หรือ G หรือ T  ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงนี้จึงไมมีผลตอการทํางานของเอนไซมดังกลาว 
 

การศึกษาการเรียงลําดับของนิวคลีโอไทดและการวิเคราะหทาง phylogenetic tree 

  ศึกษาการจัดเรียงลําดับขอมูลทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ใน
สวน 5'NCR พบวาเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยกันพบมีความเหมือนกันสูงมาก คือ 
รอยละ 93.0-99.6 ขณะที่เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับ BDV และ BVDV พบมีคาความเหมือนกันต่ํากวา 
คือ รอยละ 83.1 และ 72.0-73.6 ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Ruggli และคณะ (1996) 
และ Becher และคณะ (1998) ที่ศึกษาเปรียบเทียบลําดับสารพันธุกรรมทั้งจีโนมของ Pestivirus ใน
การศึกษาครั้งนั้นพบวาไวรัสอหิวาตสุกรมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับ BDV และ BVDV 
ประมาณรอยละ 80 และ 70 ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาไวรัสอหิวาตสุกรมีความใกลชิดกับ BDV 
มากกวา BVDV นอกจากนี้ Hofmann และคณะ (1994) พูดถึงความแตกตางของลําดับสารพันธุ
กรรมในสวน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรนี้ อาจสะทอนใหเห็นถึงความแตกตางในสวนอ่ืนๆ ของ
จีโนม โดยเฉพาะบริเวณที่มีความหลากหลาย เชน E2 ยีน  

 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดในสวน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรไปทําการวิเคราะห
ทาง phylogenetic โดยอางอิงถึงเชื้อที่เคยมีรายงานการจัดแบงเปน genogroup และ subgenogroup 
ตางๆ โดยใชความแตกตางในสวน 5'NCR และ E2 ยีน (Sakoda et al., 1999; Paton et al., 2000b) 
พบวาในการศึกษาครั้งนี้สามารถจัดแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรไดเปน 3 กลุม ซ่ึงใหผลสอดคลองกับ
ที่เคยมีรายงาน ดังนี้ คือ  
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 กลุม 1 คือเชื้อจาก genogroup 1 ซ่ึงประกอบดวย  
  subgenogroup 1.1  เชื้อที่เปนตัวแทน คือ Alfort/187, ALD,  
   ไวรัสสายพันธุวัคซีน และเชื้อจากประเทศไทย KPP/93 

  subgenogroup 1.2  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ Brescia  
  subgenogroup 1.3  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ Hondurus  

 กลุม 2 คือเชื้อจาก genogroup 2 ซ่ึงประกอบดวย 
  subgenogroup 2.1  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศมาเลเซีย VR14762  
   และ Switzerland 3/93/2  
  subgenogroup 2.3  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ Alfort และ Switzerland 4/93 

 กลุม 3 คือเชื้อจาก genogroup 3 ซึ่งประกอบดวย  
  subgenogroup 3.2  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศเกาหลี 96940  
  subgenogroup 3.3  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศไทย CRB/93  
  subgenogroup 3.4  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศญี่ปุน Kanagawa/74  

  เมื่อพิจารณาถึงลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกรแตละสายพันธุ พบวาการเปลี่ยน
แปลงของเบสในบริเวณนี้สวนใหญจะเปนการเปลี่ยนแปลงแบบชนิดแทนที่ (substitution) ซ่ึงสอด
คลองกับรายงานของ  Sakoda และคณะ  (1999) นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อจากประเทศญี่ปุน 
Fukushima/80 และตัวอยางเชื้อจากประเทศไทย (NKP/01) มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ยาวขึ้น คือ มี A 
เพิ่มขึ้น 1 และ 2 เบส ตามลําดับ ที่ลําดับนิวคลีโอไทด 355-356 ซ่ึงไมพบในไวรัสอหิวาตสุกรอ่ืน 
สําหรับเชื้อ Fukushima/80 เปนเชื้อที่เคยระบาดในญี่ปุนในป 1980 จัดเปนเชื้อที่อยูใน genogroup 
เดียวกับเชื้อ Switzerland3/93/2 และ Alfort แตอยูตาง cluster กัน (Sakoda et al.,1999) เมื่อวิเคราะห
จากคาความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดและการวิเคราะหทาง phylogenetic tree เชื้อสายพันธุ 
Fukushima/80 และ NKP/01 นาจะอยูใน genogroup เดียวกัน  ดังแสดงในรูปที่ 4.12 

 สําหรับตัวอยางเชื้อจากทองที่  NKP/01 ซ่ึงเปนเชื้อที่แยกไดจากพื้นที่จังหวัด
นครปฐม ซ่ึงเปนเขตพื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน เปนเชื้อที่มีความรุนแรงสูง เมื่อทําการ
ศึกษาเปรียบเทียบกับเชื้อที่เคยมีรายงานในประเทศไทย คือ KPP/93 ซ่ึงเปนเชื้อชนิดความรุนแรงต่ํา 
และเชื้อ CRB/93 ซ่ึงเปนเชื้อที่มีความรุนแรงสูง พบวามีความเหมือนกันต่ํามาก ผลการวิเคราะห 
phylogenetic tree ชี้ใหเห็นวาเชื้อทั้งสามอยูคนละ genogroup กัน นอกจากนี้ Parchariyanon และ
คณะ (2000a) เคยรายงานวาเชื้อที่ระบาดอยูในประเทศไทยตั้งแตป พ.ศ. 2539 เปนตนมา เปนเชื้อ
จาก subgenogroup 2.2 ซ่ึงเปน subgenogroup เดียวของ genogroup 2 ท่ีมีการระบาดในประเทศไทย 
ซ่ึงรายงานนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Blacksell (2000) ที่ทําการศึกษาเชื้ออหิวาตสุกรจาก
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ประเทศลาว และการศึกษาของ Lu และคณะ (2000) ที่ศึกษาเชื้ออหิวาตสุกรในประเทศจีน พบวา
เชื้อจาก subgenogroup 2.2 เปนสาเหตุของการระบาดของโรคในพื้นที่เชนกัน ซ่ึงชี้ใหเห็นวาเชื้อใน 
subgenogroup 2.2 เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมีการระบาดของโรคในภูมิภาคนี้ อยางไรก็ตาม เนื่อง
จากลําดับเบสบริเวณนี้มีความใกลเคียงกันมาก ดังนั้น เมื่อนําไปวิเคราะหทาง phylogenetic จึงทําให
ไดคา bootstrap คอนขางต่ํา โดยเฉพาะระหวาง genogroup ดังแสดงในรูปที่ 4.12 Paton และคณะ 
(2000b) รายงานวาคาความเชื่อมั่นและความถูกตองในการจําแนกสายพันธุจะสูงยิ่งขึ้นถาคา 
bootstrap มีคามากกวาหรือเทากับรอยละ 70 ดังนั้น กอนที่จะสามารถสรุปไดวาไวรัสอหิวาตสุกร 
NKP/01 เปนเชื้อใน genogroup ใด ควรตองทําการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมในสวนอื่นๆ รวมดวย 
เชน E2 ยีน ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความหลากหลายมากกวาบริเวณ 5'NCR เพื่อใหไดคา bootstrap ที่สูง
กวา มีความถูกตองและนาเชื่อถือมากกวา (Paton et al., 2000b)  

 การวิเคราะห phylogenetic tree ของไวรัสอหิวาตสุกรในครั้งนี้ทําใหสามารถจัด
แบงกลุมไวรัสไดเปน 3 กลุม ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Sakoda และคณะ (1999) ที่ทํา
การศึกษาเชื้อจากประเทศญี่ปุน โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 เชนกัน และผลจากการศึกษาในครั้ง
นี้ยังสอดคลองกับการศึกษาของ Paton และคณะ (2000b) ที่จัดแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรโดยใช
ความหลากหลายในสวน E2 ยีน อยางไรก็ตาม เนื่องจากบริเวณ 5'NCR มีลําดับเบสที่ใกลเคียงกัน
มาก ดังที่ไดแสดงไวในเบื้องตน การใชลําดับเบสในบริเวณนี้ในการจัดแบงกลุมเชื้อไวรัสที่มีความ
ใกลชิดกันมากๆ เชนการแบงเปน subgenogroup จึงไมเหมาะสมเทากับการใชลําดับเบสในบริเวณ 
E2 ยีน ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความหลากหลายสูงกวา จึงอาจบอกความแตกตางไดดีกวา นอกจากนี้
จํานวนตัวอยางที่นํามาใชในการวิเคราะหอาจมีจํานวนนอยเกินไป ทําใหไมสามารถแยกความแตก
ตางของเชื้อในแตละกลุมไดอยางชัดเจน ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมกอนที่จะสรุป 

 โดยสรุป เมื่อพิจารณาถึงความสะดวกรวดเร็ว ความจําเพาะ และความไวของการ
ตรวจหาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเทคนิค RT-PCR และ RFLP คร้ังนี้ พบวาวิธีนี้มีความเหมาะสม
สําหรับนํามาใชเปนทางเลือกอีกวิธีหนึ่ง สําหรับใชในการวินิจฉัยและตรวจหาเชื้ออหิวาตสุกรจาก
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลและสารเคมีท่ีใชในงานเพาะเลี้ยงเซลล 

1. การเตรียม 10X phosphate buffered saline (PBS) 

   NaCl     80.0  กรัม 
   KCl       2.0 กรัม 
  NaHPO4     11.5 กรัม 
  KH2PO4       2.0  กรัม 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร กวนใหละลายและปรับ pH ใหเทากับ 7.2 นําไปนึ่งฆา
เชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและ
เก็บที่อุณหภูมิหอง 

2. การเตรียม 1X phosphate buffered saline (PBS) 

  10X phosphate buffered saline (PBS) 100 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น     900 มิลลิลิตร 
 กวนใหเขากันและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและเก็บที่อุณหภูมิหอง 

3. Eagle's minimum essential medium (MEM) 

  Eagle's minimum essential medium (Nissui®, Japan) 8.14 กรัม 
  น้ํากลั่น (DW3)      1 ลิตร 
 กวนใหละลาย และแบงใสขวดๆ ละ 410 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและ เก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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4. การเตรียม 7% NaHCO3 

  NaHCO3    7.0 กรัม 
  น้ํากลั่น     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหเขากันและแบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและเก็บที่
อุณหภูมิหอง 

5. การเตรียม 3% L-glutamine 

  L-glutamine    3.0 กรัม 
  น้ํากลั่น     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย กรองดวยเครื่องกรองขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝา
เกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

6. การเตรียมยาปฏิชีวนะสําหรับงานเพาะเลี้ยงเซลล 

  Penicillin 
    Penicillin   2,000,000 IU 
    น้ํากลั่น    100 มิลลิลิตร 
  Streptomycin 
    Streptomycin   1.0  กรัม 
    MEM    100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย กรองดวยเครื่องกรองขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝา
เกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

7. การเตรียม stock 2.5 % trypsin 

   Trypsin     2.5 กรัม 
  PBS     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลายนานหนึ่งคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กรองดวยเครื่องกรอง
ขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 
องศาเซลเซยีส 
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8. การเตรียม stock 1% versene (EDTA) 

  EDTA     1 กรัม 
  น้ํากลั่น     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย และแบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและ เก็บแช
แข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

9. การเตรียม versene-trypsin (VT) 

   2.5% trypsin    5  มิลลิลิตร 
   1% versene (EDTA)   2.5 มิลลิลิตร 
   PBS     92.5 มิลลิลิตร 
 กวนใหเขากัน กรองดวยเครื่องกรองขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝา
เกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

10. Tryptose phosphate broth (TPB) 

  Tryptose phosphate     29.5 กรัม 
  น้ํากลั่น (DW3)     1 ลิตร 
 กวนใหละลาย และแบงใสขวดๆ ละ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและเก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 

11. อาหารเลี้ยงเซลลชนิดมีซีร่ัมอยูรอยละ 5 

  Eagle's minimum essential medium (MEM)  410 มิลลิลิตร 
  Tryptose phosphate broth (TPB)      50 มิลลิลิตร 
  3% L-glutamine           5 มิลลิลิตร 
  Antibiotic           5 มิลลิลิตร 
  7% NaHCO3          5 มิลลิลิตร 
  Fetal calf serum (BVDV antigen and atibody-free serum)    25 มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารเคมีสําหรับการทดสอบดวยวิธี immunoperoxidase test 

1. การเตรียม washing solution (0.5% PBS-Tween 20) 

  PBS      1 ลิตร 
  Tween-20     5 มิลลิลิตร 

2. การเตรียม fixative (4% formaldehyde) 

  40% formalin     10 มิลลิลิตร 
  0.5% PBS-Tween-20    90 มิลลิลิตร 

3. การเตรียม 1% bovine serum albumin (BSA) 

  Bovine serum albumin    1 กรัม 
  0.5% PBS-Tween-20    100 มิลลิลิตร 

4. การเตรียม acetate buffer (pH 5.2) 

  สารละลาย A (0.1 M acetic acid) 
    Glacial acetic acid   5.75  มิลลิลิตร 
    เติมน้ํากลั่นใหครบ     1 ลิตร 
  สารละลาย B (0.1 M sodium acetate) 
    Sodium acetate    13.61 กรัม 
    เติมน้ํากลั่นใหครบ      1  ลิตร 
 ผสมสารละลาย A และ B ในอัตราสวน 21 สวนตอ 79 สวน แลวปรับ pH ใหเทา
กับ 5.2 และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5. สารละลาย AEC 

   3-Amino-9-ethylenecarbazole   30 มิลลิกรัม 
   N, N-dimethylformamide   75 มิลลิลิตร 
 เขยาใหละลายและเก็บในขวดหุมดวยอะลูมินัมฟอยล เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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6. การเตรียม AEC ซับสเตรท 
   สารละลาย AEC    0.75 มิลลิลิตร 
   Acetate buffer     14.25  มิลลิลิตร 
 กวนสารละลายใหเขากัน กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน และเติม
รอยละ 30  ของ H2O2 15 ไมโครลิตร 



ภาคผนวก ข 

 

การเตรียมสารเคมีสําหรับเจลอีเล็คโทรโฟรีซีส 

1. การเตรียม 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

  Disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA)  93.05 กรัม 
  เติมน้ํากลั่นใหครบ    400 มิลลิลิตร 
 กวน ให ล ะล าย  ป รับ  pH ให เท ากั บ  8.0 โดยใช  sodium hydroxide (NaOH) 
ประมาณ 20 กรัม นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที ปลอยใหเย็น เก็บที่อุณหภูมิหอง 

2. การเตรียม 5X tris-borate EDTA buffer (TBE) 

  Tris base     54.0  กรัม 
  Boric acid     27.5 กรัม 
  0.5 M EDTA     20 มิลลิลิตร 
  เติมน้ํากลั่นใหครบ       1 ลิตร 
 กวนสารใหละลาย นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็น เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3. การเตรียม 1X tris-borate EDTA buffer (TBE) 

  5X TBE      200 มิลลิลิตร 
  เติมน้ํากลั่นใหครบ       1 ลิตร 

4. การเตรียม 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ethidium bromide 

  Ethidium bromide    100 มิลลิกรัม 
  น้ํากลั่น      10 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย ใสในขวดสีชาหรือหอดวยอะลูมินัมฟอยล เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
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5. การเตรียม 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ethidium bromide 

  Ethidium bromide (10 mg/ ml)   1 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      9 มิลลิลิตร 
 ผสมใหละลาย ใสในขวดสีชาหรือหอดวยอะลูมินัมฟอยล เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

การเตรียมสารเคมีท่ีใชตกตะกอนผลิตภัณฑ PCR สําหรับทํา DNA sequencing 

การเตรียม 3M sodium acetate (pH 5.2) 

  Sodium acetate (NaC2H3O2.3H2O)   40.81 กรัม 
  น้ํากลั่น      80 มิลลิลิตร 
 กวนสารใหละลาย และปรับ pH ใหเทากับ 5.2 โดยใช glacial acetic acid แลวเติม
น้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็น เก็บที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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