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โรคไข้หวัดใหญ่สุกรมีสาเหตุจากเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A ในขณะที่สุกรเป็นตัวกลางใน
การแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมของไวรัสไข้หวัดใหญ่ในมนุษย์และสัตว์ปีก การเฝ้าระวังและติดตาม
การติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกรในฟาร์มมีความสําคัญในการควบคุมและป้องกันไวรัสไข้หวัดใหญ่ โปรตีน 
Nucleoprotein (NP) เป็นแอนติเจนเฉพาะกลุ่มของไข้หวัดใหญ่ชนิด A ทุก subtype 
การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนา NP ELISA เพ่ือศึกษารูปแบบของการติดเช้ือไข้หวัดใหญ่
สุกรในประเทศไทย โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ของไวรัสไข้หวัดสุกรถูกผลิตในแบคทีเรีย 
Escherichia coli  (E. coli) ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตโปรตีนคือ การเหน่ียวนําด้วย IPTG 
เข้มข้น 0.2 mM ที่ 370C เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง NP มีขนาด 56 KDa และทําปฏิกิริยาอย่างจําเพาะ
กับแอนติบอดีต่อ histidine tag และซีรัมสุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร โปรตีนในรูปที่ละลายน้ําได้ถูก
ทําให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี affinity chromatography และใช้เป็นแอนติเจนสําหรับพัฒนา NP ELISA 
ทําการแยกซีรัมบวกและซีรัมลบของแม่สุกรด้วยวิธี IFA และใช้ซีรัมชุดดังกล่าวในการต้ังค่า cutoff 
ของ NP ELISA โดยวิธี Receiver operating characteristic (ROC) analysis เมื่อเปรียบเทียบผล
ของ NP ELISA กับ IFA พบค่าการยอบรับทางสถิติ (Kappa value) เท่ากับ 0.568 (p < 0.01)  
NP ELISA มี diagnostic sensitivity และ specificity เท่ากับ 93.4% และ 80.0% ตามลําดับ 
นํา NP ELISA มาตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกรในซีรัมแม่สุกรจํานวน 1,548 ตัวอย่างที่
เก็บจากฟาร์มต่างๆ ใน 5 จังหวัดซึ่งต้ังอยู่ในแต่ละภาคของประเทศไทย ในช่วงปี 2552 และปี 2553 
พบการตอบสองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร ในฟาร์มเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ กลาง 
ตะวันออก ใต้ และเหนือเท่ากับ 96.88, 94.52, 93.90, 93.27 และ 89.92% ตามลําดับ ซึ่งไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) โดยภาพรวมสุกรส่วนใหญ่ของประเทศมีภูมิคุ้มกันต่อ NP สูง
ที่สุดในช่วงเดือนกรกฎาคม ยกเว้นในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน
ต่อ NP สูงที่สุดในช่วงเดือนพฤษภาคม  ทั้งสองเดือนเป็นช่วงเร่ิมต้นฤดูฝน ซึ่งมีปัจจัยที่ช่วยส่งเสริม
การแพร่กระจายเช้ือแบบ contact transmission ได้ดีซึ่งเป็นลักษณะเด่นของการแพร่กระจายเช้ือ
ในประเทศเขตร้อน 
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Swine influenza virus (SIV) is caused by influenza A virus while swine is a 
genetic-mixing vessel for human and avian influenza viruses. Thus, surveillance of 
SIV in swine is crucial for prevention and control of influenza A viruses. 
Nucleoprotein (NP) is a group specific antigen for all subtypes of influenza A viruses. 
The objective of this study was to develop NP ELISA to investigate the SIV infection 
in Thailand. Recombinant NP was produced in E. coli which was cultured at 37oC for 
16-18 hours with 0.2 mM IPTG induction. The recombinant NP had a molecular 
weight of 56 kDa and reacted specifically with antibodies to histidine tag and the 
SIV convalescent swine sera. The soluble form of NP was purified by using affinity 
chromatography and the protein was used as antigen for NP ELISA. Swine sera were 
classified as positive and negative using IFA and used for cutoff setting. The cutoff 
of NP ELISA was determined using receiver operating characteristic (ROC) analysis. 
Comparison of results between NP ELISA and IFA revealed an acceptable 
agreement of tests with the kappa value equal 0.568 (p < 0.01). In addition, 
diagnostic sensitivity and specificity of NP ELISA were 93.4 and 80%, respectively. NP 
ELISA was used to examine SIV infection from 1,548 sow-serum samples collected 
from farms in five provinces located in different parts of Thailand during 2009-2010. 
The results showed that antibodies to SIV were detected in 96.88, 94.52, 93.90, 
93.27 and 89.92% of sows from Northeast, Central, East, South and North of 
Thailand, respectively. The ratios of SIV infection among pigs from different parts of 
Thailand were not significantly different. In conclusion, sows in the south Thailand 
appeared to have the highest level of antibodies to SIV in May while more anti-SIV 
was found in sows from the other parts of Thailand in July. Both months are at the 
beginning of the rainy season in Thailand that provides the environment for contact 
transmission of SIV. This mode of transmission is the most suitable mean for 
influenza A virus spreading in tropical countries. 
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5 โครงสร้างการเรียงตัว ribonucleoprotein (RNP) 14 
6 รูปแบบการสังเคราะห์ vRNA ของไวรัสไข้หวัดใหญ ่ 17 
7 กระบวนการเพ่ิมจํานวนของไวรัสไข้หวัดใหญ ่ 18 
8 ที่มาของ host และ ยีนต่างๆ ของไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุใหม่ 2009 23 
9 ภาพวาดแสดงข้ันตอนการโคลนพลาสมิด pQE80_NP  

เพ่ือใช้ผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5 38 
10 แผนผังการเพาะไวรัสลงในเพลตทดสอบ 46 
11 แผนผังการเคลือบเพลต (coat plate)  

ด้วยสารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ความเข้มข้นต่างๆ 48 
12 แผนผังการเจือจางซีรั่มของสุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร 

(SIV strong positive serum) 48 
13 แผนภาพเพลต NP ELISA 50 
14 แผนภาพเพลตการทดสอบความคงที่ภายในเพลต ของ NP ELISA 51 
15 1% agarose gel electrophoresis ของยีน NP 54 
16 1% gel electrophoresis (A) การคัดเลือกโคโลนีของ pNP  

จากแบคทีเรีย E. Coli สายพันธ์ุ DH5α 55 
17 แถบพลาสมิด pQE_NP_5 56 
18 แผนภาพของพลาสมิด pQE_NP_5 56 
19 ลําดับนิวคลีโอไทด์และลําดับกรดอะมิโนของยีน NP  

ที่เช่ือมกับส่วนของ histidine 6 โมเลกุล 57 
20 8% SDS-PAGE แสดงแถบโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในเซลลแ์บคทีเรีย  

E. coli สายพันธ์ุ DH5α ที่บรรจุพลาสมิด pQE_NP_5 ซึง่ถูกเหน่ียวนํา 
ด้วยสาร IPTG ที่ความเข้มขน้ระดับต่างๆ ที่อุณหภูม ิ37 oC 59 

21 8% SDS-PAGE แสดงแถบโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในเซลลแ์บคทีเรีย  
E. coli สายพันธ์ุ DH5α ที่บรรจุพลาสมิด pQE_NP ที่ช่วงระยะเวลา 
การเลี้ยงต่างๆ ที่อุณหภูมิ 37oC 60 

22 การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ผลติได้จากเช้ือ  
E. coli สายพันธ์ุ DH5 61 

 



(5) 

สารบญัภาพ (ต่อ) 
 

ภาพท่ี หน้า 
 

23 8% SDS-PAGE แสดงผลการแยกโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ให้บริสทุธ์ิ 
ในสภาวะเสียสภาพธรรมชาติ 63 

24 Western blot analysis ตรวจสอบการทําปฏิกิริยาระหว่าง antibody  
ต่อ histidine tag และซีรัมสกุรที่ได้รับเช้ือ SIV (SIV covalescent serum)  
และโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในสภาวะเสยีสภาพธรรมชาติบนแผ่น membrane 64 

25 8% SDS-PAGE แสดงผลการแยกโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP  
ให้บริสุทธ์ิในสภาพธรรมชาติ 66 

26 Western blot analysis ตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของ antibodyต่อ 
Histidine tag และซีรัมสุกรที่ได้รับเช้ือ SIV (SIV convalescent serum)  
ต่อโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในสภาพธรรมชาติ 67 

27 ลักษณะของ MDCK cells 68 
28 ลักษณะของเซลล์ที่ติดส ีfluorescien เมื่อทดสอบด้วยวิธี IFA 68 
29 ผล ELISA แสดงสีของปฏิกิริยาเอนไซม์ในตัวอย่างลบ (คอลัมท์ที ่1-6) 

และ ตัวอย่างบวก (คอลัมทท์ี่ 7-12) ที่ถูกเจือจางด้วย 5% skim milk 80 
30 กราฟ ROC แสดงจุดตัดของเส้น sensitivity และ1-specificity  

เพ่ือหาค่า cut-off ที่ เหมาะสมของ NP ELISA 83 
31 ตําแหน่งการเก็บตัวอย่างซีรัมแม่สุกรในจังหวัดต่างๆ  

ของแต่ละภาคของประเทศไทย 85 
32 รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัม 

ที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคกลางในแต่ละช่วงเดือน 89 
33 รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัม 

ที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคตะวันออกในแต่ละช่วงเดือน 92 
34 รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัม 

ที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคเหนือในแต่ละช่วงเดือน 95 
35 รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัม 

ที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือในแต่ละช่วงเดือน 98 
36 รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัม 

ที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคใต้ในแต่ละช่วงเดือน 101 
 
 



(6) 

คําอธิบายสญัลักษณ์และคําย่อ 
 
m7 GpppXm = 7-methylguanosine 
Ala, A = Alanine 
α = alpha 
Arg, R = Arginine 
Asn, N = Asparagine 
Asp, D = Aspartic acid 
bp = base pairs 
ß = beta 
BAT1/UAP56 = bidirectional amino acid transporter 1 
BSA = Bovine serum albumin 
CO2 = carbon dioxide 
CRM1 = Chromosome Region Maintenance 1 
CV = coefficient of variation   
cELISA = competitive ELISA 
cDNA = complementary DNA 
cRNA = complementary RNA 
CYS, C = Cysteine 
CPE = Cytophatic effect 
ºC = degree Celsius 
dNTP = deoxynucleotide triphosphate 
DTT = DL-dithiothreitol 
ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay 
E. coli = Escherichia coli 
EDTA = ethylenediamine tetraacetic acid 
FITC = Fluorescien isothyocyanate 
Glu, E = Glutamic acid 
Gln, Q = Glutamine 
Gly, G = Glycine 
HI = Haemagglutination inhibition 
HA = Haemagglutinin 
His, H = Histidine 
IFA = Indirect immunofluorescent assay 
Ile, I = Isoleucine 
IPTG = isopropyl-ß-D-1-thiogalactopyranoside 



(7) 

คําอธิบายสญัลักษณ์และคําย่อ (ต่อ) 
 
kDa = kilo Dalton 
Leu, L = Leucine 
LB = Luria-Bertani broth 
Lys, K = Lysine 
MgCl2 = magnesium chloride 
MDCK = Martin-Darby canine kidney 
M = Matrix 
mRNA = Messenger RNA 
Met, M = Methionine 
μg = microgram 
μl = microliter 
μM = micromolar 
ml = milliliter 
M = molar 
NaH2PO4 = Monosodium phosphate   
ng = nanogram 
nm = nanomerter 
NCBI = Nation Center for Biotechnology Information 
NC = negative control 
NS = Non-structural protein 
NEP = Nuclear export protein 
NLS = Nuclear localization signal 
NP = Nucleoprotein 
NA = Nuraminidase 
OD = Optical density 
Phe, F = Phenylalanine 
PMSF = phenylmethanesulfonylfluoride or phenylmethylsulfonyl 

fluoride 
pM = picomolar 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
PRDC = Porcine respiratory disease complex 
PC = positive control 
Pro, P = Proline 
PA = Protein Acid 



(8) 

คําอธิบายสญัลักษณ์และคําย่อ (ต่อ) 
 
PB1 = Protein Base 1 
PB2 = Protein Base 2 
RT-PCR = Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
RNase = ribonuclease 
RNA = ribonucleic acid 
RNP = Ribonucleoprotein 
rpm = round per minute 
Ser, S = Serine 
SNT = Serum neutralization test 
NaCl = sodium chloride 
SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SD = Standard deviation 
SIV = Swine influenza virus 
Thr, T = Threonine 
TBS = Tris-buffered saline 
Trp, W = Tryptophan 
Tyr, Y = Tyrosine 
Val, V = Valine 
vRNA = viral RNA 
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การพัฒนา Nucleoprotein ELISA  
เพื่อติดตามรปูแบบของการตดิเชื้อไวรัสไข้หวัดสุกร 

 
Development of Nucleoprotein ELISA to Monitor  

Swine Influenza Virus Infection in Thailand 
 

คํานํา 
 
โรคไข้หวัดใหญ่ในสุกรเป็นโรคระบบทางเดินหายใจเฉียบพลันที่สามารถพบในสุกรทุกช่วงอายุ

ซึ่งมีสาเหตุมาจากเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A (Influenza Avirus) ตระกูล Orthomyxoviridae 
เป็นไวรัสชนิด RNA สายเด่ียว, มีเปลือกหุ้ม และมีสารพันธุกรรมเป็นท่อนๆ ทั้งสิ้น 8 ท่อน  โดยสุกร
ติดเช้ือจะมีอาการทางคลีนิกเช่นเดียวกับคนที่ติดเช้ือไข้หวัดใหญ่ กล่าวคือ มีไข้สูง, ซึม, เบ่ืออาหาร 
และน้ําหนักลด  โดยสุกรในฝูงมีอัตราการป่วยอาจสูงถึง 100% แต่สุกรจะฟ้ืนและหายป่วยอย่าง
รวดเร็วภายใน 5-7 วัน มักไม่พบการตาย  อย่างไรก็ตาม โรคมีผลทําให้ลูกสุกรหลังหย่านม
เจริญเติบโตช้า  สําหรับแม่สุกรต้ังท้องอาจทําให้แท้งได้  นอกจากน้ี เช้ืออาจเหน่ียวนําให้สุกรเป็นโรค
แทรกซ้อนอ่ืนที่รุนแรงกว่าได้ง่าย ซึ่งส่งผลกระทบต่อการสูญเสียด้านเศรษฐกิจของอุตสาหกรรมการ
เลี้ยงสุกร  

 
ปัจจุบันไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรที่มีรายงานพบการระบาดหมุนเวียนทั่วโลกมี 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ 

H1N1, H3N2 และ H1N2 (Olsen et al., 2002) โดยเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรถูกสังเกตพบคร้ังแรก
ในสหรัฐอเมริกาปี ค.ศ. 1918 ซึ่งตรงกับการระบาดครั้งใหญ่ของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่มนุษย์ซึ่งมี 
ความรุนแรงมากโดยทําให้ผู้คนเสียชีวิตมากกว่า 20 ล้านคนทั่วโลก จนกระทั่งปี ค.ศ. 1930 ที่สามารถ
เพาะแยกเช้ือได้ครั้งแรกและระบุว่าเป็นเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ H1N1 (A/SW/A/15/30) 
ซึ่งมีลักษณะทางแอนติเจนคล้ายคลึงกับเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่มนุษย์ในปี ค.ศ. 1918 (Shope, 1931)  
ไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ H1N1เป็นที่รู้จักในนาม classical SIV พบเป็นสายพันธ์ุหลักที่มีการระบาด
หมุนเวียนในอเมริกาและแพร่ระบาดสูงในประชากรสุกรทั่วโลก (Chutinimitkul et al., 2008)  
ต่อมาการระบาดได้แพร่กระจายตามประเทศต่างๆ ของยุโรปและในเอเชีย  โดยพบไวรัสไข้หวัดใหญ่
สุกรที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากข้ึน ซึ่งเกิดจากการกลายพันธ์ุและการแลกเปลี่ยน 
สารพันธุกรรมทั้งสายพันธ์ุที่มาจากมนุษย์, สัตว์ปีก และสุกร  สําหรับข้อมูลอุบัติการณ์ของโรคไข้หวัด
ใหญ่สุกรในประเทศไทยที่ผ่านมา มีรายงานการพบเช้ือไข้หวัดใหญ่สุกรได้ทั้ง 3 สายพันธ์ุเช่นเดียวกับที่
พบในประชากรสุกรของประเทศอ่ืน (Damrongwatanapokin et al., 2006) นอกจากน้ี   
ผลการสํารวจทางซีรัมวิทยาที่ผ่านมาต้ังแต่ปี 2003 ยืนยันอุบัติการณ์ของโรคไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ 
H1N1 และ H3N2 ทั้งในแม่สุกรและสุกรขุนมีระดับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันเพ่ิมสูงขึ้นอย่าง
ต่อเน่ือง (Damrongwatanapokin et al., 2003; Damrongwatanapokin et al., 2006) 

 



2 

 
ทั้งน้ีสุกรจัดเป็นสัตว์สื่อกลางที่ดีที่สามารถรับเช้ือไวรัสสายพันธ์ุทั้งจากคนและสัตว์ปีกได้ใน

คราวเดียวกัน  เน่ืองจากเซลล์ของสุกรมีตัวรับ (receptor) ที่จําเพาะต่อไวรัสไข้หวัดใหญ่ในสัตว์ปีก 
(-2, 3 sialic acid) และคน (-2, 6 sialic acid)  ซึ่งอาจจะกล่าวได้ว่า สุกรทําหน้าที่เปรียบเสมือน 
ถังผสม “mixing vessel” ของไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Ma et al., 2009)  เมื่อมีการเพ่ิมจํานวนของไวรัส ซึ่ง
ต้องมีการบรรจุจีโนมท้ัง 8 ท่อนลงไปในอนุภาคใหม่  หากมีการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สองสายพันธ์ุ
ในสุกรตัวเดียวกัน อาจมีการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนจีโนมของไวรัสทั้งสองสายพันธ์ุเกิดเป็นไวรัสสายพันธ์ุ
ใหม่หรือไวรัสลูกผสมข้ึนที่อาจก่อให้เกิดการระบาดของโรคที่รุนแรง  เช่นเมื่อที่ผ่านมาน้ี การระบาด
ของไข้หวัดสายพันธ์ุใหม่ 2009 ซึ่งมีสาเหตุมาจากไวรัสไข้หวัดสุกรสร้างความต่ืนตระหนกไปทั่วโลกทั้ง 
ภาคสาธารณะสุข, การท่องเที่ยว, การศึกษา และการปศุสัตว์ต่างได้รับผลกระทบอย่างมาก  ด้วยเวลา
สั้นช่วงไม่กี่เดือน (เมษายน-กันยายน 2009)  ไข้หวัด 2009 คร่าชีวิตผู้คนไปกว่า 3,200 คนทั่วโลก 
(Schnitzlerและ Schnitzler, 2009) 

 
ข้อมูลสํารวจทางซีรัมวิทยาในระยะยาวเพ่ือติดตามรูปแบบการเกิดโรค จึงมีความสําคัญในแง่

การตรวจจับการระบาด หรือการเฝ้าระวัง และการติดตามโอกาสการเกิดโรค เพ่ือให้ทราบถึงปัญหาที่
แท้จริงที่นําไปสู่การแก้ไขปัญหาแต่แรกได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งสามารถนํามาประกอบการวางแผนควบคุม
และป้องกันโรคไข้หวัดใหญ่สุกรทั้งในประชากรสุกร และรวมถึงการป้องกันการติดเช้ือในคนได้ด้วย
เช่นกัน 

 
ทั้ง น้ีการตรวจหาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อไวรัสไข้หวัดสุกรส่วนใหญ่นิยมใช้ 

วิธี Hemagglutination inhibition test (HI) ซึ่งเป็นการวัดแอนติบอดีต่อแอนติเจน HA  โดยอาศัย
การยับย้ังการจับกันระหว่างเม็ดเลือดแดงกับ Hemagglutinin (HA) ด้วยซีรั่มที่นํามาทดสอบ  ส่งผล
ให้ไม่เกิดการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง (agglutination)  โดยท่ีสายพันธ์ุของแอนติเจนท่ีใช้ตรวจ
ด้วยวิธี HI ต้องตรงกับสายพันธ์ุที่ติดเช้ือ และเทคนิคการเขย่าเพ่ืออ่านผล ซึ่งต้องอาศัยความชํานาญ
และต้องมีประสบการณ์สูงโดยเฉพาะปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกอย่างอ่อน (weak reaction)  ข้อเสียในการ
เตรียมแอนติเจนที่ต้องเพาะลงในไข่ไก่ฟัก ซึ่งต้องคํานึงเรื่องความปลอดภัยและหากจําเป็นต้อง
ทดสอบกับตัวอย่างจํานวนมากจะต้องเตรียมเม็ดเลือดที่มาทดสอบมากตามไปด้วย ซึ่งอาจต้องใช้เวลา
โดยรวมนานเป็นสัปดาห์  ดัง น้ัน จึงได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยโดยอาศัยเทคนิค 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เข้ามาประยุกต์ใช้มากขึ้น ซึ่งวิธีน้ีมีความไวและ
ความจําเพาะ ลดขั้นตอนที่ยุ่งยากและเสี่ยงลง แต่สามารถทดสอบกับซีรั่มจํานวนมากในคราวเดียว 
และมีการอ่านผลแบบอัตโนมัติและแม่นยํามากขึ้น (Lee et al., 1993; Allwinn et al.2002; Ellis 
and Zambon, 2002) 

 
ดังนั้น การศึกษาวิจัยครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์ในการโคลนยีน NP ของไวรัสไข้หวัดสุกร ผลิตโปรตีน

ในแบคทีเรีย E. coli และทําโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ให้บริสุทธิ์ เพื่อใช้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP เป็น
แอนติเจนสําหรับการพัฒนาชุดทดสอบเพื่อการตรวจวินิจฉัยโรคและติดตามรูปแบบของการติดเชื้อ
ไวรัสไข้หวัดสุกรชนิด A ในภาคต่างๆ ของประเทศไทย 
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วัตถุประสงค์ 
 
1. ผลิต recombinant nucleoprotein (NP) ของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร 
 
2. พัฒนาชุดทดสอบสําเร็จรูปอิไลซ่า (ELISA) สําหรับตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือไข้หวัดสุกร

ทางซีรัมวิทยา 
 
3. ศึกษารูปแบบการระบาดของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรในประเทศไทย 
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การตรวจเอกสาร 
 

ไวรัสไข้หวัดใหญ่ 
 
ไวรัสไข้หวัดใหญ่ เป็นไวรัสที่ถูกจัดอยู่ในวงศ์ Orthomyxoviridae ซึ่งเป็นคําที่มาจากภาษา

กรีก 2 คํา คือ orthos หมายถึง straight และ myxo หมายถึง mucus และคําว่า influenza  
มาจากภาษาละติน แปลว่า ระบาด (epidemic) ประกอบด้วย 5 genus ได้แก่ ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด 
A (Influenzavirus A), ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด B (Influenzavirus B), ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด C 
(Influenzavirus C), Thogotovirus ซึ่งบางคร้ังเรียกว่า ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด D (Influenzavirus 
D) หรือ tickborne virus และ Isavirus ซึ่งเป็นเช้ือสาเหตุก่อโรค salmon anaemia (Alexander, 
2007; Mateo et al., 2007; Bouvier and Palese, 2008) 

 
ไวรัสที่มีความสําคัญในวงศ์นี้ คือ ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A, B และ C โดยสามารถแยกกันได้

โดยอาศัยคุณสมบัติหลายประการ ดังตารางที่ 1 (ภาวพันธ์ และ ประเสริฐ, 2549) ได้แก่ 
 
1. จํานวนสารพันธุกรรมที่อยู่ภายในอนุภาค คือ ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A และ B มีจํานวน

สารพันธุกรรม 8 ท่อน ส่วนไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด C มีจํานวน 7 ท่อน (ไม่มียีน NA) (Bouvier and 
Palese, 2008) 

 
2. ลักษณะความแตกต่างของแอนติเจนของโปรตีน nucleoprotein (NP) และ matrix (M) 
 
3. ความแตกต่างของ Surface glycoproteins ซึ่งพบว่ายีน HA และ NA ของไวรัสไข้หวัด

ใหญ่ชนิด A มีการเปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโนบ่อยมากกว่าของไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด B ส่วนไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ชนิด C น้ัน  โปรตีนที่มีหน้าที่เหมือน HA และ NA จะเป็น single glycoprotein ที่มี
หน้าที่หลายอย่างร่วมกันเรียกว่า โปรตีน hemagglutinin–esterase fusion (HEF) (McGeoch 
et al., 1976; ภาวพันธ์ และ ประเสริฐ, 2549) 

 
4. ชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ไวรัสสามารถเข้าไปเจริญเติบโตได้ เช่น ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A 

(Influenzavirus A) เป็นไวรัสที่มีการติดเช้ือตามธรรมชาติอย่างกว้างขวางและหลากหลายในสัตว์ปีก, 
มนุษย์ และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอ่ืนๆ  ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด B (Influenzavirus B) พบการติดเช้ือ
ตามธรรมชาติในมนุษย์เท่าน้ัน  ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด C (Influenzavirus C) พบว่า แยกจากมนุษย์
เป็นหลัก แต่ก็เคยพบในสุกรของประเทศจีน (Brown, 2000; Guo et al., 1983) 

 
5. ความแตกต่างของขบวนการสร้างโปรตีนจําเพาะในไวรัสที่เกิดขึ้นโดยกระบวนการ 

เพ่ิมจํานวนของไวรัส ดังตารางที่ 1 (Sandrock and Kelly, 2007; Bouvier and Palese, 2008) 
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นอกจากน้ี ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A ยังถูกแบ่งออกเป็นชนิดย่อย (subtype)  โดยอาศัย
คุณสมบัติความแตกต่างของแอนติเจนบนโปรตีน HA และ NA ที่อยู่บนผิวเย่ือหุ้มอนุภาคไวรัส 
ปัจจุบันมี HA 16 ชนิด เรียงตามลําดับ H1-H16 และมี NA อยู่ 9 ชนิด คือ N1-N9 การเรียกช่ือ 
สายพันธ์ุของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่เร่ิมจากชนิดไวรัส  ช่ือของสิ่งมีชีวิตที่แยกได้  (กรณีที่แยกได้จากคน
ไม่ต้องระบุตําแหน่งของสิ่งมีชีวิต)  สถานที่แยกเช้ือได้ครั้งแรก เลขสายพันธ์ุ (กรณีที่มี)  ปีที่แยกเช้ือได้ 
และ subtype ตามลําดับ  ตัวอย่างเช่น A/Swine/Iowa/15/30 (H1N1) คือ เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่
สุกร แยกเช้ือคร้ังแรกได้ที่รัฐ Iowa สายพันธ์ุที่ 15 ปีที่แยกได้คือ ค.ศ. 1930 subtype H1N1 เป็นต้น 

 
ตารางที่ 1  แสดงคุณลักษณะของ ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A  B และ C 

 
ไวรัสไข้หวัดใหญ่ 

คุณลักษณะ 
ชนิด A ชนิด B ชนิด C 

โครงสร้างพันธุกรรม 
(genetic structure) 

8 แท่ง 8 แท่ง 7 แท่ง 

จํานวนโปรตีน  
(viral protein) 

11 ชนิด  
(รวม PB1-F2) 

11 ชนิด 9 ชนิด 

โปรตีนจําเพาะ  
(unique viral protein) 

M2 NB matrix protein HEF 

ลักษณะทางแอนติเจน  
(antigenic determination) 

HA และ NA HA และ NA HA และ NA 

การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
(genetic change) 

Antigenic shift 
และ antigenic drift 

antigenic drift antigenic drift 

การติดเช้ือไวรัสในสิ่งมีชีวิตอ่ืน 
(host range) 

มนุษย์, สัตว์ปีก, สุกร, 
ม้า, สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม

มนุษย์ มนุษย์ และสุกร 

 
ที่มา: Sandrock and Kelly (2007); Bouvier and Palese (2008) 

 
1. สัณฐานวิทยาของไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A 

 
ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A มีโครงสร้างประกอบด้วย RNA 1% โปรตีน 70% ไขมัน 20% และ

คาร์โบไฮเดรต 5-8%  โดยส่วนไขมันที่ห่อหุ้มเช้ือไวรัสได้มาจากส่วนเย่ือหุ้มเซลล์ (plasma 
membrane) ของเซลล์เจ้าบ้านที่ไวรัสใช้ในการเจริญเติบโต  เมื่อส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนจะพบไวรัสมีลักษณะรูปพรรณสัณฐานได้ 2 แบบ (form) กล่าวคือ  มีลักษณะเป็นทรงกลม 
(spherical form) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 100 นาโนเมตร และสามารถยืดออกเป็นสายยาว 
(filamentous form)  ที่มีขนาดยาวถึง 300 นาโนเมตร  ทั้งน้ีขึ้นอยู่กับสายพันธ์ุ (strain) และจํานวน
รอบในการเพาะเลี้ยง (passage history) (Webster et al.,1992; Lamb and Krug, 2001; Bouvier 
and Palese, 2008) 
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ลักษณะผิวภายนอกช้ันเย่ือหุ้ม (envelop) ของอนุภาคไวรัสจะมีปุ่มของ glycoprotein  
ย่ืนออกมา (spike) อย่างน้อย 500 อัน โดย spike เหล่าน้ีมี 2 ชนิด คือ HA spike มีลักษณะเป็นรูป
แท่ง (rod–shaped) และ NA spike จะมีลักษณะคล้ายรูปดอกเห็ด (mushroom–shaped) 
กระจายเป็นรัศมีรอบตัวอนุภาคด้านนอก โดยอัตราส่วนของ HA : NA มีความแปรผันตามชนิดของ
ไวรัสแต่โดยทั่วไปจะอยู่ที่ 4 : 1–5 : 1 (Lamb and Krug, 2001)  และบริเวณผนังด้านในของเย่ือหุ้ม 
จะมีโปรตีนที่เรียกว่า Matrix (M) หรือ M1 เรียงตัวอยู่ ทําหน้าที่ membraneprotein สร้าง 
ความแข็งแกร่ง และคงรูปร่างให้กับผนังเย่ือหุ้มที่เป็นช้ันไขมัน  ขณะที่ M2 ทําหน้าที่เป็น ion 
channel พบแทรกตัวอยู่ระหว่างผนังเย่ือ (Martin and Helenius, 1991a) 

 
ภายในอนุภาคไวรัสประกอบด้วย สารพันธุกรรมชนิดกรดไรโบนิวคลีอิค (RNA) โดยมีลักษณะ

เป็น RNA สายเด่ียว (single stranded RNA) ที่แยกออกจากกันเป็นแท่งๆ (segment) ประมาณ 8 
แท่ง (ภาพที่ 1) ที่มีขนาดแตกต่างกัน และเป็นชนิดสายลบ (negative stranded)  ที่จะถูกถอดรหัส 
(transcribed) เป็น messenger RNAs (mRNAs) ซึ่งเป็นสายบวก (positive stranded) และ 
เป็นแม่แบบสําหรับการสังเคราะห์ antigenome ซึ่งเป็นสายบวกเช่นกัน  สายพันธุกรรมแต่ละแท่งจะ
ถูกพันล้อมรอบด้วย nucleoprotein (NP) ซึ่งเป็นโปรตีนที่สําคัญ  ทุกๆ 24 นิวคลีโอไทด์ของ (RNP) 
จะมี NP 1 โมเลกุล  นอกจากน้ี ภายในอนุภาคไวรัสยังบรรจุเอนไซม์ RNA dependent RNA 
polymerase ที่ประกอบด้วย โปรตีน 3 ชนิด คือ PB1, PB2 และ PA ที่จะรวมตัวกันเป็น trimeric 
RNA polymerase complex  ซึ่งมีอยู่ประมาณ 30-60 โมเลกุลต่ออนุภาคไวรัสหน่ึงอนุภาค  
ขณะเดียวกันบางส่วนของ NP จะเกิดพันธะกับโปรตีน PB1 และ PB2 ด้วย ซึ่งโครงสร้างน้ีรวมเรียกว่า
ribonucleoprotein (RNP) (Nelson and Holmes, 2007; Portela and Digard, 2002) 

 
โดยปลายสายของ RNP จะพับเป็น loop และบิดกลับเข้ามาพันกับสายอีกด้านหน่ึงของ 

RNP เดียวกัน เกิดการจัดเรียงตัวเป็นแท่งเกลียว (twin stand helical ) การทํางานของ RNP ใน
ขบวนการ replication และtranscription เกิดขึ้นได้อย่างอิสระในเซลล์เจ้าบ้าน  โดยอาศัย 
การทํางานของเอนไซม์ RNA polymerase complex ที่มีอยู่ในอนุภาคของไวรัสน้ันเอง (Baudin  
et al., 1994, Coloma et al., 2009) นอกจากน้ีภายในอนุภาคไวรัสยังมี NS2 ประมาณ  
130-200 โมเลกุลอยู่ด้วย  โดย NS2 จะจับกับ M1 เพ่ือช่วยในการเคลื่อนย้าย RNP ออกจาก
นิวเคลียสในขบวนการเพ่ิมจํานวนของไวรัส ซึ่ง NS2 มีอีกช่ือเรียกว่า Nuclear Export Protein 
(NEP) (ภาวพันธ์ และ ประเสริฐ, 2549; Yasuda et al. 1993; O’Neill et al., 1998) 
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ภาพท่ี 1  ลักษณะโครงสร้างอนุภาคไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A ประกอบข้ึนจากโปรตีน 10 ชนิด ได้แก่ 

ส่วนของ glycoprotein 2 ชนิดที่เย่ือหุ้มช้ันนอก คือ HA และ NA โดยมีโปรตีน M1 เรียง
ตัวอยู่บริเวณผนังช้ันในของเย่ือหุ้ม และ M2 แทรกอยู่ระหว่างผนังเย่ือหุ้ม  ภายในอนุภาค
บรรจุสารพันธุกรรมจํานวน 8 แท่ง ที่รวมเรียกว่า ribonucleoprotein (RNP) complex
ที่ประกอบด้วย โปรตีน NP, PA, PB1, PB2 และสารพันธุกรรม  นอกจากน้ี ยังมีโปรตีนที่
ไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง คือ NS1 และ NS2 ซึ่งไม่ปรากฏในภาพ 

 
ที่มา: Nelson and Holmes (2007) 

 
สารพันธุกรรมแต่ละแท่งของไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A จะถูกแปลรหัสไปเป็นโปรตีนได้ 11 

ชนิด ที่ทําหน้าที่แตกต่างกัน ดังตารางที่ 2 โดยแบ่งเป็น 3 ส่วนใหญ่ๆ (Portela and Digard, 2002) 
ได้แก่ 

 
1. โปรตีนที่จําเป็นต่อการจําลองตัวเอง (polymerase) 3 ชนิด คือ โปรตีน PB2, PB1 และ 

PA ซึ่งถูกสังเคราะห์จาก RNA แท่งที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ 
 
2. โปรตีนโครงสร้างหลักของอนุภาค ได้แก่ โปรตีน hemagglutinin หรือ HA, โปรตีน 

nucleoprotein หรือ NP, โปรตีน neuraminidase หรือ NA, โปรตีน matrix (M) 1 และ M2 ซึ่งถูก
สังเคราะห์จาก RNA แท่งที่ 4, 5, 6 และ 7 ตามลําดับ 

 
3. โปรตีนที่ทําหน้าที่อ่ืนๆ คือ โปรตีน nonstructural (NS) 1 และ NS2 ซึ่งถูกสังเคราะห์

จาก RNA แท่งที่ 8 และโปรตีน PB1-F2 ที่สังเคราะห์จากยีน PB1 
 



8 

ตารางที่ 2  คุณสมบัติและโปรตีนที่สังเคราะห์จากสารพันธุกรรมของไวรัสไข้หวัดใหญ่  
A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) 

 

ท่อนท่ี 
ขนาด 
(นิวคลีโอไทด์) 

ชนิด 
ของโปรตีน 

จํานวน 
กรดอะมิโน 

หน้าท่ี 

1 2,341 PB2 759 - เป็นส่วนประกอบของ RNA polymerase 
- จดจํา M7-GpppXm Nm(cap) RNA ของ host  

PB1 757 - เป็นส่วนประกอบของ RNA polymeraseและ 
replication complex 

- เร่งปฏิกิริยาการต่อสายยาวของนิวคลีโอไทด์ 

2 2,341 

PB1-F2 90 - เกี่ยวข้องกับความรุนแรงของโรค  โดยกลไกท่ียังไม่
ทราบ 

3 2,233 PA 716 - เป็นส่วนประกอบของ RNA polymeraseและ 
replication complex 

4 1,778 HA 550 - เป็นไกลโคโปรตีนหลักบนผิวอนุภาคไวรัส 
- เป็นแอนติเจนท่ีสําคัญ 
- เป็นบริเวณท่ีจับกับ receptor (sialic acid) 
- ช่วยในการ binding และ fusion 

5 1,565 NP 498 - จับกับ RNA ประกอบข้ึนเป็น ribonucleoprotein 
- เกี่ยวข้องกับกลไกการนํา RNA เข้าสู่นิวเคลียสและ

การสังเคราะห์ RNA ของไวรัส 
6 1,413 NA 454 - เป็นไกลโคโปรตีนบนผิวหน้าของอนุภาคไวรัส 

- ช่วยในขบวนการปลดปล่อยไวรัส (viral release) 
M1 252 - เป็นโปรตีนท่ีมีปฎิสัมพันธ์กับ RNP 

- เกี่ยวข้องกับการนํา RNA ออกจากนิวเคลียส 
- ช่วยในขบวนการ budding  

7 1,027 

M2 97 - ทําหน้าท่ีเป็น ion channel 
- เก่ียวข้องกับขบวนการ uncoating และ assembly 

NS1 230 - ยับย้ังการทํางานของ interferon 
- ควบคุมการแสดงออกของยีนเจ้าบ้าน 

8 890 

NEP/NS2 121 - ช่วยในการเคล่ือนย้าย RNP ออกจากนิวเคลียส 
 
หมายเหตุ M2 และ NEP/NS2 สังเคราะห์จากขบวนการ mRNAs splicing 
 
ที่มา: Bouvierand Palese (2008); Varga and Palise (2011) 
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2. หน้าท่ีของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของไวรัส 
 
2.1 โปรตีนRNA-dependent RNA polymerase complex (RNA Polymerase) 
 

RNA polymerase ประกอบด้วย โปรตีน 3 ชนิด ได้แก่ Protein Base 2 (PB2), 
Protein Base 1 (PB1) และ Protein Acid (PA) ซึ่งถูกแปลรหัสมาจากยีนแท่งที่ 1, 2 และ 3 
ตามลําดับ  โดยโปรตีนทั้ง 3 ชนิดมีปฏิสัมพันธ์ต่อกันอย่างใกล้ชิดและประกอบกับ NP และ RNA เกิด
เป็นรูปร่างที่เรียกว่า panhandle (Shimizu et al., 1994)  โปรตีนเหล่าน้ีมีหน้าที่สําคัญใน 
การจําลองสายพันธุกรรม (replication) และกระบวนการลอกรหัส (transcription) ของไวรัส  
โดยโปรตีน PB2 มีหน้าที่จดจํา 5’cap บน pre-mRNA ของ host เซลล์ และตัดRNA ของ host ที่
ตําแหน่ง 10-13nucleotide หลังปลาย 5’มาเป็น primer สําหรับการสร้าง mRNA ของไวรัส  
เรียกขบวนการน้ีว่า cap-snatching ทั้งน้ี การศึกษาในหนู mice และ ferret  แสดงให้เห็นว่า  
การเปลี่ยนแปลงที่ตําแหน่ง  627 ในยีน PB2 มีบทบาทเก่ียวข้องกับความรุนแรงในการก่อโรคในสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนมด้วย ส่วนโปรตีน PB1 มีหน้าที่นํานิวคลีโอไทด์เข้ามาต่อให้เป็นสายยาว 
(polymerization) ในขั้น elongation ของการสร้าง mRNA ของไวรัส  สําหรับโปรตีน PA ยังไม่
ทราบหน้าที่แน่นอน แต่พบว่าโปรตีน PA มีบริเวณ endonucleaseactive site ซึ่งช่วยในขบวนการ 
cap-snatching (Infante et al., 2011)  นอกจากน้ัน โปรตีน PA อาจเก่ียวข้องในกระบวนการต่อ
สายยาว (elongation) ระหว่างการสังเคราะห์ RNA ของไวรัส (Fodor et al., 1994) 

 
ทั้งน้ี การทํางานของโปรตีนเหล่าน้ีเกิดข้ึนในเซลล์ และน่าจะมีปฏิสัมพันธ์อย่างใกล้ชิด

กับเซลล์ จึงมีความเป็นไปได้ว่า อาจต้องมีความเข้ากันได้ระหว่างเอนไซม์ของไวรัส และโปรตีนของ
โฮสต์ เพ่ือที่ไวรัสจะสามารถเพ่ิมจํานวนได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเน่ืองจากความสามารถในการเพ่ิม
จํานวนเป็นปัจจัยสําคัญที่สุดในการที่ไวรัสจะติดเช้ือในเซลล์ได้ ความแตกต่างของเอนไซม์น้ีจึงอาจเป็น
ปัจจัยหน่ึงที่กําหนดความจําเพาะต่อ host ได้ (Amonsin et al., 2005) 

 
2.2 โปรตีน Hemagglutinin (HA) 
 

โปรตีน HA ถูกแปลรหัสจากสารพันธุกรรมแท่งที่ 4 เป็น integral membrane 
protein ที่ถูกสังเคราะห์บน membrane bound ribosome และถูกเคล่ือนย้ายเข้าไปใน 
endoplasmic reticulum (ER) ของเซลล์ที่ติดเช้ือ ในรูปโพลีเพปไทด์สายเด่ียวเรียกว่า HA0 
(Palese and Shaw, 2007)  ต่อมาโปรตีน HA0 จะถูกตัด (cleaved) ด้วยเอนไซม์ protease 
(trypsin-like หรือ furin-like protease) ของเซลล์ (Guo et al., 2008) ให้แยกเป็นสองโมเลกุล คือ 
HA1 และ HA2 ซึ่งขบวนการ cleavage จําเป็นต่อการทําให้เซลล์ติดเช้ือไวรัส (Steinhauer, 1999)  
จากน้ัน ทั้งสองส่วนน้ีจะประกอบกันขึ้นเป็น trimer ที่เช่ือมกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์และถูกส่งไป
ปรากฏอยู่บนช้ัน envelop ของไวรัส  ในโมเลกุลของ HA แต่ละ monomer ประกอบด้วย  
สาย polypeptide ของ HA1 ที่พันกันเป็นลักษณะทรงกลม (globular head) อยู่บนส่วนที่เป็นก้าน 
(stalk) ของ HA2 และบางส่วนของ HA1 โดยด้านบนสุดของ globular head มีลักษณะเป็นหลุมที่
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ปรากฎอยู่ที่ผิวด้านนอกของ HA1 timer ทําหน้าที่เป็น receptor-binding site สําหรับจับกับตัวรับ 
(receptor) บนผิวเซลล์  ส่วนปลายอะมิโนของHA2 เป็นบริเวณของ fusion peptide ที่มีลักษณะ 
hydrophobic สามารถแทรกสอดเข้าไปใน lipid membrane ได้ (ภาพท่ี2 )  โดยอาศัย 
การเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง 3 มิติ (conformation) ในแบบที่เรียกว่า spring-loaded model  
จากการลดลงของ pH ภายใน endosome  (Carr et al., 1997; Taubenberger; 1998, Hernandez 
et al., 1996; Swalley et al., 2004) 

 

 
 
ภาพท่ี 2  โครงสร้างสามมิติของโปรตีน HA ของไวรัสไข้หวัดใหญ่ โดยด้านซ้าย คือ HA monomer 

ซึ่งประกอบด้วย ส่วน HA1 (สีนํ้าเงินเข้ม) ที่มีลักษณะเป็นทรงกลม (globular domain) 
ซึ่งมีบริเวณของ receptor binding site อยู่ปลายสุด  ส่วน HA2 (สีฟ้า) มีบริเวณของ 
fusion peptide (สีแดง) และด้านขวา คือ โครงสร้าง timeric ของ HA 

 
ที่มา: Skehel and Weis (2000)  
 

HA เป็นแอนติเจนบนผิวที่สําคัญของไวรัส สามารถจับกับตัวรับที่มี sialic acid เป็น
ส่วนประกอบบนผิวเซลล์ และทําให้เกิดการเกาะติด (attachment)ของ receptor binding site 
ของไวรัสกับเซลล์ และทําให้ไวรัสเข้าไปในไซโตพลาสซึมของเซลล์ในลักษณะของ endosome 
ภายใน endosome ที่มี pH ตํ่าลง จะเหน่ียวนําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ HA ซึ่ง HA2 เป็น
สื่อกลางในการทําให้เกิดการหลอมรวมกันระหว่าง membrane ของอนุภาคไวรัสกับของ host โดย
ผลที่ตามมาคือ RNP ของเช้ือไวรัสถูกปล่อยเข้าไปในไซโตพลาสซึมของ host  นอกจากน้ี HA เป็น
แอนติเจนตัวหลักของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ในการกระตุ้น neutralizing antibody และเป็นแอนติเจน
ที่มีความผันแปรมากที่สุด (Hernandez et al., 1996; Swalley et al., 2004) 
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2.3 โปรตีนNucleoprotein (NP) 

 
ถูกแปลรหัสมาจากสายพันธุกรรมสายที่ 5 รายละเอียดจะอธิบายในส่วนถัดไป 

 
2.4 โปรตีน Neuraminidase (NA) 
 

NA เป็นไกลโคโปรตีนอีกชนิดหน่ึงที่มีรูปร่างคล้ายดอกเห็ด (mushroom-shaped) อยู่
บนอนุภาคของไวรัสซึ่งถูกสังเคราะห์มาจากสายพันธุกรรมสายที่ 6  NA 4 โมเลกุลประกอบขึ้นเป็น 
tetrameric protein ประกอบด้วย ส่วนหัว (Head) และส่วนก้าน (Stalk)  โดยบริเวณที่ทําหน้าที่
เป็นเอนไซม์ (active site) จะอยู่กลางส่วนหัวด้านที่หันออกไปจากอนุภาคไวรัส  การจัดเรียงตัวของ 
NA อยู่ในลักษณะ tetramer มีรูปร่างทั่วไปคล้ายกล่องสี่เหลี่ยม (ภาพท่ี3) โดยแต่ละ monomer  
มีการเรียงตัวแบบสมมาตร คือ โมเลกุลที่อยู่ทแยงมุมกันจะวางตัวสมมาตรกัน  ส่วนโมเลกุลที่อยู่ข้าง
กันไม่สมมาตรกัน (German and Laver, 2005) 

 

 
 
ภาพท่ี 3  โครงสร้างของโปรตีน Neuraminidase (N9)  A) ในลักษณะ tetramer และ B) บริเวณ 

active site บน NA monomer 
 
ที่มา: German and Laver (2005) 

 
NA  มีหน้าที่สําคัญในกระบวนการปลดปล่อยไวรัสอนุภาคใหม่  โดยมีคุณสมบัติเป็น

เอนไซม์ในการตัด sialic acid ออกจาก HA ในขั้นตอนการปลดปล่อยอนุภาคไวรัสออกจากเซลล์ และ
ป้องกันการเกาะติดระหว่าง HA ของอนุภาคไวรัสใหม่กับ sialic acid ของเซลล์เดิม  นอกจากน้ี ยัง
อาจเป็นได้ว่า NA ช่วยให้ไวรัสผ่านเย่ือเมือก mucin ในช่องทางเดินหายใจ ทําให้ไวรัสจับกับเซลล์
เป้าหมายได้ดี (Ferraris and Lina, 2008; Wang et al., 2012) 

 

A B 
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2.5 โปรตีน Matrix 1 (M1) และ Matrix 2 (M2) 
 

โปรตีนที่ถูกแปลรหัสจากสายพันธุกรรมสายที่ 7 ของไวรัส ซึ่งเป็นแบบ bicistronic ที่
สามารถแปลรหัสได้โปรตีนสองชนิด คือ M1จะถูกแปลรหัสออกมาจาก mRNA เต็มสาย แต่ M2 ถูกแปล
รหัสจาก spliced mRNA 

 
โปรตีน M1 จะอยู่ระหว่างด้านในของผิวเย่ือหุ้มไวรัส มีหน้าที่ในการทําให้โครงสร้างของ

อนุภาคไวรัสแข็งแรงและคงรูปร่าง (Webster and Hinshaw, 1977)  M1 ยังมีส่วนเก่ียวข้องที่สําคัญ
ในข้ันตอนการประกอบข้ึนเป็นอนุภาค (assembly) และ budding ของไวรัส (Steinhauer and 
Skehel, 2002)  โดย M1 สามารถจับกับ RNP เพ่ือช่วยในการเคลื่อนย้าย RNP ผ่านออกจาก
นิวเคลียส และถ้าโปรตีน M1 ไม่ได้ถูกแยกออกจาก RNPs ภายในไซโตพลาสซึม RNP ก็จะไม่สามารถ
ถูกส่งเข้านิวเคลียสได้ แต่หลังจากการติดเช้ือการส่งโปรตีน M1 เข้าไปในนิวเคลียสเป็นสิ่งที่จําเป็น  
เน่ืองจาก M1 ช่วยในการขนส่ง assemble RNPs โมเลกุลใหม่ออกนอกนิวเคลียส (Martin and 
Helenius, 1991; Cao et al., 2012; Martin et al., 1991b)  และที่สําคัญ M1 เป็นโปรตีนภายใน
อนุภาคที่มีปริมาณมากที่สุด และมีบริเวณอนุรักษ์ (conserve) ที่มีการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนไม่มาก
ในไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A 

 
โปรตีน M2 เป็นโปรตีนที่ถูกแปลรหัสจากmRNA ที่มีการ spicing ทําให้โปรตีน M2  

มีขนาดเล็กกว่าโปรตีน M1 และสามารถพบ M2 กระจายอยู่บนผิวเย่ือหุ้มไวรัส โดยทําหน้าที่เป็นช่อง
ผ่านของประจุต่างๆ (ion channel) เพ่ือช่วยในขบวนการเข้าสู่เซลล์ของไวรัสในขั้นตอน 
การแทรกไวรัสเข้าสู่เซลล์ (penetration) และการถอดเปลือกหุ้ม (uncoating)  การเปลี่ยนแปลง
ของกรดอะมิโนในส่วน TM domain ของโปรตีน M2 ทําให้ไวรัสด้ือต่อยา amantadine ซึ่งเป็น 
ยาต้านไวรัสไข้หวัดใหญ่ได้ (Holsinger et al., 1994; Zebedee and Lamp, 1988) 

 
2.6 โปรตีน Nonstructural (NS) 
 

NS ถูกแปลรหัสจากสารพันธุกรรมสายที่ 8 ได้โปรตีนสองชนิด คือ NS1 และ NS2 หรือ 
nuclear export protein (NEP) โดย NS1 จะถูกถอดรหัสออกมาจาก mRNA เต็มสาย แต่ NS2  
ถูกถอดรหัสจาก spliced mRNA เช่นเดียวกันกับโปรตีน matrix (M1 และ M2) 

 
NS1 เป็นโปรตีนที่มีทบาทส่งเสริมความรุนแรงในการก่อโรคของไวรัส  โดยมีความ

เก่ียวข้องกับการยับย้ังการทํางานในหลายๆ กระบวนการของเซลล์ เช่น ยับย้ังการตัด (splicing) 
mRNA ของเซลล์เจ้าบ้าน, ยับย้ังการเติมอะดีนีนที่ปลาย 3’ (polyadenylation), การส่ง mRNA 
ของเจ้าบ้านเองออกนอกนิวเคลียส, กระตุ้นให้เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis (Lam et al., 
2008; Zhirnov et al., 2002) และยับย้ังการสังเคราะห์และการออกฤทธ์ิของ type I (α/) 
interferon (IFN) (Benjaminet al., 2008) ซึ่งเป็นส่วนหน่ึงของระบบภูมิคุ้มกันที่มีมาแต่กําเนิดใน
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การต่อต้านการติดเช้ือไวรัส  มีการศึกษาการแทนที่กรดอะมิโน Asp ด้วย Glu ในตําแหน่งที่ 92 ของ 
NS1 จาก A/HK/156/97 (H5N1) ซึ่งเป็นไวรัสของมนุษย์ พบว่า เมื่อแทนที่แล้วไวรัสมีการก่อโรค
อย่างรุนแรงในหนู mice ได้ (Lipatovet al., 2005)  

 
3. โปรตีน Nucleoprotein 

 
NP ซึ่งถูกแปลรหัสมาจากสายพันธุกรรมสายท่ี 5 ที่มีความยาวเต็มสายประมาณ 1,565  

นิวคลีโอไทด์ ซึ่งแปลเป็นโปรตีนขนาด 498 กรดอะมิโนและมีนํ้าหนักโมเลกุล 56 กิโลดาลตัน 
(Munch et al., 2001) 

 
จากการวิเคราะห์โครงสร้าง 3 มิติ ของโปรตีน NP สามารถแบ่งโครงสร้างออกเป็น 3 ส่วน 

คือ ส่วนหัว (head domain), ส่วนตัว (body domain) และส่วนหางที่เป็น loop (tail loop) หรือ
เรียกอีกอย่างว่า linker region (ภาพที่4) NP แต่ละโมเลกุลประกอบด้วย โครงสร้างที่เป็น helix 
จํานวน19 แท่ง (242 residues, 48%), ß-stand 8 สาย (24 residues, 4.8 %) และบริเวณที่เกิด 
loop 232 residue (46.6%) (Portela and Digard, 2002) 

 

 
 
ภาพที่ 4  การจัดเรียงโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน NP ที่เกิดจากสาย polypeptide พับม้วนวน

กลับไปมาประกอบขึ้นเป็นส่วน head body และ tail loop  ทั้งโครงสร้างมีการเรียงตัว
เป็น helix 19 แท่ง และเป็นสาย ß-stands 8 สาย ซึ่งพบได้เฉพาะบริเวณ body 
domain เท่าน้ัน ขณะที่ tail loop เป็นส่วนที่จะย่ืนเข้าไป link กับ NP โมเลกุลข้างเคียง
ได้ และระหว่าง groove ของ head และ body domain จะมีส่วนของ protruding 
element และ flexible basic loop ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีกรดอะมิโน arginine อยู่มาก 

 
ที่มา: NG et al. (2009) 
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Ng et al. (2009) ทําการวิเคราะห์เปรียบเทียบโครงสร้างของโปรตีน NP ในฐานข้อมูลของ 
NCBI จํานวน 2,500 ตัวอย่าง พบว่า บริเวณอนุรักษ์ที่สมบรูณ์ที่สุดอยู่ที่โครงสร้าง helix ที่ 6 และ7 ซึ่ง
น่าจะเกี่ยวข้องกับการคงรูปร่างของโครงสร้าง โดยส่วน head domain เป็นบริเวณท่ีเกิด helix สูงกว่า
ส่วนอ่ืนและไม่พบโครงสร้างแบบ ß-stand  ในส่วนของ head domain ของ NP ถือว่าเป็นบริเวณท่ีมี
ความอนุรักษ์สูง (highly conserve) ในกลุ่มของไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A  สําหรับส่วนของ body 
domain ประกอบด้วย บริเวณ helix และ strand ทําให้โครงสร้างมีความยืดหยุ่นและมีปฏิสัมพันธ์ 
(interact) กับโปรตีนอ่ืนของเซลล์และของไวรัสเอง เช่น PB2 จะมีปฏิสัมพันธ์กับ NP บริเวณ residue 
1-161 และ 255-465 (Ye et al., 2006; Portela and Digard, 2002) 

 
NP เป็นโปรตีนส่วนประกอบหลักที่สําคัญของไวรัสที่จะพันล้อมรอบอยู่กับสาย viral RNA 

และเรียงตัวเป็นแบบ homo-oligomer เพ่ือช่วยคงรูปของ RNP ไว้ (ภาพที่5)  โดย NP จะเกิดพันธะ
กับบริเวณ phosphate backbone เท่านั้นและไม่สร้างพันธะกับบริเวณ nitrogenous base ของ 
RNA  โปรตีน NP มีบริเวณท่ีมีการเรียงตัวของกรดอะมิโน arginine lysine และ serine อยู่สูงซึ่งเป็น 
basic residues และมีประจุสุทธิเป็นบวกซึ่งคาดว่าโปรตีนเหล่าน้ีจะทําปฏิกิริยากับ acidic 
phosphate residue ของ RNA ทําให้สามารถจับกับ RNA ได้โดยอาศัยความชอบ (affinity) 
มากกว่าความจําเพาะ (specific) (Digard et al., 1999)  ในปริมาณสัดส่วนของ NP1 โมเลกุลต่อ 24 
นิวคลีโอไทด์ของ RNA  โดยแต่ละ monomer ของ NP จะสร้างพันธะต่อกัน (NP-NP interaction)
คล้ายลูกปัดที่ถูกร้อยเป็นสาย (beads on the string) (Elton et al., 1999a; Ye et al., 2006) 

 

 
 
ภาพที่ 5  โครงสร้างการเรียงตัว ribonucleoprotein (RNP) โดยโปรตีน NP (ทรงกลมสีฟ้า) แต่ละ

โมเลกุลจับล้อมรอบสาย viral RNA (เส้นสีดํา) และบิดพันตัวเป็นแบบ hairpin ช่วงสั้นๆ ของ
บริเวณทางด้านปลาย 5’ และ 3’ จับเข้าคู่กันเกิดเป็น binding site สําหรับ polymerlase 
complex มาเกาะ 

 
ที่มา: Porrela and Digard (2002) 
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นอกจากน้ี โปรตีน NP สามารถสร้างพันธะกับโปรตีนอ่ืนๆ ได้หลายชนิด ทั้งกับโปรตีนของ
ไวรัสเอง ได้แก่ การสร้างพันธะต่อ PB2, PB1, PA และ RNA ซึ่งโครงสร้างน้ีรวมเรียกว่า 
ribonucleoprotein (RNP) complex และยังสร้างพันธะอิสระกับ PB2 ด้วย  NP สร้างพันธะกับ 
M1  ขณะที่การสร้างพันธะกับโปรตีนของเซลล์เจ้าบ้าน ได้แก่ importin A class ซึ่งเกี่ยวข้องกับการ
นําสารเข้านิวเคลียส filamentous (F) actin พบใน cytoplasm  CRM1 เกี่ยวข้องกับการนําสาร
ออกจากนิวเคลียส และ BAT1/UAP56 เกี่ยวข้องกับ transcription (O'Neill et al., 1995; Digard 
et al., 1999; Elton et al., 2001; Momose et al., 2001) 

 
บทบาทของ NP มีส่วนเก่ียวข้องที่สําคัญตลอดทั้งวงจรชีวิตของไวรัส  เมื่อ NP ถูกสังเคราะห์

เป็นโปรตีนในซัยโตพลาซึมแล้ว บนโปรตีน NP มีส่วนของ nuclear localization signal (NLS) และ 
RNA binding domain  จากน้ัน NP จะอาศัย NLS เพ่ือผ่านเข้าไปยังนิวเคลียสและหลังจากการแปล
รหัสโปรตีน NP จะรวมตัวกับสาย RNA และ polymerase complex กลายเป็น RNP-complex  
ถูกส่งออกจากนิวเคลียสไปสู่ cytoplasm ด้วยการทํางานของ matrix protein (M1) และ NS2  
โดยพบว่า NP อิสระจะจับกับ สาย vRNA  และสายแม่แบบ (cRNA) ของไวรัส แต่ mRNA ของไวรัส
จะไม่จับกับ NP อิสระ (Palese and Shaw, 2007) ทําให้เกิดกลไกการเปลี่ยนสลับ (switch)  
จากกระบวนการสังเคราะห์ RNA (transcription) ไปเป็นการจําลองตัวเอง (replication)   
ดังนั้น ปริมาณของ NP อิสระในเซลล์ที่ติดเช้ือจะเป็นตัวควบคุมว่าควรจะมีการสังเคราะห์ mRNA 
หรือจําลอง vRNA ซึ่งหากไม่มีโปรตีน NP กระบวนการสังเคราะห์ viral RNA จะไม่เกิดข้ึนเลย  
แต่ทั้งน้ี NP ไม่สามารถปกป้อง RNA จากเอนไซม์ RNaseได้ (Biswas et al., 1998; Porrela and 
Digard, 2002) อีกทั้งในกลุ่มของโปรตีนจากเช้ือ influenza ทั้งหมด โปรตีน NP เป็นโปรตีนหลักที่
สามารถกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาข้าม (cross–reaction) ของ cytotoxic T lymphocytes (CTL) 
(Yewdell et al., 1985) 

 
เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ในเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenic) ของยีน NP ที่ถูกแยกจากโฮสต์ที่

หลากหลายในภูมิภาคท่ีต่างๆ กัน พบว่า NP มีการเปลี่ยนแปลงลําดับกรดอะมิโนน้อยกว่า 11%  
(Shu et al., 1993) แสดงให้เห็นว่า โดยธรรมชาติไวรัสจะอนุรักษ์โปรตีน NP ซึ่งสอดคล้องกับหลายๆ 
งานวิจัยที่กล่าวอ้างว่า โปรตีน NP เป็นโปรตีนที่อนุรักษ์ในกลุ่มของไวรัสไข้หวัดใหญ่ ด้วยคุณสมบัติน้ี
โปรตีน NP จึงมีประโยชน์ในการตรวจวินิจฉัยเพ่ือบ่งบอก type ของเช้ือต้นเหตุได้ (Voeten et al., 
1998; Wagaman et al., 2002; Wu et al., 2007; Upadhyay et al., 2009) 

 
4. การเพิ่มจํานวนของไวรัสไข้หวัดใหญ่ 

 
ไวรัสเริ่มเข้าสู่เซลล์โดยอาศัยตัวรับ sialic acid residue ที่ปรากฏอยู่บน glycoprotein หรือ 

glycolipid บนผิวของเซลล์ผ่าน receptor–binding site ในส่วนปลายโมเลกุล HA โดยที่ sailic 
acid อาจเช่ือมกับ galactose ด้วยพันธะ α-2, 3 หรือ α-2, 6  การท่ีไวรัสจะจับกับโมเลกุลใดขึ้นอยู่
กับความจําเพาะใน receptor–binding pocket ของ HA (Weis et al., 1988) ซึ่งไวรัสของสัตว์ปีก
จะจับกับโมเลกุลแบบ α-2, 3  ขณะที่ไวรัสของมนุษย์และสุกรจะจับกับ receptor แบบ α-2, 6  โดยท่ี  
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α-2, 3 พบในลําไส้ของสัตว์ปีก ส่วนพันธะ α-2, 6 พบในหลอดลมของมนุษย์  ขณะที่ในหลอดลมสุกร
พบได้ทั้งพันธะ α-2,3 และพันธะ α-2, 6 (Bouvier and Palese 2008; Ito et al., 1998) 
ความสามารถของไวรัสในการจับ receptor ที่มีพันธะแบบต่างๆ เป็นการกําหนดความสามารถใน 
การเจริญของไวรัสในสิ่งมีชีวิต (host range) เมื่อไวรัสเกาะเซลล์แล้ว จะเหน่ียวนําให้เกิด 
ขบวนการ receptor-mediated endocytosis (ภาพที่ 6) ซึ่งนําอนุภาคไวรัสเข้าสู่เซลล์ในลักษณะ 
endosomal vesicle โดยอาศัย clathrin pathway  จากน้ันภายใน endosome มีความเป็นกรด
เพ่ิมขึ้นซึ่งเป็นการกระตุ้นการเช่ือมรวมกัน (fusion) ระหว่างเย่ือหุ้มส่วนของไวรัสกับเย่ือหุ้มของเซลล์
หลังจากน้ันจะเกิดขบวนการถอดเปลือกหุ้มของอนุภาคไวรัสใน endosome เพ่ือปล่อย RNPs ออกสู่
ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์  โดยเมื่อ RNPs เข้าสู่นิวเคลียสแล้วจะเกิดการสังเคราะห์ mRNA และ 
template RNA ที่ใช้เป็นแม่แบบของการสร้าง genomic RNA  เน่ืองจากสายพันธุกรรมของไวรัส
เป็น RNA สายลบ  ดังน้ัน ไวรัสจึงต้องนําเอาเอนไซม์ RNA polymerase เข้ามาพร้อมกับอนุภาค
ไวรัสด้วยโดยเอนไซม์ polymerase จะตัดเอาส่วน 5' m7 GpppXmของ mRNA ของเซลล์เจ้าบ้านที่มี 
cap ออกมาเป็นสายสั้นๆ (ความยาว 10–13 นิวคลีโอไทด์) ใช้เป็น primer สําหรับการเริ่มต้น
สังเคราะห์ mRNA ของอนุภาคไวรัสเรียกขบวนการน้ีว่า cap-snatching (NG et al., 2008)  
ดังน้ัน mRNA ที่สร้างข้ึนจึงมี cap มาต้ังแต่เริ่มแรกไม่ต้องเติม cap อีกไปภายหลัง  การสังเคราะห์ 
mRNA เร่ิมที่ปลาย 3’ ขณะที่ปลาย 5’ ของ vRNA ถูกจับไว้บน PB1 ทําให้การสังเคราะห์ mRNA 
เคลื่อนไปทางปลาย 5’ ในลักษณะการรูดผ่าน (corkscrew) เพ่ือต่อสาย mRNA ให้ยาวขึ้น 
(elongation) จนกระทั่งถึงตําแหน่งบน vRNA ที่มี uridine อยู่ต่อเน่ืองกัน (poly-U) เป็นผลทําให้
การ polymerization เกิดย้อนกลับไปมาที่ตําแหน่ง poly-U ก่อให้เกิดการใส่ poly-A บนสาย 
mRNA ซึ่งเป็นสัญญาณการหยุดสังเคราะห์ mRNA ดังน้ัน mRNA ของไวรัสจะประกอบด้วย 5’cap 
และ 3’ poly-A   ขบวนการสร้าง mRNA จะเกิดข้ึนในนิวเคลียสภาพที่ 7 (Hay et al., 1997; 
Infante et al., 2011; Portela and Digard, 2002) 
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ภาพที่ 6  กระบวนการเพ่ิมจํานวนของไวรัสไข้หวัดใหญ่โดยเร่ิมจากไวรัสเกาะติดเซลล์จนถึง 

การปลดปล่อยอนุภาคใหม่ 
 
ที่มา: Das et al. (2010) 

 
โปรตีนต่างๆ จะถูกแปลรหัสมาจากสายพันธุกรรมทั้ง 8 แท่ง ได้โปรตีนที่ทําหน้าที่ต่างๆ กัน 

รวมท้ังนํามาประกอบเป็นโครงสร้างของอนุภาคไวรัสใหม่ด้วย และมีการจําลอง vRNA เพ่ือบรรจุลงใน
อนุภาคใหม่  การจําลอง vRNA มี 2 ขั้นตอนหลักๆ คือ การสังเคราะห์ template RNA จาก vRNA 
และการสังเคราะห์ vRNA จาก template ซึ่งทั้ง 2 สายน้ีปราศจาก 5’ cap และ 3’ poly-A   
แต่กลไกการสังเคราะห์ที่ปราศจาก primer ยังไม่ทราบแน่นอน สันนิฐานว่า NP อาจมีส่วนเก่ียวข้อง  
เช่น NP อาจเกิดพันธะกับ polymerase complex ทําให้เปลี่ยนรูปแบบ polymerase complex 
หรือ NP ไปขัดขวาง vRNA และกระตุ้นให้มีการสังเคราะห์ cRNA โดยปราศจาก primer ขึ้นได้ 
ในการสังเคราะห์ vRNA ต้องการ NP อิสระ เพ่ือล้อมรอบสาย vRNA ที่เพ่ิงถูกสังเคราะห์ขึ้นใหม่และ
ประกอบขึ้นเป็น RNP ที่ยาวขึ้นเร่ือยๆ และจะหยุดก็ต่อเมื่อไม่มี NP อิสระเหลืออยู่  จากนั้น RNP ที่
สังเคราะห์โดยสมบรูณ์ในนิวเคลียสก็จะถูกส่งผ่านออกมาสู่ไซโตพลาสซึม โดยการทํางานของโปรตีน 
NS2 และ M1  ในขณะที่โปรตีนที่อยู่ตรงส่วนเย่ือหุ้มจะถูกสร้างข้ึนใน endoplasmic reticulum 
และผ่านออกมาทาง golgi apparatus สู่ผิวเซลล์  จากน้ัน RNP ที่เคลื่อนออกมาจากนิวเคลียสจะมา
รวมกันใต้ผิวเซลล์เกิด assembly และ budding ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งมี HA และ NA spike แทรกอยู่
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เกิดเป็นอนุภาคไวรัสใหม่ (progeny viral particle) ภาพที่6 (Bouvier and Palese 2008; Hutchinson 
et al.,2010; Kawakami et al., 2011; Robb et al., 2009) 

 

 
 
ภาพท่ี 7  รูปแบบการสังเคราะห์ vRNA ของไวรัสไข้หวัดใหญ่   

a) การสังเคราะห์ mRNA โดยใช้ capped-mRNA (เส้นสีฟ้า) ของเซลล์เจ้าบ้านเป็น 
primer ในการเร่ิมต้นสังเคราะห์ mRNA จากปลาย 3’ไปยังปลาย 5’ ของ vRNA (เส้นสี
ดํา) ในลักษณะ corkscrew   
b) การสังเคราะห์ cRNA ที่ปราศจาก primer โดยมีโปรตีน NP มาเก่ียวข้องและขบวนการ
สังเคราะห์ cRNA ยุติลงเมื่อเคล่ือนผ่าน poly-U 

 
ที่มา: Portela and Digard (2002) 

 
5. การเกิด antigenic shift และ antigenic drift ในเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ 
 

เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่มีธรรมชาติของการเปลี่ยนแปลง และวิวัฒนาการอยู่บ่อยคร้ังจนอาจ
กล่าวได้ว่า การเปล่ียนแปลงตัวเองอยู่ตลอดเวลาเป็นหัวใจของการดํารงอยู่ และการแพร่ระบาดของ
ไข้หวัดใหญ่ (ภาวพันธ์ และ ประเสริฐ, 2549)  และโดยทั่วไปความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สําคัญ 
ได้แก่ การกลายพันธ์ุ (mutation) ซึ่งเกิดข้ึนได้ง่ายเน่ืองจากขบวนการ replication อาศัยเอนไซม์ 
RNA polymerase ซึ่งไม่มี proof reading activity ทําให้เกิดความผิดพลาดได้ง่าย ทําให้ไวรัสที่
สร้างขึ้นใหม่มีโอกาส mutation ได้ทีละน้อย แต่ไม่มากพอท่ีจะทําให้เกิด subtype ใหม่   
การเปลี่ยนแปลงสายพันธ์ุเพียงเล็กน้อยระหว่างที่เกิดการเพ่ิมจํานวนของไวรัสกระบวนการน้ีใน
บางคร้ังเรียกว่า antigenic drift  โดยทั่วไปพบว่ายีนที่เป็น antigen epitope เช่น HA และ NA  มี

a) mRNA synthesis b)cRNA synthesis 



19 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมและอัตราการการกลายพันธ์ุสูง ซึ่งเป็นผลมาจากแรงกดดันที่ทําให้เกิด 
การคัดเลือก (selection pressure) เพ่ือให้ได้ไวรัสที่สามารถหลบหลีกภูมิคุ้มกันของโฮสต์ได้ (Chan 
and Deng, 2009) 

 
อีกประการหนึ่ง คือ การเปล่ียนแปลงอย่างทันที ซึ่งเกิดขึ้นจากการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนของ

สารพันธุกรรม (genetic reassortment) ระหว่างไวรัสต่างสายพันธ์ุ เรียกว่า การผสมข้ามสายพันธ์ุ 
(reassortment) อาจเกิดได้เมื่อเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ที่แตกต่างกัน 2 ชนิดติดเข้าสู่เซลล์ๆ หน่ึงพร้อม
กัน  เมื่อมีการประกอบขึ้นเป็นไวรัสอนุภาคใหม่อาจมีการแลกเปลี่ยนช้ิน genome ของไวรัสต่างสาย
พันธ์ุทั้ง 2 ชนิด และบรรจุเข้าไปในไวรัสอนุภาคใหม่ได้ การเปลี่ยนแปลงในลักษณะน้ีเรียกว่า 
antigenic shift  การเกิดการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่างสายพันธ์ุที่แตกต่างกันจะทําให้เกิดสายพันธ์ุ
ชนิดใหม่ขึ้นอยู่เป็นระยะๆ ทั้งน้ี การเปลี่ยนแปลงแอนติเจนทั้งแบบ antigenic drift และ antigenic 
shift ส่งผลให้เกิดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุใหม่ที่เป็นสาเหตุการระบาดแบบ epidemic และ 
pandemicได้ เน่ืองจากร่างกายไม่มีภูมิคุ้มของต่อไวรัสชนิดใหม่ (Arikawa et al., 1982; Yu et al., 
2008) 

 
6. การค้นพบและการระบาดของโรคไข้หวัดสุกร 

 
เมื่อปี ค.ศ. 1918-1919 การระบาดของไวรัส influenza A (Spanish flu) ในอเมริกาเป็น

การระบาดใหญ่ของโรคติดเช้ือไข้หวัดใหญ่ในคนที่รุนแรงที่สุด ซึ่งคร่าชีวิตผู้คนไปกว่า 20 ล้านคน 
(Brown, 2000) และในช่วงเวลาเดียวกันน้ันมีรายงานการตรวจพบไวรัสไข้หวัดใหญ่ในสุกรร่วมไปด้วย 
แต่ก็ไม่ได้รับความสนใจจากสัตวแพทย์มากนัก  ต่อมากระทั่งในปี ค.ศ. 1930 สามารถแยกเช้ือไวรัส
ไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุที่พบในสุกรได้จากคนป่วยได้เป็นคร้ังแรก  เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรตัวแรกที่เพาะ
แยกได้คือ A/SW/IA/15/30 และช้ีชัดว่าเป็นไวรัส swine influenza A H1N1 (H1N1) ซึ่งมี
ความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา และพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Spanish flu (Shape, 1931; Chutinimitkul 
et al., 2008)  จากน้ันไวรัส SIV H1N1 ยังคงหมุนเวียนและระบาดอยู่ในประชากรสุกรในแถบอเมริกา
ตอนเหนืออย่างต่อเน่ือง ซึ่งจัดเป็นไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ด้ังเดิม (classical H1N1; cH1N1)  
จนกระทั่งในช่วง ปี 1998 ไวรัสสายพันธ์ุใหม่อุบัติขึ้นใหม่อีกคร้ังในอเมริกา ซึ่งเกิดจากการแลกเปลี่ยน
ผสมยีน (reassortment) ของไวรัสไข้หวัดใหญ่ในคน, สุกร และสัตว์ปีก  โดยได้ยีน HA, NA และ PB1 
มาจากไวรัสในคนส่วน PB2 และ PA มาจากไวรัสในสัตว์ปีกซึ่งเป็นสายพันธ์ุทางอเมริกาตอนเหนือ 
ในขณะที่ NP, M และ NS ยังคงเป็นของเช้ือไวรัส classical SIV H1N1 ผสมรวมเป็นไวรัส triple 
reassortment H3N2 ซึ่งมีความคล้ายคลึงของแอนติเจนกับเช้ือไวรัสในคน (Hong Kongflu)  
ทั้ง classical H1N1 และ triple reassortment H3N2 ก็ยังปรากฏอยู่ในประชากรสุกรในแถบอเมริกา
เรื่อยมา (Schnitzler and Schnitzler, 2009) 
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ในประเทศแถบยุโรปมีรายงานการระบาดในสุกรต้ังแต่ปี ค.ศ. 1941 ของ classical H1N1 

แต่การระบาดนั้นเกิดเป็นคร้ังคราว  กระทั่งในราวปี ค.ศ. 1994 เช้ือ H1N2 ถูกแยกได้คร้ังแรกจากผิว
เย่ือบุระบบทางเดินหายใจของสุกรในแถบเกาะอังกฤษ  จากน้ันเช้ือก็แพร่ระบาดไปยังประเทศต่างๆ
ของยุโรป  โดยเช้ือ H1N2 ที่ปรากฏมีส่วนประกอบของสายพันธุกรรมที่เกิดจากการผสมรวมกันถึง  
2 ครั้ง (double reassortant) จากไวรัส 3 ชนิด คือ HA จากไวรัสไข้หวัดใหญ่ของคนชนิด H1N1, 
NA จากไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร H3N2 และสายพันธุกรรมที่บรรจุรหัสของโปรตีนอ่ืน PB2, PB1, PA, 
NP, M และ NS จากเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร H1N1 ซึ่งมีสายพันธุกรรมทั้ง 8 ท่อน คล้ายคลึงกับไวรัส
ไข้หวัดนก (avian-like swine H1N1 virus) (Marozin et al., 2002; Vincent et al., 2009) 

 
นอกจากน้ัน มีรายงานการระบาดของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร H1N1 ในหลายประเทศแถบ

เอเชีย เช่น ฮ่องกง, ญี่ปุ่น, อินเดีย, จีน, ไต้หวัน และไทย (Guan et al.,1996)  กระทั่งในราว  
ค.ศ. 1979 สามารถแยกเช้ือไวรัส H3N2 ได้คร้ังแรกในเอเชีย (Shortridge et al., 1979)  ต่อมาพบ
เช้ือไวรัสลูกผสมชนิดย่อย H1N2 ซึ่งญี่ปุ่นสามารถเพาะแยกเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรได้เป็นคร้ังแรก
เมื่อปี ค.ศ. 1978  โดยพบว่า เป็นเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ H1N2 ที่เกิดจากการผสมรวมกัน 
(reassortant H1N2 swine viruses) ซึ่งประกอบด้วย HA มาจากเชื้อไวรัส classical H1N1  
ของสุกรและ NA มาจากเชื้อไวรัส H3N2 ที่มีความคล้ายคลึงกับเชื้อไวรัสในมนุษย์ (human-like 
H3N2 virus) ต่อมาราวปี ค.ศ.1992 พบเช้ือไวรัส H1N2 ซึ่งแยกได้จากปอดของสุกรทีแ่สดงลกัษณะ
อาการของโรคระบบทางเดินหายใจจากฟาร์มสุกรในประเทศญี่ปุ่นเช้ือไวรัสที่เพาะแยกได้ถูกนําไป
วิเคราะห์ทาง phylogenetic เพ่ือหาต้นกําเนิดของสายพันธ์ุ ผลช้ีชัดว่า เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ได้ NA 
มาจากเช้ือไข้หวัดใหญ่มนุษย์ (human influenza virus) ส่วนสายพันธุกรรมอ่ืนๆ อีก 7 ท่อนมาจาก
เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุด้ังเดิมที่ถูกเพาะแยกได้คร้ังแรก (classical H1N1) และกลายเป็น
สายพันธุ์ที่คงอยู่ในประชากรสุกรของญี่ปุ่นตลอดมา (lto et al., 1998b) เมื่อปี ค.ศ.2003  
ในประเทศเกาหลี สามารถเพาะแยกเช้ือไวรัส H1N2 จากสุกรช่วงที่มีการระบาดครั้งใหญ่ของโรค
ระบบทางเดินหายใจอย่างรุนแรงในฝูงสุกรเกาหลี โดยพบว่า ยีน NA และ PB1 เป็นของเช้ือ H1N2  
ที่มีต้นกําเนิดมาจากมนุษย์  ขณะที่ HA, M, NP และ NS มีต้นกําเนิดมาจากสุกร ส่วน PA และ PB2  
มีต้นกําเนิดมาจากสัตว์ปีก  ผลทาง phylogentic ระบุว่าเช้ือ H1N2 ที่เกาหลีที่แยกได้น้ัน 
มีความสัมพันธ์ุใกล้ชิดกับเช้ือไวรัส H1N2 ที่เพาะแยกได้เมื่อเร็วๆ น้ีจากสุกรในสหรัฐอเมริกา (Jung 
and Chae, 2004a) การหมุนเวียนของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรในแถบเอเชียมีความหลากหลายมาก
ขึ้น ต้ังแต่มีการระบาดใหญ่ของ Asian flu ในปี ค.ศ. 1957 และ Hong Kong flu ในปี ค.ศ. 1968  
โดยไวรัส H2N2 และ H3N2 ตามลําดับ (Maet al., 2009) ไวรัสทั้งสองชนิดน้ีเช่ือว่าเป็น 
reassortants ที่ได้ยีน HA และยีนบางยีนมาจากไวรัสไข้หวัดนก  โดยเฉพาะอย่างย่ิงทางตอนใต้ของ
ประเทศจีน ซึ่งอาจกล่าวได้ว่าเป็นศูนย์กลางการระบาดคร้ังใหญ่ของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Ito et al., 
1998a) 
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เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุหลักๆ ที่เพาะแยกได้จากสุกรในประเทศจีนน้ัน ได้แก่  

เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุด้ังเดิม (cH1N1) และเช้ือไวรัสสุกรที่มีความคล้ายคลึงกับเช้ือไวรัส
ในสัตว์ปีก (Classical และ avian-like swine H1N1 viruses), เช้ือไวรัสสายพันธ์ุ H3N2 ที่มี 
ความคล้ายคลึงกับเช้ือไวรัส A/Hong Kong/2/68, A/Victiria/3/75 และ A/Sydney/5/96 
เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ H9N2 ที่มีความคล้ายคลึงกับเช้ือไวรัสในสัตว์ปีก (avian-like 
swine H9N2 viruses) และเช้ือไวรัส H1N1 ที่มีการผสมรวมกัน 2 คร้ัง (Double reassortant 
H1N1 viruses) ซึ่งบรรจุสายพันธุกรรมที่คล้ายกับเช้ือไวรัสของมนุษย์และสุกร (Shortridge and 
Webster, 1977; Yu et al., 2008)  นอกจากน้ี ยังมีรายงานพบเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุอ่ืนๆ 
ในสุกรเพ่ิมขึ้น  ในปี 2006 มีรายงานเพาะแยกไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ H3N1 เป็นคร้ังแรกจาก
สุกรในอเมริกาเหนือ (Lekcharoensuk et al., 2006) เป็นการผสมข้ามสายพันธ์ุระหว่างไวรัสไข้หวัด
ใหญ่ในมนุษย์สายพันธ์ุ H3N2 และไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ cH1N1 (Ma et al., 2006)  ขณะที่
ไวรัสไข้หวัดสายพันธ์ุ H3N1 ที่เพาะแยกได้จากสุกรในเกาหลีและอิตาลีมีลักษณะทางพันธ์ุกรรม
แตกต่างจากที่พบในอเมริกา ทั้งน้ียังพบไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรชนิด H1N1 ที่เกิดจากการผสมข้ามสาย
พันธ์ุ (reassortant) (rH1N1) (Webby et al., 2004) เป็นต้น 

 
เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรส่วนใหญ่จะติดต่อสู่คนจากการสัมผัสใกล้ชิดเท่าน้ันเช้ือไข้หวัดใหญ่

ในสัตว์สามารถติดต่อข้ามสู่สัตว์ชนิดอ่ืน เช่น สัตว์ปีก (Avian influenza) และม้า (equine 
influenza)  ในขณะที่เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ในคน (human influenza) สามารถติดเช้ือข้ามชนิดสัตว์ 
(cross-species) ได้ในบางคร้ัง ในปีค.ศ. 1918 ที่มีการระบาดครั้งรุนแรงของไข้หวัดใหญ่ทั่วโลก 
(Spanish Flu, H1N1) มีผู้เสียชีวิตถึง 20 ล้านคนน้ันอาจเกี่ยวข้องกับการที่สุกรในประเทศ
สหรัฐอเมริกาฮังการี และจีนป่วยด้วยอาการของระบบทางเดินหายใจในช่วงเวลาเดียวกัน ซึ่งซีรัมจาก
สุกรป่วยมีปฏิกิริยาข้ามกับไวรัสที่ก่อให้เกิดการระบาดครั้งใหญ่ในคน ในปี ค.ศ. 1918  ต่อมาในปี 
ค.ศ. 1976 มีรายงานการระบาดของไข้หวัดใหญ่ที่ Ford Dix สหรัฐอเมริกา ซึ่งสามารถแยกเช้ือไวรัส
H1N1 จากผู้เสียชีวิต 1 ราย และผู้ป่วยอีก 5 รายเช้ือที่แยกได้จากผู้ป่วยเหมือนกับเช้ือไวรัส H1N1  
ที่แยกได้จากสุกรการตรวจทางซีรั่มวิทยาก็บ่งช้ีว่า มีผู้ติดเช้ืออีก 500 คน (Brown, 2000; Pospisil 
et al., 2001) นอกจากน้ัน ยังมีรายงานการตรวจพบแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสสุกรชนิด H1 จากผู้ที่
ทํางานใกล้ชิดกับสุกร (Schnurrenberger et al., 1970; Ma et al., 2009) และในที่สุดก็สามารถ
ยืนยันได้ว่า “เช้ือไวรัสInfluenza ของสุกรสามารถติดต่อสู่คนได้” จากการพบเช้ือไวรัสในสุกรและผู้
เลี้ยงสุกรที่เป็นเช้ือชนิดเดียวกัน และมีคุณสมบัติทางแอนติเจนและพันธุกรรมเหมือนกันกับเช้ือไวรัส
สุกรชนิด H1N1  หลังจากน้ัน ก็มีรายงานการแยกเช้ือ influenza สุกรได้จากคนป่วยด้วยอาการของ
ระบบหายใจ (Dasco et al., 1984; Vincent et al., 2009) บางครั้งก็ทําให้ผู้ป่วยเสียชีวิต 
(Wentworth et al., 1994) ผู้ป่วยทุกรายเคยสัมผัสกับสุกรป่วยและเช้ือ H1N1 ที่แยกได้จากผู้ป่วยมี
ความใกล้ชิดกับ classical swine influenza virus H1N1 (Brown, 2000)  
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7. ไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ใหม่ 2009 

 
เมื่อปลายเดือนเมษายน 2009 องค์การอนามัยโลกได้รายงานการตรวจยืนยันทาง

ห้องปฏิบัติการว่า ไข้หวัดใหญ่ที่ระบาดเป็นโรคไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุใหม่ในมนุษย์ เกิดจากเช้ือไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ชนิด A สายพันธ์ุ H1N1 ซึ่งเป็นเช้ือตัวใหม่ที่ไม่เคยพบมาก่อน เป็นเช้ือที่เกิดจากการผสม
ข้ามสายพันธ์ุ และแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมของเช้ือไข้หวัดใหญ่มนุษย์, ไข้หวัดใหญ่สุกร และไข้หวัด
ใหญ่สัตว์ปีกด้วย  กระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทยใช้ช่ือโรคน้ีว่า “ไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุใหม่ 
ชนิดเอ เอช1เอ็น1” (A/H1N1) และใช้ช่ือย่อว่า “ไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุใหม่ 2009” (novel H1N1 
swine-origin virus (H1N1 S-OIV) in 2009) 

 
การวิเคราะห์แบบแผนผังวิวัฒนาการของ H1N1 S-OIV พบว่า ไวรัสน้ีเป็นลูกผสม 

(reassortant) ระหว่างไวรัสไข้หวัดสุกรสายพันธ์ุ H1N2 ซึ่งพบอยู่ในประชากรสุกรในทวีปอเมริกา
เหนือที่เรียกว่า triple reassortant และไวรัสไข้หวัดสุกรสายพันธ์ุ H1N1 ที่พบอยู่ในประชากรสุกรใน
ยุโรปและเอเชีย (Eurasian lineage) ซึ่งเป็นไวรัสที่มีบรรพบุรุษสายตรงมาจากสัตว์ปีกอีกทีหน่ึง   
โดย H1N1 S-OIV ได้ยีน NA และ M มาจากไวรัสไข้หวัดสุกรสายพันธ์ุ Eurasian ที่มีบรรพบุรุษมา
จากไวรัสไข้หวัดใหญ่ในสัตว์ปีก ส่วนยีนอีก 6 แท่ง (HA, NP, PB1, PB2, PA และ NS) ได้มาจากไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ triple reassortant สายพันธ์ุ H1N2 ซึ่งพบอยู่ในประชากรสุกรในทวีปอเมริกาเหนือ   
โดย triple reassortant ประกอบด้วย ส่วนยีน HA NP และ NS ได้จากไวรัสไข้หวัดสุกรสายพันธ์ุ
ด้ังเดิม (cH1N1)  สําหรับยีน PB1 ได้มาจากไวรัสไข้หวัดสุกรสายพันธ์ุด้ังเดิมและยีน PB1 ของไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ของมนุษย์สายพันธ์ุ H3N2 ที่มีการระบาดอยู่ในขณะน้ัน (ปี ค.ศ. 1997-1998)  ส่วนยีน 
PB2 และ PA ได้มาไวรัสไข้หวัดใหญ่ในสัตว์ปีกที่ผสมข้ามพันธ์ุไปยังสุกรในเหตุการณ์เดียวกัน (Gerten 
et al., 2009) ภาพที่ 8 เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ triple reassortment ได้หมุนเวียนในสุกรมานานกว่า 
10 ปี (Ciccozzi et al., 2011) และมีรายงานอ้างว่ามีการแพร่ของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ triple 
reassortment จากสุกรไปยังมนุษย์ได้เกิดขึ้นหลายเดือนก่อนการระบาดของโรค H1N1 S-OIV 
(Fraseret al., 2009) ซึ่งไวรัสมีการพัฒนาตัวเองอย่างรวดเร็ว อันเน่ืองมาจาก positive selection 
(Liet al., 2011, Moncorgéet al., 2010) โดย H1N1 S-OIV มีกรดอะมิโนที่ตําแหน่ง D190 และ 
D225 ของยีน HA ที่สนับสนุนการติดต่อที่มีประสิทธิภาพระหว่างมนุษย์ แต่บางสายพันธ์ุล่าสุดมี 
การกลายพันธ์ุของยีน HA ที่ตําแหน่ง D225G/E ซึ่งช่วยให้ไวรัสติดเช้ือได้ทั้งในสุกรและมนุษย์ 
(Christmanet al., 2011) นอกจากน้ี การกลายพันธ์ุของยีน HA ที่ตําแหน่ง D222G มีส่วนสนับสนุน
ให้การติดเช้ือในมนุษย์รุนแรงข้ึน (Chenet al., 2010; Kilander et al., 2010) ในขณะท่ี 
การกลายพันธ์ุของยีน HA ตําแหน่ง E391K ได้รับการเช่ือมโยงกับ fitness ของไวรัส (Maket al., 
2011; Maurer et al., 2010) และมีรายงานว่า H1N1 S-OIV ไม่มีการกลายพันธ์ุของยีน PB2  
ทั้งท่ีตําแหน่ง E627K และ  D701N (Chutinimitkul et al., 2010; Herfst et al.,2010) 
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ภาพท่ี 8  ที่มาของ host และ ยีนต่างๆของไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุใหม่ 2009 

 
ที่มา: Gerten et al.(2009) 
 
8. ไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรในประเทศไทย 

 
สําหรับข้อมูลอุบัติการณ์ของโรคไข้หวัดใหญ่สุกรในประเทศไทยที่ผ่านมามีรายงานพบ 

การแยกไวรัสได้ครั้งแรกในสุกรในปี ค.ศ. 1978 และ 1988  โดยระบุว่า เป็นไข้หวัดใหญ่สุกร H3N2 
และ H1N1 ตามลําดับ (Nerome et al., 1983; Kupradinun et al., 1991) และต่อมาจนกระทั่งใน
ปี ค.ศ. 2005 มีรายงานการแยกเช้ือไข้หวัดใหญ่สุกร H3N2 ได้จากสุกรในจังหวัดสระบุรี จึงเป็นไปได้
ว่า มีการแพร่กระจายของเช้ือไข้หวัดใหญ่สุกรได้ทั้ง 3 subtype ในสุกรของประเทศไทย 
เช่นเดียวกับที่พบในประชากรสุกรของประเทศอ่ืน ได้แก่ H1N1, H3N2 และ H1N2 (Kanai et al., 
1981; Damrongwatanapokin et al., 2006; Kupradinun et al., 1991) จากรายงานของ 
Chutinimitkul et al. (2008) ทําการวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสาย
พันธ์ุ H1N1, H3N2 และ H1N2 ที่พบในประเทศไทย พบว่า phylogenic tree ของไวรัสไข้หวัดใหญ่
สุกรสายพันธ์ุ H1N1 มียีน HA จัดอยู่ในกลุ่ม (cluster) ของไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุด้ังเดิม (cH1N1) 
ซึ่งระบาดอยู่ในแถบอเมริกา, ญี่ปุ่นและจีน ส่วนยีน NA อยู่ใน cluster ของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสาย
พันธ์ุยุโรป ขณะที่ยีน HA และ NA ของไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ H3N2 มีทั้งหมด 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่
คล้ายกับไข้หวัดใหญ่สุกรในแถบบอเมริกาเหนือ, กลุ่มที่คล้ายกับไวรัสสุกรในยุโรป และกลุ่มที่คล้ายกับ
ไวรัสไข้หวัดใหญ่ตามฤดูกาลที่ เคยระบาดเม่ือปี 1970  ส่วนไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิดย่อยH1N2  
มีส่วนของยีน HA มาจากไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ H1N1 ที่คล้ายคลึงกับสายพันธ์ุที่ระบาดใน
ทวีปอเมริกาและเอเชีย  ส่วนยีน NA ได้รับมาจากไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธ์ุ H3N2 ที่ระบาดในยุโรป 
ซึ่งผลการศึกษาทั้ง 8 ยีนของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร H3N2 จากประเทศไทย (Lekcharoensuk et al., 
2010) พบว่า ไวรัสที่แยกได้จากจังหวัดราชบุรี มียีน HA และ NA ใกล้ชิดกับไวรัสไข้หวัดใหญ่ 
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ตามฤดูกาลท่ีแยกได้หลังปี ค.ศ. 1990,  ยีน NP และ NS ใกล้ชิดกับไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ 
cH1N1 และยีน PB2, PB1, PA และ M ใกล้ชิดกับ avian like swine influenza virus จากยุโรป 

 
นอกจากน้ี มีการศึกษาเก่ียวกับอุบัติการณ์ของโรคในประเทศไทย Damrongwatanapokin 

et al. (2003) ได้รายงานผลการสํารวจทางซีรัมวิทยาต่อ SIV สายพันธ์ุ H1N1 ของสุกรจาก 
15 จังหวัดในช่วงเดือนตุลาคม 2002 ถึงเดือนมกราคม 2003 จากตัวอย่างทั้งหมด 1,610 ตัวอย่าง  
โดยแยกเป็นซีรัมแม่สุกรจํานวน 859 ตัวอย่าง จาก 33 ฟาร์ม, ซีรัมสุกรขุนจํานวน 367 ตัวอย่าง 
จาก 29 ฟาร์ม และซีรัมที่หลากหลายช่วงอายุสุกรที่เก็บได้ ณ ขณะนั้นจํานวน 354 ตัวอย่าง  โดย
ตรวจด้วยวิธีชุดทดสอบสําเร็จรูป  H1N1 ELISA (IDEXX laboratories, Maine, USA)  พบการ
ตอบสนองของแอนติบอดีต่อ SIV ในฝูงแม่สุกรและสุกรขุนมีความชุกในระดับฝูงร้อยละ 44 และ 
20 ตามลําดับ (S/P retio > 0.4)  โดยจังหวัดนครปฐมและราชบุรีมีอุบัติการณ์ของโรคสูงสุด 
Damrongwatanapokin et al. (2006) ทําการสํารวจทางซีรัมวิทยาและไวรัสวิทยาของ SIV อีกครั้ง
ระหว่างเดือนตุลาคม 2003 ถึงเดือนมีนาคม 2004 จากสุกรใน 35 จังหวัด พบการตอบสนองของ
แอนติบอดีจากฝูงแม่สุกรต่อไวรัสสายพันธ์ุ H1N1 และ H3N2 ร้อยละ 91 และ 52 ตามลําดับ และ
พบแอนติบอดีในซีรัมสุกรขุนต่อไวรัสสายพันธ์ุ H1N1 ร้อยละ 55 และให้ผลบวกต่อไวรัสสายพันธ์ุ 
H3N2 ร้อยละ 31 และผลการเพาะแยกเช้ือจากนํ้าป้ายจมูก (nasal swab) ระบุว่า พบไวรัสทั้ง 3 
สายพันธ์ุ ได้แก่ H1N1, H3N2 และ H1N2  ในคร้ังน้ีถือเป็นการแยกไวรัสสายพันธ์ุ H1N2 ในประเทศ
ไทยได้เป็นคร้ังแรกด้วย Parchariyanon (2006)  ทําการสํารวจการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ไทป์ A ใน
สุกรระหว่างเดือนพฤษภาคมถึงตุลาคม 2004  โดยเก็บตัวอย่างป้ายหลอดลมและซีรัมจํานวน 359 
และ 553 ตัวอย่างตามลําดับ จากสุกรใน 5 พ้ืนที่ที่ตรวจพบการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดนก H5N1 
(ฉะเชิงเทรา, กาญจนบุรี, ขอนแก่น, สุโขทัย และสุพรรณบุรี) ผลการแยกเชื้อไวรัสจากตัวอย่างป้าย
หลอดลมด้วยวิธีฉีดเข้าไข่ไก่ฟักและตรวจทางซีรัมวิทยา ปรากฏว่า ไม่สามารถแยกเช้ือไวรัสไข้หวัดนก 
H5N1 และเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ในสุกร H3N2 จากตัวอย่างทั้งหมดได้ แต่สามารถแยกเช้ือไวรัสไข้หวัด
ใหญ่ในสุกร H1N ได้จาก 2 ตัวอย่าง  ผลการตรวจทางซีรัมด้วยวิธี serum neutralization test 
(SNT) ไม่พบแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดนก H5N1 แต่พบแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ในสุกร 
H1N1 7.9% และ H3N2 20.6% ตามลําดับ  เมื่อเปรียบเทียบการตรวจซีรัมด้วยวิธี 
haemagalutination inhibition (HI) และ SNT ต่อเช้ือ H1N1 และ H3N2 พบว่า วิธี HI ให้ผลบวก
สูงกว่าวิธี SNT ในปีเดียวกัน  Nakharuthai et al. (2008) ทําการสํารวจการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร 
จากตัวอย่างป้ายจมูกและปอดของสุกรที่ป่วยด้วยโรคระบบหายใจซับซ้อน (porcine respiratory 
disease complex; PRDC) พบว่า 2.8% ของสุกรที่ป่วยด้วยโรค PRDC มีการติดเช้ือไวรัสไข้หวัด
สุกรและสามารถเพาะแยกเช้ือได้และพบว่าทั้งหมดเป็นชนิด H3N2 
 

Thippamom et al. (2010) ทําการศึกษาความหลากหลายของลักษณะทางพันธุศาสตร์ของ
ยีน Nucleoprotein (NP) ของเช้ือไข้หวัดใหญ่ในคน, สุกร และสัตว์ปีก ที่แยกได้ในประเทศไทย
จํานวน 49 ตัวอย่าง ประกอบด้วย เช้ือไข้หวัดใหญ่ในคนจํานวน 18 ตัวอย่าง, เช้ือไข้หวัดใหญ่สุกร
จํานวน 16 ตัวอย่าง และเช้ือไข้หวัดใหญ่สัตว์ปีกจํานวน 15 ตัวอย่าง  โดยวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม (Phylogenetic analysis) ของเช้ือไข้หวัดใหญ่ และวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน
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ในตําแหน่งต่างๆ ที่มีความสําคัญและจําเพาะต่อโฮสต์ ผลการศึกษาพบว่า ลักษณะทางพันธุกรรมของ
ไวรัสที่แยกได้จากสัตว์ต่างชนิดสามารถแยกกันอย่างชัดเจนซึ่งประกอบด้วย สายพันธ์ุของม้า  
สัตว์ปีก, มนุษย์, สุกรแถบยุโรป และสุกรสายพันธ์ุด้ังเดิม (cH1N1)  ขณะที่เช้ือไข้หวัดใหญ่ในคนมี 
การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนมากท่ีสุด และในสัตว์ปีกมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนน้อยที่สุด  
โดยที่เช้ือไข้หวัดใหญ่ในคนมีกรดอะมิโน 5 ตัวที่มีความอนุรักษ์ต่อเช้ือไวรัสที่ก่อโรคในคน (human-
like amino acid) คือ D16, P283, K293, D372 และ K422 ส่วนไข้หวัดใหญ่สุกรและสัตว์ปีกนั้น
ต่างก็มีกรดอะมิโนที่จําเพาะต่อเช้ือไวรัสที่ก่อโรคในสัตว์ปีก (avian-like amino acid; V105)  ส่วน
กระอะมิโนที่อนุรักษ์สําหรับไวรัสสุกรทั้ง 2 สายพันธ์ุ ได้แก่ K/T350, V/M371, V/I444 และ L/V456
การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่า ลักษณะทางพันธุศาสตร์ของยีน NP ของเช้ือไข้หวัดใหญ่ชนิดเอในคน, 
สุกร และสัตว์ปีกที่แยกได้ในประเทศไทยมีความแตกต่างกันตามชนิดของโฮสต์ และยังสามารถบ่งช้ีถึง
การติดเช้ือข้ามชนิดของโฮสต์ได้ 

 
Takemae et al. (2011) ทําการศึกษาติดตามข้อมูลระยะยาวของการติดเช้ือไวรัส 

ไข้หวัดใหญ่สุกรในฟาร์มที่เลี้ยงแบบครบวงจร (farrow-to-finish farms) ในภาคกลางของประเทศ
ไทยต้ังแต่ปี 2008 ถึง 2009 โดยเก็บตัวอย่างนํ้าป้ายจมูก (nasal swab) และตัวอย่างซีรัมจากสุกร  
4 กลุ่ม ได้แก่ แม่สุกรอายุ 1-2 ปี, สุกรขุนอายุ 3-4 เดือน, ลูกสุกรหย่านมอายุ 4-10 สัปดาห์ และสุกร
ที่เพ่ิงนําเข้าสู่ฟาร์ม วิเคราะห์คุณลักษณะทางไวรัสวิทยาและซีรัมวิทยาของสุกร พบว่า สามารถแยก
เช้ือไวรัสสายพันธ์ุ H1N1 ได้จํานวน 10 ตัวอย่าง และสายพันธ์ุ H3N2 จํานวน 2 ตัวอย่าง  
จากตัวอย่างน้ําป้ายจมูกของสุกรหลังหย่านมอายุ 4-12 สัปดาห์  ขณะที่การตรวจทางซีรัมวิทยาเพ่ือ
จําแนก subtype ของไวรัสด้วยวิธี HI และ ELISA (IDEXX Laboratories, Maine, USA)   
พบความชุกของโรคมากที่สุดในฝูงสุกรขุน แต่ไม่สามารถเพาะแยกเ ช้ือจากฝูงสุกรขุนได้ 
แต่อย่างไรก็ตาม การพบแอนติบอดีต่อ SIV ในสุกรขุนอาจเป็นสัญญาณที่บอกถึงการมีการติดเช้ือใน
ฟาร์มสุกร  ในขณะที่การติดตามการติดเช้ือในแม่สุกรอาจจะไม่สามารถให้ข้อมูลทางระบาดวิทยาได้ 
เน่ืองจากแม่สุกรเกือบทุกตัวเคยสัมผัสเช้ืออย่างน้อย 1 ครั้งในช่วงชีวิต 

 
ดังน้ัน อาจกล่าวได้ว่า เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรที่พบหมุนเวียนแพร่กระจายอยู่อย่าง

กว้างขวางทั่วโลกมี 3 subtype ได้แก่ H1N1, H3N2 และ H1N2 ซึ่งมีต้นกําเนิดมาจากไวรัสไข้หวัด
ใหญ่ในสัตว์ปีกเกิดจากการแลกเปลี่ยนช้ินส่วนพันธุกรรมของยีนที่มาจากต้นกําเนิดของเชื้อไวรัส
ไข้หวัดใหญ่สุกร (classical swine influenza) ยีนของไข้หวัดใหญ่ในสัตว์ปีกที่ข้ามมาติดต่อในสุกร 
(avian-like swine) และยีนของไข้หวัดใหญ่ในคนที่ข้ามมาติดต่อในสุกร (human-like swine) 
(Chutinimitkul et al., 2008) 



26 

 
9. โรคไข้หวัดใหญ่สุกร (swine influenza) 

 
โรคไข้หวัดใหญ่สุกร  เป็นโรคทางระบบทางเดินหายใจอย่างเฉียบพลันมีสาเหตุมาจากเช้ือ

ไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร (Swine influenza virus; SIV) ที่แพร่ระบาดเป็นวงกว้างหรือระบาดเป็นคร้ัง
คราวในฝูงสุกรทั่วโลก รวมท้ังยังเป็นโรคสัตว์ติดคน (zoonotic disease) (Sreta et al., 2009) 

 
สุกรที่ติดเช้ือมักแสดงอาการภายใน 24 ช่ัวโมง หลังติดเช้ือโดยสุกรจะมีอาการไข้สูงประมาณ 

40.5-41.7C เบ่ืออาหาร, นํ้าหนักลด, หายใจลําบาก, โก่งหลัง, ไอด้วยความเจ็บปวด ร่วมกับการจาม
เป็นช่วงๆ มีนํ้ามูกใสนํ้าตาไหล หากได้รับการดูแลที่ดี และไม่มีการติดเช้ือแทรกซ้อนสุกรป่วยจะหาย
ได้เองภายใน 5-7 วันสุกรที่เป็นโรคน้ีจะมีอัตราการป่วยสูงถึง 100% แต่มีอัตราการป่วยตายตํ่า 
(Reeth, 2007; Simon-Grife et al., 2012)  บางคร้ังเช้ือไวรัสแพร่กระจายอยู่ในกลุ่มสุกรโดยแสดง
อาการทางคลินิกน้อยมาก หรือไม่แสดงอาการทางคลินิกเลย (Brown, 2000) เป็นไปได้ว่า โอกาส 
การนําสุกรที่เป็นตัวอมโรคเข้ามาในฟาร์มที่ไม่เคยสัมผัสเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร (SIV) เป็นสิ่งสําคัญที่
ทําให้เกิดการระบาดของโรคในฝูงได้  นอกจากน้ี สุกรที่นํ้าหนักลดลงจะทําให้ระยะเวลาการขุนและ
ต้นทุนการเล้ียงเพ่ิมขึ้น อีกทั้งการมีไข้สูงอาจทําให้แม่สุกรแท้งได้ก่อให้เกิดการสูญเสียในอุตสาหกรรม
การเลี้ยงสุกรอย่างมากได้เช่นกัน 

 
ความรุนแรงของโรคเกิดจากหลายปัจจัย เช่น ภูมิคุ้มกันที่ได้จากแม่ (maternal immunity), 

สายพันธ์ุเช้ือ (strain), ทางที่ติดเช้ือ (routet) และโรคแทรกซ้อน เป็นต้น โดยเช้ืออาจเหน่ียวนําให้
เกิดการติดเช้ือแทรกซ้อนระหว่าง SIV กับเช้ือก่อโรคอ่ืนๆ หลายชนิดร่วมกัน เช่น porcine 
reproductive and respiratory syndromevirus (PRRSV), Aujeszky’s disease virus, porcine 
respiratory coronavirus (PRCV), Mycoplasma hyopneumoniae เป็นต้น  อันเป็นสาเหตุให้
เกิดโรคแทรกซ้อนของระบบทางเดินหายใจซับซ้อน (porcine respiratory disease complex; 
PRDC) ที่รุนแรงขึ้นกว่าเดิม (Heinen, 2003; Gjerset et al., 2011) 

 
10. พยาธิสภาพ 

 
สุกรเป็นสัตว์ที่ไวต่อการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร เน่ืองจากบริเวณหลอดลมของสุกรมีตัวรับบน

ผิวเซลล์สองชนิด คือ α-2,3 และ α-2,6 sialic acid linkage ที่สามารถจับกับ HA ของไวรัสได้ 
การกระจายตัวของตัวรับทั้งสองในระบบทางเดินหายใจส่วนต้นและปลาย  เมื่อเช้ือไวรัสเข้าสู่ระบบ
ทางเดินหายใจของสุกร โดยผ่านเซลล์เย่ือบุผิวทางเดินหายใจ, เย่ือบุผิวจมูก, หลอดคอ (pharynx) 
และหลอดลม (trachea) ซึ่งในระยะแรกของการติดเช้ือสามารถตรวจพบแอนติเจนของไวรัสไข้หวัด
ใหญ่ได้ในเซลล์ส่วนต้นของเย่ือบุของหลอดลมใหญ่และหลอดลมฝอยเป็นส่วนใหญ่ (Jung et al., 
2005)  การเพ่ิมจํานวนและแพร่กระจายของไวรัสทําให้เซลล์ที่ติดเช้ือจะบวม, อักเสบ hyperemia  
เซลล์เย่ือบุผิวเซลล์เหล่าน้ีจะตายและหลุดลอกในที่สุด  บริเวณท่ีมีการติดเช้ือจะมีของเหลว 
ที่ซึมออกมา โดยพบสิ่งคัดหลั่งปนเศษเซลล์ตาย และมีการสะสมของเซลล์ neutrophils และ 
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monocytes เกิดเป็นจุดหนอง (Ma et al., 2006) จากน้ันเช้ือจะลุกลามและแพร่กระจายไปยัง 
เย่ือบุผิวส่วนอ่ืนๆ  โดยตรวจพบรอยโรคที่สําคัญในหลอดลม (bronchus) ต่อมนํ้าเหลืองบริเวณ 
ขั้วปอด และปอดส่วนต้นเป็นอวัยวะเป้าหมายของเช้ือ (De Vleeschauwer et al., 2009) ในรายที่
รุนแรงพบปอดอักเสบมีสีแดงคลํ้าและปอดบวม (Brown et al., 1993)  สอดคล้องกับรายงาน
การศึกษาพยาธิกําเนิดของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรสายพันธ์ุ H3N2 และ H1N2 ในสุกรหลังหย่านมของ
ประเทศไทย สุกรแสดงอาการทางคลินิกคล้ายโรคไข้หวัดใหญ่ในวันที่ 1-4 หลังการติดเช้ือ  รอยโรค
ทางมหพยาธิวิทยาพบปอดอักเสบแบบ cranioventral pneumonia มีลักษณะเป็นลายคล้ายตาราง
หมากรุก และมีความเสียหายของเซลล์บุผิวหลอดลม, หลอดลมอุดตันร่วมกับการแทรกของ 
เซลล์อักเสบรอบหลอดลมและหลอดเลือด  มีการกระจายแอนติเจนของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรใน
เน้ือเย่ือปอด, นิวเคลียสของเซลล์บุผิวหลอดลม, เซลล์บุผิวถุงลมปอด และมาโครฟาจ  (Sreta et al., 
2009) 

 
11.  การติดต่อและการแพร่กระจายของเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร 

 
โรคไข้หวัดใหญ่สุกรเป็นโรคติดต่อระบบทางเดินหายใจ สุกรมักได้รับเช้ือจากการสูดหายใจ

และการสัมผัส โดยรูปแบบการแพร่กระจายมีหลายวิธี ได้แก่ การแพร่กระจายทางอากาศ (Airborne 
Transmission)  โดยเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่จะติดไปกับฝุ่นละอองฝอยขนาดเล็ก (aerosol) ละออง
เสมหะขนาดใหญ่ (large droplet/droplet nuclei) ที่เกิดจากการไอและจาม นํ้ามูก นํ้าลาย และ
สารคัดหลั่ง เป็นต้น ละอองฝอยจะนําพาเช้ือไวรัสให้แขวนลอยอยู่ในอากาศอยู่ได้เป็นระยะเวลานาน  
ทั้งน้ีขึ้นอยู่กับความสัมพันธ์ระหว่างขนาดและความเร็วของอนุภาคในการตกของอนุภาค (settling 
velocity) เช่น อนุภาคขนาด 20 ไมครอนจะล่องลอยในอากาศได้นาน 4 นาที, อนุภาคขนาด  
10 ไมครอนจะล่องลอยได้นาน 17 นาที และอนุภาคขนาด 5 ไมครอนจะล่องลอยได้นาน 67 นาที 
นอกจากน้ี อนุภาคขนาดเล็กว่าหรือเท่ากับ 5 ไมครอนยังสามารถแทรกเข้าสู่ทางเดินหายใจไปสิ้นสุด
ยังบริเวณถุงลม (alveolar) ได้ประมาณ 30%  ส่วนอนุภาคที่ใหญ่ขึ้นขนาด 5-10 ไมครอน  
จะแทรกเข้าสู่หลอดลมฝอย (tracheobronchial) ได้ถึง 50%  ส่วนอนุภาคขนาด 20 ไมครอนจะ
แทรกเข้าถึงบริเวณหลอดลมคอ (trachea)  อย่างไรก็ตาม การไหลเวียนของอากาศ, อุณหภูมิและ
ความช้ืน ก็ม ีผลต่อการแพร่กระจายของเช้ือโรคได้ด้วย  ถ้าการไหลเวียนมีมากก็อาจทําให้ 
การแพร่กระจายโรคเป็นไปได้ไกลมากขึ้น (Tellier, 2009)  ขณะที่ปัจจัยของอุณหภูมิที่ตํ่า (50C) 
เหน่ียวนําให้เกิด droplet มากข้ึน แต่การแพร่กระจายทางอากาศ (airborne transmission) ที่
อุณหภูมิ 300C จะลดลงไม่ว่าระดับความช้ืนสัมพัทธ์จะเป็นอย่างไรก็ตาม แต่ที่สภาวะอุณหภูมิ 200C 
การแพร่กระจายเช้ือทางอากาศจะเกิดได้ดีเมื่อความช้ืนสัมพัทธ์เท่ากับ 20-30% หรือ 65% และการ
แพร่กระจายทางอากาศจะลดลงเมื่อความช้ืนสัมพัทธ์เพ่ิมขึ้นเป็น 50% และไม่พบการแพร่กระจายที่
ความช้ืนสัมพัทธ์สูงถึง 80% (Lowen et al., 2008) 

 
อีกวิธีหน่ึงคือ การติดต่อทางการสัมผัส (Contact Transmission) เป็นการแพร่โรคจากการ

สัมผัส ซึ่งแบ่งเป็นการสัมผัสโดยตรง (direct contact) จากสิ่งคัดหลั่ง การดมการเลียปัสสาวะ-
อุจจาระ หรือการกินอาหารและนํ้าร่วมกัน โดยเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สามารถทนอยู่ในตะกอนของเสีย 
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(slurry) ที่อุณหภูมิแตกต่างกัน เช่น สามารถทนและมีชีวิตรอดในตะกอนของเสียที่อุณหภูมิ 50C ได้
นาน 9 สัปดาห์ อุณหภูมิ 200C นาน 2 สัปดาห์ อุณหภูมิ 35-400C มีชีวิตรอดได้มากกว่า 24 ช่ัวโมง
และมีชีวิตรอดได้มากกว่า 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 50-550 C (Desrosiers, 2004; Martin et al., 2011)  
อีกแบบคือ การสัมผัสโดยอ้อม (indirect contact) เช่น สัมผัสกับสิ่งปนเป้ือนผ่านวัสดุอุปกรณ์ 
เคร่ืองมือต่างๆ ที่มีการปนเป้ือนภายในฟาร์ม พาหนะและสัตว์เลี้ยงอ่ืนๆ ที่เลี้ยงในฟาร์ม หรือใกล้เคียง  
นอกจากน้ี ยังสามารถติดต่อกันเช้ือไวรัสสามารถแพร่ระบาดจากฟาร์มหน่ึงไปยังอีกฟาร์มหน่ึงได้ โดย
การเคลื่อนย้ายสุกรป่วยหรือสุกรที่เป็นพาหะนําโรคเข้ามาในฝูง (Kitikoon et al., 2012; Brown 
2001) 
 
12. การตรวจวินิจฉัยไข้หวัดใหญ่ในห้องปฏิบัติการ 

 
เน่ืองจากการติดเช้ือไวรัสไข้ไข้หวัดใหญ่สุกรน้ัน  สุกรอาจแสดงอาการของโรคน้อยมาก 

หรือไม่แสดงอาการทางคลินิกเลยไม่มีรอยโรคที่เฉพาะ การวินิจฉัยโดยการซักประวัติร่วมกับการ
สังเกตอาการจึงไม่เพียงพอจําเป็นที่จะต้องมีการตรวจสอบเพ่ือยืนยันผลด้วยวิธีการทางห้องปฏิบัติการ
อ่ืนๆ และนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใช้เป็นเคร่ืองมือสําหรับการตรวจสอบท่ีเหมาะสมกับงาน และ
ศักยภาพของห้องปฎิบัติการ  การทดสอบมีหลายวิธี ซึ่งมีลักษณะและวัตถุประสงค์ของวิธีการแตกต่าง
กันไป ดังน้ี 

 
12.1 การเพาะแยกเช้ือไวรัส 
 

การเพาะแยกเช้ือไวรัสถือเป็นวิธีมาตรฐาน หรือ gold standard สําหรับใช้ใน 
การบ่งบอกชนิดของเช้ือก่อโรคที่ได้ผลภายใน 10-14 วัน  การเพาะแยกเช้ือไวรัสจําเป็นต้องเพ่ิม
จํานวนไวรัสลงในไข่ไก่ฟัก หรือเซลล์เพาะเลี้ยง  โดยเซลล์เพาะเลี้ยงที่นิยมใช้ คือ เซลล์ MDCK 
(Madin–Darby caninekidney cells) ไวรัสมีความไว (sensitive) ต่อการติดเช้ือในไข่ไก่ฟักมากกว่า
เซลล์เพาะเลี้ยง (Clavijoet al., 2002) แต่การใช้เซลล์เพาะเลี้ยงมีความสะดวกสบายมากกว่า 
การใช้ไข่ไก่ฟัก และสามารถตรวจดูการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ (Cytopathic effect; CPE)  
อย่างไรก็ตาม ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่จะ inoculate ลงในเซลล์ หรือไข่ไก่ฟักจะต้องปราศจากเช้ือ
ปนเป้ือนอ่ืนๆ มิฉะน้ัน อาจทําให้เซลล์หรือตัวอ่อนในไข่ฟักตาย ดังน้ัน อาจต้องใช้การกรอง และการ
ป่ันเหว่ียงรอบตํ่า รวมถึงการใส่ยาปฏิชีวนะร่วม (Shih et al., 1999) 

 
การเพาะเช้ือในไข่ไก่ฟักใช้ไข่อายุ 10-11 วัน โดยฉีดเช้ือเข้าบริเวณ amniotic cavity 

หรือ allantotic sac โดยทั่วไป มักฉีดเข้า allantotic sac เพราะมีช่องขนาดใหญ่และเก็บไวรัสได้ใน
ปริมาณมากกว่า  จากน้ันจึงอบไข่ไว้ที่อุณหภูมิ 33–35ºC แล้วจึงดูดนํ้าเลี้ยงจากในไข่ไปตรวจหาไวรัส
ได้ เช่นเดียวกับในการเพาะเช้ือลงในเซลล์จะต้องเพาะขยายเซลล์ให้เกาะเป็น monolayer ในปริมาณ
ที่เหมาะสม  ก่อนจะ inoculate เช้ือลงไปในเซลล์ อบที่อุณหภูมิ 37ºC และสังเกตการเปลี่ยงแปลง
รูปร่างของเซลล์ ที่เรียกว่า CPE ทุกวัน จึงจะทําการเก็บนํ้าเลี้ยงไปตรวจหาไวรัสต่อไป (Swenson  
et al., 2001; Weinberg et al., 2005) 
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การตรวจหา เ ช้ือ ไวรั สทํ า ไ ด้หลาย วิ ธีแ ต่ที่ ง่ ายและ นิยม  คือ  การทดสอบ 

Heamagglutination (HA) เป็นการทดสอบหาคุณสมบัติของ hemagglutinin ที่ทําให้เกิดการเกาะ
กลุ่มของเม็ดเลือดแดง ซึ่งจะสามารถบอกว่ามีไวรัสหรือไม่ และบอกปริมาณไวรัสจากการทํา titration
นอกจากวิธี HAแล้ว ยังสามารถตรวจโดยวิธี immunofluorescent staining เพ่ือหาแอนติเจนไวรัส
ภายในเซลล์  นอกจากนี้ ยังมีการใช้เทคนิคทางอณูวิทยาเข้ามาช่วย เช่น เทคนิค Reverse 
Transcriptase–Polymerase Chain Reaction (RT–PCR) 
 

RT-PCR เป็นเทคนิคการเพ่ิมขยาย (amplification) สารพันธุกรรมของไวรัสจากกตัวอย่างสิ่ง
ส่งตรวจและเซลล์ติดเช้ือ  เทคนิคน้ีสามารถยืนยันการติดเช้ือได้อย่างรวดเร็วและมีความไวสูง  
ซึ่งปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น  นอกจากน้ี ยังสามารถแบ่ง subtype ของ 
เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ โดยเทคนิคน้ีจะใช้ primer ที่เหมาะสมต่อสารพันธุกรรมของไวรัสโดยได้ผล 
การทดสอบภายใน 2-3 ช่ัวโมง แต่มีต้นทุนในการลงทุนสูง  เน่ืองจากเคร่ืองมือมีราคาแพง จึงเหมาะ
สําหรับห้องปฏิบัติการท่ีมีความพร้อมทั้งอุปกรณ์และเคร่ืองมือ (Taubenberger and Layne, 2001; 
Pachuckiet al., 2004) 

 
วิธีการเพาะแยกเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่มีข้อจํากัดบางประการ เช่น ระยะเวลาที่ใช้ใน 

การตรวจ ซึ่งจําเป็นต้องรอเวลาให้เช้ือไวรัสเพ่ิมจํานวนโดยเฉล่ียประมาณ 4 วัน เน่ืองจากไวรัสแต่ละ
ชนิดมีความจําเพาะต่อเซลล์แต่ละชนิดแตกต่างกัน การเก็บตัวอย่างสิ่งส่งตรวจควรเก็บจากบริเวณ
หรือตําแหน่งที่มีโอกาสพบเช้ือมากที่สุด และควรรีบนําส่งห้องปฏิบัติการ  อีกทั้งการดูแลเซลล์มี 
ความยุ่งยาก ค่าใช้จ่ายสูง และต้องอาศัยความชํานาญของผู้ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการ (Palmer  
et al., 1975; Ellis and Zambon, 2002) 

 
12.2 การตรวจวินิจฉัยทางซีรัม 
 

การวิเคราะห์ทางซีรัมวิทยามีหลายวิธีซึ่งใช้สําหรับการตรวจสอบแอนติบอดีที่ต่อต้าน
เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ เช่น การทดสอบ hemagglutination inhibition (HI), serum–virus 
neutralization test และ indirect fluorescent antibody test (IFA) (Esterday and Van 
Reeth, 1999; Gavin and Thomson, 2003) 

 
12.2.1 Hemagglutination inhibition (HI) 

 
การวิเคราะห์ด้วยวิธี HI เป็นวิธีที่ใช้กันอยู่ทั่วไปมากท่ีสุดในห้องปฏิบัติการ  

ซึ่งจัดได้ว่าเป็นวิธีการทดสอบมาตรฐานสําหรับองค์การโรคระบาดสัตว์ระหว่างประเทศ Office 
International des Epizootic (OIE Standards Commission, 2008) เพ่ือตรวจวัดแอนติบอดีต่อ 
HA ของเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่ ที่สามารถบ่งบอกถึงสภาวะของการมีภูมิคุ้มกันได้ และแอนติบอดีที่พบมี
ความจําเพาะต่อสายพันธ์ุของไวรัส  เน่ืองจาก HI เป็นการตรวจหาแอนติบอดี ดังน้ัน จึงต้องมี 
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การเตรียมแอนติเจน (HA) เพ่ือใช้ในการทดสอบ โดยเพาะเลี้ยงสายพันธ์ุอ้างอิงของไวรัส (reference 
strain) ใน allantoic fluids ของไข่ไก่ฟัก หรือเซลล์เพาะเลี้ยง ซึ่ง HA ที่ได้จากนํ้าเลี้ยงจะถูกใช้เป็น
แอนติเจน  โดยผสมตัวอย่างซีรัมกับแอนติเจนและปล่อยให้ทําปฏิกิริยา  จากน้ัน เติมเม็ดเลือดแดง 
HA ของไวรัสไข้หวัดใหญ่จะจับกับตัวรับบนผิวของเม็ดเลือดแดง  ทําให้เกิดการเกาะกลุ่มแบบ 
agglutination  ถ้าในซีรัมมีแอนติบอดิอยู่ก็จะจับกับ HA  ทําให้ไม่มี HA เหลือไปจับกับเม็ดเลือด 
ซึ่งเป็นการยับย้ังการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง 

 
การทดสอบด้วยวิธี HI เป็นการวิเคราะห์ทางซีรัมวิทยาท่ีง่าย ราคาไม่แพงมาก  

แม้จะเป็นวิธีที่ไว มีความจําเพาะ และให้ผลเป็นที่น่าเช่ือถือ  แต่สายพันธ์ุของแอนติเจน HI ต้องตรง
กับสายพันธ์ุที่ ติดเช้ือ และเทคนิคการเขย่าเพ่ืออ่านผล ซึ่งต้องอาศัยความชํานาญและต้องมี
ประสบการณ์สูงโดยเฉพาะปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกอย่างอ่อน (weak reaction)  ข้อเสียในการเตรียม
แอนติเจนท่ีต้องเพาะลงในไข่ไก่ฟัก ซึ่งต้องคํานึงเรื่องความปลอดภัยและหากจําเป็นต้องทดสอบกับ
ตัวอย่างจํานวนมากจะต้องเตรียมเม็ดเลือดที่มาทดสอบมากตามไปด้วย ซึ่งอาจต้องใช้เวลาโดยรวม
นานเป็นสัปดาห์ (Rothbarth et al., 1999; Gavin and Thomson, 2003; Song et al., 2009) 

 
12.2.2 Indirect immunofluorescent assay (IFA)  

 
วิธี IFA เป็นการตรวจวิเคราะห์หาแอนติบอดีจากซีรัม หรือแอนติเจนในเซลล์

ที่ติดเช้ือด้วยวิธีย้อมดูการเรืองแสง โดยสามารถทราบผลการทดสอบได้ภายใน 2-3 ช่ัวโมง   
โดยเตรียมเซลล์ที่ติดเช้ือไวรัสบนสไลด์ หรือเพลตชนิดหลายหลุม และให้ทําปฎิกิริยากับตัวอย่างซีรัม 
ที่ต้องการตรวจ  แล้วใช้ anti-immunogloblulin ซึ่งติดฉลากด้วยสารเรืองแสง เข้าไปทําปฎิกิริยาอีก
ช้ันหน่ึง โดยแต่ละข้ันตอนต้องบ่มเป็นเวลา 30-60 นาที เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาต่อกัน  จากน้ันอ่านผล
ของปฏิกิริยาด้วยกล้องจุลทรรศน์เรืองแสง (fluorescence microscope) ดูการเรืองแสงสีเขียว 
แอปเป้ิล (bright apple-green fluorescence)  ภายในเซลล์อาจพบการเรืองแสงในนิวเคลียสหรือ 
ไซโตพลาสซึมโดยวิธี IFA จะมีความไวมากกว่า direct immunofluorescent assay (DFA) 
เน่ืองจาก DFA ย้อมเพียงข้ันตอนเดียว (Yoon et al., 1992; Reina et al., 1998; Gavin and 
Thomson, 2003) 

 
12.2.3 Complement fixzation (CF) 

 
CF เป็นวิธีที่ใช้วัดแอนติบอดี โดยอาศัยคุณสมบัติของคอมพลีเมนต์ในซีรัม  

ซึ่งตามปกติจะอยู่ในสภาพ inactive form จะถูกกระตุ้นให้ทํางานด้วย immune complex ที่เกิด
จากการจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีจึงจะทําให้ไม่มี complement ไปเกาะเม็ดเลือดแดง  
หากตัวอย่างซีรัมไม่มีแอนติบอดี immune complex ก็จะไม่เกิดข้ึน  ดังน้ัน complement อิสระก็
จะไปตรึงกับ sensitized cell ซึ่งก็คือเม็ดเลือดแดงแกะ เป็นผลทําให้เกิดการแตกสลายของเม็ดเลือด
แดงแกะในที่สุด  วิธีน้ีต้องเตรียมแอนติเจนในไข่ไก่ฟัก ใช้นํ้ายาหลายชนิด และมีความไวตํ่า ปัจจุบันจึง
ไม่เป็นที่นิยม (Prince and Leber, 2003; Taggart et al., 2006) 
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12.2.4 Neutralization test (NT) 

 
NT เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีต่อ HA ไวรัส ซึ่งคล้ายกันกับวิธี HI 

โดย NT อาศัยความสามารถของแอนติบอดีจากซีรัมในการทําให้ไวรัสหมดฤทธ์ิและไม่สามารถทําให้
เซลล์ติดเช้ือได้  ทําได้โดยผสมซีรัมกับไวรัสไข้หวัดใหญ่ทีมีชีวิต อบให้เกิดปฏิกิริยา และนําไป 
inoculate ลงในเซลล์เพาะเลี้ยงประมาณ 1-3 วัน  หากในซีรัมมีแอนติบอดีต่อไวรัส จะไม่พบการติด
เช้ือในเซลล์ และถ้าไม่มีแอนติบอดีในซีรัมไวรัสยังมีชีวิตอยู่ได้และทําให้เซลล์ติดเช้ือในที่สุด  วิธีน้ีมี
ความไวและจําเพาะต่อสายพันธ์ุของไวรัสคล้ายกับวิธี HI (Roweet al., 1999) 

 
อย่างไรก็ตาม วิธีที่กล่าวมาข้างต้น มีข้อจํากัดที่พึงระวัง ได้แก่ (Gavin and 

Thomson, 2003) 
 

ก. การเตรียมเซลล์ติดเช้ือหรือตัวอย่างซีรัมส่งตรวจ  อาจพบปัญหาของ
ปฏิกิริยาที่ไม่จําเพาะจากเย่ือเมือกที่ปนมา ทําให้ผลการอ่านได้เป็นผลบวกปลอม  การล้างเป็น
ขั้นตอนที่สําคัญที่จะชะเอาสิ่งแปลกปลอมอ่ืนออกได้มากที่สุด 

 
ข. ควรมีการตรวจเซลล์ ติดเ ช้ือในข้ันต้นก่อนถึงความพอเพียงของ 

จํานวนเซลล์ทดสอบ และระดับการเกิด CPE  เน่ืองจากเซลล์ที่มีการติดเช้ือมักไม่เสถียรและถูกทําลาย
ได้ง่าย 

 
ค. เทคนิคการอ่านผลของ HI เป็นการอ่านด้วยตาเปล่า และ IFA จะต้อง

อ่านจากกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ จึงควรมีผู้ตรวจสอบอีกครั้งก่อนรายงานผลและผลการ
ทดสอบขึ้นอยู่กับตัวบุคคล  ดังนั้น บุคลากรจึงต้องมีศักยภาพประสบการณ์และความชํานาญสูง 

 
12.2.5 Enzyme–linked immunosorbent assay (ELISA) 

 
ELISA  เป็นการตรวจวิเคราะห์ที่ได้รับความนิยมสําหรับใช้ตรวจสอบ

แอนติบอดี เน่ืองจาก ELISA มีความไวและความจําเพาะสูงมากกว่า HI  สามารถลดขั้นตอนที่ยุ่งยาก 
และสามารถทดสอบกับซีรั่มจํานวนมากในคราวเดียวได้ถึง 92 ตัวอย่างต่อเพลท  อีกทั้งการอ่านวัด
ประเมินค่าและคํานวณผลอัตโนมัติโดยใช้ commercial software ซึ่งอัตโนมัติและแม่นยํามากขึ้น 
(Lee et al., 1993; Allwinn et al.2002; Ellis and Zambon, 2001) หลักการของวิธีน้ี คือ อาศัย
ความจําเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี และตรวจวัดระดับแอนติบอดีโดยใช้ปฏิกิริยาของ
เอนไซม์  เทคนิค ELISA มีหลายแบบ เช่น indirect ELISA double sandwich ELISA และ 
Competitive ELISA เป็นต้น ในที่น้ีขอยกตัวอย่างวิธีการของ indirect ELISA กล่าวคือ เริ่มจาก 
การเคลือบแอนติเจนไว้บน solid phase เช่น microtiter plate, bead หรือ disk เป็นต้น  
เติมแอนติบอดี (primary antibody) ที่ต้องการตรวจสอบเพ่ือเข้าทําปฏิกิริยากับแอนติเจน  จากน้ัน
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ใส่แอนติบอดีต่อ immunoglobulin เป็น secondary antibody ซึ่งติดฉลากด้วยเอ็นไซม์เพ่ือเข้าทํา
ปฏิกิริยากับ primary antibody อีกช้ันหน่ึง  โดยแต่ละขั้นตอนจะต้องมีการล้างเพ่ือเอาส่วนเกินที่
ไม่ได้ทําปฏิกิริยาออก  สุดท้ายเติม substrate และวัดผลจากความเข้มของสี (Optical Density : 
OD) ที่เกิดจากปฏิกิริยาการย่อย substrate  ผลที่ได้แสดงสัดส่วนโดยตรงกับระดับแอนติบอดี 
(primary antibody)  เอ็นไซม์ที่นิยมใช้ใน ELISA ได้แก่ pig conjugated IgG Horseradish 
peroxidase substrate ที่นิยมใช้ คือ hydrogen peroxide + o-phenylenediamine ให้สีนํ้าตาล 
alkaline phosphatase (substrate ที่นิยมใช้ คือ p-nitrophenylphosphate ให้สีเหลือง) เป็นต้น 

 
ข้อดีของการตรวจหาแอนติบอดี นอกเหนือจากการใช้วินิจฉัยคัดกรองโรคใน

ห้องปฏิบัติการ  ยังสามารถวินิจฉัยการติดเช้ือที่ผ่านมาเพ่ือเฝ้าระวังการเกิดโรค และติดตามรูปแบบ 
การเกิดโรค  รวมถึงการวัดการตอบสนองหลังการฉีดวัคซีนได้อีกด้วย และในกรณีที่ไม่สามารถแยก
เช้ือจากสิ่งส่งตรวจได้ การตรวจหาแอนติบอดีจึงเป็นวิธีที่นิยมและเหมาะสมมากกว่า (Allwinn  
et al., 2002) 

 
13. การควบคุมโรค 

 
โรคไข้หวัดใหญ่ในสุกรไม่มีการรักษาที่จําเพาะการให้ยาปฏิชีวนะเพ่ือป้องกันการติดเช้ือแทรก

ซ้อนจะช่วยลดความรุนแรงได้การป้องกันอาจทําได้โดยการฉีดวัคซีนชนิดเดียวกับไวรัสสายพันธ์ุที่มีกา
ระบาดในฟาร์มนั้นๆ ร่วมกับการจัดการและการสุขาภิบาลฟาร์ม  สภาพแวดล้อมที่อยู่อาศัยให้แห้ง
สะอาดและปราศจากฝุ่นละอองลดเศษขยะในโรงเรือน  ควรแยกเคร่ืองมือต่างๆ ในแต่ละโรงเรือน  
และหลีกเลี่ยงความเครียดใดๆ ที่อาจเกิดข้ึนกับสัตว์ ควบคู่กับการการป้องกันการเกิดและแพร่ระบาด
ของโรค  โดยจํากัดการเคลื่อนย้ายในฝูงสัตว์ถ้ามีการนําสัตว์เข้าทดแทนต้องกักโรคให้แน่ใจก่อนว่า 
สัตว์น้ันไม่เป็นโรค  อีกทั้งควรทําความสะอาดและฆ่าเช้ือโรคภายในโรงเรือนให้แน่ใจก่อนจะเลี้ยงสุกร
รุ่นต่อไป  ควรควบคุมและทําการฆ่าเช้ือพาหนะเข้าออกฟาร์มด้วย  รวมถึงป้องกันและกําจัดสัตว์เลี้ยง
ที่จะเป็นพาหะหรือถ่ายทอดเช้ือ เช่น สัตว์ปีก หนู สุนัข เป็นต้น 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ ์
 
1. อุปกรณ์และสารเคมีสําหรับงานด้านชีวโมเลกุล และงานโปรตีน 

1.1 เคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermocycler) (Biometra T1, Germany) 
1.2 ชุดอิเลกโตรโฟลิซีสแนวต้ัง (Slab gel electrophoresis instrument) (Bio-RAD, 

USA) 
1.3 ชุดอิเลกโตรโฟลิซีสแนวนอน (Submarine electrophoresis instrument) 

(Hoefer, USA) 
1.4 เคร่ืองปั่นเหว่ียงความเร็วสูง (High speed centrifuge) (Kubota 6900, Japan) 
1.5 เคร่ืองปั่นเหว่ียงขนาดเล็ก (Micro centrifuge) (Denville260D, USA ) 
1.6 เครื่องฉายอุลตร้าไวโอเลต (UV transilluminator) (Geliance 200, Perkin 

Elmier, USA) 
1.7 อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Germany) 
1.8 เช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α (NEB, USA) 
1.9 พลาสมิด pGEM-T® easy vector (promega, USA) 
1.10 พลาสมิด pQE-80Lexpression vector (Qiagen, USA) 
1.11 เอนไซม์ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ชนิด Kpn I และSal I (NEB, USA) 
1.12 เอนไซม์ T4 DNA ligase และTaq polymerase (Invitrogen, USA) 
1.13 ชุดสกัดสําเร็จรูป QIA prep®Spin Miniprep Kit (Qiagen, USA) 
1.14 ชุดสกัดสําเร็จรูป QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, USA) 
1.15 เคร่ืองแตกเซลล์คลื่นความถ่ีสูง (Ultrasonicator) (Ultrasonic processor XL 

2020, Heat System, Inc., USA) 
1.16 Protino® Ni-IAD Resin (Macherey-NaGel, Germany)  
1.17 Automatic pipette ขนาด 1-20, 20-200 และ 100-1,000 ml. (Gilson, 

France) 
1.18 หลอด PCR ขนาด 0.2 ml (Axygen, USA) 
1.19 หลอดขนาด 1.5, 2, 12 และ 50 ml (Corning, USA) 
1.20 อาหารเลี้ยงเช้ือสูตร Luria-Bertani broth (LB broth) 
1.21 Lactose (Sigma, USA) 
1.22 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (BIO Basic INC) 
1.23 Imidazole (Sigma, USA) 
1.24 -mercaptoethanol (BIO Basic INC) 
1.25 Bovine serum albumin (Sigma, USA) 
1.26 Coomassie brilliant blue-R250 (Sigma, USA) 
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2. อุปกรณ์และสารเคมีสําหรับการเตรียมไวรัสและการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
2.1 ไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร H1N1A/swine/IA/15/30 
2.2 เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรชนิด H1N1 A/swine/Thailand/KU-1/09 
2.3 เช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรชนิด H3N2 A/swine/Thailand/KU 21/07 
2.4 เซลล์ Mardin-Darby Canine Kindey (MDCK) 
2.5 ตู้ปลอดเช้ือ (Larminar flow hood) (Astec SC 1800, England) 
2.6 ตู้อบเพาะเซลล์ควบคุมอุณหภูมิและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 Incubator) 

(Themo, USA) 
2.7 เคร่ืองวัดค่ากรด-ด่าง (pH meter) (Consort, Belgium) 
2.8 เคร่ืองช่ังสาร (Electrical balance) (Ohaus, USA) 
2.9 เคร่ืองดูด-ปล่อยสารละลายอัตโนมัติชนิดใช้กับไปเปต (Pipette aid) 
2.10 เคร่ืองแก้วสําหรับใช้วิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา 
2.11 อาหารเลี้ยงเซลล์MEM (Invitrogen, USA) 
2.12 Fetal Bovine Serum (Invitrogen, USA) 

 
3. อุปกรณ์และสารเคมีสําหรับงานตรวจวิเคราะห์อิมมูโนวิทยา 

3.1 ELISA plate ขนาด 96 หลุม (Corning, USA) 
3.2 เคร่ืองอ่านค่าการดูดกลืนแสง (Multimode reader) (Beckmann, USA) 
3.3 เคร่ืองเขย่าเพลต (Microtiter plate shaker) (Fine PCR, Korea) 
3.4 กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ (Inverted microscope) (Olympus CKX41, 

Japan) 
3.5 กล้องฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent microscope) (Olympus IX50, Japan) 
3.6 เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex genie, USA) 
3.7 Anti-Pig IgG (whole molecule)-FITC antibody produced in rabbit 

(Sigma, USA) 
3.8 Anti-Pig IgG (whole molecule)-Peroxidase antibody produced in 

rabbit (Sigma, USA) 
3.9 ABTS® Peroxidase Substrate System (2'-azino-bis-[3-ethylbenzthiazoline-

6-sulfonic acid]) (KPL, USA) 
3.10 anti-histidine tag monoclonal IgG antibody (US biologiced, USA) 
3.11 3,3-diaminobenzidine (DAB; Amresco, USA) 
3.12 Skim milk (Difco, USA) 
3.13 Tween 20 (Sigma, USA) 
3.14 Phosphate buffer saline (PBS) 
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วิธีการ 
 

1. การเก็บตัวอย่างซีรั่ม 
 
เก็บเลือดแม่สุกรจํานวน 5 ตัวอย่าง จากฟาร์มต่างๆ ในจังหวัดลพบุรี, นครราชสีมา, ชลบุรี, 

เชียงใหม่ และสงขลา ซึ่งเป็นตัวแทนของสุกรในภาคกลาง, ตะวันออกเฉียงเหนือ, ตะวันออก, เหนือ 
และใต้ ตามลําดับ  โดยเก็บจากแม่สุกรตัวเดิมทุกๆ 3 เดือน เป็นเวลา 2 ปี  รวมทั้งสิ้น 1,548 
ตัวอย่าง ดังตารางที่ 3  แยกเก็บซีรั่มโดยปั่นเลือดที่ความเร็วรอบ 2,000 rpm นาน 30 นาที  เก็บ
ซีรั่มที่อุณหภูมิ -20oC จนกว่าจะใช้ตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรชนิด H1N1 และ 
H3N2 โดยวิธี Immunofluorescent assay (IFA) และวิธี Emzyme Linked Immuno Absorbent 
(ELISA)  

 
ตารางที่ 3  จํานวนตัวอย่างซีรั่มแม่สุกรจากจังหวัดต่างๆ 

 
จํานวน 

ปี 2552 ปี 2553 จังหวัด 
ม.ค. พ.ค. ก.ค. ต.ค. มี.ค. มิ.ย. พ.ย. 

ลพบุรี 60 50 38 27 19 14 11 
สงขลา 60 56 56 47 49 38 10 
ชลบุรี 60 60 52 52 39 38 31 

เชียงใหม่ 60 62 60 55 53 53 43 
นครราชสีมา 60 56 48 39 37 23 32 

รวม 300 284 254 220 197 166 127 
รวมทั้งสิน้ 1,548   ตัวอย่าง 

 
2. การโคลนยีน NP เต็มสายของไวรัสไข้หวัดสุกร ชนิด H1N1 A/swine/IA/15/30 
 

2.1 การสกัดRNA และสังเคราะห์ cDNA 
 

ทําการสกัด RNA จาก allantoic fluid ของไข่ไก่ฟักที่ถูก inoculate ด้วยไวรัสไข้หวัด
ใหญ่ H1N1A/swine/IA/15/30 โดยใช้ Trizol reagent® (Invitrogen)  จากน้ันทําการถอดรหัส
ย้อนกลับ RNA มาเป็น cDNA ด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase (SuperScrip III, Invitrogen)  
ตามคําแนะนําของผู้ผลิต โดยใช้ specific primer (Hoffmann et al, 2001) ในปฏิกิริยา
ประกอบด้วย RNA 9 l, 200 U Superscript III (Invitrogen) 0.5 M dNTP, 40 U RNase 
inhibitor (Invitrogen) และ 5 mM DTT เริ่มจากแยกสาย RNA ที่อุณหภูมิ 70oC เป็นเวลา 10 นาที  
จากน้ันสังเคราะห์ cDNA ที่อุณหภูมิ 42oC นาน 50 นาที  เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่
อุณหภูมิ 70oC นาน 15 นาที และเก็บ cDNA ที่อุณหภูมิ –20oC จนกว่าจะใช้งาน
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2.2 การออกแบบไพรเมอร์ 
 

ออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้ลําดับเบสของ NP ของ A/swine/IA/15/30 (accession 
number 43453) เป็นแม่แบบ โดยออกแบบให้มีจุดตัดของเอนไซม์ตัดจําเพาะ (Restriction 
enzyme) KpnI และ Sal I ที่ปลายด้าน 5’ และ 3’ ของยีน NP ซึ่งมีลําดับเบส ดังน้ี 

 
NP_Kpn I_forward primer5’ -CGC GGG TAC CGC GTC TCA AGG CAC C- 3’โดย

ลําดับเบสที่ขีดเส้นใต้คือ เอนไซม์ตัดจําเพาะ Kpn I 
 
NP_Sal  I_ reverse primer 5’-GCA GAT GTC GAC TTA ATT GTC ATA CTC CTC 

TGC- 3’โดยลําดับเบสที่ขีดเส้นใต้คือ เอนไซม์ตัดจําเพาะ Sal I 
 
2.3 การเพ่ิมจํานวนยีน NP 
 

ทําการเพ่ิมจํานวนยีน NP ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (PCR) โดยในปฏิกิริยา 
PCR ประกอบด้วย cDNA ซึ่งเป็นดีเอ็นเอแม่แบบจํานวน 2 μl 10 pM ของไพรเมอร์ NP-KpnI_F 
และ NP-Sal I_R 1x Expand high fidelity buffer without MgCl2 (Roche) 10 mM dNTPs  
2 mM MgCl2และ 1.75 U Tag DNA polymerase (Roche)  จากน้ันนําไปผ่านกระบวนการเพ่ิม
ปริมาณด้วยเครื่องขยายสารพันธุกรรม (PCR System, Biometra T1 Thermocycler)  โดยใช้
สภาวะที่เหมาะสมในการทํา PCR ดังน้ี 

 
ขั้น pre-denaturation 94ºC 5 นาที 
ขั้น denaturation 94ºC 30 วินาที 
ขั้น annealing 55ºC 30 วินาที 
ขั้น extension 72ºC 90 วินาที 

โดยทําปฏิกิริยา PCR 35 รอบ 
ขั้น last-extension 72ºC 7 นาที  

 
ทําการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้ 1% agarose gel electrophoresis และทําให้

ช้ินดีเอ็นเอท่ีได้ให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุดสกัด DNA สําเร็จรูป QIAEXII agarose Gel Extraction Kit 
(Qiagen) 
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2.4 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pNP 
 

นําช้ินดีเอ็นเอที่ผ่านการทําให้บริสุทธ์ิเช่ือมต่อกับ pGEMT® โดยใช้ pGEMT®-easy 
vector kit (Promega)  โดยในปฏิกิริยา ligation 10 μl ประกอบด้วย ช้ินส่วน DNA ของยีน NP ที่
ความเข้มข้น 150 ng/ml 50 ng pGEMT®-easy vector ปริมาณ 0.5 μl2X Rapid Ligation 
Buffer ปริมาณ 5 μl และ 1U T4 DNA ligase (Promega) ปริมาณ 1 μl ทําการผสมส่วนผสมให้เข้า
กันบ่มไว้ที่ 23oC เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง  จากน้ันทําการถ่ายฝาก (transformation) เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน 
(host) E. Coli สายพันธ์ุ DH5α ด้วยวิธี heat shocktransformation และนําส่วนผสม DNA และ  
E. coli ปริมาณ 250 μl มา spread บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะAmpicillin ให้
มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 100 μg ต่ออาหารเลี้ยงเช้ือ 1 ml, สาร100 mM isopropyl--D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) และ X-Gal บ่มที่อุณหภูมิ 37oCข้ามคืน เพ่ือจะคัดเลือกโคโลนีสีขาว
ซึ่งเป็นโคโลนีที่มียีน NP ในพลาสมิด จากน้ันตรวจสอบโคโลนีที่มีช้ินดีเอ็นเอโดยวิธี colony PCR 
screening และเลือก positive clone มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว LB ที่ผสม Ampicillin 100 
μg/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37oC และเขย่าด้วยความเร็วรอบ 225 rpm เป็นเวลาข้ามคืน  เพ่ือสกัดแยกพ
ลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดสําเร็จรูป QIA prep®Spin Miniprep Kit (QIAGEN)  และส่งพลาสมิดไป
ตรวจสอบความถูกต้องของลําดับนิวคลีโอไทด์ (Macrogen) 

 
2.5 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยใช้pQE80Lเป็นดีเอ็นเอพาหะ (pQE_NP) 
 

ตัดพลาสมิด pNP และ pQE 80L ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ KpnI และ SalI (ภาพที่ 9) 
โดยแยกตัดดังน้ี ปฏิกิริยาแรกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ Kpn I ซึ่งในปฏิกิริยาประกอบด้วย พลาสมิด 
pNP หรือ pQE80L ปริมาณ 15 μl, เอนไซม์ตัดจําเพาะ KpnI ปริมาณ 5 μl, 10X buffer Kpn I 
(Fermentas) ปริมาณ 5 μl และน้ําปริมาณ 25 μl  บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง  
จากน้ัน แยกพลาสมิด DNA ที่ถูกตัดด้วย KpnI ให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสกัดสําเร็จรูป QIAEX II Gel 
Extraction Kit (QIAGEN) และตัดพลาสมิดคร้ังที่ 2 ด้วยเอนไซม์ SalI ในปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 
พลาสมิด pNP ที่ผ่านการตัดคร้ังแรกปริมาณ 15 μl, เอนไซม์ตัดจําเพาะ Sal I ปริมาณ 2 μl และ 
10X restriction buffer ปริมาณ 5 μl และน้ํา 28 μl  บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง  
จากน้ัน แยกช้ินส่วนยีน NP และ pQE80L ที่ถูกตัดด้วยเอนไซมตัดจําเพาะท้ังสองด้วย 1% agarose 
gel electrophoresis และทําให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสกัดสําเร็จรูป QIAEX II Gel Extraction Kit 
(QIAGEN)  ต่อมาช้ินนํายีน NP ที่แยกได้มาเช่ือมต่อ (ligation) กับตําแหน่งจุดตัดเอนไซม์ Kpn I และ
SalI I ของพลาสมิด pQE80L โดยในปฏิกิริยา ligation ปริมาณ 10 μl ประกอบด้วย พลาสมิด 
pQE80L ปริมาณ 2 μl, ช้ินยีน NP ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะปริมาณ 5 μl, 5X ligation buffer 
ปริมาณ 2 μl และ T4 DNA ligase 1 U (Invitrogen) บ่มที่ 23oC เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ซึ่งพลาสมิด 
pQE80L มีส่วนของ 6XHis-tag ในโครงสร้างสามารถเชื่อมยีน NP และแสดงออกในลักษณะของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน NP ที่เช่ือมต่อกับ polyhistidine-tagged (6xHis fusion protein) ในกรอบ
การอ่านรหัสเดียวกัน 
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ภาพท่ี 9  ภาพวาดแสดงข้ันตอนการโคลนพลาสมิด pQE80_NP เพ่ือใช้ผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP 

ในเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5 
 

นําส่วนผสม ligation ที่ได้มาผสมลงในหลอดบรรจุ E. coli competent cells  
สายพันธ์ุ DH5α ซึ่งใช้เป็น expression host  สําหรับการแสดงออกของโปรตีน ด้วยวิธี heat shock 
transformation  จากน้ัน นําส่วนผสมดังกล่าวปริมาณ 50 μl มา spread บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ
แข็ง LB ที่ผสม Ampicillin ปริมาตร 1 μg/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37oC และเขย่าด้วยความเร็วรอบ 225 
rpm เป็นเวลาข้ามคืน  คัดเลือก positive colony ด้วยวิธี colony PCR screening และเลือกหน่ึง
โคลนมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่ผสม Ampicillin ปริมาตร 1 μg/ml บ่มภายใต้สภาวะเดิม 
นานข้ามคืน  เพ่ือสกัดแยกพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดสําเร็จรูป QIA prep®Spin Miniprep Kit 
(QIAGEN) และส่งพลาสมิดไปวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์  จากนั้นนําข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ 
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KpnI 

pQE80L 
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NP 
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ความถูกต้องของลําดับนิวคลีโอไทด์ และลําดับกรดอะมิโนด้วยวิธี Clustral W ซึ่งอยู่ในโปรแกรม 
Lasergene (DNA Star) นําโคลนที่ได้ไปทดสอบการสังเคราะห์โปรตีนต่อไป 
 
3. การตรวจสอบแสดงออกโปรตีนและหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP 
 

3.1 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน NP เบ้ืองต้น 
 

เพาะเลี้ยงโคลนแบคทีเรีย E. coli DH5α ที่บรรจุพลาสมิด pQE_NP และโคลน pQE  
ที่ไม่มียีน NP ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB ปริมาตร 5 ml ที่ผสม Ampicillin ปริมาตร 1 μg/ml บ่ม
เช้ือที่อุณหภูมิ 37oC และเขย่าด้วยความเร็วรอบ 225 rpm เป็นเวลาข้ามคืน สําหรับใช้เป็นเช้ือต้ังต้น 
(starter)  จากน้ันถ่ายเช้ือต้ังต้น (subculture) ในอัตราส่วน 1:20 ลงในอาหารเหลว LB หลอดใหม่
ปริมาตร 5 ml เลี้ยงเช้ือต่อภายใต้สภาวะเดิมเป็นเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง หรือจนกว่าเช้ือมี 
ความเข้มข้นเพียงพอ  เมื่อวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density: OD) ของอาหารเลี้ยงเช้ือด้วย
เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 nm ได้ประมาณ 0.5-0.7 จึงเติมสารละลาย 
IPTG ที่ปรับความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.2 mM เพ่ือเหน่ียวนําการสังเคราะห์โปรตีน NP เลี้ยงเช้ือต่อที่
สภาวะอุณหภูมิ 37oC เขย่าด้วยความเร็วรอบ 225 rpm เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลา นํานํ้าเลี้ยง
เช้ือไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm ที่ 4 oC เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือเก็บตะกอนเซลล์ (clude 
cell)  จากน้ันล้างตะกอนเซลล์ด้วย cleaning buffer (50mM Tris, 150mM NaCl, pH 8.0)  
ในสัดส่วนเซลล์ 1 กรัมต่อ buffer 5 ml  ทําการ vortex ให้เซลล์กระจายตัวและละลายเข้ากันดีใน
สารละลาย  จากน้ันทําการป่ันเหว่ียงที่ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที และดูดส่วน cleaning buffer 
ออกให้เหลือไว้เพียงเล็กน้อยเพ่ือละลายตะกอนเซลล์ นําส่วนละลายตะกอนดังกล่าวผสมกับ 
laemmli sample buffer (Bio-RAD, USA) ในอัตราส่วน 1 : 1 บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 5-10 
นาที และนําไปต้มในนํ้าเดือดนาน 10 นาที  จากน้ัน ตรวจสอบหาโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ตาม
ขนาดนํ้าหนักโมเลกุลด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) ใช้ 4% stacking gel และ 8% separating gel  จากนั้นปล่อย
กระแสไฟฟ้าที่ 120 โวลต์ นาน 50 นาที เมื่อครบเวลาย้อมเจลด้วย coomassie brilliant blue-
R250 (Sigma) นาน 1 ชั่วโมง ล้างด้วย destaining solution I นาน 15 นาที และ destaining 
solution II  จนกว่าจะเห็นแถบโปรตีนชัดเจน 
 

3.2 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารเหน่ียวนํา 
 

ทดสอบหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารเหนี่ยวนําต่อการสังเคราะห์โปรตีน 
รีคอมบิแนนท์ NP ด้วยการเติมสารละลาย IPTG (Sigma) ในแต่ละหลอด โดยปรับความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 และ 1 mM ตามลําดับ  ในนํ้าเลี้ยงเชื้อที่วัดค่า OD ด้วย 
ความยาวคลื่น 600 nm ได้ประมาณ 0.5-0.7  จากน้ันเลี้ยงเช้ือต่อที่สภาวะอุณหภูมิ 37oC เขย่าด้วย
ความเร็วรอบ 225 rpm เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํานํ้าเลี้ยงเช้ือไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 
4,000 rpm ที่ 4oC เป็นเวลา 15 นาที  จากนั้นล้างตะกอนเซลล์ด้วย cleaning buffer และแบ่ง



40 

ส่วนละลายตะกอนผสมกับ laemmli sample buffer ต้มในน้ําเดือดนาน 10 นาที และตรวจสอบ
โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
 

3.3 การหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 
ทดสอบหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสม  โดยหลังจากเติมสารเหน่ียวนําในนํ้าเลี้ยงเช้ือที่

วัดค่า OD ด้วยความยาวคลื่น 600 nm ได้ประมาณ 0.5-0.7 น้ัน  นําเช้ือแต่ละหลอดไปบ่มที่สภาวะ
อุณหภูมิต่างๆ ดังน้ี 16, 25 และ 37oC ตามลําดับ เขย่าด้วยความเร็วรอบ 225 rpm เป็นเวลา 5 
ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานํานํ้าเลี้ยงเช้ือไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm ที่ 4oC เป็นเวลา 15 
นาที  จากน้ันล้างตะกอนเซลล์ด้วย cleaning buffer และแบ่งส่วนละลายตะกอนผสมกับ laemmli 
sample buffer ต้มในน้ําเดือดนาน 10 นาที และตรวจสอบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
 

3.4 การหาระยะเวลาที่เหมาะสม 
 

ทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสม  โดยหลังจากเติมสารเหนี่ยวนําในนํ้าเลี้ยงเชื้อ และ
นําเช้ือไปบ่มภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม  จากน้ันเก็บนํ้าเลี้ยงเช้ือที่ 0, 4, 6, 8, 10, 18 และ 24 ช่ัวโมง
ตามลําดับ  เมื่อครบเวลานํานํ้าเลี้ยงเช้ือไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm ที่ 4 oC เป็นเวลา  
15 นาที  จากน้ันล้างตะกอนเซลล์ด้วย cleaning buffer  และแบ่งส่วนละลายตะกอนผสมกับ 
laemmli sample buffer ต้มในน้ําเดือดนาน 10 นาที และตรวจสอบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
 
4. การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในสภาวะ ธรรมชาติ (Native condition) 
 

เตรียมเช้ือต้ังต้น transformant E. coli DH5α ที่บรรจุ pQE_NP โดยเพาะลงในอาหารเล้ียง
เช้ือเหลว LB ที่ผสม Ampicillin ปริมาตร 1 μg/ml บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 37oC และเขย่าด้วยความเร็ว
รอบ 225 rpm เป็นเวลาข้ามคืน  จากน้ันถ่ายเช้ือต้ังต้น (subculture) ในอัตราส่วน 1 : 20  ลงใน
อาหารเหลว LB ขวดใหม่ และเลี้ยงเช้ือต่อภายใต้สภาวะเดิมเป็นเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง หรือจนกว่า
เช้ือมีความเข้มข้นเพียงพอ  เมื่อวัดค่า OD ของอาหารเลี้ยงเช้ือด้วยเคร่ือง spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 600 nm ได้ประมาณ 0.5-0.7 จึงเติมสารละลาย 0.2 mM IPTG และเลี้ยงเช้ือต่อ
ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 37oC เขย่าด้วยความเร็วรอบ 225 rpm เป็นเวลาข้ามคืน  เมื่อครบเวลาทํา
การป่ันเก็บเซลล์ที่ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที ช่ังนํ้าหนักตะกอนเซลล์เปียก และล้างด้วย 
cleaning buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0) ในสัดส่วนเซลล์ 1 กรัมต่อ buffer 5 ml  
ทําการ vortex ให้เซลล์กระจายตัวและละลายเข้ากันดีในสารละลาย  จากน้ันทําการป่ันเหว่ียงอีก
รอบที่ 3,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที  ดูด cleaning buffer ออกแล้วเติม lysis buffer (50 mM 
Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF; 
Protease inhibitor)  1 mg/ml lysozyme  0.1% TritonX, pH 8.0)  บ่มในน้ําแข็ง 30 นาที 
จากน้ันแตกเซลล์ด้วยคลื่นเสียง Ultrasonic Sonicator (Ultrasonic processor XL, Heat 
System, Inc., USA)  โดยใช้กําลัง 200-250 วัตต์ pulsing 10 วินาที พัก 5 วินาที รวมเวลาทั้งหมด 



41 

20 นาที หรือจนกระทั่งสารละลายใสข้ึน โดยต้องรักษาความเย็นของสารละลายตลอดเวลา  เมื่อครบ
กําหนดนําสารละลายไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 45 นาที เก็บส่วน
ใส (soluble protein) ที่อุณหภูมิ 4oC และตรวจสอบโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
 
5. การผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในสภาวะเสียสภาพธรรมชาติ (Denaturing condition) 
 

นําส่วนตะกอน (inclusion body) ที่ได้หลังแยกออกจากส่วนใส (soluble protein)  ไป
ละลายด้วย denaturing solubilization buffer (DSB; 50 mM NaH2Po4,150 mM NaCl, 8 M 
Urea; pH 8.0) ในสัดส่วนเซลล์ 1 กรัมต่อ buffer 10 ml บ่มสารละลายเซลล์เป็นเวลาอย่างน้อย  
2 ช่ัวโมงในนํ้าแข็ง โดยนําสารละลายมา vortex ทุกๆ 15 นาที หรือบ่มที่ 4oC นานข้ามคืน  จากน้ันทํา
ให้เซลล์แตกด้วยคลื่นความถ่ีสูง (Ultrasonicator) (Ultrasonic processor XL 2020, Heat 
System, Inc., USA) plusing นาน 10 วินาที สลับกับการบ่มนาน 10 วินาที รวมเวลา 20 นาที  โดย
รักษาความเย็นไว้ตลอดเวลา  นําสารละลายไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4oC 
นาน 45 นาที เก็บส่วนใส (insoluble protein) ที่อุณหภูมิ 4oC และตรวจสอบโปรตีนด้วยเทคนิค 
SDS-PAGE 
 
6. การทําโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ให้บริสุทธิ์ในสภาวเสียสภาพธรรมชาติ (Denature 
condition) ด้วยวิธีแอฟินิตีโครมาโตกราฟฟี (Affinity chromatography) 
 

6.1 การเตรียมคอลัมน์แอฟินิตีโครมาโตกราฟฟี 
 

ขั้นแรกจะทําการช่ัง Protino® Ni-IAD Resin (Macherey-NaGel) 1 กรัม (capacity 
ของ resin 1 g ต่อโปรตีน 20 mg) ลงใน Protino® column ใช้แท่งแก้วกดอัด เพ่ือให้ resin เรียง
ตัวกันแน่น และปิดทับด้วย pre-filter จากน้ันปรับสภาวะในคอลัมน์ให้มีค่า pH เท่ากับ 8 ด้วย 
denaturing washing buffer (DSB, 0.05% -mercaptoethanol, pH 8.0) ปริมาตร 20 ml  
และปล่อยบัฟเฟอร์ไหลผ่านคอลัมน์ตามแรงโน้มถ่วง (gravity flow) โดยตลอดการใช้งานต้องไม่
ปล่อยให้คอลัมน์แห้ง 
 

6.2 การทําโปรตีนให้บริสุทธ์ิ 
 

เติมสารละลายโปรตีนส่วนใสที่ถูกละลายด้วย urea ความเข้มข้นสูง (insoluble 
protein)ลงในคอลัมน์ที่ถูกปิดจุกด้านปลายไว้ บ่มสารละลายโปรตีนในคอลัมน์นานประมาณ  
30 นาที และปล่อยสารละลายให้ไหลผ่านคอลัมน์  เก็บโปรตีนส่วนไหล (flow through)ไว้ทดสอบ  
ล้างคอลัมน์ด้วย denaturing washing buffer ปริมาตร 500 ml โดยค่อยๆ เติมและปล่อยให้ไหล
ผ่านคอลัมน์ตามแรงโน้มถ่วงเพ่ือกําจัดโปรตีนที่ไม่ต้องการออกไปให้มากที่สุด  ต่อมาทําการล้างด้วย 
denaturing washing buffer ผสม 50 mM Imidazole (pH 8.0) ปริมาตร 2 ml โดยแบ่งเก็บ
สารละลายจากคอลัมน์เป็นช่วง (fraction) ช่วงละ 1 ml  ต่อมาทําการล้างด้วย denaturing 
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washing buffer ผสม 100 mM imidazole (pH 8.0) ปริมาตร 3 ml  แบ่งเก็บสารละลายจาก
คอลัมน์เป็นช่วง (fraction) ช่วงละ 1 ml  จากน้ันชะโปรตีนออกด้วย denaturing washing buffer
ผสม 250 mM imidazole (pH 8.0) ปริมาตร 8 ml โดยเติมและเก็บสารละลายที่ชะออกมาเป็นช่วง 
(fraction) ช่วงละ 1 ml  จากน้ันนําสารละลายโปรตีนที่ถูกชะทั้ง 8 fraction มารวมกันใส่ในหลอด
ทําความเข้มข้น Ultrafiltration (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter, Millipore)  
ขนาดรูเย่ือกรองเลือกผ่าน (cut off) 30 kDa นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 3,500 rpm อุณหภูมิ 
4oC จนกว่าสารละลายเหลือปริมาตรประมาณ 1 ml จากน้ันกําจัด imidazole และ  
-mercaptoethanol ออก โดยการเจือจางสารละลายโปรตีนด้วย denaturing washing buffer ที่
ปราศจาก 0.05% -mercaptoethanol ลงไปในสารละลายโปรตีนโดยค่อยๆ เติมบัฟเฟอร์ คร้ังละ 
8 ml และนําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 3,500 rpm อุณหภูมิ 4 oC นาน 5 นาที  เติมสารละลาย
สลับการป่ันเหว่ียงซ้ําจนกระทั่งเติม denaturing washing buffer ปริมาณโดยรวมเท่ากับ 20 เท่า
ของสารละลายโปรตีนเร่ิมต้น (1 ml) ดูดเก็บสารละลายโปรตีนในหลอดสะอาด และผสม
Phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF) 1 μg/ml และ 20% glycerol แบ่งเก็บโปรตีนเพ่ือ
นําไปทดสอบด้วยวิธี SDS-PAGE 
 

6.3 การปรับลดความเข้มข้นของUrea ด้วยวิธี strep-wise dilution 
 

นําสารละลาย insoluble protein ที่ผ่านการทําให้บริสุทธ์ิ (จากข้อ 6.2) หยดลงใน 
dilution buffer (50mM NaH2PO4,150 mM NaCl, 0.4M L-Argenine) ที่ผสม 6 M Urea 
ปริมาตร 5 ml โดยค่อยๆ หยดสารละลายโปรตีนทีละน้อยลงในหลอดจนหมด ทําการกวนบับเฟอร์
เบาๆ และรักษาความเย็นไว้ตลอดเวลา บ่มไว้เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  จากน้ันหยดสารละลายที่อยู่ใน  
6 M Urea dilution buffer ลงใน dilution buffer ที่ผสม 4 M Urea ปริมาตร 5 ml  ทําซ้ําตามวิธี
ข้างต้น โดยลดความเข้มข้นของ urea ใน dilution buffer จาก 4 M และ2 M ตามลําดับ  จนกระทัง่
ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนผสมอยู่ใน 2 M urea dilution buffer  นําสารละลายที่ได้ทั้งหมด
ไปป่ันเหว่ียงผ่านหลอดทําความเข้มข้น Ultrafiltration (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter, 
Millipore) ขนาดรูเย่ือกรองเลือกผ่าน (cut off) 30 kDa ที่ความเร็วรอบ 3,500 rpm อุณหภูมิ 4oC 
จนกว่าสารละลายเหลือปริมาตรประมาณ 1-1.5 ml และดูดสารละลายใส่หลอด microcentrifuge 
ขนาด 2 ml นําไปป่ันเหว่ียงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 10 นาที 
ถ่ายสารละลายส่วนใสใส่หลอดสะอาด ผสม PMSF 1 μg/ml และ 20% glycerol แบ่งโปรตีนไป
ทดสอบด้วยวิธี SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิ วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA protein 
assay coloric method โดยใช้ชุดสําเร็จรูป (BCA, PIERCE) และยืนยันความจําเพาะของโปรตีนด้วย
วิธี Western blot ต่อไป 
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7. การทําโปรตีนรีคอมบิแนนท์NP ให้บริสุทธิ์ในสภาวะธรรมชาติ (Native condition) ด้วยวิธี
แอฟินิตีโครมาโตกราฟฟี (Affinity chromatography) 
 

หลังจากเตรียมคอลัมน์และปรับสภาวะภายในคอลัมน์ด้วย native washing buffer  
(50 mM NaH2PO4,150 mM NaCl, 0.05% -mercaptoethanol, pH 8.0) แล้ว  จากน้ันค่อยๆ 
เติมสารละลาย soluble protein ลงในคอลัมน์ที่ถูกปิดจุกด้านปลายไว้ บ่มสารละลายโปรตีนใน
คอลัมน์นานประมาณ 30 นาที  จากนั้นปล่อยสารละลายไหลผ่านคอลัมน์ เก็บโปรตีนส่วนไหล  
(flow through) ไว้ทดสอบ ล้างคอลัมน์ด้วย native washing buffer ปริมาตร 500 ml โดยค่อยๆ
เติมและปล่อยให้ไหลผ่านคอลัมน์ตามแรงโน้มถ่วงเพ่ือกําจัดโปรตีนที่ไม่ต้องการออกไป  ต่อมาทํา 
การชะล้างด้วย native washing buffer ผสม 50 mM Imidazole (pH 8.0) ปริมาตร 2 ml โดย
แบ่งเก็บสารละลายจากคอลัมน์เป็นช่วง (fraction) ช่วงละ 1 ml  ต่อมาทําการชะล้างด้วย native 
washing buffer ผสม100 mM imidazole (pH 8.0) ปริมาตร 3 ml  แบ่งเก็บสารละลายจาก
คอลัมน์เป็นช่วง (fraction) ช่วงละ 1 ml  จากน้ันชะโปรตีนออกด้วย native washing buffer ผสม 
250 mM imidazole (pH 8.0) ปริมาตร 8 ml โดยเติมและเก็บสารละลายที่ชะออกมาเป็นช่วง 
(fraction) ช่วงละ 1 ml  จากน้ันนําสารละลายโปรตีนที่ถูกชะทั้ง 8 fraction มารวมกันใส่ในหลอด 
ทําความเข้มข้น Ultrafiltration (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter, Millipore)  
ขนาดรูเย่ือกรองเลือกผ่าน (cut off) 30 kDa. นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 3,500 rpm อุณหภูมิ 
4oC จนกว่าสารละลายเหลือปริมาตรประมาณ 1 ml  จากน้ันกําจัด imidazole และ  
-mercaptoethanol ออก โดยการเจือจางสารละลายโปรตีนด้วย native washing buffer ที่
ปราศจาก 0.05% -mercaptoethanol ปริมาณโดยรวมเท่ากับ 20 เท่าของสารละลายโปรตีน
เริ่มต้น  ลงไปในสารละลายโปรตีน และนําไปป่ันเหว่ียงในหลอดทําความเข้มข้น Ultrafiltration ที่
ความเร็วรอบ 3,500 rpm อุณหภูมิ 4oC นาน 5 นาที โดยค่อยๆ เติมบัฟเฟอร์ ครั้งละ 10 ml 
สลับการป่ันเหว่ียง  ทําซ้ําจนกระทั่งได้สารละลายโปรตีนประมาณ 1-1.5 ml  ดูดเก็บสารละลาย
โปรตีนในหลอด Microcentrifuge และนําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ4oC 
นาน 10 นาที ถ่ายสารละลายโปรตีนส่วนใสใส่ในหลอดสะอาด ผสม PMSF 1 μg/ml และ 20% 
glycerol เพ่ือช่วยรักษาสภาพโปรตีน  จากน้ันนําตัวอย่างสารละลายโปรตีนที่ได้มาทําการแยกตาม
ขนาดด้วยวิธี SDS-PAGE เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิ  วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA protein assay 
coloric method โดยใช้ชุดสําเร็จรูป (BCA, PIERCE) และยืนยันความจําเพาะของโปรตีนด้วยวิธี 
Western blot ต่อไป 
 
8. การวิเคราะห์โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NPด้วยเทคนิค Western blot   
 

ทําการตรวจสอบขนาดของโปรตีนด้วย SDS-PAGE และทดสอบความจําเพาะของโปรตีนด้วย
เทคนิค Western Blot โดยใช้ monoclonal antibody ต่อ histidine tag และแอนติซีรั่มที่ได้จาก
สุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร  ในการยืนยันว่า โปรตีนที่ถูกผลิตได้น้ันเป็นโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP  
โดยโปรตีนที่มีการแสดงออกมาน้ัน จะเช่ือมติดอยู่กับ Histidine 6 โมเลกุลทางด้านปลาย N ซึ่งจะใช้ 
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antibody ที่จําเพาะต่อ Histidine tag (anti-Histag) ในการยืนยันการแสดงออกของ Fusion 
protein และตรวจสอบความจําเพาะของโปรตีนต่อแอนติซีรั่มของสุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร โดย
เร่ิมจากแยกโปรตีนตามขนาดด้วยวิธี SDS-PAGE ผ่าน 8% polyacrylamide gel ปล่อยกระแสไฟฟ้า 
120 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที  เมื่อครบเวลาทําการย้าย 8% polyacrylamide gel และวางลงบน
nitrocellulose membrane (Bio-RAD) ที่มีขนาดรูพรุน 0.2 μm  จากนั้น ประกอบเครื่องส่งถ่าย
โปรตีน และเติม transfer blotting buffer (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 20% Methanol, 
pH 8.2) ที่เย็นลงใน chamber และปล่อยกระแสไฟฟ้าที่มีความต่างศักด์ิ 120 โวลต์ เป็นเวลา1 
ช่ัวโมง 30 นาที โปรตีนจะถูกส่งถ่ายจาก polyacrylamide gel ไปสู่ Nitrocellulose membrane  
เมื่อครบเวลาล้าง Nitrocellulose membrane ด้วย western blot washing buffer  
(TBST; 50 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.5) ปริมาตร 10 ml โดยบ่ม
บน rocking plateform ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  ทําซ้ํา 3 คร้ังเท washing buffer ออก 
และเติม blocking buffer ซึ่งประกอบด้วย TBST และ 3% BSA ปริมาตร 10 ml หรือให้ท่วมแผ่น 
membrane เพ่ือป้องกันการจับที่ไม่จําเพาะของ antibody โดยบ่มที่ 4oC ข้ามคืน  จากนั้น เท 
blocking buffer ทิ้ง และเติม primary antibody ซึ่งเป็น anti-histidine tag monoclonal IgG 
antibody (USbiological) ที่เจือจางด้วย blocking buffer ในอัตราส่วน 1 : 1,000 หรือแอนติซีรั่ม
ของสุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร ซึ่งให้ผลบวกต่อการทดสอบด้วยวิธี IFA เจือจางซีรั่มด้วย blocking 
buffer ในอัตราส่วน 1 : 200 ปริมาตร 10 ml หรือให้ท่วมแผ่น membrane บ่มบน rocking 
plateform ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  ล้างด้วย western blot washing buffer ปริมาตร  
10 ml บ่มบน rocking plateform ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  ทําซ้ํา 3 ครั้งและเติม 
secondary antibody โดยใช้ anti mouse IgG ที่ติดฉลากด้วย horseradish peroxidase (Sigma) 
ที่เจือจางด้วย blocking buffer ในอัตราส่วน 1 : 1,000 สําหรับการตรวจสอบ His-tag หรือ  
anti pig IgG ติดฉลากด้วย horseradish peroxidase (Sigma) ที่เจือจางด้วย blocking buffer ใน
อัตราส่วน 1 : 500 สําหรับการตรวจสอบแอนติซีรั่มของสุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกรปริมาตร 10 ml 
บ่มบน rocking plateform ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  ล้างด้วย western blot washing 
buffer ปริมาตร 10 ml  บ่มบน rocking plateform ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที  ทําซ้ํา 3 ครั้ง
และบ่มด้วย TBS ปริมาตร 10 ml นาน 5 นาที  ตรวจปฏิกิริยาของเปอร์ออกซิเดสด้วย  
3,3-diaminobenzidine (DAB; Amresco, USA) ปริมาตร 10 ml บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
5-10 นาที หรือจนกว่าจะสังเกตเห็นแถบสีนํ้าตาลเข้มของโปรตีนเก ิดข้ึนแล้วล้างด้วยนํ้ากลั่นเพ่ือหยุด
ปฏิกิริยา 

 
9. การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA protein assaycolorimethod 
 

เตรียมโปรตีนมาตรฐานจาก Bovine serum albumin (BSA) ที่มีความเข้มข้น 2 mg/ml ให้
มีความเข้มข้นครอบคลุมสารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบ โดยการเจือจางด้วย PBS ดังตารางท่ี 4 
สําหรับการทดลองนี้ใช้ความเข้มข้นที่ 25-2,000 g/ml และเตรียมความเข้มข้นโปรตีนรีคอมบิแนนท์ 
NP ที่เจือจาง 2 เท่า (two-fold dilutions) ดังน้ี 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8 และ 1 : 10 หรือพิจารณาจาก
ความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างว่ามีความเข้มข้นสูงหรือไม่ 
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ตารางที่ 4แสดงการเตรียมความเข้มข้นของอัลบูมินมาตรฐาน (μg/ml)  

 
ทดสอบการหาปริมาณโปรตีนโดยใช้ชุดตรวจ BCA (Pierce) แต่ละตัวอย่างทําซ้ํา 3 ครั้ง 

(triplicate) โดยเร่ิมจากเติม diluent ที่ใช้เป็น blank ลงใน microplate ขนาด 96 หลุม จํานวน  
3 หลุมๆ ละ 25 μl  หลุมถัดมาเติมอัลบูมินมาตรฐานที่มีความเข้มข้น ตามลําดับ และหลุมถัดมาเติม
โปรตีนตัวอย่างหลุมละ 25 μl เช่นกัน  จากน้ันผสม reagent A และ B ในอัตรส่วน 50 : 1 เข้า
ด้วยกัน และเติมลงในหลุมทดสอบแต่ละหลุมๆ ละ 200 μl เขย่าๆ เบาให้เข้ากัน  นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37oC เป็นเวลา 30 นาที  หลุมที่มีโปรตีนจะเปลี่ยนเป็นสีม่วง และนําไปวัดค่า OD ที่ความยาวคลื่น  
595 nm ด้วยเครื่อง Multimode reader (Bacmann) ซึ่งหลักการทํางาน คือ ให้แสง
อัลตราไวโอเลตหรือแสงในช่วงที่มองเห็นได้ฉายผ่านสารละลายชีวโมเลกุล พลังงานแสงจะกระตุ้น
อิเลคตรอนของสารชีวโมเลกุล ทําให้ดูดพลังงานแสงบางส่วนไว้ ดังน้ันแสงที่ผ่านออกมาจึงมีความเข้ม 
(intensity) น้อยลง  นอกจากน้ีค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) หรือ OD ยังมีความสัมพันธ์กับ
ความเข้มข้น (c) ของชีวโมเลกุลในสารละลายตามกฏของ Beer-Lambert ดังน้ี 
 

A = log10 (I0/I) = Kcl 
 

A =ค่าการดูดกลืนแสงและไม่มีหน่วย 
I0และ I = ความเข้มของแสงที่ฉายเข้าไปและที่ผ่านออกมาตามลําดับ 
c = ความเข้มข้นของชีวโมเลกุลเป็น Molar (M) 
l = ความหนาของสารละลายที่แสงผ่านเป็นเซนติเมตร 
k = ค่าคงที่เรียกว่า molar extinction coefficient 

เมื่อ l = 1cm (k มีหน่วยเป็น K-1 cm-4) 
 

จากน้ัน นําค่า OD ความเข้มข้นของอัลบูมินมาตรฐานมาคํานวณหาความสัมพันธ์กับค่า OD 
ของความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่าง 

หลอด ปริมาตรของสารเจือจาง(μl) ปริมาตรของ BSA 
ความเข้มข้นสดุท้ายของ BSA

(μg/ml) 
A 0 300 μl ของ stock 2,000 
B 125 375 μl ของ stock 1,500 
C 325 325 μl ของ stock 1,000 
D 175 175 μl ของหลอด B 750 
E 325 325 μl ของหลอด C 500 
F 325 325 μl ของหลอด E 250 
G 325 325 μl ของหลอด F 125 
H 400 100 μl ของหลอด G 25 
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10. การเพาะเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรชนิด H1N1 และ H3N2 
 

เลี้ยงเซลล์ Mardin-Darby Canine Kindey (MDCK) ให้มีลักษณะเป็น monolayer ใน  
96 well plate ให้มีการเจริญเติบโตประมาณ 80% ของพ้ืนที่หลุมเคาะเอาน้ําเลี้ยงเซลล์ออกและล้าง
ด้วย 1X PBS 1 ครั้ง โดยในการทดลองออกแบบให้แต่ละตัวอย่างซีรั่ม ต้องทดสอบต่อทั้งไวรัสไข้หวัด
สุกร A/swine/Thailand/KU-1/09 (H1N1) และ A/swine/Thailand/KU 21/07 (H3N2)  ดังน้ัน 
จึงต้องเพาะเช้ือไวรัสทั้งสองชนิดแยกกัน และในขณะเดียวกันไวรัสจะถูก inoculate ลงเฉพาะในหลุม
คอลัมน์เลขค่ีของเพลตเท่าน้ัน หลุมละ 50 μl สําหรับเป็นหลุมทดสอบ (positive well) โดยที่หลุม
คอลัมน์เลขคู่ไม่มีการติดเช้ือไวรัสเป็นหลุมควบคุม (negative well) แสดงแผนผังการเพาะไวรัสใน
เพลตทดสอบดังภาพที่ 10 ทําเช่นน้ีทั้งเพลตของไวรัส H1N1 และเพลตไวรัส H3N2  จากน้ันบ่มเซลล์
ในตู้อบอุณหภูมิ 37oC ที่มี 5% CO2เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงจึงเติม inoculating media (MEM, 2 μg/ml 
trypsin, 0.3% Bovine serum albumin และ 2% L–glutamine) ลงไปหลุมละ 150 μl  นําไปเลี้ยง
ที่สภาวะเดิมและสังเกตผลทางพยาธิวิทยาในเซลล์ (cytopathic effect; CPE) เป็นเวลา 48-72 
ช่ัวโมงหรือจนกว่าจะเกิด CPE ประมาณ 50-60% ในแต่ละหลุม  จากน้ันเทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง และ
เติม absolute methanol หลุมละ 200 μl บ่มนาน 20 นาที เพ่ือตรึงเซลล์  เมื่อครบเวลาเท 
absolute methanol ทิ้งแล้วจึงปล่อยเพลตแห้งประมาณ 10 นาที  สามารถเก็บเพลตไว้ที่อุณหภูมิ 
–20ºC เพ่ือรอทดสอบต่อไป 
 

 
V หมายถึง เซลล์ที่มีการติดเช้ือไวรัส ด้วยไวรัสและเกิด CPE (หลุมทดสอบ) 
C หมายถึง เซลล์ปกติ (หลุมควบคุม) 
T หมายถึง ตัวอย่างซีรัมที่จะทําการทดสอบ 
NC หมายถึง ซีรัมควบคุมลบ 
PC หมายถึง ซีรัมควบคุมบวก 

 
ภาพท่ี 10  แผนผังการเพาะไวรัสลงในเพลตทดสอบ 
 

 V 1 C2 V3 C4 V5 C6 V7 C8 V9 C10 V11 C12 
A T1 T1 T9 T9 T17 T17 T25 T25 T33 T33 T41 T41 
B T2 T2 T10 T10 T18 T18 T26 T26 T34 T34 T42 T42 
C T3 T3 T11 T11 T19 T19 T27 T27 T35 T35 T43 T43 
D T4 T4 T12 T12 T20 T20 T28 T28 T36 T36 T44 T44 
E T5 T5 T13 T13 T21 T21 T29 T29 T37 T37 T45 T45 
F T6 T6 T14 T14 T22 T22 T30 T30 T38 T38 T46 T46 
G T7 T7 T15 T15 T23 T23 T31 T31 T39 T39 NC NC 
H T8 T8 T16 T16 T24 T24 T32 T32 T40 T40 PC PC 
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11. การทดสอบหาแอนติบอดีต่อเชื้อ SIV ในซีรั่มสุกรด้วยวิธี Immunofluorescent assay 
(IFA) 
 

ล้างเพลตเซลล์ MDCK ที่ถูกตรึงเซลล์แล้วด้วย PBST washing buffer (PBS, 0.1% tween 
20) หลุมละ 200 μl ซ้ํา 5 คร้ัง และเติมตัวอย่างซีรั่มแม่สุกรที่เจือจางในอัตราส่วน 1 : 100 ด้วย 
PBST washing buffer หลุมละ 40 μl บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลาล้าง
ด้วย PBST washing buffer ปริมาตร 200 μl นาน 30 วินาที ซ้ํา 5 คร้ัง  จากน้ันเจือจาง 
secondary antibody ในอัตราส่วน 1 : 200 ด้วย PBST washing buffer ซึ่งเป็น Polyclonal 
antibody ต่อ IgG ของสุกรที่ติดฉลากด้วย fluorescein isothyocyanate (anti-Pig IgG-FITC) เติม
หลุมละ 40μl บ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 30 นาที และล้างด้วย PBST washing buffer ปริมาตร 
200 μl นาน 30 วินาที ซ้ํา 5 ครั้ง และอ่านผลภายใต้กล้อง fluorescent microscope โดยตัดสิน
ผลบวกจากเซลล์ในหลุมทดสอบที่เรืองแสงสีเขียวสว่าง (bright apple greenfluorescence)  เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์หลุมควบคุมที่ไม่ติดสีเรืองแสง  ขณะที่ผลลบจะตัดสินจากการท่ีเซลล์ไม่เรืองแสง
สีเขียวเช่นเดียวกับเซลล์ในหลุมควบคุม  ทั้งน้ีหลังจากอ่านผลสามารถเก็บเพลตทดสอบไว้ที่ 4oC โดย
เติม steriled glycerol ที่เจือจางด้วยนํ้า  Distiled water (DW) ในอัตราส่วน 1 : 50หลุมละ 50 μl 
และห่อเพลตทดสอบด้วยอะลูมินัมฟอล์ย เพ่ือป้องกันแสง 
 
12. การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ NP ELISA ด้วยวิธี checker-board titration 
 

12.1 การหาปริมาณแอนติเจน NP และซีรั่มที่เหมาะสม 
 

นําสารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP บริสุทธ์ิ ซึ่งใช้เป็น แอนติเจน NP มาเจือจาง
ด้วย coating buffer (carbonate buffer, pH 9.6) ให้มีความเข้มข้น 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5 และ 
0.25 μg/ml (ภาพที่ 11) จากน้ันเติมสารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ปริมาตร 100 μl ลงในแต่
ละหลุมของ ELISA plate ขนาด 96 หลุม โดยเติมสารละลายโปรตีนจากความเข้มข้นมากไปน้อยใน
แต่ละแถวของเพลตจากแถว A ถึง H ตามลําดับ ดังภาพที่ 11 บ่มที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
และล้างเพลตด้วย PBST washing buffer ปริมาตร 200 μl นาน 30 วินาที ซ้ํา 5 ครั้ง 



48 

 

 
ภาพท่ี 11  แผนผังการเคลือบเพลต (coat plate) ด้วยสารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ 

ความเข้มข้นต่างๆ 
 

จากน้ันเติมสารเจือจาง SIV strong positive serum เป็นซีรั่มของสุกรที่ติดเช้ือไวรัส
ไข้หวัดสุกร ซึ่งให้ผลบวกอย่างแรงต่อการทดสอบด้วยวิธี IFA โดยทําการเจือจางแบบสองเท่า 
(two-fold dilution) จาก 1 : 10 ถึง 1 : 10,240 ด้วย 0.1% milk diluent (KPL) ใน PBST, pH 7.2-
7.4   เติมซีรั่มที่เจือจางแล้วลงในคอลัมน์ที่ 1 ถึง 11 ตามลําดับ หลุมละ 100 μl และเติม milk 
diluent หลุมละ 100 μl ในคอลัมน์ที่ 12 สําหรับเป็นหลุมควบคุมดังภาพที่ 12บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC 
นาน 30 นาที  ล้างเพลตด้วย PBST washing buffer ปริมาณ 200 ul นานครั้งละ 30 วินาที  ล้างซ้ํา 
5 คร้ัง 
 

200 μl 100 μl 100 μl     100 μl   ทิ้ง 100 μl  
 

 
ภาพท่ี 12  แผนผังการเจือจางซีรั่มของสุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร (SIV strong positive serum)

โดยทําการเจือจางแบบสองเท่า (two-fold dilution) 

 μg/ml 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 32            
B 16            
C 8            
D 4            
E 2            
F 1            
G 0.5            
H 0.25            

หลุม
ควบคุม 

1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 1:10240  
Ab 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A            
B            
C            
D            
E            
F            
G            
H            

Crt 
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เติม conjugate ซึ่งเป็น anti-pig IgG ติดฉลากด้วย horseradish peroxidase (Sigma)  

ที่เจือจางในอัตราส่วน 1 : 2,000 ใน 0.1% milk diluent หลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิ 37oC นาน 
30 นาที  ล้างเพลตด้วย washing buffer ปริมาตร 200 μl นาน 30 วินาที ล้างซ้ํา 5 ครั้ง  จากน้ัน
เติม substrate (ABTS® Peroxidase Substrate System, KPL) หลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิ 
37oC นาน 15 นาที  หยุดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับ substrate โดยการเติม 1% SDS ปริมาณ 
100 μl ในแต่ละหลุม  แล้วนําไปอ่านผลค่า OD ที่ความยาวคลื่น 405 nm ด้วยเคร่ือง Multimode 
ELISA reader (Beckmann) นําค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาวิเคราะห์เพ่ือประเมินอัตราส่วนที่เหมาะสม
ในการทําปฏิกิริยาระหว่างซีรัมและแอนติเจน NP 
 

12.3 การหาความเข้มข้นของสารละลายเจือจาง (Diluent) ที่เหมาะสม 
 

เคลือบเพลตด้วยสารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่เจือจางด้วย coating buffer 
(pH 9.6) ให้มีความเข้มข้น 1 μg/ml บ่มที่อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  ล้างเพลตด้วย 
washing buffer ซ้ํา 5 ครั้ง  จากน้ันเเจือจางตัวอย่างซีรั่มสุกรที่ติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกรในอัตราส่วน  
1 : 100 ด้วยสารละลายเจือจาง ดังน้ี  

 
ก.  0.1% milk diluent ใน PBST, pH 7.2-7.4 
 
ข.  0.1% Skim milk ใน PBST, pH 7.5-7.6  
 
ค.  0.5 % Skim milk ใน PBST, pH 7.5-7.6  
 
ง.  1% Skim milkใน PBST, pH 7.5-7.6  
 
จ.  2% Skim milk ใน PBST, pH 7.5-7.6  
 
ฉ.  5% Skim milk diluent ใน PBST, pH 7.5-7.6 
 
เติมซีรั่มสุกรที่เจือจางแล้วลงในหลุมๆ ละ 100 ul  บ่มที่อุณหภูมิ 37oC นาน 30 นาที  

ล้างเพลตด้วย PBST washing buffer ซ้ํา 5 ครั้ง และเติม anti-pig IgG ติดฉลากด้วย horseradish 
peroxidase (Sigma) ที่เจือจางในอัตราส่วน 1 : 2,000 ด้วย diluents ชนิดเดียวกันกับที่เจือจางซีรั่ม
หลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิ 37oC นาน 30 นาที  ล้างเพลตด้วย washing buffer ซ้ํา 5 ครั้ง  
จากน้ันเติม substrate ปริมาตรหลุมละ 100 μl บ่มอุณหภูมิ 37oC นาน 15 นาที  หยุดปฏิกิริยา
ระหว่างเอนไซม์กับ substrate โดยการเติม 1% SDS ปริมาณ 100 μl ในแต่ละหลุมแล้วนําไปอ่านผล
ค่า OD ที่ 405 nm ด้วยเครื่อง Multimode ELISA reader (Beckmann) 
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13. การตรวจหาแอนติบอดี IgG ต่อเชื้อไข้หวัดสุกร ไทป์ A โดยวิธี Indirect Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) 
 

นําสารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ผ่านการทําให้บริสุทธ์ิในสภาวะธรรมชาติมาเจือจาง
ด้วย coating buffer (carbonate buffer, pH 9.6) ให้มีความเข้มข้น 1 μg/ml  จากน้ันเติม
สารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ลงในหลุมของ ELISA plate ขนาด 96 หลุมๆ ละ 100 μl  บ่มที่
อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และล้างเพลตด้วย PBST washing buffer ปริมาตร 200 μl นาน 
30 วินาที ล้างซ้ํา 5 ครั้ง  จากน้ันเติมตัวอย่างซีรั่มสุกรที่เจือจางในอัตราส่วน 1 : 100 ด้วย 5% Skim 
milk diluents (5% skim milk ใน PBST, pH 7.5-7.6) หลุมละ 100 μl ตามแผนผังในภาพที่ 13  
บ่มที่อุณหภูมิ 37oC นาน 30 นาที ล้างเพลตด้วย PBST washing buffer ปริมาตร 200 μl นาน 30 
วินาที ล้างซ้ํา 5 ครั้ง และเติม conjugate ที่เจือจางในอัตราส่วน 1 : 2,000 ด้วย 5% Skim milk 
diluent หลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิ 37oC นาน 30 นาที  ล้างเพลตด้วยPBST washing buffer 
ปริมาตร 200 μlนาน 30 วินาที ล้างซ้ํา 5 คร้ังจากนั้นเติม substrate (ABTS® Peroxidase 
Substrate System, KPL) หลุมละ 100 μl บ่มอุณหภูมิ 37 oC นาน 15 นาที  หยุดปฏิกิริยาระหว่าง
เอนไซม์กับ substrate โดยการเติม 1% SDS ปริมาณ 100 μl ในแต่ละหลุมแล้วนําไปอ่านผลค่า OD 
ที่ 405 nm ด้วยเครื่อง Multimode ELISA reader (Beckmann) 

 

 
ภาพท่ี 13  แผนภาพเพลท NP ELISA โดยหน่ึงเพลทประกอบด้วย หลุมสําหรับซีรัมควบคุมบวก (PC), 

ซีรัมควบคุมลบ (NC), และหลุมสําหรับซีรัมจํานวน 46 หลมุ (T) 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A  NC T3 T7 T11 T15 T19 T23 T27 T31 T35 T39 T43 
B NC T3 T7 T11 T15 T19 T23 T27 T31 T35 T39 T43 
C PC T4 T8 T12 T16 T20 T24 T28 T32 T36 T40 T44 
D PC T4 T8 T12 T16 T20 T24 T28 T32 T36 T40 T44 
E T1 T5 T9 T13 T17 T21 T25 T29 T33 T37 T41 T45 
F T1 T5 T9 T13 T17 T21 T25 T29 T33 T37 T41 T45 
G T2 T6 T10 T14 T18 T22 T26 T30 T34 T38 T42 T46 
H T2 T6 T10 T14 T18 T22 T26 T30 T34 T38 T42 T46 
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14. การประเมินความคงท่ีของผลตรวจโดย NP ELISA (Measurement of Repeatability) 
 

14.1 ความคงที่ของผลการตรวจภายในเพลต 
 

เร่ิมจากเคลือบเพลตด้วยโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ให้มีความเข้มข้น 1 μg/ml ใน 
coating buffer (pH 9.6) ที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  ล้างเพลตด้วย washing buffer ซ้ํา 
5ครั้ง  จากน้ันเติมตัวอย่างซีรั่มสุกรเจือจางในอัตราส่วน 1 : 100 ด้วย 5% skim milk diluent  
(7.5-7.6) โดยเลือกตัวอย่างซีรั่มของสุกร จํานวนทั้งสิ้น 15 ตัวอย่าง ทํา 3 ซ้ําภายใน plate เดียวกัน 
แต่ตําแหน่งต่างกัน ดังภาพที่ 14 หลุมละ 100 ul  บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 30 นาที  ล้างเพลตด้วย 
PBST washing buffer ปริมาตร 200 μl นาน 30 วินาที  ล้างซ้ํา 5 ครั้งและเติม anti-pig IgG ติด
ฉลากด้วย horseradish peroxidase (Sigma)  ที่เจือจางในอัตราส่วน 1 : 2,000 ด้วย  5% skim milk 
diluent (7.5-7.6) หลุมละ 100 μl บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 30 นาที  ล้างเพลตด้วยPBST 
washing buffer ซ้ํา 5ครั้ง  จากนั้นเติม substrate หลุมละ 100 μl บ่มอุณหภูมิ 37 oC นาน  
15 นาที  เติม 1% SDS ปริมาณ 100 μl เพ่ือหยุดปฏิกิริยาในแต่ละหลุม  นําไปอ่านผลค่า OD ที่
ความยาวคลื่น 405 nm ด้วยเคร่ือง Multimode ELISA reader  คํานวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ (%) 
ค่าสัมประสิทธิของความผันแปร (CV) ของแต่ละตัวอย่าง 

 
ภาพท่ี 14  แผนภาพเพลตการทดสอบความคงที่ภายในเพลตของ NP ELISA ประกอบด้วยหลุมสําหรับ 

ซีรัมควบคุมบวก (PC), ซีรัมควบคุมลบ (NC), และหลมุสําหรับซีรัมตัวอย่าง (S) ซึ่งแต่ละ
ตัวอย่างทํา 3 ซ้ําในตําแหน่งที่ต่างกัน 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A  NC T3 T7 T11 T15 T4 T8 T12 T1 T5 T9 T13 
B NC T3 T7 T11 T15 T4 T8 T12 T1 T5 T9 T13 
C PC T4 T8 T12 T1 T5 T9 T13 T2 T6 T10 T14 
D PC T4 T8 T12 T1 T5 T9 T13 T2 T6 T10 T14 
E T1 T5 T9 T13 T2 T6 T10 T14 T3 T7 T11 T15 
F T1 T5 T9 T13 T2 T6 T10 T14 T3 T7 T11 T15 
G T2 T6 T10 T14 T3 T7 T11 T15 T4 T8 T12  
H T2 T6 T10 T14 T3 T7 T11 T15 T4 T8 T12  
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14.2 ความคงที่ของผลการตรวจระหว่างเพลต 

 
การทดสอบความคงที่ของผลตรวจตัวอย่างซีรัมระหว่างเพลต ใช้ตัวอย่างซีรั่มของสุกร

ชุดเดียวกันกับการทดสอบความคงที่ภายในเพลต และหยอดซีรัมที่ตําแหน่งเดียวกัน แต่ต่าง Plate กัน 
ตามวิธีข้างต้น  อ่านค่า OD ที่ความยาวคลื่น 405  จากน้ันคํานวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ (%) CV ระหว่าง
เพลตของแต่ละตัวอย่าง โดยใช้สูตรดังน้ี 
 

CV = σ/μ; σ = standard deviation, μ = mean 
 
15. การกําหนดค่า cut off ของ NP ELISA 
 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของผลการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไข้หวัดสุกรไทป์ A ด้วยวิธี IFA 
ซึ่งใช้เป็นวิธีตรวจมาตรฐาน (Gold standard) ในการแยกซีรั่มลบออกจากซีรั่มบวก โดยมีจํานวนซีรั่ม
บวกและลบที่นํามาคํานวณทั้งสิ้น 1,230 ตัวอย่าง  เปรียบเทียบกับผลค่า OD ที่ได้จากการตรวจสอบ
ด้วยด้วยวิธี Indirect NP ELISA เพ่ือกําหนดค่าจุดตัดที่เหมาะสม (cut off) ด้วยวิธี Receiver 
operating characteristic (ROC) analysis และคํานวณค่าความถูกต้องในการวินิจฉัย (accuracy) 
ความไวในการวินิจฉัย (diagnostic sensitivity; DSN) และความจําเพาะในการวินิจฉัย (diagnostic 
specificity; DSP) ของชุดตรวจ NP ELISA โดยใช้ cutoff ที่คํานวนได้ซึ่งค่าต่างๆมีสูตร 
ในการคํานวณดังน้ี 
 

DSN = TP/(TP+FN) × 100 
 

เมื่อ TP คือ ค่าที่ให้ผลบวกของวิธีการทดสอบแบบ NP ELISA ตรงค่ากับวิธีมาตรฐาน และ 
FN คือ ค่าที่ให้ผลลบของวิธีการทดสอบแบบ NP ELISA แต่ให้ผลบวกเมื่อทดสอบด้วยวิธีมาตรฐาน 
 

DSP = TN/(TN+FP) × 100 
 

เมื่อ TN คือ ค่าที่ให้ผลลบของวิธีการทดสอบแบบ NP ELISA ตรงค่ากับวิธีมาตรฐาน และ FP 
คือ ค่าที่ให้ผลบวกของวิธีการทดสอบแบบ NP ELISA แต่ให้ผลลบเมื่อทดสอบด้วยวิธีมาตรฐาน 
 

Accuracy = (TP+TN)/จํานวนซีรัมทั้งหมดที่ทําการทดสอบ × 100 
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16. คํานวณหา degree of agreement หรือ Kappa (κ) value 
 

ตรวจหาภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SIV จากตัวอย่างซีรั่มสุกรด้วยชุดตรวจสอบ NP ELISA ที่พัฒนาขึ้น
เปรียบเทียบกับผลการทดสอบด้วยเทคนิค IFA  นําข้อมูลการเปรียบเทียบที่ได้มาวิเคราะห์หาค่า 
kappa (κ) value โดยมีวิธีการดังน้ีโดยคํานวณตามตารางที่ 5 และสูตรข้างล่าง 

 
ตารางที่ 5 ค่าสมมุติในการคํานวณค่า κ 
 

 IFA positive IFA negative Total 
NP positive P11 P12 P1. 
NP negative P21 P22 P2. 

Total P.1 P.2 1 
 

P = cell probability 
 
o = P11 + P22 
 
e = P.1P1. + P.2P2. 
 

Kappa value () = (o-e)/(1-e) 
 

   โดยที่ κ = 0.21-0.40 = Fair 
    κ = 0.41-0.60 = Moderate 
    κ = 0.61-0.80 = Substantial 
    κ = 0.81-1.00 = Almost perfect 

 
17. การคํานวณทางสถิติ 
 

ทําการวิเคราะห์หาความแตกต่างค่าเฉล่ีย OD ของแต่ละฟาร์มในแต่ละภาคในปี 2552 ถึง 
2553 โดยใช้วิธี Generalized linear model ซึ่งปรากฎอยู่ใน GLM procedure ของ SAS version 
9.2  หลังจากที่ผล ANOVA ปรากฎความแตกต่างของค่าเฉล่ีย OD ทําการวิเคราะห์หาค่าเฉลี่ยใน
เดือนน้ันๆ หรือฟาร์มน้ัน โดยวิธี Tukey’s post-hoc comparison 
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ผลและวิจารณ์ 
 

ผล 
 
1. การโคลนยีน NP เต็มสายของไวรัสไข้หวัดสุกรชนิดH1N1  A/swine/IA/15/30 
 

การสังเคราะห์ cDNA สําหรับใช้เป็นแม่แบบในการทํา PCR เพ่ือเพ่ิมจํานวนยีน NP โดยใช้
ไพรเมอร์ NP_KpnI_forward primer และ NP_SalI_ reverse primer ซึ่งออกแบบให้มี
ความจําเพาะต่อยีน NP และมีตําแหน่งจุดตัดของเอนไซม์ KpnI ที่ปลายด้าน 5’ และเอนไซม์ SalI ที่
ปลายด้าน 3’ ของสายแม่แบบในปฏิกิริยา PCR ปรากฏว่า เมื่อนํามาแยกขนาดด้วย 1% agarose 
gel electrophoresis พบแถบDNA ที่มีขนาดประมาณ 1,547 คู่เบส (bp) ดังภาพที่ 15 
 

 
 
ภาพท่ี 15  ผลผลิตของ PCR ของยีน NP ผ่าน1% agarose gel electrophoresis โดย M คือ 1Kb 

Plus DNA ladder และช่องที่ 1 คือ ผลของช้ินยีน NP ขนาดประมาณ 1,547 คู่เบส 
 

นําช้ิน DNA ที่ได้เช่ือมเข้ากับพลาสมิด pGEM_T easy ซึ่งเป็น TA cloning vector โดย
อาศัยการเช่ือมกันระหว่างเบส deoxythymidine (T) ที่ปลายด้าน 3’ ของพลาสมิด กับเบส 
deoxyadenosine (A) ที่ปลายด้าน 3’ ของช้ิน DNA ที่ได้จากปฏิกิริยา nontemplate-dependent 
activity จากการทํางานของ Taq polymerase ได้เป็นพลาสมิด pNP จากน้ันจึงถ่ายฝาก pNP เข้าสู่
แบคทีเรีย E. Coli สายพันธ์ุ DH5  ทําการคัดเลือกเซลล์ที่ได้รับพลาสมิด (transformant) โดยดู
จากสีของโคโลนี (Blue-white colony screening) และความสามารถในการเจริญเติบโตบนอาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินซึ่งโคโลนีที่มียีน NP สอดแทรก (insert) เข้าไปอยู่ในพลาสมิดจะให้
โคโลนีสีขาวเน่ืองจาก NP ถูกแทรกเข้าไปในยีน -galactosidase (lac Z) ทําให้เอนไซม์สูญเสีย
หน้าที่จึงไม่สามารถย่อยสาร X-gal เป็นสารสีฟ้าได้ส่วนโคโลนีที่ไม่มียีน NP สอดแทรกเข้าไปจะให้
โคโลนีเป็นสีฟ้าซึ่งสามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินได้เช่นเดียวกัน  ดังน้ัน

M   1 

2,000 bp 
1,650 bp 
1,000 bp 

1,547 bp 
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จึงเลือกโคโลนีสีขาวมายืนยันการปรากฏของยีน NP ด้วยเทคนิค colony PCR ได้ผลการคัดเลือก
โคลนของ pNP ดังภาพที่ 16 ซึ่งทุกโคลนที่เลือกมาให้ผลบวก (positive clone) ทั้งหมด จึงเลือก
โคลนที่ 6 ให้ช่ือว่า pNP_6 มาเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจํานวนและสกัดพลาสมิด  ส่งวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์  
นําข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์มาตรวจสอบความถูกต้องด้วยโปรแกรม EditSeq (DNASTAR) พบว่า 
ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน NP และกรอบการอ่านรหัส (open reading frame) มีความถูกต้อง และ
พบจุดตัดขอเอนไซม์ตัดจําเพาะที่แทรกในสายพันธุกรรมของยีน NP  เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน NP โดยใช้โปรแกรม BLAST ของ Nation Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) พบมีความคล้ายคลึงกับยีน NP ของ A/swine/Iowa/15/1930 มาก
ที่สุด 

 

 
 
ภาพท่ี 16  1% gel electrophoresis (A) การคัดเลือกโคโลนีของ pNP จากแบคทีเรีย E. Coli  

สายพันธ์ุ DH5α โดย M คือ 1Kb Plus DNA ladder และ ช่องที่ 1-6 ซึ่งปรากฏแถบ 
DNA ขนาดประมาณ 1,547 bp คือ โคลนที่ให้ผลบวก (positive clone) 

 
จากน้ันอาศัยแบคทีเรียเพ่ิมจํานวนพลาสมิด pNP_6 สกัดแยกพลาสมิดจาก E. coli และ

ตัดพลาสมิด pNP ด้วยเอ็นไซม์ตัดจําเพาะKpnI และ SalI เพ่ือแยกยีน NP สําหรับเช่ือมต่อกับ 
พลาสมิด pQE80L expression บริเวณตําแหน่งจดจํา (recognition site) ของเอนไซม์ตัดจําเพาะ
KpnI และ SalI  ทําการถ่ายฝากพลาสมิด pQE_NP เข้าสู่ E. Coli สายพันธ์ุ DH5α เพ่ืออาศัย 
การแสดงออกของโปรตีนผ่านระบบ prokaryotic cell ตรวจสอบโคโลนีด้วยวิธี colony PCR ซึ่งทุก
โคลนที่เลือกมาให้ผลบวก (positive clone) ทั้งหมด  จึงเลือกโคลนที่ 5 และให้ช่ือว่า pQE_NP_5 
มาเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจํานวนและสกัดพลาสมิด ดังภาพที่ 17  ส่งวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์และเลือกโคลน
ที่ให้ผลบวกมาเพ่ิมจํานวนสกัดแยกพลาสมิดเพ่ือส่งวิเคราะห์ลําดับเบสและลําดับกรดอะมิโนพบว่า 
ได้ลําดับเบสของ NP ที่ถูกต้อง และกําหนดรหัสการสร้างโปรตีนขนาด 516 กรดอะมิโน   
เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับเบสและกรดอะมิโนกับที่มีรายงานใน GenBank ด้วยโปรแกรม Clustral 

M   1    2    3   4    5    6

2,000 bp 
1,650 bp 
1,000 bp 
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W พบว่า อยู่ภายใน open reading frame ที่เชื่อมเข้า histidine tag ของ pQE-80L อย่าง
ถูกต้อง ดังภาพที่ 18และ19 

 

 
 
ภาพท่ี 17  แถบพลาสมิด pQE_NP_5 ขนาดประมาณ 6,200 bpโดย M คือ 1Kb Plus DNA ladder 

และ ช่องที่ 1 คือ พลาสมิด pQE80L ซึ่ง สอดแทรกยีน NP 
 

 
 
ภาพท่ี 18  พลาสมิด pQE_NP_5ซึ่งประกอบด้วยจุดเร่ิมต้นการจําลองดีเอ็นเอ (ColE1), lac operon, 

ampicillin resistant gene, 6xHistag ที่สามารถเช่ือมต่อกับยีน NP (1,547 bp) เป็น
กรอบการอ่านรหัสเดียวกัน 

 

pQE_NP 

5,000 bp 
3,000 bp  

M        1 
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      1 atgagaggatcgcatcaccatcaccatcacggatccgcatgcgagctcggtaccgcgtct 
        M  R  G  S  H  H  H  H  H  H  G  S  A  C  E  L  G  T  A  S  
     61 caaggcaccaaacgatcatacgaacaaatggaaactggtggagaacgccagaatgccacg 
        Q  G  T  K  R  S  Y  E  Q  M  E  T  G  G  E  R  Q  N  A  T  
    121 gaaatcagagcatctgtcggaagaatgattggtggaattggaagattctacatccaaatg 
        E  I  R  A  S  V  G  R  M  I  G  G  I  G  R  F  Y  I  Q  M  
    181 tgcaccgaactcaaactcagtgattatgagggacggctgattcagaacagcataacaata 
        C  T  E  L  K  L  S  D  Y  E  G  R  L  I  Q  N  S  I  T  I  
    241 gagagaatggtgctctctgcttttgacgagaggaggaacaaatatctggaagaacatcca 
        E  R  M  V  L  S  A  F  D  E  R  R  N  K  Y  L  E  E  H  P  
    301 agcgctgggaaagaccctaagaaaactggaggacccatatacaggagaatagacggaaag 
        S  A  G  K  D  P  K  K  T  G  G  P  I  Y  R  R  I  D  G  K  
    361 tggataagagaactcatcctttatgacaaagaagaaataaggagaatctggcgccaagcc 
        W  I  R  E  L  I  L  Y  D  K  E  E  I  R  R  I  W  R  Q  A  
    421 aacaatggtgaggatacaacagccggtctgactcacatgatgatctggcattccaatttg 
        N  N  G  E  D  T  T  A  G  L  T  H  M  M  I  W  H  S  N  L  
    481 aatgatgccacttatcagaggacaagagctcttgttcgcaccggaatggatcccaggatg 
        N  D  A  T  Y  Q  R  T  R  A  L  V  R  T  G  M  D  P  R  M  
    541 tgctctctgatgcagggttcaactctccccaggaggtccggagccgcaggtgctgcagtc 
        C  S  L  M  Q  G  S  T  L  P  R  R  S  G  A  A  G  A  A  V  
    601 aaaggagttgggacagtggtgatggagttgatcagaatgatcaaacgtggaatcaatgat 
        K  G  V  G  T  V  V  M  E  L  I  R  M  I  K  R  G  I  N  D  
    661 cggaacttctggaggggtgaaaatggacgaaggacaagaattgcctatgaaagaatgtgc 
        R  N  F  W  R  G  E  N  G  R  R  T  R  I  A  Y  E  R  M  C  
    721 aacattctcaaagggaaatttcaaacagctgcacagagagcaatgatggatcaagtgaga 
        N  I  L  K  G  K  F  Q  T  A  A  Q  R  A  M  M  D  Q  V  R  
    781 gagagccgaaacccaggaaatgctgaaatcgaagatctcatctttctggcacgatccgca 
        E  S  R  N  P  G  N  A  E  I  E  D  L  I  F  L  A  R  S  A  
    841 ctcatattacgaggatcagttgcacacaagtcctgtctgcctgcctgtgtgtatggactt 
        L  I  L  R  G  S  V  A  H  K  S  C  L  P  A  C  V  Y  G  L  
    901 gctgtagccagtggacatgactttgaaagagaggggtactctctggtcggaatagaccct 
        A  V  A  S  G  H  D  F  E  R  E  G  Y  S  L  V  G  I  D  P  
    961 ttcagactgcttcaaaacagccaagtattcagcctaatcagaccaaatgaaaacccagcg 
        F  R  L  L  Q  N  S  Q  V  F  S  L  I  R  P  N  E  N  P  A  
   1021 cacaagagtcaattagtgtggatggcatgccattctgctgcatttgaagatttaagggta 
        H  K  S  Q  L  V  W  M  A  C  H  S  A  A  F  E  D  L  R  V  
   1081 tcaagcttcataagagggaaaagagtggttccaagagggcagctttccaccagaggggtt 
        S  S  F  I  R  G  K  R  V  V  P  R  G  Q  L  S  T  R  G  V  
   1141 cagattgcttccaatgagaacatggagactatggactctagtactcttgaactgagaagc 
        Q  I  A  S  N  E  N  M  E  T  M  D  S  S  T  L  E  L  R  S  
   1201 agatactgggccataaggaccagaagtggaggaaacactaatcaacagagggcatctgcg 
        R  Y  W  A  I  R  T  R  S  G  G  N  T  N  Q  Q  R  A  S  A  
   1261 ggccaaatcagcgtgcaacctacattctcggtgcagagaaatctcccttttgagagagca 
        G  Q  I  S  V  Q  P  T  F  S  V  Q  R  N  L  P  F  E  R  A  
   1321 accgttatggcagcattcactgggaacacagagggaagaacatcagacatgagaaccgaa 
        T  V  M  A  A  F  T  G  N  T  E  G  R  T  S  D  M  R  T  E  
   1381 atcataaggataatggaaagtgcaagaccagaagatgtgtctttccaggggcggggagtc 
        I  I  R  I  M  E  S  A  R  P  E  D  V  S  F  Q  G  R  G  V  
   1441 ttcgagctctcggacgaaaaggcaacgagcccgatcgtgccttcctttgacatgagtaac 
        F  E  L  S  D  E  K  A  T  S  P  I  V  P  S  F  D  M  S  N  
   1501 gaaggatcttatttcttcggagacaatgcagaggagtatgacaattaa 1548    
        E  G  S  Y  F  F  G  D  N  A  E  E  Y  D  N  *  

 
ภาพท่ี 19  ลําดับนิวคลีโอไทด์และลําดับกรดอะมิโนของยีน NP ที่เช่ือมกบัส่วนของ histidine 6 โมเลกุล 

(แถบสีเทา)เป็นกรอบการอ่านรหัสเดียวกัน โดย * หมายถึง Stop codon 
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2. การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน NP   
 

เมื่อได้เช้ือแบคทีเรีย transformant E. coli สายพันธ์ุ DH5α ที่บรรจุพลาสมิด pQE_NP  จึง
เลี้ยงเช้ือในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะ Ampicillin 1 μg/ml ประมาณ 3 ช่ัวโมง 
หรือจนกว่าจะมีค่าความขุ่นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่ความยาวคลื่น 600 nm ประมาณ 0.5-0.7  จึงเติม
สารเหนี่ยวนํา IPTG ที่ปรับความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.2 mM  เพ่ือกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ
โปรตีน NP  เปรียบเทียบกับพลาสมิดควบคุม (control) ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่บรรจุพลาสมิด pQE ที่ไม่
มียีน NP เลี้ยงเช้ือภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 37oC ความเร็วรอบเขย่า 225 rpm  ผลจากการเก็บตะกอน
จากตะกอนเซลล์ที่ 6 ช่ัวโมง มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี SDS PAGE ปรากฏว่า โปรตีนจากแบคทีเรียที่
บรรจุพลาสมิด pQE_NP_5 แสดงแถบโปรตีนขนาดประมาณ 56 kDa  ขณะที่ไม่พบแถบโปรตีน
ดังกล่าวในตัวควบคุม ซึ่งในเบื้องต้นคาดว่าแถบโปรตีนที่พบเป็นโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่เกิดจาก
การแสดงออกของพลาสมิด pQE_NP_5 ซึ่งจะยืนยันด้วยวิธี Western blotting ต่อไป 
 
3. การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ใน E. coli 
 

เมื่อพบว่า pQE_NP_5 มีการแสดงออกของโปรตีน NP ใน E. coli ได้ทําการทดสอบหาความ
เข้มข้นสุดท้ายที่เหมาะสมของสาร IPTG ที่ระดับ 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 และ 1 mM ตามลําดับ 
ภายใต้สภาวะการเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 37oC และความเร็วรอบเขย่า 225 rpm เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 
และเก็บตะกอนมาตรวจวิเคราะห์ด้วย 8% SDS PAGE (ภาพที่ 20) พบว่า แถบโปรตีนรีคอมบิแนนท์ 
NP ที่ถูกกระตุ้นด้วยความเข้มข้น 0.2 mM IPTG มีความเข้มและชัดเจนมากท่ีสุด  ขณะที่แถบโปรตีน 
รีคอมบิแนนท์ NP ที่ถูกกระตุ้นด้วยความเข้มข้นอ่ืนๆ จางกว่ามาก ดังน้ัน ระดับความเข้มข้น  
0.2 mM IPTG จึงเหมาะสมในการเหน่ียวนําให้เกิดการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP 
 

จากการทดสอบเปรียบเทียบสภาวะอุณหภูมิแถบโปรตีนที่เหมาะสมในการเล้ียงเช้ือ โดย 
การกระตุ้นให้มีการแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ด้วย 0.2 mM IPTG ความเร็วรอบเขย่า  
225 rpm เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง  พบว่า สามารถสังเกตเห็นแถบโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ได้ชัดเจนที่สุด
ที่อุณหภูมิ 37oC  ขณะที่อุณหภูมิ 16 และ 25oC มีการแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP 
น้อยมาก 
 

จากน้ัน ทําการหาช่วงเวลาที่เหมาะสมภายใต้สภาวะการเหนี่ยวนําด้วย 0.2mM IPTG 
ที่อุณหภูมิ 37oC และความเร็วรอบเขย่า 225 rpm สําหรับเลี้ยงเช้ือโดยใช้ทดสอบหาระยะเวลาที่
เหมาะสม  พบว่า แถบของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP มีความเข้มและปริมาณเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลา 
การเลี้ยงเช้ือ ดังภาพที่ 21  จากผลการทดลองที่ได้สรุปได้ว่า สภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ
แบคทีเรีย E. Coli สายพันธ์ุ DH5α ที่บรรจุพลาสมิด pQE_NP_5 คือ การเหน่ียวนําด้วย 0.2 mM 
IPTG ที่อุณหภูมิ 37oC และความเร็วรอบเขย่า 225 rpm นาน 18-24 ช่ัวโมง 
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ภาพท่ี 20  8% SDS-PAGE แสดงแถบโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ

DH5α ที่บรรจุพลาสมิด pQE_NP_5 ซึ่งถูกเหน่ียวนําด้วยสาร IPTG ที่ความเข้มข้นระดับ
ต่างๆ ที่อุณหภูมิ 37 oC  โดยช่อง M แถบโปรตีนที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน 
(Protein marker)   ช่องที่ 1 แถบโปรตีนที่ไม่ถูกเหน่ียวนําด้วย IPTG  ช่องที่ 2 แถบ
โปรตีนที่ถูกเหน่ียวนําด้วย 0.05 mM IPTG  ช่องที่ 3 แถบโปรตีนที่ถูกเหน่ียวนําด้วย  
0.1 mM IPTG  ช่องที่ 4 แถบโปรตีนที่ถูกเหน่ียวนําด้วย 0.2 mM IPTG  ช่องที่ 5 แถบ
โปรตีนที่ถูกเหน่ียวนําด้วย 0.4 mM IPTG  ช่องที่ 6 แถบโปรตีนที่ถูกเหน่ียวนําด้วย 0.6 
mM IPTG  ช่องที่ 7 แถบโปรตีนที่ถูกเหน่ียวนําด้วย 1 mM IPTG 

M      1       2        3       4        5       6        7 kDa.  
250 

 
75 
 
 

50 
 

26 
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ภาพท่ี 21  8% SDS-PAGE แสดงแถบโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ

DH5α ที่บรรจุพลาสมิด pQE_NP ที่ช่วงระยะเวลาการเลี้ยงต่างๆ ที่อุณหภูมิ 37oC และ
กระตุ้นด้วย 0.2 mM IPTG  โดยช่อง M แถบโปรตีนที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุลมาตรฐาน 
(Protein marker)  ช่องที่ 1-7 แถบโปรตีนที่ถูกเหน่ียวนําเป็นเวลา 0, 4, 6, 8, 10, 18 
และ 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

 
4. การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนเบื้องต้น  
 

หลังจากเหน่ียวนําแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5 ให้เกิดการสร้างโปรตีนรีคอมบิแนนท์ 
NP ด้วยการเติม IPTG ที่ความเข้มข้น 0.2 mM ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง  เมื่อตรวจสอบ
รูปแบบการผลิตโปรตีนโดยวิธี 8% polyacrylamide gel electrophoresis  พบโปรตีน 
รีคอมบิแนนท์ NP ซึ่งมีขนาดประมาณ 56 kDa  โปรตีนที่ผลิตได้ส่วนใหญ่อยู่ในรูปของสารที่ไม่ละลาย
นํ้า insoluble protein เน่ืองจากแถบโปรตีนปรากฏชัดเจนในส่วนของตะกอนเซลล์ ซึ่งเป็นตัวแทน
ของ inclusion body ที่ต้องอาศัย Urea ความเข้มข้นสูงในการทําละลาย แต่ทั้งน้ียังสามารถตรวจ
พบแถบโปรตีนในส่วนที่ละลายนํ้า (soluble protein) ดังภาพที่ 22 
 

M      1      2       3       4       5       6       7 
kDa. 
250 
 

 
75 
 

50 
 

37 
 

25 
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ภาพท่ี 22  การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ผลิตได้จากเช้ือ E. coli สายพันธ์ุ 

DH5 โดยช่อง M แถบโปรตีนที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุลมาตรฐาน (Protein marker)  ช่อง
ที่ 1 แถบโปรตีนตะกอนเซลล์แบคทีเรีย (crude cell)  ช่องที่ 2 แถบโปรตีนที่ส่วนที่
ละลายนํ้าได้ (soluble protein)  ช่องที่ 3 แถบโปรตีนที่ส่วนที่ละลายนํ้าในสารละลาย  
8 M Urea (insoluble protein) 

 
5. การแยกโปรตีนรีคอมบิแนนท์NP ให้บริสุทธิ์ในสภาวะเสียสภาพธรรมชาติ (denaturing 
condition) 
 

ผลการทําให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีแอฟฟินิตีโครมาโตกราฟฟีผ่าน Nickle (Ni2+) column ในสภาวะ
เสียสภาพธรรมชาติด้วย denaturing buffer ที่มีส่วนประกอบของ 8 M urea ใน washing buffer 
และ elution buffer  หลังจากทําการแบ่งเก็บเป็นช่วงๆ (fraction) ได้แก่ สารละลายโปรตีนทั้งที่ยัง
ไม่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ (fraction S), ส่วนไหลหลังผ่านคอลัมน์ (fraction F), ส่วนไหลหลังจากล้าง
คอลัมน์ (fraction W1-W6) และส่วนไหลที่ได้จากการชะโปรตีน (fraction E1-E8)  นํามาตรวจสอบ
ด้วย 8% SDS-PAGE ได้ผลดังภาพที่ 23 พบว่า แถบโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ใน fraction F เข้ม
น้อยกว่า fraction S มาก  แสดงว่า โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่เช่ือมต่อกับ polyhistidine-tagged  
สามารถยึดจับกับ Ni2+ในคอลัมน์ได้  ขณะท่ีการล้างคอลัมน์สามารถลดปริมาณโปรตีนปนเป้ือนอ่ืนๆ 
(unwanted protein) ออกได้มาก และเมื่อทําการชะ (elute) โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP จะเร่ิมหลุด
ออกจากคอลัมน์ต้ังแต่ความเข้มข้นของ imidazole เป็น 50 mM พร้อมกับโปรตีนปนเป้ือนอ่ืนๆ ที่
หลงเหลือบางส่วนก็หลุดออกมาด้วยเช่นกัน และเมื่อชะโปรตีนด้วยความเข้มข้นของ imidazole เป็น 
100 และ 250mM ตามลําดับ จะเห็นว่า โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในแต่ละ fraction เริ่มบริสุทธ์ิ
มากข้ึน  ดังน้ัน จึงเลือก fraction ที่ปนเป้ือนโปรตีนอ่ืนน้อยที่สุดนํามารวมกันเมื่อทําการเพ่ิม 
ความเข้มข้นด้วยการป่ันเหว่ียงผ่านรูเยื่อกรองขนาด cut off 30 kDa ซึ่งยอมให้โมเลกุลที่มีขนาดน้อย

kDa. 
250 
 
 

75 
 

50 
 
 

37 
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  M       1       2      3 
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กว่า 30,000 kDa ผ่าน  ขณะที่โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ซึ่งมีขนาด 56 kDa และโปรตีนปนเป้ือนที่มี
ขนาดมากกว่าไม่สามารถผ่านได้ จึงทําให้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่แยกได้ยังไม่บริสุทธ์ิเพียงพอ 
 

โปรตีนในสภาวะที่เสียสภาพธรรมชาติละลายอยู่ในสารละลาย urea ที่มีความเข้มข้นสูงซึ่งไม่
เหมาะสมที่จะนําไปใช้  อีกทั้งความเข้มข้นของ urea ยังรบกวนปฏิกิริยาในการวัดปริมาณโปรตีนด้วย
วิธี Bradford จึงต้องทําการปรับลดความเข้มข้นของ urea ลง เพ่ือให้โปรตีนจะสามารถคืนสภาพ
ธรรมชาติได้ แต่จากการปรับลดความเข้มข้นของสารละลาย 8 M urea จนเหลือเท่ากับ 2 M urea 
กลับพบว่า โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP บางส่วนเกิดการตกตะกอน (partial aggregation) ทําให้
โปรตีนส่วนที่สามารถนําไปใช้ต่อมีปริมาณความเข้มข้นน้อยลงมากจากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน
ด้วยวิธี Bradford พบว่า ได้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ประมาณ 0.3 mg/ml 
 

เมื่อนําโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิมาตรวจสอบความจําเพาะกับทั้ง
antibody ต่อ anti-histidine tag และซีรัมแม่สุกรที่ได้รับเช้ือ SIV (SIV convalescent serum) 
ด้วยวิธี Western blot analysis พบว่า antibody ทั้งสองเกิดปฏิกิริยากับตําแหน่งของโปรตีน 
รีคอมบิแนนท์ NP ได้เช่นกัน  แม้โปรตีนจะมีลักษณะแบบ partial purification ก็ตาม ดังภาพที่ 24 
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ภาพท่ี 23  8% SDS-PAGE แสดงผลการแยกโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ให้บริสุทธ์ิในสภาวะเสียสภาพ

ธรรมชาติ โดยช่อง M แถบโปรตีนที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุลมาตรฐาน (Protein marker)  
ช่อง S แถบโปรตีนที่ยังไม่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ  ช่อง F แถบโปรตีนหลังผ่านคอลัมน์  
ช่อง W1 แถบโปรตีนส่วนไหลหลังจากล้างคอลัมน์ด้วย denaturing washing buffer 
ผสม 50 mM imidazole  ช่อง W2 แถบโปรตีนส่วนไหลหลังจากล้างคอลัมน์ด้วย 
denaturing washing buffer ผสม 100 mM imidazole  ช่อง E1, E3, E5 และ E7 แถบ
โปรตีนส่วนไหลหลังจากล้างคอลัมน์ด้วย denaturing washing buffer ผสม 250 mM 
imidazole  ช่อง NP1 แถบโปรตีนเข้มข้นที่ผ่านการแยกให้บรสิทุธ์ิใน 8 M Urea  ช่อง NP2
แถบโปรตีนเข้มข้นที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิใน 2 M Urea 

M      S     F    W1   W2   E1    E3     E5  E7  NP1    NP2  M 
kDa. 
250 

 
75 
 
 

50 
 
37 
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(A) (B) 

 
ภาพท่ี 24  Western blot analysis ตรวจสอบการทําปฏิกิริยาระหว่างโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ใน

สภาวะเสียสภาพธรรมชาติ และ (A) antibody ต่อ histidine tag และ (B) ซีรัมสุกรที่
ได้รับเช้ือ SIV (SIVcovalescent serum) บนแผ่น membrane โดยช่อง M แถบโปรตีน
ที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุลมาตรฐาน (Protein marker)  ช่อง C แถบโปรตีน E. coli ที่ถูก
เหน่ียวนําด้วย 0.2 mM IPTG (โปรตีนควบคุม)  ช่อง 1แถบโปรตีนที่ยังไม่ผ่านการแยกให้
บริสุทธ์ิ และช่อง 2 แถบโปรตีนเข้มข้นที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ 

 
6. การแยกโปรตีนรีคอมบิแนนท์NP ให้บริสุทธิ์ในสภาพธรรมชาติ (native condition) 
 

เน่ืองจากคุณลักษณะของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่แยกได้ไนสภาวะเสียสภาพธรรมชาติน้ัน
ไม่สามารถคืนสภาพธรรมชาติในสภาวะที่ปราศจาก 8 M urea ได้ และไม่เหมาะสมในการใช้
แอนติเจนสําหรับ ELISA  ดังน้ัน จึงนําโปรตีนส่วนที่สามารถละลายนํ้าได้ (soluble protein) มาแยก
ให้บริสุทธ์ิด้วยวิธีแอฟินิตีโครมาโตกราฟฟีในสภาวะรักษาสภาพธรรมชาติที่ปราศจากสารละลาย urea 
ใน washing buffer และ elution buffer โดยหลังจากเตรียมคอลัมน์และปรับสภาวะคอลัมน์ด้วย 
native washing buffer แล้ว  ปล่อยสารละลาย soluble protein ผ่านลงในคอลัมน์  ล้างคอลัมน์
ด้วย native washing buffer อย่างน้อย 500 ml และเริ่มทําการชะโปรตีนด้วยสารละลาย 
imidazole โดยค่อยๆ เพ่ิมความเข้มข้นของ imidazole เป็น 50, 100 และ 250 mM ตามลําดับ 
และแบ่งเก็บเป็นช่วงๆ (fraction) นํามาตรวจสอบด้วย 8% SDS-PAGE ปรากฏว่า สารละลายโปรตีน
ก่อนการทํา purification จะมีแถบความเข้มของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ปริมาณเล็กน้อยและมี
โปรตีนอ่ืนๆ (unwanted protein) ปนเป้ือนจํานวนมาก แต่หลังจากผ่าน Nickle column และล้าง
คอลัมน์ด้วย native washing buffer โปรตีนที่ปนเปื้อนส่วนใหญ่จะถูกล้างออกมาพร้อม native 
washing buffer  เมื่อทําการชะล้างด้วยสารละลายที่มีความเข้มข้นของ imidazol เท่ากับ 50 และ 
100 mM จะเห็นสารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP บางส่วนเร่ิมหลุดออกมา (ภาพที่ 25) 
เมื่อชะล้างด้วยความเข้มข้นของ imidazol เท่ากับ 250 mM โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ส่วนใหญ่จะ

 M       C          1         2          M        C        1           2 

50 

kDa 
75 

50 

kDa 
75 
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หลุดออกมาจากคอลัมน์และมีความบริสุทธ์ิมาก  จากน้ันจึงเก็บช่วง(fraction) โปรตีนที่มีความบริสุทธ์ิ
มากมารวมกันเพ่ือเพ่ิมความเข้มข้น (concentrate) และกําจัดความเข้มข้นของ imidazole และ 
-mercaptonethanol ผ่านหลอดทําความเข้มข้น (Ultrafiltration) ที่มีขนาดรูเย่ือกรองเลือกผ่าน 
(cut off) 30 kDa  นําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4C นาน 10 นาที จะได้
สารละลายโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่บริสุทธ์ิและเข้มข้นข้ึน ซึ่งเก็บรักษาสภาพด้วยสาร PMSF และ
20% glycerol  จากน้ันทําการวัดโปรตีนด้วยชุดนํ้ายาสําเร็จรูป BCATM Protein Assay Kit  
ได้ค่าความเข้มข้นของโปรตีนประมาณ 1.5 mg/ml 
 

การแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิในสภาพธรรมชาติมีปริมาณโปรตีนที่สามารถนําไปใช้ได้ 
(1.5 μg/ml) มากกว่าการแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิในสภาวะเสียสภาพธรรมชาติ (0.3 μg/ml จาก
ปริมาณ E. coli culture เร่ิมต้น 2 ลิตร)  เมื่อนําโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ
ในสภาพธรรมชาติมาตรวจสอบความจําเพาะต่อ antibody ต่อ histidine tag และ ซีรัมแม่สุกรที่
ได้รับเช้ือ SIV (SIV covalescent serum) ด้วยวิธี Western blot analysis พบว่า antibody ทั้ง
สองเกิดปฏิกิริยาอย่างจําเพาะกับตําแหน่งของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ขนาด 56 kDa เพียงแถบ
เดียว ดังภาพที่ 26 
 

ผลทดสอบช้ีให้เห็นว่า โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่แยกให้บริสุทธ์ิในสภาพธรรมชาติน้ัน 
สามารถทําปฏิกิริยากับซีรัมแม่สุกรที่ได้รับเช้ือ SIV ได้ดี ดังน้ัน จึงสามารถนํามาใช้เป็นแอนติเจน
สําหรับการพัฒนาชุดทดสอบ NP ELISA เพ่ือตรวจวินิจฉัยซีรัมของสุกรที่สงสัยว่ามีการติดเช้ือ SIV 
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ภาพท่ี 25  8% SDS-PAGE แสดงผลการแยกโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ให้บริสุทธ์ิในสภาพธรรมชาติ 

โดยช่อง M แถบโปรตีนที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุลมาตรฐาน (Protein marker)  ช่อง S 
แถบโปรตีนที่ยังไม่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ  ช่อง F แถบโปรตีนหลังผ่านคอลัมน์  ช่อง W1 
แถบโปรตีนส่วนไหลหลังจากล้างคอลัมน์ด้วย native washing buffer  ช่อง W2 แถบ
โปรตีนส่วนไหลหลังจากล้างคอลัมน์ด้วย native washing buffer ผสม 50mM 
imidazole  ช่อง W3 แถบโปรตีนส่วนไหลหลังจากล้างคอลัมน์ด้วย native washing 
buffer ผสม 100 mM imidazole ช่อง E1, E3, E5, E7 และ E8 แถบโปรตีนที่ถูกชะ
ด้วย native washing buffer ผสม 250 mM imidazole และช่อง NPแถบโปรตีน
เข้มข้นที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  M      S      F     W1   W2   W3   E1   E3   E5   E7   E8    NP  
kDa. 
250 
 
 
 

75 
 

50 
26 
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ภาพท่ี 26  Western blot analysis ตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ใน

สภาพธรรมชาติและ (A) antibody ต่อ Histidine tag และ (B) ซีรัมสุกรที่ได้รับเช้ือ SIV 
(SIVconvalescent serum) โดยช่อง M แถบโปรตีนที่ทราบนํ้าหนักโมเลกุลมาตรฐาน 
(Protein marker)  ช่อง C แถบโปรตีน E. coli ที่ถูกเหน่ียวนําด้วย 0.2 mM IPTG 
(โปรตีนควบคุม)  ช่อง 1 แถบโปรตีนที่ยังไม่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ และช่อง 2 แถบ
โปรตีนเข้มข้นที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิ  

 
7. การทดสอบหาแอนติบอดีต่อเชื้อ SIV ในซีรัมสุกรด้วยวิธี Immunofluorescent assay (IFA) 
 

จากการเพาะเ ล้ียงเ ช้ือไวรัส ไข ้หว ัดส ุกรA/swine/Thailand/KU-1/09(H1N1) และ 
A/swine/Thailand/KU21/07 (H3N2) ในเซลล์ MDCK ซึ่งมีลักษณะเป็น monolayerและ 
ตรวจลักษณะพยาธิสภาพในเซลล์ ดังภาพที่ 27 ปรากฏว่า เซลล์ที่ติดเช้ือ SIV ชนิด H1N1 แสดง 
การเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ (cytopathic effect; CPE) ขึ้นอย่างรวดเร็วโดยพบต้ังแต่ 
24 ช่ัวโมงแรก  ขณะที่เซลล์ที่ติดเช้ือ SIV ชนิด H3N2 เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะพยาธิสภาพ 
ของเซลล์อย่างช้าๆ หลังการติดเช้ือ โดยเฉลี่ยประมาณ 48 ช่ัวโมงเมื่อเซลล์เกิด CPE ประมาณ  
50-60 เปอร์เซ็นต์  ทําการตรึงเซลล์ด้วย absolute methanol และนํามาตรวจสอบการทําปฏิกิริยา
กับตัวอย่างซีรัมสุกรด้วยวิธี IFA อ่านผลภายใต้กล้อง fluorescent microscope โดยพบว่า ซีรัมสุกร
ที่สงสัยว่าได้รับเช้ือ SIV จะทําปฏิกิริยากับเช้ือ SIV ที่อยู่ภายในเซลล์ MDCK จะเห็นได้จากเซลล์ติด
เช้ือไวรัสจะเรืองแสงสีเขียวสว่าง (bright green applefluorescence)  ขณะที่ซีรัมแม่สุกรที่ปลอด
การติดเช้ือ SIV จะไม่พบการเรืองแสงภายในเซลล์ ดังภาพที่ 28 

 
 
 
 

 

  M      C       1        2 
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75 

50 
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75 
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  M       C        1        2 
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(A) (B) 
 
ภาพท่ี 27  (A) ลักษณะของ MDCK cells ปกติและ (B) เซลล์ MDCK ที่ติดเช้ือไวรัส SIV และเกิด

ลักษณะ CPE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) (B) 
 
ภาพท่ี 28  ลักษณะของเซลล์ที่ติดสี fluorescien เมื่อทดสอบด้วยวิธี IFA (A) เซลล์ MDCK ที่ไม่มี

การติดเช้ือเมื่อทดสอบ IFA จะไม่มีการเรืองแสงและ (B) เซลล์ MDCK ที่ติดเช้ือไวรัส SIV 
เกิดลักษณะ CPE เมื่อทดสอบ IFA จะการเรืองแสงสีเขียวสว่าง (bright green apple 
fluorescence) 
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8. ผลการคัดเลือกซีรัมสุกรด้วย IFA 
 

ตัวอย่างซีรัมแม่สุกรที่เก็บระหว่างปี พ.ศ. 2552-2553 จากฟาร์มต่างๆ ในจังหวัดลพบุรี
จํานวน 219 ตัวอย่าง, นครราชสีมา จํานวน 315 ตัวอย่าง, ชลบุรี จํานวน 332 ตัวอย่าง, เชียงใหม่ 
จํานวน 386 ตัวอย่าง และสงขลา จํานวน 296 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวแทนของสุกรในแต่ละภาค  
รวมจํานวนทั้งสิ้น 1,548 ตัวอย่าง  ผลการคัดเลือกซีรัมว่า เป็นลบหรือบวกด้วยวิธี IFA (ตารางที่ 6)  
พบว่า  ตัวอย่างซีรัมที่แสดงผลบวกชัดเจน (SIV positive) จํานวน 1,154 ตัวอย่าง, แสดงผลลบ 
(SIVnegative) จํานวน 91 ตัวอย่าง, แสดงผลที่ไม่ชัดเจน (unclear) จํานวน 290 ตัวอย่าง และ
ตัวอย่างสูญหาย (missing) จํานวน 13 ตัวอย่าง 
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ตารางที่ 6  ผลการตรวจหาแอนติบอดีของตัวอย่างซีรัมแม่สุกรจากจังหวัดต่างๆต่อ SIV โดยวิธี IFA 
 

 
 
 
 
 
 
 

 จํานวนตัวอย่างซีรัมแม่สุกร (ตัวอย่าง) ปี 
(พ.ศ.) จังหวัด ผลบวก ผลลบ ไม่ชัดเจน สูญหาย รวม 

ลพบรุ ี 138 10 27 0 175 
สงขลา 175 8 35 1 219 
ชลบรุ ี 196 7 19 2 224 

เชียงใหม่ 105 33 97 2 237 
2552 

นครราชสีมา 160 10 29 4 203 
ลพบรุ ี 39 0 4 0 43 
สงขลา 83 5 8 0 96 
ชลบรุ ี 68 9 28 4 109 

เชียงใหม่ 109 4 36 0 149 
2553 

นครราชสีมา 81 5 7 0 93 
 รวม 1,154 91 290 13 1,548 
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9. การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยากันระหว่างแอนติเจน NP และซีรัมด้วยวิธี 
checkerboard titration 
 

แอนติเจน NP ที่ผ่านการแยกให้บริสุทธ์ิถูกนํามาทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ใช้ใน
การตรวจสอบภูมิคุ้มกันต่อโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในซีรัมสุกรที่ให้ผลเป็นบวกอย่างแรง (strong 
positive serum) ด้วยวิธี checker-board titration โดยแอนติเจน NP ถูกเจือจางให้มีความเข้มข้น
เป็น 32, 16, 8, 4, 2, 1 0.5 และ 0.25 μg/ml ตามลําดับ  ขณะที่ strong positive serum ถูกเจือ
จางแบบ serial two-fold dilution  ต้ังแต่ที่ระดับการเจือจาง 1 : 10  ถึง 1 : 10,240 ดังตารางที่ 7 
พบว่า ความเข้มข้นของแอนติเจน NP ที่ระดับตํ่าสุดที่สามารถตรวจพบปฏิกิริยาที่ให้ผลบวกอย่าง
ชัดเจนในการทดสอบกับ strong positive serum คือ ที่ความเข้มข้นแอนติเจนNP ที่ 1 μg/ml 
ซึ่งแสดงค่า OD 405 ที่แตกต่างอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุม (control) ดังน้ัน จึงใช้
แอนติเจนที่ 1 μg/ml สําหรับเคลือบเพลต 
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ตารางที่ 7  แสดงค่า OD405 ของการตรวจสอบหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างแอนติเจน NP และ ซรีัมสุกร (strong positive serum) ของ NP ELISAด้วยวิธี 
checkerboard titration 

 

 
C หมายถึง ชุดควบคุม (Control) ซึ่งไม่เติมซีรัมสุกร 
 
 
 
 
 
 
 

ซีรัมสุกร (strong positive serum) NP Ag 
(μg/ml) 1: 10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 1:5120 1:10240 C 

32 3.06 2.996 2.825 2.695 2.509 2.019 1.802 1.709 1.549 1.422 1.406 0.509 
16 2.815 2.695 2.534 2.441 2.184 1.729 1.521 1.299 1.137 1.128 1.138 0.573 
8 2.768 2.62 2.509 2.341 2.157 1.618 1.414 1.122 1.104 0.934 0.915 0.511 
4 2.659 2.495 2.504 2.244 2.05 1.49 1.168 1.011 0.863 0.828 0.795 0.519 
2 2.572 2.425 2.376 2.196 1.993 1.35 1.039 0.932 0.858 0.773 0.742 0.517 
1 2.652 2.519 2.429 2.198 2.024 1.395 1.125 0.981 0.898 0.844 0.869 0.513 

0.5 2.589 2.413 2.358 2.187 1.905 1.203 0.913 0.832 0.824 0.741 0.789 0.495 
0.25 2.68 2.413 2.467 2.082 2.078 1.26 1.038 0.969 0.903 0.881 0.807 0.493 
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10. การหาความเข้มข้นของสารละลายเจือจาง (Diluent) ที่เหมาะสม 
 

เมื่อเคลือบเพลตด้วยแอนติเจน NP ความเข้มข้น 1 μg/ml บ่มให้ทําปฏิกิริยากับตัวอย่างซีรัม 
SIV ที่เจือจางด้วยสารเจือจาง (diluents ) ดังน้ี 0.1% milk diluents (Sigma) 0.1, 1, 2 และ 5% 
Skim milk ในอัตราส่วน 1 : 100 และจับอย่างจําเพาะกับ conjugate ซึ่งเจือจางด้วย diluents 
ชนิดเดียวกัน ซึ่งได้ทําการทดลองตามแผนผังของตารางที่ 8 พบว่า ทุกความเข้มข้นของ skim milk 
diluents สามารถลด background ได้ดีกว่า milk diluents และ skim milk ที่ความเข้มข้น  
5% สามารถลด background ได้ดีที่สุด ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างระหว่างซีรัม SIV เป็นบวกและ
ลบได้ชัดเจนขึ้น (ตารางที่ 9-13) ผลของ ELISA เมื่อใช้ 5% skim milk เป็นสารเจือจางได้แสดงไว้ใน
ภาพที่ 29 
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ตารางที่ 8  แผนผังตัวอย่างซีรัมบวก (Pos) และลบ (Neg) ที่ใช้ทดสอบหาความเข้มข้นของสารละลายเจือจางที่เหมาะสม 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Ctrl Neg 4 Neg 8 Neg 12 Neg16 Neg 20 Pos 1 Pos 5 Pos 9 Pos 13 Pos 17 Pos 21 
B Ctrl Neg 4 Neg 8 Neg 12 Neg16 Neg 20 Pos 1 Pos 5 Pos 9 Pos 13 Pos 17 Pos 21 
C Neg 1 Neg 5 Neg 9 Neg 13 Neg 17 Neg 21 Pos 2 Pos 6 Pos 10 Pos 14 Pos 18 Pos 22 
D Neg 1 Neg 5 Neg 9 Neg 13 Neg 17 Neg 21 Pos 2 Pos 6 Pos 10 Pos 14 Pos 18 Pos 22 
E Neg 2 Neg 6 Neg 10 Neg 14 Neg 18 Neg 22 Pos 3 Pos 7 Pos 11 Pos15 Pos19 Pos 23 
F Neg 2 Neg 6 Neg 10 Neg 14 Neg 18 Neg 22 Pos 3 Pos 7 Pos 11 Pos15 Pos19 Pos 23 
G Neg 3 Neg 7 Neg 11 Neg 15 Neg 19 Neg 23 Pos 4 Pos 8 Pos 12 Pos 16 Pos 20 Pos 24 
H Neg 3 Neg 7 Neg 11 Neg 15 Neg 19 Neg 23 Pos 4 Pos 8 Pos 12 Pos 16 Pos 20 Pos 24 

 
หมายเหตุ  Ctrl = หลุมควบคุม 

Neg = ซีรัมลบ 
Pos = ซีรัมบวก 
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ตารางที่ 9  ค่า OD ของซีรัม ตามแผนผังในตารางที่ 8 ถูกเจือจางด้วย 0.1% milk diluents 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0.1223 0.6986 0.8942 0.9109 0.7552 0.9394 2.2223 1.8978 1.7556 1.7263 1.9224 1.7927 
B 0.1139 0.6654 0.8596 0.8375 0.7136 1.0035 2.0154 1.6729 1.8151 1.7115 1.8976 1.7585 
C 0.3517 0.6683 1.2752 0.838 0.8192 1.0564 1.9826 1.5275 1.7556 1.4903 1.3747 1.9758 
D 0.3293 0.7057 1.2887 0.7935 0.7977 1.0455 1.7292 1.6677 1.672 1.551 1.3493 1.8254 
E 0.5566 0.7924 0.9169 0.8076 0.726 1.2209 2.0459 1.9605 1.8573 1.7572 1.8173 1.8892 
F 0.638 0.7572 0.9215 0.7982 0.7113 1.1648 1.9418 1.7525 1.6066 1.7997 1.8514 1.8365 
G 0.8106 0.7666 0.9282 0.8747 0.5952 0.9933 1.9543 1.792 1.9959 2.0021 1.7327 2.0547 
H 0.7881 0.7367 0.8875 0.8521 0.6088 0.9641 1.8568 1.905 1.9531 1.895 1.8174 2.0918 
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ตารางที่ 10  ค่า OD ของซีรัม ตามแผนผังในตารางที่ 8 ถูกเจือจางด้วย 0.1% Skim milk  
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0.0738 0.531 0.9564 0.5621 0.296 0.4265 1.4133 1.7107 1.4612 1.6144 1.6869 1.1172 
B 0.0699 0.5877 0.9247 0.5392 0.2827 0.3883 1.3245 1.561 1.3331 1.5375 1.6327 1.0975 
C 0.3933 0.4343 0.4314 0.4533 0.3165 0.3651 0.8928 1.4912 1.3884 1.6237 1.5864 1.1721 
D 0.3938 0.4411 0.4499 0.4582 0.3243 0.3604 0.8938 1.5093 1.4115 1.6336 1.5635 1.202 
E 0.3101 0.3863 0.6027 0.3639 0.2836 0.7245 1.2382 1.315 1.4282 1.5101 1.149 1.6531 
F 0.3148 0.4549 0.6030 0.3716 0.2896 0.764 1.294 1.2537 1.4329 1.4323 1.1554 1.6376 
G 0.4105 0.4416 0.2567 0.2866 0.2953 0.1356 1.4236 1.6623 1.3491 1.469 1.1525 1.757 
H 0.4127 0.7931 0.2895 0.2923 0.293 0.131 1.4381 1.739 1.4301 1.4668 1.186 1.7753 
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ตารางที่ 11  ค่า OD ของซีรัม ตามแผนผังในตารางที่ 8 ถูกเจือจางด้วย 1% Skim milk  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0.065 0.6081 0.8522 0.8477 0.5526 1.0569 1.8943 1.5159 1.3691 1.4665 1.4557 1.394 
B 0.0708 0.6145 0.8314 0.867 0.589 1.1715 1.753 1.4831 1.4123 1.5014 1.3367 1.3869 
C 0.2894 0.7785 0.5707 0.7145 0.7074 0.7762 1.4478 1.2023 1.39 1.0458 0.9076 1.3216 
D 0.2618 0.7644 0.5612 0.7163 0.8135 0.7824 1.3643 1.1824 1.3133 0.9892 0.9092 1.2936 
E 0.5793 1.019 0.7242 0.7 0.641 1.0717 1.3584 1.3989 1.5554 1.2348 1.4278 1.4426 
F 0.6052 0.9735 0.7263 0.6816 0.5708 1.0498 1.3409 1.3532 1.4344 1.1772 1.3931 1.4099 
G 0.6875 0.6756 0.7707 0.6478 0.561 0.7864 1.1391 1.2449 1.6264 1.1263 1.3224 1.2522 
H 0.6831 0.6929 0.8299 0.6581 0.5186 0.7342 1.2624 1.2224 1.529 1.1854 1.3195 1.2686 
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ตารางที่ 12  ค่า OD ของซีรัม ตามแผนผังในตารางที่ 8 ถูกเจือจางด้วย 2% Skim milk  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0.0649 0.5013 0.6213 0.5116 0.5314 0.7554 1.619 1.4429 1.3255 1.268 1.3259 1.6311 
B 0.0583 0.4627 0.6476 0.5033 0.4922 1.0312 1.557 1.3508 1.2703 1.4696 1.3183 1.253 
C 0.2231 0.6302 0.4477 0.6123 0.5023 0.612 1.249 0.9973 1.3296 0.9725 1.0133 1.521 
D 0.2137 0.6159 0.4647 0.6113 0.5022 0.6221 1.3041 1.003 1.2045 0.9499 1.0834 1.5273 
E 0.5007 0.7447 0.5736 0.5843 0.4947 1.009 1.0871 1.3948 1.2626 1.1939 1.5391 1.482 
F 0.4779 0.7529 0.5822 0.5827 0.5066 0.9798 1.143 1.3216 1.2191 1.1304 1.5549 1.4818 
G 0.587 0.6047 0.7444 0.5447 0.4898 0.7405 1.1759 1.1508 1.3093 1.2263 1.3721 1.2889 
H 0.6118 0.5463 0.7314 0.5046 0.517 0.6842 1.1071 1.161 1.4391 1.0404 1.4412 1.2823 
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ตารางที่ 13  ค่า OD ของซีรัม ตามแผนผังในตารางที่ 8 ถูกเจือจางด้วย 5% Skim milk  
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 0.0674 0.441 0.4555 0.4255 0.3758 0.6253 1.1233 1.07 0.9434 1.0545 0.8396 1.5362 
B 0.0558 0.4491 0.479 0.4838 0.4047 0.7376 1.2441 1.1288 0.8649 1.1295 0.8308 1.229 
C 0.1831 0.5311 0.3253 0.551 0.5069 0.5565 0.9931 0.6527 0.9914 0.6115 0.5401 1.4736 
D 0.1624 0.494 0.3398 0.5427 0.5032 0.5736 0.9619 0.6774 1.0768 0.6194 0.5401 1.6883 
E 0.403 0.6048 0.5957 0.4683 0.3437 0.6321 1.1979 1.1876 0.9504 0.9035 1.0332 1.0581 
F 0.3752 0.5587 0.5616 0.4458 0.3154 0.616 1.1578 1.0862 1.0421 0.8446 1.053 1.0864 
G 0.4928 0.4492 0.6165 0.4607 0.398 0.5426 0.8021 0.8337 1.3244 0.7223 1.0678 0.8247 
H 0.4891 0.4208 0.6483 0.433 0.3797 0.4529 0.7473 0.7698 1.2259 0.5731 0.9546 0.8799 
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ภาพท่ี 29  ผล ELISA แสดงสีของปฏิกิริยาเอนไซม์ในตัวอย่างลบ (คอลัมท์ที่ 1-6) และ ตัวอย่างบวก 

(คอลัมท์ที่ 7-12) ที่ถูกเจือจางด้วย5% skim milk 
 
11. การประเมินความคงที่ของ NP ELISA โดยวิธีการทดสอบซํ้า (Measurement of 
repeatability) 
 

เมื่อประเมินค่าความคงที่จากการทดสอบซ้ําด้วยวิธี intra-assay โดยใช้ทั้งซีรัมสุกรที่ให้ผล
บวก และผลลบต่อเช้ือ SIV ซึ่งทดสอบด้วยเทคนิค IFA  มาตรวจสอบด้วย NP ELISA พบว่า 
ค่าความคงที่เกิดข้ึนภายใน plate เดียวกันมีค่า % CV ซึ่งเป็นค่าเบ่ียงเบนไปจากค่าเฉลี่ยของทั้ง  
3 ซ้ําในเพลตเดียวกันเท่ากับ 4 โดยมีค่าผลต่าง OD อยู่ระหว่าง 0.2327 ถึง 1.3184 (ตารางที่ 14) 
 

ค่าความคงที่ที่เกิดข้ึนกับตัวอย่างเดียวกันซึ่งถูกทดสอบใน plate อ่ืนที่ได้จากการทดสอบซ้ํา
ด้วยวิธี inter-assay น้ัน มีค่าเฉล่ีย %CV เฉลี่ยเท่ากับ 10 ตารางที่ 15 แสดงถึง ค่าผลต่าง OD ทั้ง 
3 ซ้ํา ที่อยู่ต่าง plate กันของซีรัมจํานวน 15 ตัวอย่าง  ทั้งน้ีค่า CV ที่ได้จากการทดสอบทั้งสองน้ัน 
อยู่ในระดับที่ยอมรับได้ (acceptable level) 
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ตารางที่ 14  ค่าความคงที่ภายในเพลต ด้วยวิธี Intra-assay 
 

ค่า OD405 หมายเลข
ตัวอย่าง ตําแหน่งที่ 1 ตําแหน่งที่ 2 ตําแหน่งที่ 3 

ค่าเฉลี่ย OD %CV 

1- 0.2897 0.3023 0.3218 0.3045±0.016 5% 

2- 0.2872 0.2327 0.2737 0.2645±0.028 11% 

3- 0.3490 0.3525 0.3266 0.3427±0.014 4% 

4- 0.3237 0.3414 0.3385 0.3345±0.009 3% 

5- 0.3295 0.3074 0.3031 0.3133±0.014 5% 

6- 0.3307 0.3318 0.3547 0.3390±0.013 4% 

7- 0.2888 0.3049 0.2950 0.2962±0.008 3% 

8- 0.3726 0.3555 0.3963 0.3747±0.020 5% 

9- 0.3046 0.2861 0.3036 0.2980±0.014 3% 

10+ 0.9860 1.0724 1.0595 1.0393±0.046 4% 

11+ 0.9499 1.0748 1.0741 1.0329±0.071 7% 

12+ 0.8785 0.9672 0.8479 0.8978±0.062 7% 

13+ 0.9571 0.9591 0.9837 0.9666±0.014 2% 

14+ 0.9662 0.9578 0.9597 0.9612±0.004 0% 

15+ 1.3184 1.2652 1.2807 1.2881±0.027 2% 

ค่า OD ตํ่าสุด   0.2327 % CV ตํ่าสุด  =  0 

ค่า OD สูงสุด   1.0748 % CV สูงสุด  =  11 

ค่า ODเฉลี่ยรวม   0.6537 % CV เฉลี่ย   =   4 
 
หมายเหตุ (+) ตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลบวก (-) ตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลลบ เมื่อทดสอบด้วยวิธี IFA 
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ตารางที่ 15  ค่าความคงที่ระหว่างเพลต ด้วยวิธี Inter-assay 
 

 
หมายเหตุ (+) ตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลบวก (-) ตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลลบ เมื่อทดสอบด้วยวิธี IFA 

เพลตที่ 1  เพลตที่ 2  เพลตที่ 3 หมายเลข
ตัวอย่าง ค่าเฉลี่ยOD±SD %CV  ค่าเฉลี่ย OD±SD %CV  ค่าเฉลี่ย OD±SD %CV 

1- 0.3045±0.016 5%  0.3022±0.006 2%  0.3218±0.035 11% 
2- 0.2645±0.028 30%  0.2327±0.004 2%  0.2736±0.026 10% 
3- 0.3427±0.014 18%  0.3525±0.005 2%  0.3266±0.030 9% 
4- 0.3345±0.009 15%  0.3413±0.002 1%  0.3385±0.043 13% 
5- 0.3133±0.014 13%  0.3074±0.020 7%  0.3030±0.022 8% 
6- 0.3390±0.013 6%  0.3318±0.016 5%  0.3547±0.019 5% 
7- 0.2962±0.008 15%  0.3048±0.006 2%  0.2949±0.018 6% 
8- 0.3747±0.020 6%  0.3555±0.006 4%  0.3963±0.074 19% 
9- 0.2980±0.014 10%  0.2860±0.014 5%  0.3036±0.014 5% 

10+ 1.0393±0.046 2%  1.0724±0.013 8%  1.0595±0.098 9% 
11+ 1.0329±0.071 13%  1.0748±0.083 5%  1.0741±0.162 15% 
12+ 0.8978±0.062 28%  0.9672±0.052 24%  0.8478±0.228 27% 
13+ 0.9666±0.014 13%  0.9591±0.111 12%  0.9837±0.183 19% 
14+ 0.9612±0.004 9%  0.9578±0.120 13%  0.9596±0.049 5% 
15+ 1.2881±0.027 3%  1.2652±0.048 4%  1.2807±0.075 6% 

 % CV ต่ําสุด  =  2  % CV ต่ําสุด  =  1  % CV ต่ําสุด  =  5 
 % CV สูงสุด  =  30  % CV สูงสุด  =  24  % CV สูงสุด  =  27 
 % CV เฉลี่ย  =  12  % CV เฉลี่ย  =  6  % CV เฉลี่ย  =  11 
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12. การประเมินค่า cut-off ของ NP ELISA 
 

จากการคํานวณหาค่าจุดตัด (cut off) ที่เหมาะสมของ NP ELISA จากตัวอย่างซีรัมแม่สุกรที่
ถูกคัดแยกด้วยวิธี IFA (Gold standard) ซึ่งให้ผลบวกจํานวน 1,140 ตัวอย่าง และผลลบชัดเจน
จํานวน 90 ตัวอย่าง ด้วยวิธี Receiver operating characteristic (ROC) analysis ซึ่งเป็น 
การวิเคราะห์พ้ืนที่ใต้กราฟที่เกิดจากการ plot ระหว่าง sensitivity และ specificity ของ NP ELISA 
เมื่อเปรียบเทียบกับ IFA  จากน้ันพิจารณาพ้ืนที่ใต้จุดตัดกันของเส้น sensitivity และ 1-specificity 
ซึ่งอยู่ภายในเส้น intermediate range ดังภาพที่ 30 พบว่า ค่า cut-off  ที่เหมาะสมในการกําหนด
ผลการตรวจว่า เป็นบวกหรือลบคือ 0.5 ซึ่งมีค่า sensitivity เท่ากับ 93.4% และค่า specificity 
เท่ากับ 80.0 % ซึ่งถือว่าอยู่ในระดับที่ยอมรับได้ 
 

 
 
ภาพท่ี 30  กราฟ ROC แสดงจุดตัดของเส้น sensitivity และ1-specificity เพ่ือหาค่า cut-off ที่

เหมาะสมของ NP ELISA 
 
13. การเปรียบเทียบชุดตรวจสอบ NP ELISA ที่พัฒนาขึ้นกับวิธีการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค IFA 
 

เมื่อทดสอบตัวอย่างซีรัมจํานวน 1,230 ตัวอย่าง (n = 1,230) ด้วย NP ELISA จากน้ัน 
นําข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบกับผลจากเทคนิค IFA และคํานวณเพ่ือหาค่า degree of agreement 
หรือ Kappa (κ) value (ตารางที่ 16) พบว่า ตัวอย่างที่ให้ผลบวกเหมือนกันมีจํานวน 1,065 ตัวอย่าง
ให้ผลลบเหมือนกันจํานวน 72 ตัวอย่าง และให้ผลการตรวจที่แตกต่างกันจํานวน 93 ตัวอย่าง 
โดยกลุ่มที่ให้ผลบวกกับ IFA แต่ให้ผลลบกับ NP ELISA มีจํานวน 75 ตัวอย่าง  ตัวอย่างที่ให้ผลลบกับ 
IFA แต่ให้ผลบวก NP ELISA มีเพียง 18 ตัวอย่าง  ตัวอย่างที่ให้ผลบวกและลบตรงกันกับการทดสอบ
ทั้งสองวิธีมี 1,065 และ 72 ตัวอย่าง ตามลําดับ และเมื่อนําผลการตรวจสอบจากทั้งสองวิธีมาคํานวณ
ค่า kappa value พบว่า มีค่าเท่ากับ 0.568 โดยมีค่าความถูกต้อง (accuracy) เท่ากับ 92.4%  
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(P < 0.01) ซึ่งถือว่าอยู่ในระดับที่ยอมรับได้แสดงให้เห็นว่า NP ELISA ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพใน
การจําแนกซีรัมบวกและลบต่อเช้ือ SIV ได้ในระดับที่ยอมรับได้ 
 
ตารางที่ 16  การเปรียบเทียบผลการตรวจการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SIV ด้วยเทคนิค IFA 

และชุดทดสอบ NP ELISA 
 

 
14. รูปแบบการติดเชื้อ SIV ของสุกรในภาคต่างๆ ของประเทศไทย 
 

จากการตรวจหาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SIV ด้วย NP ELISA ในซีรัมแม่สุกรที่
เก็บจากฟาร์มต่างๆ ใน 5 จังหวัด ซึ่งเป็นตัวแทนของแต่ละภาคในประเทศไทย (ภาพท่ี31) ในช่วงปี 
2552-2553 ทั้งหมด 1,548 ตัวอย่าง โดยแยกเป็นภาคกลาง เก็บตัวอย่างจาก 6 ฟาร์ม ในเขตจังหวัด
ลพบุรี คือ ฟาร์มหมายเลข 3, 7, 9, 15, 26 และ 34 จํานวนรวม 219 ตัวอย่าง, ภาคตะวันออก   
เก็บตัวอย่างจาก 6 ฟาร์ม ในเขตจังหวัดชลบุรี คือ ฟาร์มหมายเลข 5, 10, 11, 12, 22 และ 27  
จํานวนรวม 328 ตัวอย่าง, ภาคเหนือ เก็บตัวอย่างจาก 9 ฟาร์มในเขตจังหวัดเชียงใหม่ คือ  
ฟาร์มหมายเลข 2, 6, 12, 14, 16, 21, 23, 25 และ 32 จํานวนรวม 369 ตัวอย่าง,   
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือเก็บตัวอย่างจาก 7 ฟาร์ม ในเขตจังหวัดนครราชสีมา คือ ฟาร์มหมายเลข 8, 
13, 18, 19, 20, 29 และ 33 จํานวนรวม 288 ตัวอย่าง และภาคใต้ เก็บตัวอย่างจาก 6 ฟาร์มในเขต
จังหวัดสงขลา คือ ฟาร์มหมายเลข 1, 4, 24, 28, 30 และ 31 จํานวนรวม 312 ตัวอย่าง  ทั้งน้ีมี
ตัวอย่างสูญหายรวมทั้ง 5 ภาค จํานวน 32 ตัวอย่าง พบว่า ตัวอย่างซีรัมแม่สุกรในแต่ละภาค 
มีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SIV สูงมากกว่า 90% (cut off  OD ≥ 0.5 ) ของจํานวนตัวอย่าง
ทั้งหมด โดยพบซีรัมที่ให้ผลบวกต่อ SIV ในภาคกลาง 94.52 %, ภาคตะวันออก 93.90 %, ภาคเหนือ 
89.97%, ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 96.88% และภาคใต้ 93.27% ตามลําดับ  ขณะที่ค่าเฉล่ีย OD 
ของซีรัมในแต่ละภาคดังกล่าวน้ีไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 17) 
 
 
 

   IFA  (Gold standard)  
 Cut off  + - Total 

 0.5 + 1,065 18 1,083 
ELISA 

 0.5 - 75 72 147 
 Total  1,140 90 1,230 
κ 0.568 
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ภาพท่ี 31  ตําแหน่งการเก็บตัวอย่างซีรัมแม่สุกรในจังหวัดต่างๆ ของแต่ละภาคของประเทศไทย 

จ. ลพบรุ ี
 
จ. ชลบุร ี
 
จ. เชียงใหม่ 
 
จ. นครราชสมีา 
 
จ. สงขลา 
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ตารางที่ 17  เปอร์เซ็นต์ผลตรวจการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ SIV และค่าเฉล่ีย OD จากผล NP 
ELISA ของตัวอย่างซีรัมที่เก็บจากจังหวัดต่างๆ ในแต่ละภาคของปี 2552 และปี 2553 

 
ผลตรวจภูมิคุ้มกันต่อ SIV 

ด้วย NP ELISA จังหวัด/ภาค 
(จําวนฟาร์ม) ตัวอย่างลบ 

(%) 
ตัวอย่างบวก 

(%) 

รวม 
 

(ตัวอย่าง) 

ค่าเฉลี่ย  
OD + SD 

ลพบรุี / กลาง (6) 12 (5.48%) 207(94.52%) 219 0.865+0.18 
ชลบรุ ี/ ตะวันออก (6) 20 (6.10%) 308 (93.90%) 328 0.860+0.15 
เชียงใหม่ / เหนือ (9) 37 (10.03%) 332 (89.97%) 369 0.661+1.4 

นครราชสีมา /
ตะวันออกเฉียงเหนือ (7) 

9 (3.13%) 279 (96.88%) 288 0.834+1.6 

สงขลา / ใต้ (6) 21 (6.73%) 291 (93.27%) 312 0.822+0.15 
รวม 99 1,417 1,516  

 
จากการเปรียบเทียบค่า OD จากผลการตรวจ NP ELISA เป็นคู่ในแต่ละเดือนหรือตามราย

ฟาร์มด้วยวิธี Tukey's Studentized Range (HSD) HOC comparison โดยแยกผลการวิเคราะห์
เป็นภาคได้ผล ดังน้ี 
 

14.1 รูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคกลาง  
 

เก็บตัวอย่างซีรัมจากฟาร์มต่างๆ ในจังหวัดลพบุรี ซึ่งเป็นตัวแทนภาคกลาง ได้แก่  
ฟาร์มหมายเลข 3, 7, 9 และ15 อยู่ในเขตตําบลเดียวกัน  ในขณะที่ฟาร์มหมายเลข 26 และ 34 อยูใ่น
เขตตําบลเดียวกัน  ผลการวิเคราะห์ค่าเฉล่ีย OD จากผลการตรวจ NP ELISA ในแต่ละเดือน พบว่า  
ปี 2552 มีตัวอย่างทั้งหมด 175 ตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD รวมเท่ากับ 0.883 และแต่ละช่วงเดือนมี
ค่าเฉลี่ย OD แตกต่างกัน (P < 0.05) โดยที่ค่าเฉลี่ย OD สูงสุด (1.070) อยู่ที่เดือนกรกฎาคมซึ่ง
แตกต่างจากเดือนมกราคม, พฤษภาคม และตุลาคม อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P <0.05) ส่วน
ค่าเฉล่ีย OD ของเดือนมกราคม, พฤษภาคม และตุลาคม ไม่มีความแตกต่างกัน (P <0.05) และในปี 
2553 มีจํานวนตัวอย่างทั้งหมด 44 ตัวอย่างค่าเฉล่ีย OD รวมท้ังปีเท่ากับ 0.851 โดยที่ค่าเฉล่ีย OD 
ของเดือนมีนาคม มิถุนายน และ และตุลาคมไม่มีความแตกต่างกัน (P <0.05) ดังตารางที่ 18 
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ตารางที่ 18  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรในภาคกลาง ของปี 2552 และปี 2553 
 

ปี 2552 ปี 2553 
เดือน จํานวน

ตัวอย่าง 
ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

เดือน จํานวน
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

มกราคม 60 0.793b+0.28 มีนาคม 19 0.873+0.31 
พฤษภาคม 50 0.895b+0.22 มิถุนายน 14 0.832+0.36 
กรกฏาคม 38 1.070a+0.23 กันยายน 11 0.836+0.30 
ตุลาคม 27 0.801b+0.43    
รวม 175 0.883  44 0.851 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a และ b ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) 
 

วิเคราะห์ค่าเฉล่ีย OD ตามรายฟาร์ม ในปี 2552 (ตารางที่ 18) พบว่าค่า OD  
ของฟาร์ม 9 และฟาร์ม 26 มีค่าเฉลี่ย OD ตํ่าที่สุด และแตกต่างจากฟาร์ม 3 ซึ่งมีค่าเฉลี่ย OD  
สูงที่สุดอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05)  ถึงแม้ว่า ที่ต้ังของฟาร์ม 26 และ 34 จะอยู่ในตําบลเดียวกัน
แต่มีค่า OD แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม ในปี 2553 พบว่า ค่าเฉลี่ย OD ในแต่ละฟาร์มไม่มีความ
แตกต่างกัน (P <0.05) ดังตารางที่ 19 
 
ตารางที่ 19  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรในแต่ละฟาร์มในภาคกลางระหว่างปี 2552 ถึง 2553 
 

2552 2553 
หมายเลขฟาร์ม

จํานวนตัวอย่าง
ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

จํานวนตัวอย่าง 
ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

3 30 0.988b+0.30 - - 
7 27 0.920bc+0.25 14 0.694+0.25 
9 30 0.793ac+0.32 3 0.822+0.45 
15 31 0.923bc+0.28 3 0.831+0.43 
26 28 0.727a+0.33 13 1.030+0.21 
34 29 0.943bc+0.25 11 0.852+0.38 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b และ c ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ  

(P< 0.05) 
 
 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ย OD ของแต่ละฟาร์มในเดือนที่เก็บตัวอย่างเพ่ือ
แสดงรูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคกลาง พบว่า มีรูปแบบดังภาพที่ 32 ซึ่งเห็นชัดว่าสุกรมี
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ภูมิคุ้มกันต่อ NP ทุกช่วงของปี โดยจะมีระดับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันสูงที่สุดในช่วงเดือน 
กรกฎาคม 
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ภาพที่ 32  รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัมที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคกลางในแต่ละช่วงเดือน 
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14.2 รูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคตะวันออก 
 

จากการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย OD ของภาคตะวันออก โดยเก็บตัวอย่างจากฟาร์มต่างๆ 6 
ฟาร์ม ได้แก่ ฟาร์ม 5, 11, 22 และ 27 อยู่ในเขตอําเภอเดียวกัน และฟาร์ม 10 และ 17 อยู่ในเขต
อําเภอเดียวกัน พบว่า ปี 2552 มี 224 ตัวอย่าง  เมื่อวิเคราะห์ความแตกต่างของ OD ของซีรัมที่เก็บ
ในช่วงเดือนต่างๆ พบว่า มีค่าเฉล่ีย OD รวมเท่ากับ 0.948 โดยเดือนพฤษภาคม 2552 มีค่าเฉล่ีย OD 
ตํ่าที่สุด และแตกต่างจากเดือนกรกฎาคมซ่ึงมีค่าเฉล่ียสูงสุดอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
ในขณะที่ เดือนมกราคมและตุลาคมไม่มีความแตกต่างกัน (P < 0.05) และในปี 2553 มี 104 
ตัวอย่าง  ค่าเฉลี่ย OD รวมเท่ากับ 0.689 และมีค่าเฉลี่ยสูงที่สุดในเดือนกันยายนซึ่งแตกต่างจากเดือน
มีนาคมและมิถุนายน ดังตารางที่ 20  ผลการวิเคราะห์ค่าเฉล่ีย OD ตามรายฟาร์ม พบว่า ในปี 2552 
ฟาร์ม 5 และฟาร์ม 10 มีค่าเฉลี่ยแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (P < 0.05)  ขณะที่ในปี 2553 ค่าเฉล่ีย 
OD ของแต่ละฟาร์มไม่แตกต่างต่อกัน (P < 0.05) ดังตารางที่ 21 
 
ตารางที่ 20  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมจากสุกรในภาคตะวันออก ของปี 2552 และปี 2553 
 

ปี  2552 ปี 2553 
เดือน จํานวน

ตัวอย่าง 
ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

เดือน จํานวน
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

มกราคม (1) 58 0.922b+0.22 มีนาคม (3) 39 0.606b+0.27 
พฤษภาคม (5) 62 0.736c+0.24 มิถุนายน (6) 34 0.664b+0.27 
กรกฏาคม (7) 52 1.157a+0.25 กันยายน (9) 31 0.821a+0.19 
ตุลาคม (10) 52 1.021b+0.28    

รวม 224 0.948  104 0.689 
 
ตารางที่ 21  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรของฟาร์มในภาคตะวันออกของปี 2552 และปี 2553 
 

2552 2553 
หมายเลขฟาร์ม 

จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD 

5 38 0.613a+0.26 27 0.898a+0.25 
10 42 0.815b+0.34 23 0.931a+0.23 
11 35 0.648ab+0.26 9 0.894a+0.30 
17 36 0.629ab+0.28 15 1.053a+0.26 
22 38 0.724ab+0.28 12 0.943a+0.21 
27 35 0.654ab+0.30 18 0.975a+0.31 
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เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉล่ีย OD ของแต่ละฟาร์มในแต่ละเดือนเพ่ือ

แสดงรูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคตะวันออก พบว่า มีรูปแบบดังภาพที่ 33 ซึ่งเห็นชัดว่า 
สุกรการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ NP ทุกช่วงของปี โดยจะมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันสูงที่สุด
ในช่วงเดือนกรกฎาคม 
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ภาพที่ 33  รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัมที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคตะวันออกในแต่ละช่วงเดือน 
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14.3 รูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคเหนือ 
 

ผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย OD ในแต่ละเดือนของภาคเหนือ โดยเก็บตัวอย่างจากฟาร์ม
ต่างๆ 9 ฟาร์ม ได้แก่ ฟาร์ม 2,12, 21และ 32 อยู่ในเขตอําเภอเดียวกัน ฟาร์ม 6 และ 12 อยู่ในเขต
อําเภอเดียวกัน และฟาร์ม 14 และ 23 อยู่ในเขตอําเภอเดียวกัน พบว่า ปี 2552 มี 229 ตัวอย่าง  
ค่าเฉล่ีย OD รวมของซีรัมที่เก็บในช่วงเดือนต่างๆ เท่ากับ 0.628 โดยเดือนพฤษภาคมและตุลาคมมี
ค่าเฉล่ีย OD ตํ่าสุด และไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) ซึ่งแตกต่างจากเดือนมกราคม
และกรกฎาคมท่ีมีค่าเฉลี่ย OD สูงกว่าอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) และในปี 2553 มี 140 ตัวอย่าง  
ค่าเฉล่ีย OD รวมเท่ากับ 0.730 และในเดือนมิถุนายนมีค่าเฉล่ียสูงแตกต่างจากเดือนมีนาคมและ
กันยายน ดังตารางที่ 22  เมื่อวิเคราะห์ผลค่าเฉลี่ย OD ของแต่ละฟาร์ม พบว่า ในปี 2552 พบว่า 
ฟาร์ม 6 และฟาร์ม 14 มีค่าเฉลี่ยแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (P = 0.05)  ขณะที่ในปี 2553  
แต่ละฟาร์มไม่มีความแตกต่างต่อกันแต่อย่างใด ดังตารางที่ 23 
 

เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉล่ีย OD ของแต่ละฟาร์มในแต่ละเดือนเพ่ือ
แสดงรูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคเหนือ พบว่า มีรูปแบบดังภาพที่ 34 ซึ่งเห็นชัดว่าสุกรมี 
การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ NP ทุกช่วงของปี โดยจะมีการตอบสอบสนองทางภูมิคุ้มกันสูงในช่วง
เดือนมกราคม และกรกฎาคม 
 
ตารางที่ 22  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรในภาคเหนือของปี 2552 และปี 2553 
 

ปี 2552 ปี 2553 
เดือน จํานวน

ตัวอย่าง 
ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

เดือน จํานวน 
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

มกราคม (1) 59 0.723a+0.22 มีนาคม (3) 45 0.723ab+0.26 
พฤษภาคม (5) 57 0.555b +0.23 มิถุนายน (6) 52 0.551a+0.23 
กรกฏาคม (7) 60 0.703a+0.18 กันยายน (9) 43 0.832b+0.17 
ตุลาคม (10) 53 0.515b+0.14    

รวม 229 0.628  140 0.730 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, และ b ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) 
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ตารางที่ 23  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรของฟาร์มในภาคเหนือ ของปี 2552 และปี 2553 
 

2552 2553 
หมายเลขฟาร์ม 

จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD 

2 12 0.694ab+0.21 5 0.687a+0.18 
6 36 0.554a+0.19 23 0.803a+0.24 
12 8 0.644ab+0.15 11 0.743a+0.28 
14 16 0.745b+0.22 6 0.723a+0.24 
16 9 0.678ab+0.15 8 0.620a+0.20 
21 40 0.615ab+0.19 22 0.807a+0.26 
23 12 0.736ab+0.22 6 0.783a+0.22 
25 57 0.592ab+0.20 37 0.666a+0.18 
32 39 0.646ab+0.27 22 0.713a+0.24 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, และ b ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) 
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ภาพที่ 34  รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัมที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคเหนือในแต่ละช่วงเดือน 
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14.4 รูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
 

ผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย OD ในแต่ละเดือนของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเก็บ
ตัวอย่างจากฟาร์มต่างๆ 7 ฟาร์ม ได้แก่ ฟาร์ม 8, 18, 20 และ 33 ซึ่งอยู่ในเขตอําเภอเดียวกัน และ
ฟาร์ม 13 และ 29 ซึ่งอยู่ในเขตอําเภอเดียวกัน พบว่า ปี 2552 มี 198 ตัวอย่าง ค่าเฉล่ีย OD รวมท่ี
วิเคราะห์ตามเดือนที่เก็บเท่ากับ 0.858 โดยเดือนมกราคมและพฤษภาคมมีค่าเฉล่ีย OD สูงกว่า และ
แตกต่างจากเดือนกรกฏคมและตุลาคมอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) และในปี 2553 มี 90 ตัวอย่าง
ค่าเฉล่ีย OD รวมเท่ากับ 0.811 และในเดือนมิถุนายนมีค่าเฉล่ียตํ่าแตกต่างจากเดือนมีนาคมและ
กันยายน ดังตารางที่ 24  เมื่อวิเคราะห์ผลค่าเฉล่ีย OD ตามรายฟาร์ม พบว่า ในปี 2552 ฟาร์ม 29 
และฟาร์ม 33 มีค่าเฉล่ีย OD แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (P < 0.05) แต่ไม่แตกต่างจากฟาร์มอ่ืน  
ขณะที่ปี 2553 ที่ฟาร์ม 29 มีค่าเฉลี่ยแตกต่างกับฟาร์ม 13 อย่างมีนัย (P < 0.05) ดังตารางที่ 25 
 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ย OD ของแต่ละฟาร์มในแต่ละเดือนเพ่ือแสดง
รูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบว่า มีรูปแบบดังภาพที่ 35 ซึ่งเห็นชัด
ว่า สุกรมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ NP ทุกช่วงของปี โดยจะมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันสูง
ที่สุดในช่วงเดือนมีนาคม 
 
ตารางที่ 24  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของปี 2552 และ 2553 
 

 ปี  2552  ปี 2553 

เดือน 
จํานวน
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

เดือน 
จํานวน
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

มกราคม (1) 60 0.966a+0.25 มีนาคม (3) 37 0.825a+0.30 
พฤษภาคม (5) 54 1.041a+0.23 มิถุนายน (6) 23 0.645b+0.22 
กรกฏาคม (7) 46 0.654b+0.18 กันยายน (9) 30 0.919a+0.27 
ตุลาคม (10) 38 0.674b+0.24    

รวม 198   90  
 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, และ b ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) 
 



97 

ตารางที่ 25  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรของฟาร์มในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของปี 2552 และปี 2553 
 

2552 2553 
หมายเลขฟาร์ม 

จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD 
8 32 0.874ab+0.22 15 0.837ab+0.26 
13 40 0.853ab+0.28 11 0.999a+0.23 
18 32 0.865ab+0.21 19 0.837ab+0.29 
19 - - 2 0.948ab+0.15 
20 33 0.848ab+0.37 19 0.733ab+0.32 
29 37 0.787a+0.36 11 0.666a+0.34 
33 24 0.957b+0.14 13 0.798ab+0.22 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, และ b ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) 
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ภาพที่ 35  รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัมที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือในแต่ละช่วงเดือน 
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14.5 รูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคใต้ 
 

ผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย OD ในแต่ละเดือนของภาคใต้ โดยเก็บตัวอย่างจากฟาร์ม
ต่างๆ 6 ฟาร์ม ได้แก่ ฟาร์ม 1, 24 และ 31 อยู่ในเขตอําเภอเดียวกัน และฟาร์ม 4, 28 และ 30 อยู่ใน
เขตอําเภอเดียวกัน พบว่า ปี 2552 มี 216 ตัวอย่าง  ค่าเฉล่ีย OD รวมของซีรัมที่เก็บในแต่ละเดือน
เท่ากับ 0.857 โดยค่าเฉลี่ย OD สูงสุดอยู่ที่เดือนกรกฎาคม และตํ่าสุดที่เดือนมกราคม ซึ่งมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05)  ขณะที่เดือนพฤษภาคมและตุลาคมไม่แตกต่างกัน  
ในปี 2553 มี 96 ตัวอย่างค่าเฉล่ีย OD รวมเท่ากับ 0.743 โดยแต่ละเดือนไม่แตกต่างกัน (P < 0.05)
ดังตารางที่ 26  เมื่อวิเคราะห์ผลค่าเฉล่ีย OD ตามรายฟาร์ม พบว่า ในปี 2552 ฟาร์ม 4 และฟาร์ม 
30 มีค่าเฉล่ีย OD แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ แต่ไม่มีความแตกต่างจากฟาร์มอ่ืน (P < 0.05)  
ขณะที่ปี 2553 แต่ละฟาร์มมีความแตกต่างกันมาก โดยฟาร์ม 1 มีค่าเฉลี่ย OD แตกต่างจากฟาร์ม 28 
แต่ไม่แตกต่างจากฟาร์มอ่ืน และฟาร์ม 28 เป็นฟาร์มเดียวที่มีค่าเฉล่ีย OD น้อยกว่า 0.5 ซึ่งแสดงให้
เห็นว่า ซีรัมส่วนใหญ่เป็นลบ และมีค่าเฉล่ีย OD แตกต่างกับฟาร์ม 13 อย่างมีนัยทางสถิติ (P < 0.05) 
ดังตารางที่ 27 

 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ย OD ของแต่ละฟาร์มในแต่ละเดือนเพ่ือแสดง

รูปแบบการติดเช้ือ SIV ของสุกรในภาคใต้ พบว่า มีรูปแบบดังภาพที่ 36 ซึ่งเห็นชัดว่าสุกรมีการตอบ 
สนองทางภูมิคุ้มกันต่อ NP ทุกช่วงของปี โดยจะมีระดับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันสูงที่สุดในช่วง
เดือนกรกฎาคม   
 
ตารางที่ 26  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรในภาคใต้ของปี 2552 และปี 2553 
 

ปี 2552 ปี 2553 
เดือน จํานวน

ตัวอย่าง 
ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

เดือน จํานวน
ตัวอย่าง 

ค่าเฉลี่ย  
OD+SD 

มกราคม (1) 60 0.653a+0.18 มีนาคม (3) 49 0.730+0.34 
พฤษภาคม (5) 56 0.781c+0.25 มิถุนายน (6) 37 0.735+0.26 
กรกฎาคม (7) 54 1.130b+0.21 กันยายน(9) 10 0.839+0.31 
ตุลาคม (10) 46 0.896c+0.30    

รวม 216 0.857  96 0.743 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b และ c ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ 

(P < 0.05) 
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ตารางที่ 27  ค่าเฉลี่ย OD ของซีรัมสุกรของฟาร์มในภาคใต้ของปี 2552 และปี 2553 
 

2552 2553 
หมายเลขฟาร์ม

จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD จํานวนตัวอย่าง ค่าเฉลี่ย OD+SD 
1 36 0.817ab+0.29 17 0.920ac+0.36 
4 37 0.769a+0.30 18 0.755abc+0.25 
24 36 0.883ab+0.27 20 0.910abc+0.23 
28 36 0.866ab+0.26 15 0.452d+0.24 
30 39 0.932b+0.35 12 0.701abc+0.24 
31 32 0.875ab+0.27 14 0.617bcd+0.24 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b, c และ d ในคอลัมน์เดียวกัน แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ

(P < 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 



101 

 
 
ภาพที่ 36  รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างผล ELISA (OD) ของตัวอย่างซีรัมที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ในภาคใต้ในแต่ละช่วงเดือน 
 101 
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โดยภาพรวมแล้วพบว่า สุกรส่วนใหญ่ของประเทศมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ 
NP ของ SIV สูงที่สุดในช่วงเดือนกรกฎาคม ยกเว้น ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งมีการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ NP สูงที่สุดในช่วงเดือนพฤษภาคม ซึ่งทั้งสองเดือนป็นช่วงฤดูฝน (ภาพท่ี 
32-36) 
 

วิจารณ ์
 

ในการศึกษานี้ เป็นการพัฒนาชุดทดสอบ NP ELISA ทางเทคนิคพันธุวิศวกรรม โดยอาศัย 
การแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ในระบบของ prokaryotic cell (E. coli) เน่ืองจาก
สามารถผลิตโปรตีนได้ปริมาณมาก , สะดวก, ประหยัด และเป็นระบบที่ นิยมใช้ในการผลิต 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยยีน NP ถูกสอดแทรกเข้าสู่พลาสมิด pQE80L และเหนี่ยวนําการแสดงออก
ของโปรตีนด้วย 0.2 mM IPTG ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 37ºC ความเร็วรอบการเขย่า 225 rpm เป็น
เวลาข้ามคืน เน่ืองจากปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาการเลี้ยง  โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP 
(recombinant protein) ที่ผลิตได้มีนํ้าหนักเท่ากับ 56 kDa และส่วนใหญ่อยู่ในรูปของ inclusion 
bodies ซึ่งเกิดจากการม้วนพับของโปรตีนที่ผิดปกติ และรวมกันเป็นโปรตีนที่ไม่ละลาย (insoluble 
protein) (Baneyx, 1999)  สอดคล้องกับการศึกษาของ Sianglum et al (2010) ที่ทําการ
แสดงออกโปรตีน NP ของไวรัสไข้หวัดใหญ่ใน E. coli พบว่า โปรตีน NP ที่ได้ผลิตส่วนใหญ่อยู่ในรูปที่
ไม่ละลายนํ้า ซึ่งต่อมาได้พยายามศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการแสดงออกโปรตีนในรูปที่ละลาย
นํ้า โดยพบว่า ที่สภาวะอุณหภูมิ 25C และเวลา 7 ช่ัวโมง นําไปสู่การเพ่ิมขึ้นของ soluble NP   
อย่างไรก็ตาม ไม่สามารถแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิได้ด้วยวิธี affinity chromatography เน่ืองจาก
โปรตีนที่แยกได้มีปริมาณโปรตีนอ่ืนของ E. coli ปนเป้ือนอยู่มาก 

 
เบ้ืองต้นได้เลือกศึกษาโปรตีนที่อยู่ในรูปของ inclusion body โดยแยกให้บริสุทธ์ิภายใต้

สภาวะเสียสภาพธรรมชาติ (denaturant condition) ด้วยสารละลายที่มีส่วนผสมของ 8 M urea ซึ่ง
สามารถทําให้คุณสมบัติของโปรตีนเปลี่ยนสภาพ และสามารถละลายได้ (Bennion and Daggett, 
2003)  การแยกโปรตีนภายใต้สภาวะเสียสภาพนั้น ผู้วิจัยสามารถทําให้โปรตีนบริสุทธ์ิได้บางส่วน 
(partial purification) และโปรตีนลักษณะน้ีจําเป็นต้องทําการคืนสภาพ (refolding) เพ่ือให้สามารถ
ทําหน้าที่ (functional activity) ได้ดีเหมือนสภาพธรรมชาติของโปรตีนเดิมมากที่สุด  ในการศึกษา
ครั้งน้ี ได้ทําการคืนสภาพโปรตีน โดยการลดปริมาณ urea เป็นลําดับ พบว่า ปริมาณ urea ที่ตํ่าที่สุด
ซึ่งสามารถช่วยให้โปรตีนละลายได้คือ 2 M  การทํา refolding ให้เกิดข้ึนอย่างสมบรูณ์ค่อนข้างยาก 
ทั้งน้ีขึ้นอยู่กับหลายสภาวะปัจจัยที่เหมาะสม เช่น สารละลายโปรตีน (buffer), ความเข้มข้นของ
โปรตีน และอุณหภูมิ เป็นต้น และปริมาณโปรตีนบางส่วนสูญเสียไปหลังจากการ refolding (Yang  
et al., 2011; Singh and Panda, 2005)  ถึงแม้ว่าโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่ได้รับการคืนสภาพใน  
2 M urea จะทําปฏิกิริยาต่อแอนติบอดีที่จําเพาะต่อ SIV  ในการทดลองใช้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP 
ดังกล่าวใน ELISA พบว่า โปรตีนสูญเสียคุณสมบัติในการเป็นแอนติเจนที่ใช้ในการตรวจแอนติบอดี 
ต่อ NP  ดังน้ัน โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ที่แยกให้บริสุทธ์ิภายใต้สภาวะเสียสภาพธรรมชาติน้ี จึงไม่
เหมาะสมในการนํามาใช้เป็นแอนติเจนสําหรับการพัฒนา ELISA 
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ขณะเดียวกัน ในการศึกษาคร้ังนี้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP บางส่วนถูกแสดงออกในรูปโปรตีน
ที่ละลายน้ํา (soluble protein) และเมื่อนําโปรตีนดังกล่าวมาแยกและทําให้บริสุทธ์ิภายใต้สภาวะ
ธรรมชาติ (native condition) สามารถแยกโปรตีนได้ปริมาณ 1.5 μg/ml ต่อการเลี้ยงเช้ือเริ่มต้น  
2 ลิตร  ในการเพ่ิมปริมาณโปรตีนในรูปที่ละลายนํ้าได้อาจทําได้ถ้าการลดอัตราการสังเคราะห์โปรตีน 
โดยการลดอุณหภูมิการเพาะเลี้ยง, ความเข้มข้นของสารเหน่ียวนํา และระยะเวลาการเพาะเลี้ยง  
จะช่วยกระตุ้นให้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ที่แสดงออกใน E. coli อยู่ในรูปที่ละลายนํ้าได้มากขึ้น ซึ่ง
โปรตีนลักษณะดังกล่าว จะเหมาะสมที่จะใช้เป็นแอนติเจนในการตรวจวิเคราะห์ทางซีรัมวิทยา แต่ใน
การแยกให้บริสุทธ์ิยังเป็นไปได้ยาก (Molinkova, 2001; Wang  et al. 2010; Huang et al. 2011) 
ในการศึกษาครั้งน้ี การแยกโปรตีนและทําให้บริสุทธ์ิภายใต้สภาวะธรรมชาติน้ีมีโปรตีนของ E. coli
ปนเป้ือนอยู่บ้าง แต่เมื่อทดสอบความจําเพาะของโปรตีนด้วยวิธี western blot แสดงให้เห็นว่า 
anti-histidine tag และ antiserum ที่ได้จากสุกรที่ติดเช้ือไข้หวัดสุกร (SIV convalescent serum) 
น้ันเกิดปฏิกิริยาได้อย่างจําเพาะกับตําแหน่งของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP ซึ่งแสดงว่าโปรตีนมี 
ความบริสุทธ์ิและมีประสิทธิภาพในระดับที่สามารถนําไปใช้เป็นแอนติเจนได้ 
 

ในการพัฒนาชุดตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SIV แบบ indirect NP-ELISA
ใช้แอนติเจน NP ที่ความเข้มข้น1 μg/ml ในการทําปฏิกิริยากับซีรัมที่ได้รับการเจือจาง 1 : 100 และ 
blocking buffer ที่เหมาะสม คือ 5% skim milk เน่ืองจากสามารถลดการเกิดปฏิกิริยาที่ไม่จําเพาะ 
(nonspecific reaction) ได้ดี โดยปกติซีรัมแม่สุกรจะมี nonspecific signal ต่อการทดสอบด้วย 
ELISA เป็นผลให้เกิด background สูงได้ (Konishi and Yamaoka, 1982)  ในทํานองเดียวกันกับ 
Sallivan et al. (2009) ได้พัฒนาชุดทดสอบ bELISA เพ่ือตรวจวินิจฉัยโรคไข้หวัดใหญ่ในสัตว์เลี้ยง
และสัตว์ป่า โดยเคลือบเพลตด้วยแอนติเจนรีคอมบิแนนท์ NP เชิงพาณิชย์ที่ความเข้มข้น 143 μg/ml 
เพ่ือทําปฏิกิริยากับซีรัมเจือจาง 1 : 10 และใช้ 5% skim milk สําหรับเป็น blocking buffer   
ขณะที่ Pinto et al. (2000) ได้เปรียบเทียบชนิดและความเข้มข้นของ blocking buffer พบว่า  
5% skim milk สามารถป้องกันการเกิดปฏิกิริยาที่ไม่จําเพาะในซีรัมสุกรได้ดีกว่า 1% bovine 
albumin และ 1% gelatinblocking buffer เช่นเดียวกับ Yang et al (2006) เลือกใช้แอนติเจนที่
แยกให้บริสุทธ์ิร่วมกับการ blocking ด้วย 5% skim milk เพ่ือช่วยลดการเกิดปฏิกิริยาที่ไม่จําเพาะใน
ซีรัมแม่สุกรเช่นกัน  นอกจากน้ี บางรายงานก่อนหน้าแก้ปัญหาการเกิด background reactivity  
จากการทําปฏิกิริยากันระหว่างซีรัมกับแอนติเจนด้วยการใช้สารดูดซับ background ที่เตรียมได้จาก
โปรตีนของเช้ือ E. coli จับกับแอนติบอดีอ่ืนๆ ก่อนนําซีรัมมาตรวจสอบ หรือการใช้โปรตีนของเช้ือ  
E. coli เป็นแอนติเจนควบคุม (Rayment et al., 1990; Singh et al., 2005) 
 

การแปลผลการทดสอบใช้วิธีตัดสินผลการตรวจว่า เป็นบวกหรือลบ (cut-off) ที่เหมาะสมของ 
indirect NP ELISA คือ OD เท่ากับ 0.5 ซึ่งมีค่าไว (sensitivity) เท่ากับ 93.4% และค่าความจําเพาะ 
(specificity) เท่ากับ 80 % ซึ่งถือว่า อยู่ในระดับที่ยอมรับได้ (acceptable level)  ขณะที่ความคงที่
จากการทดสอบซ้ําด้วยวิธี intra และ inter assay มีค่า % CV เท่ากับ 4 และ 10 ตามลําดับน้ันอยู่ใน
ระดับดีเป็นที่ยอมรับโดยท่ีค่า CV ที่ตํ่าแสดงให้เห็นว่า ชุดทดสอบมีความคงที่สูงด้วย  เมื่อตรวจสอบ
การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ SIV ด้วย NP ELISA และเปรียบเทียบกับผลการตรวจหา 
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การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันด้วยวิธี IFA ได้ค่า kappa value เท่ากับ 0.568 ที่ P < 0.01 และ 
ค่าความถูกต้องเท่ากับ 92.4% (P < 0.01) ซึ่งถือว่าอยู่ในระดับที่ยอมรับได้เช่นกัน  

 
Tse et al.(2012) ทําการประเมินประสิทธิภาพชุดทดสอบ blocking-ELISA สําเร็จรูปที่มี

จําหน่ายอยู่ในปัจจุบัน ได้แก่ competitive ELISAs IDEXX®Influenza A, IDEXX AI MultiS-
Screen®และ IDVet ID Screen®influenza A antibody cELISA สําหรับตรวจวินิจฉัยซีรัมของสุกร
ที่ติดเช้ือ SIV ชนิด A ตามธรรมชาติ โดยปฏิบัติและตัดสินผลการตรวจตามคําแนะนําของบริษัทผู้ผลิต
ผลดังกล่าวแสดงค่า sensitivity และ specificity ของ cELISAs IDEXX® Influenza A เท่ากับ 86% 
และ 89% ตามลําดับ สําหรับIDEXX AI MultiS-Screen®มีค่าเท่ากับ 91% และ 87% ตามลําดับ  
ขณะที่ IDVet ID Screen® influenza A antibody cELISA มีค่าเท่ากับ 95% และ 79% ตามลําดับ 
โดยแสดงให้เห็นว่า indirect NP ELISA มี sensitivity และ specificity ใกล้เคียงกับชุดตรวจ
สําเร็จรูปที่มีจําหน่ายในปัจจุบัน และบางชุดตรวจมีค่า sensitivity ตํ่ากว่า indirect NP ELISAที่
พัฒนาขึ้น  หลายรายงานก่อนหน้าน้ียอมรับว่า ELISA เป็นเคร่ืองมือที่มีความเหมาะสมใน 
การตรวจทางซีรัมวิทยามากกว่าทั้ง HI และ IFA (Saijo et al. 2002, Yahara et al. 2002, Racine  
et al. 2004) เน่ืองจากมีความไวและความจําเพาะสูง  ขณะที่การตรวจวินิจฉัยด้วย IFA มีข้อจํากัดที่
ควรคํานึง คือ การควบคุมคุณภาพเซลล์และระยะเวลาการ infection ที่เหมาะสมรวมถึงความชํานาญ
ในการตรวจผลล้วนอาจส่งผลให้การแปลผลที่ผิดพลาดได้ 
 

ถึงแม้ว่า Indirect NP ELISA ที่พัฒนาข้ึนมีจะประสิทธิภาพในการตรวจหาการตอบสนอง 
ทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SIV เพ่ือจําแนกซีรัมบวกและลบต่อเช้ือ SIV ในระดับที่ยอมรับได้ (acceptable 
level)  อย่างไรก็ตาม สามารถพัฒนาประสิทธิภาพของ indirect NP ELISA ให้มากขึ้นได้ โดย 
การพัฒนาปรับปรุงวิธีการแยกแอนติเจนให้มีความบริสุทธ์ิสูงขึ้นและเพ่ิมจํานวนซีรัมบวกแท้จริง (true 
positive) และลบแท้จริง (true negative) หรือมีการเก็บซีรัมในแต่ละช่วงอายุสุกรให้หลากหลาย
มากข้ึนอาจทําให้ค่า sensitivity และ specificity สูงข้ึนได้ 
 

การศึกษาคร้ังน้ี ได้การพัฒนาชุดทดสอบ NP ELISA เพ่ือใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจ 
การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ NP ของ SIV ในตัวอย่างซีรัมแม่สุกรตัวเดียวกันทุกๆ 3-4 เดือน  
ของปี 2552 และปี 2553 เพ่ือติดตามรูปแบบการติดเช้ือ SIV ของซีรัมแม่สุกรที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ 
ใน 5 จังหวัดของแต่ละภาคในประเทศไทยทั้งหมด 1,230 ตัวอย่าง พบว่า ความชุกทางซีรัมวิทยาใน
แต่ละจังหวัดของแต่ละภาคของไทยเฉลี่ยร้อยละ 90 แสดงว่า แม่สุกรมีการสัมผัสเช้ือ SIV แม้จะไม่
เคยได้รับวัคซีนป้องกันโรคน้ีมาก่อน แสดงว่า SIV เป็นเช้ือไวรัสที่สามารถพบได้บ่อยในสุกรของ
ประเทศไทย (ubiquitous pathogen) ไข้หวัดใหญ่สุกรอาจเป็นโรคประจําถิ่น (endemic) ในฟาร์ม
สุกรที่มีการระบาดและเกิดได้อย่างต่อเน่ือง และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ SIV ในแต่ละภาคมี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นต้ังแต่ช่วงฤดูร้อน (เดือนเมษายน) และมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันสูงที่สุดในช่วง
กลางฤดูฝน (เดือนกรกฎาคม) และค่อยๆ ลดลงแต่ยังอยู่ในระดับที่แสดงว่ามีการติดเช้ือ  ยกเว้น 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ SIV สูงสุดในเดือนพฤษภาคม  
โดยการศึกษาแสดงให้เห็นว่าระดับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันเพ่ิมสูงในช่วงฤดูฝน ซึ่งแตกต่างกับ
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รายงานการระบาดก่อนหน้าในประเทศ เช่น Damrongwatanapokin et al. (2003) ทําการสํารวจ
ทางซีรัมวิทยาต่อ SIV สายพันธ์ุ H1N1 ในเดือนตุลาคม 2002 ถึงเดือนมกราคม 2003  จากสุกรใน 
15 จังหวัด ด้วยวิธี ELISA พบฝูงแม่สุกรและสุกรขุนมีความชุกในระดับฝูงร้อยละ 44 และ 20 
ตามลําดับ และในปีเดียวกัน Pachariyanon (2006) ทําการศึกษาสํารวจการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกร
ระหว่างเดือนพฤษภาคมถึงตุลาคม 2003 จากสุกรใน 5 จังหวัดด้วยวิธี haemagalutination 
inhibition (HI) และ serum neutralization test (SNT) พบว่า ตัวอย่างซีรัมที่ให้ผลบวกต่อ SIV  
สายพันธ์ุ H1N1 และ H3N2 เพียง 7.9% และ 20.6% ตามลําดับโดยต่อเน่ือง  
Damrongwatanapokin et al. (2006) การสํารวจทางซีรัมวิทยาของ SIV อีกครั้งในระหว่างเดือน
ตุลาคม 2003 ถึงเดือนมีนาคม 2004 จากสุกรใน 35 จังหวัด พบซีรัมจากฝูงแม่สุกรให้ผลบวกต่อไวรัส
สายพันธ์ุ H1N1 และ H3N2 ร้อยละ 91 และ 52 ตามลําดับ  สังเกตได้ว่ารายงานการสํารวจส่วนใหญ่
มักจะทําการศึกษาในช่วงฤดูหนาวที่มีอากาศหนาวเย็น 
 

เน่ืองจากไข้หวัดใหญ่ในสุกรเป็นโรคระบบทางเดินหายใจ ดังน้ัน ตัวการสําคัญของการเกิด
อุบัติการณ์ของโรค คือ การแพร่กระจายของเช้ือในอากาศซึ่งสามารถติดต่อกันโดยหายใจเอาเช้ือไวรัส
ที่ฟุ้งกระจายอยู่ในเสมหะน้ํามูกนํ้าลายของสัตว์ป่วยที่ไอหรือจามออกมาที่อุณหภูมิ 300C และ
ความช้ืนสัมพัทธ์ในอากาศ 20-80%  เช้ือไข้หวัดใหญ่สามารถแพร่กระจายผ่าน airbone 
transmission ได้เช่นกัน (Lowen et al. 2008)  ถึงแม้ว่า ในเขตที่มีอากาศอบอุ่น (Temperate 
climates) ช่วงที่พบการระบาดมาก คือ ฤดูหนาว (Lee et al., 1993)  จากการศึกษาการติดต่อของ
โรคไข้หวัดใหญ่ในหนูตะเภา พบว่า วิถีของการติดต่อไวรัสไข้หวัดใหญ่ในเขตอบอุ่นและเขตร้อนน้ัน
ต่างกัน (Lowen and Palese, 2009) ในเขตอบอุ่นการติดต่ออย่างมีประสิทธิภาพเกิดทางการหายใจ 
(aerosol transmission) และมักจะเกิดในช่วงฤดูหนาวที่มีอากาศเย็นและความช้ืนตํ่า เพราะ 
aerosol transmission จะถูกยับย้ังเมื่อความช้ืนสูงขึ้น (80% relative humidity) หรืออากาศร้อน
ช้ืน (39ºC)  ในขณะที่ ในเขตร้อนการติดต่อโดยการสัมผัสจะเป็นวิถีทางการติดต่อของไวรัสไข้หวัด
ใหญ่ที่สําคัญ ซึ่งจะเกิดได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อมีความช้ืนสัมพัทธ์สูงและมีอุณหภูมิสูงข้ึน  
ซึ่งสอดคล้องกับรูปแบบการติดเช้ือ SIV ในประเทศไทยที่พบแอนติบอดีต่อ NP สูงที่สุดในฤดูฝน   
ในทุกภาคของประเทศไทยนอกจากน้ัน ทางภาคใต้ของไทยไม่มีช่วงของฤดูหนาว มีเพียงฤดูฝนและ
ร้อนเท่าน้ันยังสามารถตรวจพบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ SIV ในระดับสูงได้ใกล้เคียงกับภาค
อ่ืนๆ  นอกจากน้ี การระบาดของไข้หวัดใหญ่ในคนที่เกิดในประเทศไทยก็มักพบการระบาดได้ในคนสูง
สูดในช่วงระหว่างเดือนมิถุนายนถึงกรกฏาคม ซึ่งเป็นช่วงฤดูฝนของไทยเช่นกัน (Simmerman et al., 
2008, Youthoa et al., 2007)  ดังน้ัน การแพร่กระจายของเช้ือทางการสัมผัสทางทางตรงและ
ทางอ้อมอาจเป็นปัจจัยหลักที่ทําให้เกิดการระบาดของโรคในช่วงฤดูกาลเช่นน้ีในประเทศเขตร้อน 
(tropical regions) (Lowen et al. 2008) ซึ่งประเทศไทยก็ถูกจัดอยู่ในเขตร้อนด้วย 
 

ผลการวิจัยคร้ังนี้ พบว่า การตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ SIV ในแม่สุกรอาจ
ไม่สามารถยืนยันได้อย่างแน่ชัดถึงอุบัติการณ์ของโรคท่ีเกิดข้ึนในช่วงเวลาน้ันๆ เน่ืองจากแม่สุกรมีช่วง
ชีวิตที่ยาวจึงมีโอกาสติดเช้ือ SIV ได้บ่อยครั้ง และภายหลังจากติดเช้ือระดับการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันกันอาจคงอยู่ใด้นานถึง 28 เดือน (Martin et al., 2011) อีกทั้งการตรวจวินิจฉัยด้วย ELISA 
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มีข้อจํากัดที่ไม่สามารถตรวจหาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นในระยะแรกของการติดเช้ือได้  
จึงไม่สามารถบอกถึงการติดเช้ือที่เพ่ิงเกิดข้ึน (recent infection) ได้  จากการศึกษาเปรียบเทียบ 
การตรวจหาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ SIV ด้วยวิธี HI และ ELISA โดยหลังจากได้รับการฉีดเช้ือ 
SIV ในสุกรและทําการเก็บซีรัมในวันที่ 7, 14 และ 28 ตามลําดับ  พบซีรัมผลบวกต่อ SIV ด้วย ELISA 
เท่ากับ 0%, 75%, และ 100% ตามลําดับ วันที่เก็บตัวอย่าง (Yoon et al., 2004)  นอกจากน้ัน 
การเก็บซีรัมจากสุกรขุนอาจจะให้ข้อมูลการติดเช้ือหรือการเกิดการระบาดของ SIV ในฟาร์มได้ดีกว่า
ซีรัมจากแม่สุกร (Takeme et al., 2010) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

การศึกษาคร้ังน้ีสามารถโคลนยีน NP ของไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกร A/swine/IA15/ 1930 ที่
สอดแทรกอยู่ในพลาสมิด pQE80L Expression vector ได้สําเร็จและถ่ายฝากเข้าไปในเซลล์เช้ือ
แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5 เพ่ือผลิต 6XHis-NP recombinant protein และสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP คือ การเหน่ียวนําด้วย 0.2 mM IPTG เพาะเลี้ยงโดย
ระบบเขย่าที่ความเร็วรอบ 225 rpm ด้วยอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลาข้ามคืน  โปรตีน NP ที่ผลิตได้มี
ขนาด  56 kDa อยู่ในทั้งรูปแบบ inclusion body ของโปรตีนที่ไม่ละลายนํ้า (insoluble protein) 
และโปรตีนที่ละลายนํ้า (soluble protein) โปรตีนที่อยู่ในรูป soluble protein  เมื่อผ่านการทําให้
บริสุทธ์ิภายใต้สภาวะธรรมชาติมีความบริสุทธ์ิและอยู่ในสภาพที่เหมาะสมกว่าจึงเหมาะนําไปใช้เป็น
แอนติเจน และโปรตีนรีคอมบิแนนท์ NP สามารถจับอย่างจําเพาะกับ antibody ที่ได้จากสุกรที่ติด
เช้ือไข้หวัดสุกร  จากผลดังกล่าวแสดงถึงความสําเร็จของการโคลนสังเคราะห์และแยกบริสุทธ์ิของ 
รีคอมบิแนนท์ NP ของไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A/swine/IA1930 
 

ชุดตรวจสอบแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกรชนิด A แบบ indirect ELISA ที่พัฒนาขึ้น
(NP ELISA) โดยใช้โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NPเป็นแอนติเจนที่ความเข้มข้น 1 μg /ml มีอัตราส่วนที่
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากันระหว่างซีรัมและโปรตีนแอนติเจนที่ dilution 1 : 100 โดยสารละลาย 
5% skim milk (blocking buffer) สามารถลดปฏิกิริยาที่ไม่จําเพาะได้ดี  ส่วนค่า cut-off  
ที่เหมาะสมในการใช้เป็นค่ากําหนดผลการตรวจว่าเป็นบวกหรือลบ คือ 0.5 ซึ่งมีค่า sensitivity 
เท่ากับ 93.4% และค่า specificity เท่ากับ 80.0 % ซึ่งถือว่า อยู่ในระดับที่ยอมรับได้ และ 
การทดสอบความคงที่ภายในเพลต (intra assay) และระหว่างเพลต (inter plate) มีค่าน้อยกว่าหรือ
เท่ากับ 10 แสดงให้เห็นว่าการทดสอบมีความแม่นยําและน่าเช่ือถือดีเป็นที่ยอมรับ (acceptable 
level) คือ ไม่เกิน 30% (Jacobson, 1998)  เมื่อนําชุดทดสอบ indirect NP ELISA มาตรวจสอบ 
การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดสุกรชนิด A ในซีรัมแม่สุกรจํานวน 1,230 ตัวอย่าง 
และเปรียบเทียบค่าความสัมพันธ์กันของผลการตรวจสอบด้วยวิธี IFA ซึ่งเป็นวิธีอ้างอิงในการศึกษา
ครั้งน้ี พบว่า มีค่าการยอมรับทางสถิติ (kappa value) คือ 0.568 ที่ p < 0.01 โดยมีค่าความถูกต้อง 
(accuracy) เท่ากับ 92.4% (P < 0.01) ซึ่งอยู่ในระดับที่ยอมรับได้  แสดงให้เห็นว่า ชุดตรวจสอบที่
พัฒนาขึ้นน้ีมีประสิทธิภาพในตรวจสอบการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อโรคไข้หวัดสุกรชนิด A แทน 
วิธี IFA ที่มีข้อจํากัดในด้านความชํานาญในการตรวจผลได้ 
 

ทั้งน้ีแม้ประสิทธิภาพของเครื่องมือที่พัฒนาข้ึนยังอยู่ในระดับที่ยอมรับได้เท่าน้ัน  หากมี 
การพัฒนาประสิทธิภาพในด้านการเตรียมแอนติเจน ความไว และความจําเพาะให้สูงขึ้น อาจเป็น
เคร่ืองมือที่มีประโยชน์ในเชิงการตรวจคัดกรอง และเฝ้าระวังโรคไข้หวัดใหญ่ในสุกรติดเช้ือ หรือติดเช้ือ 
แต่อาจไม่แสดงอาการก่อนนําเข้าสู่ฟาร์มเพ่ือป้องกันการระบาดของโรคสู่ฟาร์มได้  อีกทั้งสามารถนํา
ข้อมูลจากผลการตรวจวินิจฉัยมาประกอบการวางแผนควบคุมและป้องกันโรคไข้หวัดใหญ่สุกรทั้งใน
ประชากรสุกร และรวมถึงการป้องกันการติดเช้ือในคนด้วยเช่นกัน  เน่ืองจาก NP ELISA เป็น
เคร่ืองมือที่ผลิตข้ึนจากเทคนิคทางพันธุกรรม จึงสามารถพัฒนาและควบคุมการผลิตให้ดีขึ้นได้ง่าย  
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นอกจากน้ี วิธีการตรวจสอบยังทําได้หลายตัวอย่างในคราวเดียว รวดเร็ว มีความไวสูง และให้การแปล
ผลที่น่าเช่ือถือได้ 
 

รูปแบบการติดเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่สุกรจากการตรวจหาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ
ไวรัสไข้หวัดใหญ่ด้วยชุดทดสอบ NP ELISA ที่พัฒนาขึ้นในซีรัมแม่สุกรที่เก็บจากฟาร์มต่างๆ ใน  
5 จังหวัด ซึ่งเป็นตัวแทนของแต่ละภาคในประเทศไทย ในช่วงปี 2552 และปี 2553 ทั้งหมด 1,548 
ตัวอย่าง  พบว่า ตัวอย่างซีรัมแม่สุกรในแต่ละภาคมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเช้ือไวรัสไข้หวัดใหญ่
สุกรชนิด A สูง (OD > 0.5) หรือมากกว่า 90% ของจํานวนตัวอย่างทั้งหมด  เมื่อเปรียบเทียบค่า OD 
เป็นคู่ในแต่ละเดือนหรือตามรายฟาร์มด้วยวิธี Tukey's Studentized Range (HSD) HOC 
comparison โดยภาพรวมแล้ว  พบว่า สุกรส่วนใหญ่ของประเทศมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ 
NP สูงที่สุดในช่วงเดือนกรกฎาคม ซึ่งเป็นฤดูฝน  ยกเว้น  ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งมีระดับ
ภูมิคุ้มกันต่อ NP สูงที่สุดในช่วงเดือนพฤษภาคม 

 
การศึกษารูปแบบการติดเช้ือ SIV ในสุกรครั้งน้ีสามารถสรุปได้ว่า SIV เป็นไวรัสที่พบได้บ่อย

ในสุกรจากทุกภาคของประเทศไทย ซีรัมแม่สุกรในแต่ละจังหวัดของแต่ภาคในประเทศไทย มีระดับ
การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อ SIV จากการตรวจด้วย NP ELISAตลอดทั้งปีและระดับ 
การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันจะสูงที่สุดในเดือนกรกฎาคม  ทั้งน้ี ปัจจัยการเกิดโรคอาจเป็นด้วยหลาย
สาเหตุ เช่น การสุขาภิบาล, ความหนาแน่นในคอก, การใช้อุปกรณ์เครื่องมือร่วมกัน, การเคลื่อนย้าย
สุกร และการนําสุกรใหม่เข้าทดแทน การควบคุมสัตว์อ่ืนเข้าฟาร์มเช่น นก, หนู และสุนัข รวมทั้งคน
ด้วย  ดังน้ัน เพ่ือให้ข้อมูลการติดตามรูปแบบการเกิดโรคเป็นไปอย่างสมบรูณ์ ควรมีการวิเคราะห์
ปัจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคร่วมกับการสํารวจทางไวรัสวิทยาซีรัมวิทยา และการออกแบบสํารวจ
สอบถาม (questionnaires) เพ่ิมเติมด้วย 
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