
1 
 

บทท่ี 1 

บทนํา (Introduction) 

 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

โรคพีอารอารเอส เกิดจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 

1992) เปนโรคสําคัญท่ีสรางความเสียหายทางเศรษฐกิจแก อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลก รวมถึงประเทศไทย 

โดยกอใหเกิดอาการผิดปรกติของระบบสืบพันธุในฝูงสุกรแมพันธุ เชน แทง กลับสัด ในสุกรอุมทอง จํานวนลูกสุกร

ตายแรกคลอดและอัตราตายกอนหยานมสูง และโรคระบบทางเดินหายใจแทรกซอน (Porcine respiratory 

disease complex) ในฝูงสุกรอนุบาลและขุน  

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสเปนอารเอ็นเอไวรัสในตระกูล Arteriviridae มีจีโนมประกอบดวย Open reading 

frames (ORFs) จํานวน 10 ORFs โดยมียีนสําคัญท่ีเก่ียวของกับการกระตุนสรางภูมิคุมกันคือยีน ORF5 ท่ีสราง 

glycoprotein 5 มีสวน neutralizing epitope อยู (Wissink et al., 2003) จึงเปนยีนสําคัญท่ีนํามาผลิตเปน

วัคซีน (Ansari et al., 2006) และนอกจากนั้น ยีน ORF5 สวนนี้ยังเปนยีนสวนท่ีพบการกลายพันธุสูง จึงเปนยีน

หลักท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสท่ัวโลก (Stadejek et al., 2006) 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอส แบงออกไดเปน 2 สายพันธุหลัก (genotype) ประกอบดวยสายพันธุยุโรป 

(European genotype หรือ genotype I) และสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American genotype หรือ 

genotype II) ตามทวีปท่ีมีการคนพบครั้งแรก โดยพบการระบาดของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปในประเทศ

ทวีปยุโรปเปนหลัก และในประเทศแถบทวีปอเมริกาเหนือเชน สหรัฐอเมริกา และ แคนาดา พบการระบาดของ

ไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือเปนหลัก สําหรับประเทศไทยพบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ต้ังแตป

พ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996) และพบฟารมติดเชื้อท้ังสายพันธุอเมริกาเหนือ และสายพันธุ

ยุโรป โดยรายงานเม่ือประมาณป พ.ศ. 2548 พบวามีสายพันธุยุโรป ประมาณ 66.42% ซ่ึงมีความชุกมากกวาสาย

พันธุอเมริกาเหนือท่ีพบประมาณ 33.58% (Thanawongnuwech et al., 2004) แตจากรายงานในป พ.ศ. 2554 

(Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 2013) พบวาฟารมสุกรสวนใหญของประเทศไทยมีการติดเชื้อไวรัสพีอาร
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อารเอสท้ังสองสายพันธุอยูในฟารมเดียวกัน แตกตางจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศอ่ืนท่ีพบการติด

เชื้อสายพันธุเดียวเปนหลัก 

ในประเทศสหรัฐอเมริกานั้นพบวาโรคพีอารอารเอส สรางความเสียหายถึงปละ 560.32 ลาน 6ดอล

ลาร (Neumann et al., 2005) 6 แมในประเทศไทยยังไมมีรายงานความเสียหายทางเศรษฐกิจอยางเปนรูปธรรม 

แตก็พบวาฟารมสุกรในประเทศไทยมากกวา 80 เปอรเซนตเปนฟารมท่ีติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ดวยความ

เสียหายทางเศรษฐกิจท่ีเกิดข้ึน ทําใหเกษตรกรตระหนักถึงวิธีการท่ีสามารถควบคุม และปองกันโรคพีอารอารเอสอ

ยางมีประสิทธิภาพ เกษตรกรจึงไดมีการนําวัคซีนเชน วัคซีนพีอารอารเอสชนิดเชื้อเปน (Ingelvac PRRS MLV®, 

Boehringer Ingelheim, USA) มาใชในการควบคุมโรค แตเกษตรกรกลับพบวา วัคซีนพีอารอารเอสท่ีมีจําหนาย

อยูในปจจุบันไมใหผลคุมโรคเทาท่ีควร เนื่องจาก 6พบลักษณะอาการคลายโรคพีอารอารเอส เชน การแทง ลูกตาย

แรกคลอด มัมม่ี และพบความเสียหายเชนลูกสุกรแรกคลอดออนแอ การเพ่ิมข้ึนของปญหาโรคทางเดินหายใจ

อาการทางระบบประสาทเชนชัก และขอบวมในสุกรกอนหยานมและอนุบาล อยางตอเนื่อง ในฟารมท่ีมีการใช

วัคซีน6พีอารอารเอสชนิด6เชื้อเปน เปนประจํา  

6สาเหตุท่ีวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสไมสามารถใชปองกันโรคอยางมีประสิทธิภาพ อาจเนื่องมาจาก

ความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางวัคซีนท่ีจําหนายและเชื้อท่ีเกิดการระบาดในฟารม และคุณสมบัติการเปน 

quasi-species ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (Goldberg et al., 2003) ท่ีไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) มี

ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีแตกตางจากไวรัสตั้งตน 6โดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลงสวนยีน ORF 5 (Chang et al., 

2002; Meng et al., 1995a; Meng et al., 1995b; Murtaugh et al., 1998) ท่ีทําหนาท่ีสราง Glycoprotein 

5 และมีสวน Neutralizing epitope อยู  (Ostrowski et al., 2002; Plagemann, 2004; Plagemann et al., 

2002)  

จากสาเหตุท่ีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสมีการกลายพันธุสูง ทีมผูวิจัยจึงไดสํารวจความแตกตางทางพันธุกรรม 

(genetic variation) และติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ฟารมสุกรของประเทศไทยมามากกวา 6 ป (พ.ศ. 2549 – 2555) โดยแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจํานวนมากกวา 

500 ไอโซเลตจากฟารมจํานวนมากกวา 200 ฟารมในประเทศไทย (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 

2013) พบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย มีการกลายพันธุท่ีสูงมากเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพีอารอาร
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เอสท่ีรายงานในปพ.ศ. 2547 โดยเฉพาะไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือ ท่ีปจจุบัน สามารถแบงออกไดเปน 5 คลัส

เตอร จากเดิมท่ีในปพ.ศ. 2547 พบเพียง 1 คลัสเตอร (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 2013) 

จากการสํารวจพบวานอกจากสายพันธุหลักสองสายพันธุแลว เชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยแตละ

สายพันธุยังสามารถแบงออกเปนคลัสเตอรยอยๆไดอีก โดยสามารถแบงเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปออก

ไดเปน 2 คลัสเตอรยอย (ภาพท่ี 1) และสามารถแบงเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือออกไดถึง 4 คลัสเตอรยอย 

(ภาพท่ี 1) โดยภายในแตละคลัสเตอรจะมีความตางกันอยูท่ีประมาณ 10 เปอรเซนตของลําดับนิวคลีโอไทด และ

จากการวิเคราะหพบวาไวรัสท้ังสองสายพันธุมีอัตราการกลายพันธุท่ีใกลเคียงกัน แตมีกลไกการกลายพันธุท่ี

แตกตางกัน ไวรัสสายพันธุยุโรปมีการกลายพันธุท่ีตําแหนง neutralizaing epitope นอยกวาไวรัสสายพันธุ

อเมริกาเหนือ ทําใหตลอดระยะเวลา 3 ปท่ีสํารวจจึงยังพบไวรัสสายพันธุนี้แค 2 คลัสเตอร ในทางตรงขามไวรัสสาย

พันธุอเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพันธุท่ีสําคัญ 2 ประการคือการเปลี่ยนตําแหนง N-linked glycosylation ท่ี

ลําดับกรดอะมิโนตําแหนง 31-35 ของสวน Glycoprotein 5 ทําให neutralizing epitope มีการเปลี่ยนแปลง

รูปรางสงผลโดยตรงตอภูมิคุมขามสายพันธุ (cross protection)  

แตอยางไรก็ตามพบวาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสท้ัง 4 คลัสเตอร พบท่ีสวน decoy 

epitope และ N-liked glycosylation site เทานั้น ไมพบการเปลี่ยนแปลงในสวน primary neutralizing 

epitope สวนไวรัสในคลัสเตอรท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรมจากไวรัสตั้งตนมาก จะมีความแตกตางทาง

พันธุกรรมในสวน decoy epitope และ N-liked glycosylation site มาก การมี decoy epitope และการ

กลายพันธุในสวนนี้ อาจเปนสาเหตุใหการกระตุนภูมิคุมกัน มีการสรางแอนติบอดี้แบบ non-neutralizing 

antibody แทน neutralizing antibody ทําใหไมสามารถปองกันการระบาดของโรคพีอารอารเอสได ถามีการตัด

สวน decoy epitope ออกหรือมีการแทรกดวยสายพันธุกรรมบางอยางทําให decoy epitope อยูหางจาก 

neutralizing epitope อาจทําใหรางกายมีการกระตุน neutralizing antibody ไดดีข้ึน 

จากเหตุผลและขอมูลการสํารวจดังกลาว จึงเปนมูลเหตุจูงใจใหทีมผูวิจัยสนใจท่ีจะผลิตวัคซีนปองกันโรคพี

อารอารเอส รูปแบบใหม ท่ีเปนพลาสมิคดีเอ็นเอท่ีมีสวนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PAN DR helper 

T-cell epitope (PADRE) ท่ีสวนระหวาง decoy epitope, N-liked glycosylation site และ neutralizing 

epitope เพ่ือเปนตนแบบดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับใชทดลองในสุกร อนึ่งทางทีมผูวิจัยไดรับงบประมาณสนับสนุนการ
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วิจัยจากเงินงบประมาณแผนดินปพ.ศ. 2555 เพ่ือทําการผลิตตนแบบดีเอ็นเอวัคซีนท่ีมีสวนประกอบของยีน ORF5 

และ PADRE และปจจุบันทางทีมผูวิจัยไดตนแบบดีเอ็นเอวัคซีนท่ีพรอมนําไปใชในการทดลองในสุกรเปนท่ี

เรียบรอยแลว ทางทีมผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะนําตนแบบดีเอ็นเอวัคซีนท่ีมีไปเพ่ิมจํานวนและทดลองใชในฟารม

สุกรเพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพีอารอารเอสตอไป ผูวิจัยคาดวาผลการศึกษานี้จะไดมาซ่ึงวัคซีน

รุนใหมเพ่ือปองกันหรือและการควบคุมโรค PRRS รูปแบบใหมท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ประเทศไทย A) สายพันธุยุโรป B) สายพันธุอเมริกาเหนือ 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุป 

แบงการทดลองออกเปน 3 ชวง โดยชวงท่ี 1 เปนการผลิตและเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอวัคซีน ชวงท่ี 2 เปนการ

ทดลองหาปริมาณ และชวงท่ี 3 เปนการทดลองเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพ 

 

ชวงท่ี 1 การผลิตและเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอวัคซีน  

พลาสมิดดีเอ็นเอและการเตรียม 

นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีไดจากงานวิจัยกอนหนานี้มาเพ่ิมจํานวน โดยมีการเตรียมโดยยอนี้ นําเชื้อไวรัสแยก

ไดมาเพ่ิมจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (MARC145, ATCC) สกัดอารเอ็นเอจากเชื้อไวรัสท่ีแยกได โดยใชชุด

สกัดอารเอ็นเอสําเร็จรูป นําอารเอ็นเอท่ีสกัดไดมาตรวจหา RNA ของเชื้อไวรัสดวยวิธี ปฏิกริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 

(Polymerase chain reaction, PCR) โดยเปลี่ยนสวนอารเอ็นเอท่ีสกัดไดเปน cDNA ดวยวิธี RT-PCR โดยใช 

Random primer และนํา cDNA ท่ีได มาทําปฎิกริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวย primer ท่ีมีความจําเพาะตอยีนORF 5 

ของเชื้อไวรัสโดยใช high fidelity polymerase enzyme นําผลิตภัณฑปฏิกริยาลูกโซโพลีเมอร (PCR product) 

มาทําใหบริสุทธิ์เพ่ือใหไดสวนพันธุกรรมของยีน ORF5 และตรวจสอบลําดับสารพันธุกรรมดวยเครื่อง automated 

sequencer 

นําสวนพันธุกรรมของยีน ORF 5 ท่ีแยกได มาเตรียมเปน plasmid DNA โดยนําสวนยีน ORF5 มา ligate 

เขา cloning vector เพ่ือเพ่ิมจํานวนโดยการ transform เขา E.coli สายพันธุ JM109 และเพาะเลี้ยงเชื้อ E.coli 

ดังกลาวบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth ตัดยีนสวนท่ีตองการโดยใชเอ็มไซม (restricted enzymes) และนํายีนสวน

ตัดมา insert เขา mammalian expression vector และเพ่ิมจํานวนดวยการ transform เขา Top10® E.coli 

แลวสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวยชุดสกัดสําเร็จรูปและตรวจสอบลําดับสารพันธุกรรมดวยเครื่อง automated 

sequencer แลววัดปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอวัคซีนท่ีแทรก PADRE (Alexander et al., 

2000; del Guercio et al., 1997) 

 

ชวงท่ี 2 การทดลองในสุกรเพ่ือหาปริมาณการฉีด 
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ทําการทดลองในฟารม โดยแบงสุกรหยานมอายุ 28 วัน ออกเปน 4 กลุม กลุมละ 3 ตัว กลุมท่ี 1 ทําการ

ใหฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอซ่ึงเปน transfer vector เปลาเขาใตผิวหนังในขนาด 100 ไมโครกรัม สวนกลุมท่ี 2 – 4 ทํา

การใหพลาสมิดดีเอ็นเอ จํานวน 2 ครั้งหางกัน 14 วัน โดยเขาใตผิวหนังในขนาด 100 250 และ 500 ไมโครกรัม 

ตามลําดับ โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดท่ีวันท่ี 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอ นําตัวอยาง

เลือดไปแยกซีรั่มเพ่ือใชทดสอบดวยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น เพ่ือตรวจสอบวาปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีฉีดตองเปน

เทาไรจึงใหการกระตุนสูงท่ีสุด  

 

ชวงท่ี 3 การทดลองประสิทธิภาพในสุกร 

ทําการทดลองในฟารม โดยแบงสุกรอายุ 28 วัน ออกเปน 3 กลุม กลุมละ 10 ตัว กลุมท่ี 1 เปนกลุม

ควบคุมลบ (negative control) สุกรในกลุมนี้ไดรับการฉีดสารละลาย PBS กลุมท่ี 2 ทําการใหวัคซีนพีอารอารเอส

เชื้อเปน เขากลามเนื้อ และทําการฉีดซํ้าอีกครั้งในอีก 14 วันถัดมา และกลุมท่ี 3 ทําการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนเขาใต

ผิวหนัง และทําการฉีดซํ้าทุกกลุมอีกครั้งใน 14 และ 28 วันถัดมา ทําการเก็บตัวอยางเลือด และ Periperal blood 

mononuclear cells (PBMCs) ท่ีวันท่ี 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการใหพลาสมิดดีเอ็นเอ เพ่ือนําไปสกัดซีรั่ม

เพ่ือใชทดสอบดวยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น และนํา PBMCs มาตรวจสอบ cell mediated immunity โดยวิธี 

Lymphocyte proliferation assay 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

- ผลิตตนแบบดีเอ็นเอวัคซีน ท่ีมีสวนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE ระหวาง decoy 

epitope, N-liked glycosylation site และ  neutralizing epitope 

- ศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวัคซีนในการกระตุนสราง neutralizing antibody 

- ศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวัคซีนในการควบคุมการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในสุกรอนุบาลฟารม 
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ขอบเขตของโครงการวิจัย 

- ผลิตตนแบบดีเอ็นเอวัคซีน ท่ีมีสวนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE ระหวาง decoy 

epitope, N-liked glycosylation site และ  neutralizing epitope  

- ทดลองศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวัคซีนในดานการกระตุนสราง neutralizing antibody และ

การควบคุมการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในสุกรอนุบาลในฟารม 

  



8 
 

บทท่ี 2 

วรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ (Literature Review) 

 

โรคพีอารอารเอส เกิดจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 

1992) เปนโรคสําคัญท่ีสรางความเสียหายทางเศรษฐกิจแก อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลก รวมถึงประเทศไทย 

กอใหเกิดอาการผิดปรกติของระบบสืบพันธุในฝูงสุกรแมพันธุ เชน แทง กลับสัด ในสุกรอุมทอง จํานวนลูกสุกรตาย

แรกคลอดและอัตราตายกอนหยานมสูง และโรคระบบทางเดินหายใจแทรกซอน (Porcine respiratory disease 

complex) ในฝูงสุกรอนุบาลและขุน โดยในประเทศสหรัฐอเมริกานั้นพบวาโรคพีอารอารเอส สรางความเสียหาย

ถึงปละ 560.32 ลาน6ดอลลารสหรัฐ (Neumann et al., 2005)   

โรคพีอารอารเอสเกิดจากการติดเชื้อ ไวรัสพีอารอารเอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 

1992) ซ่ึงเปนอารเอ็นเอไวรัสชนิดสายเดียวและมีเปลือกหุมท่ีจัดอยูใน genus Arterivirus ตระกูล Arteriviridae  

(Cavanagh, 1997) จีโนมของไวรัสพีอารอารเอสมีมวลโมเลกุล 15 kDa ประกอบไปดวย 10 Open reading 

frames (ORFs) คือ ORFs 1-7 ORFs 1a และ 1b เปนสวนของ non-structural protein (Nsp) ทําหนาท่ีเปน 

replicase-related protein ควบคุมการเพ่ิมจํานวนของไวรัส สวน ORFs 2-7 เปนสวนของ structural protein 

โดยมีรายละเอียดดังนี้ ORF 2 มีขนาด 29-50 kDa มีการแสดงออกของยีนเปน glycoprotein (GP) 2 ORF 3 มี

ขนาด 45-50 kDa มีการแสดงออกของยีนเปน GP3 ORF 4 มีขนาด 31-35 kDa มีการแสดงออกของยีนเปน GP4 

ORF 5 มีขนาด 25 kDa มีการแสดงออกของยีนเปน GP5 ซ่ึงเปนสวนสําคัญท่ีมีความแตกตางกันมากท่ีสุดของ

ไวรัสแตละสายพันธุ เปนสวนท่ีมีบทบาทสําคัญท่ีไวรัสใชในการติดเชื้อเขาสูเซลล นอกจากนั้นโปรตีน GP5 สวนนี้

จึงมีบทบาทสําคัญในการกระตุนภูมิคุมกันแบบนิวทรัลไลซซ่ิงแอนตีบอดี (Pirzadeh and Dea, 1998) ORF 6 มี

ขนาด 18 kDa มีการแสดงออกของยีนเปน matrix (M) protein ซ่ึงจะมีบทบาทสําคัญในการประกอบตัวของไวรัส 

(virus assembly) ORF 7 มีขนาด 15 kDa มีการแสดงออกของยีนเปน nucleocapsid (N) protein 

(Meulenberg, 2000; Meulenberg et al., 1997) 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสแบงออกเปน 2 สายพันธุหลัก คือสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American 

genotype) และสายพันธุยุโรป (European genotype) ตามทวีปท่ีมีการคนพบครั้งแรก ในประเทศแถบทวีป
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อเมริกาเหนือเชน สหรัฐอเมริกา และ แคนาดา พบการระบาดของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือเปน

หลัก มีรายงานการแยกเชื้อสายพันธุยุโรปบางเม่ือประมาณป พ.ศ. 2542 แตก็ไมไดสรางความเสียหายมากนัก และ

หลังจากนั้นก็ไมเคยมีการคนพบอีกเลย และจนถึงปจจุบันก็ยังไมสามารถอธิบายไดวาเกิดจากสาเหตุใด ในประเทศ

แถบทวีปยุโรปพบการระบาดของไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปเปนหลัก ยกเวนในบางประเทศเชน เดนมารก ท่ี

พบไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือไดตั้งแตป พ.ศ. 2539 ซ่ึงมีสาเหตุมาจากการนําวัคซีนโรคพีอารอาร

เอสสายพันธุอเมริกาเหนือชนิดเชื้อเปนไปใชในฝูงพอพันธุและเชื้อไวรัสวัคซีนไดแพรกระจายไปตามฟารมตางผาน

ทางน้ําเชื้อ (Botner et al., 1994; Botner et al., 1997)  

ประเทศไทยพบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ตั้งแตปพ.ศ. 2532 (Damrongwatanapokin et al., 

1996) และสามารถแยกเชื้อไวรัส ไดท้ังสายพันธุอเมริกาเหนือ และสายพันธุยุโรป โดยรายงานเม่ือประมาณป พ.ศ. 

2548 พบวามีสายพันธุยุโรป อยูประมาณ 66.42% และมีสายพันธุอเมริกาเหนืออยูประมาณ 33.58% 

(Thanawongnuwech et al., 2004) แตในปจจุบันความชุกของเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงไปเพราะพบไวรัสสายพันธุ

อเมริกาเหนือเพ่ิมมากข้ึนและมีความแตกตางทางพันธุกรรมสูง (Nilubol et al., 2013) สวนสาเหตุของการ

เปลี่ยนแปลงท่ีพบไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือเพ่ิมมากข้ึนยังไมทราบแนชัด และการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ฟารมสุกรไทย พบวาฟารมสวนใหญติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสมากกวา 1 สายพันธุ และมากกวาครึ่งเปนการติดเชื้อ

รวมกันของสายพันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุยุโรป ลักษณะการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศไทย ท่ีพบ

ท้ังสองสายพันธุอยูในฟารมเดียวกัน แตกตางจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศอ่ืน 

จากสาเหตุท่ีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสมีการกลายพันธุสูง ทีมผูวิจัยจึงไดสํารวจความแตกตางทางพันธุกรรม 

(genetic variation) และติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ฟารมสุกรของประเทศไทยมามากกวา 6 ป (พ.ศ. 2549 – 2555) โดยแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจํานวนมากกวา 

500 ไอโซเลตจากฟารมจํานวนมากกวา 200 ฟารมในประเทศไทย (ภาพท่ี 2) (Nilubol et al., 2012; Nilubol 

et al., 2013) พบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย มีการกลายพันธุท่ีสูงมากเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสพี

อารอารเอสท่ีรายงานในปพ.ศ. 2547 โดยเฉพาะไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือ ท่ีปจจุบัน สามารถแบงออกไดเปน 5 

คลัสเตอร จากเดิมท่ีในปพ.ศ. 2547 พบเพียง 1 คลัสเตอร (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 2013) 
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จากการสํารวจพบวานอกจากสายพันธุหลักสองสายพันธุแลว เชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยแตละ

สายพันธุยังสามารถแบงออกเปนคลัสเตอรยอยๆไดอีก โดยสามารถแบงเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปออก

ไดเปน 2 คลัสเตอรยอย (ภาพท่ี 2) และสามารถแบงเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือออกไดถึง 4 คลัสเตอรยอย 

(ภาพท่ี 2) โดยภายในแตละคลัสเตอรจะมีความตางกันอยูท่ีประมาณ 10 เปอรเซนตของลําดับนิวคลีโอไทด และ

จากการวิเคราะหพบวาไวรัสท้ังสองสายพันธุมีอัตราการกลายพันธุท่ีใกลเคียงกัน แตมีกลไกการกลายพันธุท่ี

แตกตางกัน ไวรัสสายพันธุยุโรปมีการกลายพันธุท่ีตําแหนง neutralizaing epitope นอยกวาไวรัสสายพันธุ

อเมริกาเหนือ ทําใหตลอดระยะเวลา 3 ปท่ีสํารวจจึงยังพบไวรัสสายพันธุนี้แค 2 คลัสเตอร ในทางตรงขามไวรัสสาย

พันธุอเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพันธุท่ีสําคัญ 2 ประการคือการเปลี่ยนตําแหนง N-linked glycosylation ท่ี

ลําดับกรดอะมิโนตําแหนง 31-35 ของสวน Glycoprotein 5 ทําให neutralizing epitope มีการเปลี่ยนแปลง

รูปรางสงผลโดยตรงตอภูมิคุมขามสายพันธุ (cross protection)  

ไวรัสพีอารอารเอสเปนอารเอ็นเอไวรัส ซ่ึงอารเอ็นเอไวรัสนี้เม่ือเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอไวรัสแลว จะไมมี

ขบวนการ Proof-reading ท่ีใชในการตรวจสอบการแปลรหัสนิวคลีโอไทดในการถายทอดทางพันธุกรรม ทําใหการ

แปลรหัสนิวคลีโอไทดมีโอกาสท่ีจะเกิดความผิดผลาดสูง สงผลใหเกิดการกลายพันธุ (Mutation) ไดงายและไวรัสมี

ความแตกตางทางพันธุกรรมสูง ความสามารถในการกลายพันธุท่ีสูงนี้สามารถพบไดท้ังไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ

อเมริกาเหนือและยุโรป สวนทางพันธุกรรมของไวรัสท่ีพบการเปลี่ยนแปลงมากท่ีสุดคือสวนของ ORF 5 ท่ีแปรเปน

สวนประกอบของโปรตีนบนผนังเซลล (Glycoprotein 5, GP5) (Chang et al., 2002; Meng et al., 1995a; 

Meng et al., 1995b; Murtaugh et al., 1998) สวน GP5 นี้เองท่ีพบวามี neutralizing epitope และเปนสวน

ท่ีกระตุนในเกิดแอนติบอดี้ท่ีมีคุณสมบัติในการปองกันการเขาสูเซลล (Neutralizing antibodies) (Ostrowski et 

al., 2002; Plagemann, 2004; Plagemann et al., 2002) สงผลในการปองกันการติดเชื้อ 

ไวรัสพีอารอารเอสจัดเปนไวรัสท่ีมีความหลากหลายพันธุกรรมเนื่องจากตัวไวรัสเองมี RNA polymerase 

enzyme ท่ีมีประสิทธิภาพต่ํา สวนท่ีมีความหลากหลายมากท่ีสุดของไวรัสพีอารอารเอสคือ GP5  โดยใน GP5 

พบวาสวนของ ectodomain จะเปนสวนท่ีมีความแตกตางมากท่ีสุด (Meulenberg et al., 1997) โครงสราง 

GP5 ประกอบไปดวยสวนท่ีอยูดานนอกของไวรัส (ectodomain) และทางดาน N-terminal ประกอบไปดวย 

signal 
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ภาพท่ี 2 แผนภูมิตนไมวงศวานวิวัฒนาการแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ประเทศไทย A) สายพันธุยุโรป B) สายพันธุอเมริกาเหนือ 

 

           ไวรัสพีอารอารเอสจัดเปนไวรัสท่ีมีความหลากหลายพันธุกรรมเนื่องจากตัวไวรัสเองมี RNA polymerase 

enzyme ท่ีมีประสิทธิภาพต่ํา สวนท่ีมีความหลากหลายมากท่ีสุดของไวรัสพีอารอารเอสคือ GP5  โดยใน GP5 

พบวาสวนของ ectodomain จะเปนสวนท่ีมีความแตกตางมากท่ีสุด (Meulenberg et al., 1997) โครงสราง 

GP5 ประกอบไปดวยสวนท่ีอยูดานนอกของไวรัส (ectodomain) และทางดาน N-terminal ประกอบไปดวย 

signal peptide sequence   ถัดมาจะมีสวนของ   การเกิด glycosylation ท่ีเรียกวา N-linked glycosylation 
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site โดยท่ีจะมีไกลโคเจนมาเชื่อมตอกับกรดอะมิโน asparagine มีประมาณ 2-4 ตําแหนง (ภาพท่ี 3) รวมท้ังมี

สวนของ epitope สวนท่ีเปน non-neutralizing epitope (decoy epitope A) และสวนของ neutralizing 

epitope B โดยท่ีสวน decoy epitope A จะอยูสวนหนาของ neutralizing epitope B (ภาพท่ี 3) (Ostrowski 

et al., 2002) พบวา decoy epitope A อยูบริเวณตําแหนง 27-30 และ neutralizing epitope B อยูท่ีตําแหนง 

37-45  

 

 

 

 

ภาพท่ี 3  สวนประกอบของ GP5 ectodomain ; N-liked glycosylation site ( N30 , N33 , N44 และ N51 ) 

; decoy epitope A , neutralizing epitope B (อางอิงจาก Meulenberg., j. 1997) 

 

 

ไวรัสพีอารอารเอส มีคุณสมบัติเปน Quasi-species (Goldberg et al., 2003) คือ ทุกครั้งท่ีไวรัสเพ่ิม

จํานวน สวนของ Progeny viruses ท่ีเกิดข้ึน จะมีพันธุกรรมท่ีแตกตางจากไวรัสตัวตั้งตน มากหรือนอยแตกตาง

กันไป (Domingo, 1992) แตอยางไรก็ตามยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวา Progeny viruses ท่ีเกิดข้ึนเหลานี้ จะมีการ

เปลี่ยนแปลงอยางไรและมีการดํารงอยูในรูปแบบใด เชน Progeny viruses ทุกตัวสามารถดํารงอยูดวยกันได หรือ

จะมี progeny viruses เพียงบางตัวเทานั้นท่ีอยูรอดและพัฒนาเปนสายพันธุใหม ท่ีกลายไปเปนไวรัสสายพันธุไหม

ท่ีแตกตางไปจากสายพันธุเดิมอยางสิ้นเชิง ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางการเปนแอนติเจนและสงผลทําให

ภูมิคุมกันท่ีเกิดข้ึนตอเชื้อไวรัสตัวเดิมไมสามารถจดจําไดเชื้อตัวใหมท่ีเกิดข้ึนได ทําใหสามารถเกิดการติดเชื้อไดใหม

อีกครั้ง ซ่ึงอาจจะเปนเหตุผลท่ีทําใหฟารมท่ีเคยระบาดจากโรคพีอารอารเอสก็ยังสามารถเกิดการระบาดใหมไดจาก

เชื้อตัวเดิมหรือตางชนิดทําใหโรคพีอารอารเอสเปนโรคท่ียากตอการควบคุมและปองกัน 
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ความแตกตางทางพันธุกรรมของไวรัสพีอารอารเอสท่ีกลาวมาขางตน มีสาเหตุหลักจากขบวนการ proof 

reading ท่ีมีประสิทธิภาพต่ํา ทําใหเกิดการกลายพันธุ (mutation) ไดงาย แตในเชื้อไวรัสพีอารอารเอสยังมีอีก

ขบวนการ recombination ท่ีสามารถทําใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมได ในกรณีท่ีมีการติดเชื้อรวมของ

ไวรัสสายพันธุเดียวกันแตมากกวา 2 ไอโซเลต เชน ไอโซเลตจากสายพันธุอเมริกาเหนือท้ังคู พบวา Progeny 

viruses ของท้ังสองสายพันธุท่ีเกิดข้ึนหลังจากท่ีไวรัสเพ่ิมจํานวน สามารถดํารงอยูดวยกันได โดยแตละสายพันธุจะ

มีการกลายพันธุแยกกันและจะมีบางสวนท่ีสามารถเกิดการเเลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสองสายพันธุ  (Genetic 

recombination) (Yuan et al., 1999)  

ผูวิจัยไดทําการศึกษาโดยการใหเชื้อไวรัสพีอารอารเอสแกสุกรในหองทดลอง โดยแบงสุกรออกเปน 4 กลุม

ประกอบดวย NEG US EU และ MIX กลุม NEG เปนกลุมควบคุมลบ กลุม US และ EU เปนกลุมติดเชื้อไวรัสพี

อารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือ (US) และสายพันธุยุโรป (EU) ตามลําดับ กลุม MIX เปนกลุมติดเชื้อไวรัสพีอาร

อารเอสรวมท้ังสายพันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกาเหนือ แยก progeny viruses และถอดรหัสพันธุกรรม ผล

การศึกษาผลวาสุกรกลุม MIX เกิดอาการโรคท่ีรุนแรงมากกวาสุกรกลุมท่ีติดเชื้อเดี่ยว และการตรวจ ลําดับเบสยีน

สวน Open reading frame 5  ไดแสดงใหเห็นวา ภายหลังการใหเชื้อสุกรหนึ่งตัวสามารถตรวจพบไวรัสพีอารอาร

เอสไดหลายสายพันธุ (multiple isolates) และพบความแตกตางทางพันธุกรรมของไวรัสลูกหลาน (progeny 

viruses) จากไวรัสตั้งตน และยังพบวาผลการถอดรหัสพันธุกรรมพบวาเชื้อไวรัสลูกหลานท่ีแยกไดจากกลุมสุกรท่ี

ติดเชื้อรวม (MIX) มีความแตกตางทางพันธุกรรมมากกวาเชื้อไวรัสลูกหลานท่ีแยกไดจากกลุมติดเชื้อเดี่ยว (สาย

พันธุยุโรปหรืออเมริกาเหนือเพียงอยางเดียว) และความแตกตางทางพันธุกรรมเชื้อไวรัสลูกหลานท่ีแยกไดจากกลุม

ติดเชื้อรวมชวงวันท่ี 30 เม่ือเปรียบเทียบกับไวรัสตนแบบ นอยกวา ความแตกตางทางพันธุกรรมของ เชื้อไวรัส

ลูกหลานท่ีแยกไดชวงวันท่ี 10 และพบไวรัสลูกหลานท่ีเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสองสายพันธุทุก

ชวงเวลา (genetic recombination) ทําใหสรุปผลไดวาการติดเชื้อรวมสองสายพันธุสามาถเรงการเปลี่ยนแปลง

ทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสลูกหลาน แตละสายพันธุเปลี่ยนแปลงโดยตัวเองแตจะมีไวรัสท่ีเกิดจากการแลกเปลี่ยน

พันธุกรรมของสองสายพันธุตลอดเวลา และไวรัสลูกหลานท่ีแยกไดหลังจากการใหเชื้อพบวามีความแตกตางทาง

พันธุกรรมจากไวรัสตนแบบมาก และ progeny viruses บาง clade จะโดดเดนออกมา (dominant mutants) 

(นิลอุบล, โครงการวิจัยงบประมาณแผนดิน ปงบประมาณ พ.ศ. 2551) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ 



14 
 

progeny viruses ท่ีความแตกตางทางพันธุกรรมจากไวรัสตนแบบมาก ทําใหผูวิจัยสนใจท่ีจะทําการศึกษาเก่ียวกับ

การเปลี่ยนแปลงของ neutralizing epitope ของ progeny viruses ท่ีแยกไดและ cross neutralizing activity 

ของซีรั่มท่ีเก็บหลังจากการระบาดตอ progeny viruses เหลานี้ 

ทางทีมผูวิจัยสนใจรายงานการผลิตวัคซีน ท่ีใช PAN DR helper T-cell epitope (PADRE) ซ่ึงเปน 

short linear peptides มา construct กับ plasmodium-derived B-cells epitope (Alexander et al., 

2000) ซ่ึงสามารถกระตุนระดับ neutraling antibody และ cell mediated immune immunity ไดดี 
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บทท่ี 3 

วิธีดําเนินงานวิจัย 

 

การดําเนินงานวิจัย 

การเตรียมยีน ORF5 ของเช้ือไวรัส PRRS 

นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน OFR5 ของเชื้อไวรัส PRRS จากฐานขอมูลใน GenBank  มาหาตําแหนงของ 

decoy epitope (A) และ neutralizing epitope (B) จากนั้นแทรกชิ้นสวนนิวคลีโอไทดของ PAN DR helper T-

cell epitope (PADRE) ระหวาง decoy epitope และ neutralizing epitope จะไดเปน modified-ORF5-

gene ท่ีใสลําดับนิวคลีโอไทดของเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes) อยูท่ีปลายดาน 5’ เปน Kpn I และ

ปลายดาน 3’ เปน Xba I หลังจากนั้นสงสังเคราะหชิ้นสวนยีนนี้จากบริษัทตอไป 

 

การเตรียม plasmid DNA จากยีน ORF5 

นําสวนพันธุกรรมของ Modified-ORF5-gene ท่ีสังเคราะหได มาเตรียมเปน plasmid DNA โดยโคลน

เขา vector ท่ีชื่อวา pcDNA 3.1 /CT-GFP-TOPO® อันดับแรก modified-ORF5-gene และ vector จะถูกตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Kpn I และ Xba I ท่ีอุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้น นําชิ้นสวนของ 

modified-ORF5-gene ท่ีถูกตัดแลว insert เขาไปบริเวณ multiple cloning site ของ vector  แลวทําการ 

ligate เชื่อมระหวางชิ้นสวน modified-ORF5 gene กับ vector ไดเปน plasmid DNA ตอจากนั้น ทําการเพ่ิม

จํานวน plasmid DNA ดวยกระบวนการ bacterial expression system เริ่มจาก นํา vector ท่ีได transform 

เขาไปในแบคทีเรีย E. coli (JM 109) ดวยวิธี heat-shock protocol แลวนําแบคทีเรียไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

LB broth ปริมาตร 6 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนระยะเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นทําการเก็บแบคทีเรีย ดวยเทคนิค

การปนเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 5,500 rpm แลวนําแบคทีเรียท่ีเก็บไดไปสกัดเอา plasmid DNA และทําใหบริสุทธิ์

ดวยชุด Kit สําเร็จรูป (EndoFee® Plasmid Giga Kit, Qiagen) และพัฒนาเปนดีเอ็นเอวัคซีนท่ีแทรกชิ้นสวน 

PADRE (Alexander et al., 2000; del Guercio et al., 1997) สําหรับนําไปใชในการทดลองข้ันตอไป 
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การทดลองในสุกรเพ่ือหาปริมาณการฉีด 

แบงสุกรหยานมปลอดโรค PRRSV ท่ีอายุ 28 วัน ออกเปน 4 กลุม กลุมละ 3 ตัว กลุมท่ี 1 ทําการใหฉีดพ

ลาสมิดดีเอ็นเอซ่ึงเปน transfer vector เปลาเขาใตผิวหนังในขนาด 100 ไมโครกรัม สวนกลุมท่ี 2 – 4 ทําการ

ใหพลาสมิดดีเอ็นเอ จํานวน 2 ครั้งหางกัน 14 วัน โดยเขาใตผิวหนังในขนาด 100 250 และ 500 ไมโครกรัม 

ตามลําดับ โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดท่ีวันท่ี 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอ นําตัวอยาง

เลือดไปแยกซีรั่มเพ่ือใชทดสอบดวยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น เพ่ือตรวจสอบวาปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีฉีดตองเปน

เทาไรจึงใหการกระตุนสูงท่ีสุด  

 

การทดลองประสิทธิภาพในสุกร 

แบงสุกรหยานมปลอดโรค PRRSV ท่ีอายุ 28 วัน ออกเปน 3 กลุม กลุมละ 10 ตัว กลุมท่ี 1 เปนกลุม

ควบคุมลบ (negative control) สุกรในกลุมนี้ไดรับการฉีดสารละลาย PBS กลุมท่ี 2 ทําการใหวัคซีนพีอารอารเอส

เชื้อเปน เขากลามเนื้อ และทําการฉีดซํ้าอีกครั้งในอีก 14 วันถัดมา และกลุมท่ี 3 ทําการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนเขาใต

ผิวหนัง และทําการฉีดซํ้าทุกกลุมอีกครั้งใน 14 และ 28 วันถัดมา ทําการเก็บตัวอยางเลือด และ Periperal blood 

mononuclear cells (PBMCs) ท่ีวันท่ี 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการใหพลาสมิดดีเอ็นเอ เพ่ือนําไปสกัดซีรั่ม

เพ่ือใชทดสอบดวยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น และนํา PBMCs มาตรวจสอบ cell mediated immunity โดยวิธี 

Lymphocyte proliferation assay 

 

การวัดการตอบสนองทางภูมิคุมกันประเภทสารน้ํา (Humoral immune response)  

วัดการตอบสนองทางภูมิคุมกันประเภทสารน้ําของสุกรจากซีรั่มท่ีไดจากการเจาะเลือดโดยวิธี ELISA และ 

serum neutralization assay 

การตอบสนองทางภูมิคุมกันประเภทสารน้ําโดยวิธี ELISA ใชชุดตรวจสอบสําเร็จรูป (Herdchek®, Idexx, 

USA) โดยนําซีรั่มท่ีไดจากการเจาะเลือด ปลอยใหเลือดเกิดกระบวนการแข็งตัวแยกเปนซีรั่มออกมา แลวนํา

ตัวอยางมาเจือจางโดยใชซีรั่ม 5 ไมโครลิตร ตอ น้ํายาละลาย 195 ไมโครลิตร นํามาใสลงใน plate หลังจากนั้นทํา

การดูดซีรั่มมาใสใน strip coated plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร ซ่ึงในการทําแตละครั้งจะตองมีตัวควบคุมบวก 
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และตัวควบคุมลบ อยางละ 2 หลุมใน strip หลุมละ 100 ไมโครลิตรตอหนึ่ง plate ทําการ incubate ไวเปนเวลา 

30 นาที หลังจากนั้นจะทําการลาง strip ดวย washing solution 3 ครั้ง ครั้งละ 300 ไมโครลิตร แลวเติม 

substrate (TMB substrate) หลุมละ 100 ไมโครลิตร incubate ไว 15 นาทีจึงใส stop solution หลุมละ 100 

ไมโครลิตร หลังจากนั้นทําการวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ดวยเครื่อง ELISA reader ท่ีความยาวคลื่นแสง 650 นา

โนเมตรและทําการแปลผล 

 

ซีรั่มนิวทรัลไลเซช่ัน (Serum neutralization assay) 

นําซีรั่มมาทํา8ซีรั่มนิวทรัลไลเซชั่นตอเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือ 8ตามวิธีของ Nilubol et 

al., 2004 (Nilubol et al., 2004) โดยยอนําซีรั่มปริมาณ 200 ไมโครลิตรมาเจือจางดวยวิธี 2-fold dilution ดวย

สารเลี้ยงเซลล MEM เขยาใหเขากัน และดูดสารละลายปริมาณ 100 ไมโครลิตรมาใสใน microculture 96-well 

plate ท่ีมีไวรัสปริมาณ 102 TCID50/mL บมท่ีอุณหภูมิ 37° ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นจึง

ถายสารละลายลงบน microculture 96-well plate ไดเลี้ยงเซลล MARC-145 เตรียมไวกอนหนานี้เปนเวลา 2 

วันหรือจนกระท่ังมีปริมาณเซลลสมบูรณเต็มพ้ืนท่ี และทําการบม microculture 96-well plate ท้ัง 2 เพลทไว ท่ี

อุณหภูมิ 37° ซ. ใน CO2 5% เปนเวลา 2 วัน นําเพลทมาทําการตรึงเซลล (fixation) ดวยฟอรมาลีนและยอม

เซลลดวยวิธี direct fluorescent assay (FA) โดยใช monoclonal antibody SDOW17 อานผลดวยกลอง

จุลทรรศนฟลูออเรสเซน และคิดคา geometric mean titer เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตาง 

 

 

การแยกเซลลเม็ดเลือดขาว 

 นําตัวอยางเลือดสุกรท่ีมี Heparin เปนสารปองกันเลือดแข็ง มาแยกเซลลเม็ดเลือดขาว (Peripheral 

Blood Mononuclear Cells, PBMCs) ดวยวิธี Density gradient centrifugation มีวิธีทําดังนี้ 

ผสมเลือดท่ีเก็บมากับ Phosphate Buffer Saline (PBS) ความเขมขน 1x อยางละ 10 มิลลิลิตร ผสมให

เขากัน แลวคอยๆปลอยเลือดท่ีผสมกับ Phosphate Buffer Saline (PBS) ลงใน Isoprep® (Sigma, USA) ท่ี

เตรียมไวใน 10 มิลลิลิตร พอใสครบทุกหลอดจึงนําไปปนแยกดวยเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1500×g เปนเวลา 
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30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จากนั้นนําออกมาแลวใช Pasteur pipette ดูดเซลล PBMCs ทีแยกชั้นอยู

ตรงกลางออกมาใสในหลอดรูปทรงกรวย (conical tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร โดยแยกแตละตัวอยางไวในหลอด 1 

หลอดหลังแยกเสร็จทุกตัวอยางนําเซลล PBMCs ท่ีแยกมาไปปนลางดวย PBS โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

1,300×g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส แลวนํามาเทสวนใสท้ิง แลวเคาะเซลลใหแยกเปนเซลล

เดี่ยวๆ จากนั้นกําจัดเม็ดเลือดแดงท่ีปนมาโดยการเติมน้ําเปลาบริสุทธิ์ 2 มิลลิลิตร และ PBS ความเขมขน 2x เขยา

ใหเขากันแลวเติม PBS ความเขมขน 1x จนเต็มหลอด ทําการปนแยก PBMCs อีกรอบท่ีความเร็ว 1300×g เปน

เวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นําออกมาเทสวนใสท้ิง เคาะเซลลใหแยกเปนเซลลเดี่ยวๆ แลวจึงเติม

อาหารเลี้ยงเซลล RMPI complete medium ลงไป 1 มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบดวยอาหารเลี้ยงเซลล RPMI, ซีรั่มลูก

โค (Invitrogen, USA) 10%, โซเดียมไพรูเวต (Invitrogen, USA) 1mM, 2-เมอแคปโตเอทานอล(2-

Mercaptoethanol) (Sigma, USA) 5 มิลลิโมล, เพนิซิลลิน (Invitrogen, USA) 50000, สเตร็ปโตมัยซิน 

(Invitrogen, USA) 50 มิลลิกรัม โดยกระบวนการเหลานี้ทําในตูปลอดเชื้อ แลวจึงนําไปนับจํานวนเซลลเม็ดเลือด

ขาวท่ีไดจากแตละตัวอยางโดยการยอมสี Typhen Blue ความเขมขน 0.4% เพ่ือประเมินปริมาณเม็ดเลือดท่ีได

หลังจากนั้นจึงนําเซลลท่ีไดนําไปใชในการวัด การตอบสนองของเซลลเม็ดเลือดขาว (proliferative responses) 

ตอไป 

 

การวัดการตอบสนองของเซลลลิมโฟไซต (Lymphocyte proliferative assay)  

นําเซลล PBMCs ท่ีแยกไดจํานวน 107 เซลล มาทําการยอมดวยสี Carboxyfluorescein Diacetate 

Succinimidyl Ester (CFSE) โดยลางอาหารเลี้ยงเซลล (complete media) ออกดวย PBS ความเขมขน 1x 

รวมกับการปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,200 × g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ทําการ

ลาง 2  ครั้ง จากนั้นนําเซลลท่ีไดมาเติม PBS 1 มิลลิลิตร แลวยอมดวยสี Carboxyfluorescein Diacetate 

Succinimidyl Ester (CFSE) ท่ีเจือจางดวย FACs (Fluorescene activated cell sorting) ในอัตราสวน 1 ตอ 

2,000  ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวนําไปเก็บไวในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที ระหวางนั้นทํา

การเขยาทุก 1 นาที แลวจึงหยุดปฏิกิริยาโดยการใสซีรั่มลูกโค 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นลางสี CFSE ออกดวย PBS 

และอาหารเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ เจือจางเซลลท่ีไดดวยอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณ 5 มิลลิลิตร และแบงเซลล plate 
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หลุมละ 1 มิลลิลิตร จํานวน 3 หลุม ตอ 1 ตัวอยาง ซ่ึงแตละหลุมจะมี PBMCs ประมาณ 2.5 x 106เซลล และมี

การกระตุนดวยแอนติเจนท่ีตางกัน โดยหลุมท่ี 1 กระตุนดวย Mock หลุมท่ี 2 กระตุนดวย PHA-P หลุมท่ี 3 

กระตุนดวยไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือ จากนั้นทําการเลี้ยงเซลล PBMCs ในตูควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ท่ีมีระดับคารบอนไดออกไซด 5% นาน 6 วัน  เพ่ือวัดการตอบสนองโดยการเพ่ิมจํานวนเซลล (proliferative 

responses) 

 

การหาคาดัชนีการเพ่ิมจํานวน (proliferative indices) 

 นําคาการตอบสนองโดยการเพ่ิมจํานวนของเซลล (proliferative responses) จากสุกรแตละตัว ซ่ึงถูก

กระตุนดวยไวรัสพีอารอารเอสแตละไอโซเลตมาคํานวณเทียบกับคาการตอบสนองโดยการเพ่ิมจํานวนของเซลล

สุกรตัวเดียวกันท่ีไมไดรับการกระตุน เพ่ือหาคาดัชนีการเพ่ิมจํานวน (proliferative indices) ดังสมการ 

 

     ดัชนีการเพ่ิมจํานวน (proliferative indices) = คาการเพ่ิมจํานวนท่ีกระตุนดวยไวรัสแตละไอโซเลต 

                คาการเพ่ิมจํานวนท่ีไมไดกระตุนจากสุกรตัวเดียวกัน 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 

การเตรียมยีน ORF5 ของเช้ือไวรัส PRRS   

ลําดับเบสของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัส PRRS แสดงตําแหนงของ decoy epitope (A) และ neutralizing 

epitope (B) ดังตอไปนี้ 

 

ATG TTG GAG AAA TGC TTG ACC GCG GGC TGT TGC TCG CGA TTGCTT TCT TTG TGG TGT ATC 

GTG CCG TTC TGT TTT GCT GTG CTC GCC AAC GCC AGC AAC GAC AGC AGC TCC CAT CTA CAG 

CTG ATT  TAC AAC TTG ACG CTA TGT GAG CTG AAT GGC ACA GAT TGG CTAGCT AAC AAA TTT 

GAT TGG GCA GTG GAG AGT TTT GTC ATC TTT CCC GTT TTG ACT CAC ATT GTC TCC TAT GGT 

GCC CTC ACT ACC AGC CAT TTC CTT GAC ACA GTC GCT TTA GTC ACT GTG TCT ACCGCC GGG 

TTT GTT CAC GGG CGG TAT GTC CTA AGT AGC ATC TAC GCG GTC TGT GCC CTG GCT GCG TTG 

ACT TGC TTC GTC ATT AGGTTT GCA AAG AAT TGC ATG TCC TGG CGC TAC GCG TGT ACC AGA 

TAT ACC AAC TTT CTT CTG GAC ACT AAG GGC AGA CTC TAT CGTTGG CGG TCG CCT GTC ATC 

ATA GAG AAA AGG GGC AAA GTT GAG GTC GAA GGT CAT CTG ATC GAC CTC AAA AGA GTT GTG 

CTT GATGGT TCC GTG GCA ACC CCT ATA ACC AGA GTT TCA GCG GAA CAATGG GGT CGT CCT 

TAG 

 โดยตําแหนงของ decoy epitope (A) อยูลําดับเบสท่ี 79 – 90 (ขีดเสนใตคู) และตําแหนงของ 

neutralizing epitope (B) อยูลําดับเบสท่ี 109 – 135 (ขีดเสนใต) 

 

ลําดับเบสของ PAN DR helper T-cell epitope (PADRE) ท่ีจะถูกแทรกเขาไประหวาง decoy 

epitope (A) และ neutralizing epitope (B) แสดงดังตอไปนี้ 
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  GCC AAG TTC GTG GCT GCC TGG ACC CTG AAG GCT GCC GCT 

 

ภาพรวมของ Modified-ORF5-gene  

 ท่ีปลายดาน 5’ และ 3’ จะถูกเติมดวยลําดับเบสของเอนไซมตัดจําเพาะ Kpn I และ Xba I ดังภาพ โดย

ชิ้นสวนของ PADRE จะแทรกอยูระหวาง amino acid (aa) ในตําแหนงท่ี 33 และ 34 แสดงดังภาพท่ี 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพท่ี 4 แสดงลําดับเบสของ Modified-ORF5-gene 
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การเตรียม plasmid DNA จาก ORF5 

 การตรวจสอบการแทรก modified-ORF5 gene หลังจากการ ligate เขากับ vector (ภาพท่ี 6) ดวยวิธี 

PCR โดยใชไพรเมอร ตอยีน ORF5 ของเชื้อไวรัส PRRS ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาขนาดของ PCR product ของ 

modified-ORF5 gene แทรกอยูมีขนาดใหญกวา เม่ือเปรียบเทียบกับ ORF5 ปกติดังแสดงในภาพท่ี 5 

 

 

ภาพท่ี 5 การตรวจสอบขนาด PCR product ของ modified-ORF5 gene ท่ีไดจากการเตรียม recombinant 

plasmid ดวย 2% gel electrophoresis 

ชอง M คือ ladder 

ชอง1 คือ ORF5 gene  

ชอง2 คือ plasmid ท่ีมียีน modified-ORF5 gene  

ชอง 3 คือ ตัวอยางควบคุมลบ (Negative control) 

  

     M             1                2              3 

500 bp 



23 
 

 

 

ภาพท่ี 6  แสดง transfer vector ท่ีใชในการผลิต plasmid DNA 

 

ผลการทดลองในสุกรเพ่ือหาปริมาณการฉีด 

แบงสุกรหยานมอายุ 28 วัน ออกเปน 4 กลุม กลุมละ 3 ตัว กลุมท่ี 1 ทําการใหฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอซ่ึงเปน 

transfer vector เปลาเขาใตผิวหนังในขนาด 100 ไมโครกรัม สวนกลุมท่ี 2 – 4 ทําการใหพลาสมิดดีเอ็นเอ 

จํานวน 2 ครั้งหางกัน 14 วัน โดยเขาใตผิวหนังในขนาด 100 250 และ 500 ไมโครกรัม ตามลําดับ โดยทําการเก็บ

ตัวอยางเลือดท่ีวันท่ี 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอ นําตัวอยางเลือดไปแยกซีรั่มเพ่ือใช
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ทดสอบดวยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น เพ่ือตรวจสอบวาปริมาณพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีฉีดตองเปนเทาไรจึงใหการกระตุนสูง

ท่ีสุด  

จากการทดลองพบวาการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนท้ังสามขนาดไมใหผลในการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกัน

ประเภทสารน้ําเม่ือวัดโดยวิธี ELISA แตอยางไรก็ตามเม่ือวัดโดยวิธี นิวทรัลไลเซชั่น ตอเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

Homologous isolate พบวาการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนใหผลในการกระตุนแอนติบอดี และนิวทรัลไลซ่ิงไตเตอร ข้ึนอยู

กับปริมาณดีเอ็นเอวัคซีนท่ีให โดยกลุมท่ีไดรับดีเอ็นเอวัคซีนขนาด 500 ไมโครกรัมใหผลบวกท่ี 35 วันหลังจากให

วัคซีน (SN titer > 4) แตดีเอ็นเอวัคซีนขนาด 250 ไมโครกรัมใหผลบวกท่ี 42 วันหลังจากใหวัคซีน และมี

นิวทรัลไลซ่ิงไตเตอรท่ี SN titer > 4 สวนการใหดีเอ็นเอวัคซีนขนาด 100 ไมโครกรัม ไมใหผลบวกท่ี 42 วัน

หลังจากใหวัคซีน 

 

การทดลองประสิทธิภาพในสุกร 

แบงสุกรอายุ 28 วัน ออกเปน 3 กลุม กลุมละ 10 ตัว กลุมท่ี 1 เปนกลุมควบคุมลบ (negative control) 

สุกรในกลุมนี้ไดรับการฉีดสารละลาย PBS กลุมท่ี 2 ทําการฉีดวัคซีนพีอารอารเอสเชื้อเปน (Ingelvac PRRS MLV, 

Boehringer Ingelheim, USA) เขากลามเนื้อ และทําการฉีดซํ้าอีกครั้งในอีก 14 วันถัดมา และกลุมท่ี 3 ทําการฉีด

ดีเอ็นเอวัคซีนเขาใตผิวหนัง และทําการฉีดซํ้าทุกกลุมอีกครั้งใน 14 และ 28 วันถัดมา ทําการเก็บตัวอยางเลือด 

และ Periperal blood mononuclear cells (PBMCs) ท่ีวันท่ี 0, 14, 28 และ 42 วันหลังทําการใหพลาสมิดดี

เอ็นเอ เพ่ือนําไปสกัดซีรั่มเพ่ือใชทดสอบดวยวิธีนิวทรัลไลเซชั่น และนํา PBMCs มาตรวจสอบ cell mediated 

immunity โดยวิธี Lymphocyte proliferation assay 

จากการทดลองพบวาการฉีดดีเอ็นเอวัคซีนไมใหผลในการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันประเภทสาร

น้ําเม่ือวัดโดยวิธี ELISA แตกตางจากกลุมท่ีฉีดวัคซีนเชื้อเปนท่ีใหผลการตอบสนองเม่ือวัดโดยวิธีนี้ตั้งแต 7 วันหลัง

ฉีดวัคซีน  

แตอยางไรก็ตาม เม่ือวัดโดยวิธีนิวทรัลไลเซชั่นจากตารางท่ี 1 พบวากลุมควบคุมลบมีคาผลเลือดเปนลบ

ตลอดการทดลอง กลุมท่ีไดรับวัคซีนเชื้อไวรัสพีอารอารเอสชนิดเชื้อเปนสายพันธุอเมริกาเหนือ มีการเพ่ิมข้ึนของคา 

SN titer ท่ีวัดโดยวิธี serum neutralization assay  ตั้งแตวันท่ี 21 หลังไดรับวัคซีน และมีการตอบสนองท่ีสูง
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กวา ในขณะเดียวกัน กลุมท่ีไดรับดีเอ็นเอวัคซีน   มีการเพ่ิมข้ึนของคา SN titer ท่ีวัดโดยวิธี serum 

neutralization assay  ตั้งแตวันท่ี 42 หลังไดรับวัคซีน และมีการตอบสนองท่ีต่ํากวา (วันท่ี 35 มี SN titer ท่ีต่ํา

มาก)   

  

ตารางท่ี  1  

แสดงผลการตอบสนองทางภูมิคุมกันประเภทสารน้ําของสุกรโดยวิธี Serum neutralization assay แสดงผลเปน 

คาเฉลี่ย (GMT) + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

กลุมทดลอง* จํานวนวันหลังการติดเชื้อ (วัน) 

0 7 14 21 28 35 42 

        

NEG 0 0 0 0 0 0 0 

DNA 0 0 0 0 0 1.00+0.00 2.20+1.10 

MLV 0 0 0 0.40+0.49 1.25+0.50 1.86+0.70 3.66+0.58 

        

 

* กลุม NEG คือกลุมควบคุมลบ ไมไดรับการฉีดวัคซีนใด กลุม DNA เปนกลุมท่ีไดรับดีเอ็นเอวัคซีน และกลุม MLV 

เปนกลุมฉีดวัคซีนไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือ  
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ผลการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพ่ึงเซลลท่ีวัดโดยวิธี Lymphocyte Proliferative assay โดยใช 

CFSE พบวากลุมควบคุมลบมีคาผลเลือดเปนลบตลอดการทดลอง กลุมท่ีไดรับวัคซีนเชื้อไวรัสพีอารอารเอสชนิด

เชื้อเปนสายพันธุอเมริกาเหนือ มีการเพ่ิมข้ึน ตั้งแตวันท่ี 14 หลังไดรับวัคซีน และมีการตอบสนองท่ีสูง ใน

ขณะเดียวกัน กลุมท่ีไดรับดีเอ็นเอวัคซีน   ไมพบการตอบสนอง สวนการตอบสนองท่ีพบในวันท่ี 42 หลังไดรับ

วัคซีน มีปริมาณท่ีคอยขางต่ํา    

 

 

ตารางท่ี  2 

แสดงผลการคาดัชนีการเพ่ิมจํานวนของเซลล PBMCs ในสุกรท่ีไดรับวัคซีนเชื้อเปนและดีเอ็นเอวัคซีนโดย

เปรียบเทียบท่ีระยะเวลาตางๆหลังการใหเชื้อ 

 

กลุม

ทดลอง 

จํานวนวันหลังการติดเชื้อ (วัน)  

0 7 14 21 28 35 42 

        

NEG  1.15 ± 0.28   1.59 ± 0.23  1.97 ± 0.89  1.16 ± 0.54 1.72 ± 0.24 1.84 ± 0.44 1.84 ± 0.44 

DNA 1.67 ± 0.42 1.63 ±1.50 1.63 ± 2.98 1.70 ± 5.16 1.67 ± 3.66 1.45 ± 2.16 2.1 ± 2.16 

MLV 1.12 ± 0.24 1.40 ±0.59 5.98 ± 3.55 5.66 ± 4.45 8.11 ± 2.97 7.46 ± 3.47 7.46 ± 3.47 

        

 

* กลุม NEG คือกลุมควบคุมลบ ไมไดรับการฉีดวัคซีนใด กลุม DNA เปนกลุมท่ีไดรับดีเอ็นเอวัคซีน และกลุม MLV 

เปนกลุมฉีดวัคซีนไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือ  
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บทท่ี 5 
วิจารณและสรุปผล  

           

จากสาเหตุท่ีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสมีการกลายพันธุสูง และผลการวิจัยท่ีทางทีมผูวิจัยไดสํารวจ และ

ติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมสุกรของประเทศไทย

มานาน (Nilubol et al., 2012; Nilubol et al., 2013) พบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย มีการกลาย

พันธุท่ีสูงมาก นอกจากนั้นเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยแตละสายพันธุยังสามารถแบงออกเปนคลัสเตอร

ยอยๆไดอีก แตจากการวิเคราะหพบวาไวรัสท้ังสองสายพันธุมีอัตราการกลายพันธุท่ีใกลเคียงกัน แตมีกลไกการ

กลายพันธุท่ีแตกตางกัน ไวรัสสายพันธุยุโรปมีการกลายพันธุท่ีตําแหนง neutralizaing epitope นอยกวาไวรัส

สายพันธุอเมริกาเหนือ ทําใหตลอดระยะเวลา 3 ปท่ีสํารวจจึงยังพบไวรัสสายพันธุนี้แค 2 คลัสเตอร ในทางตรงขาม

ไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพันธุ ท่ีสําคัญ 2 ประการคือการเปลี่ยนตําแหนง N-linked 

glycosylation ท่ีลําดับกรดอะมิโนตําแหนง 31-35 ของสวน Glycoprotein 5  แตอยางไรก็ตามพบวาการ

เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสท้ัง 4 คลัสเตอร พบท่ีสวน decoy epitope และ N-liked glycosylation 

site เทานั้น ไมพบการเปลี่ยนแปลงในสวน primary neutralizing epitope สวนไวรัสในคลัสเตอรท่ีมีความ

แตกตางทางพันธุกรรมจากไวรัสตั้งตนมาก จะมีความแตกตางทางพันธุกรรมในสวน decoy epitope และ N-

liked glycosylation site มาก การมี decoy epitope และการกลายพันธุในสวนนี้ อาจเปนสาเหตุใหการกระตุน

ภูมิคุมกัน มีการสรางแอนติบอดี้แบบ non-neutralizing antibody แทน neutralizing antibody ทําใหไม

สามารถปองกันการระบาดของโรคพีอารอารเอสได ถามีการตัดสวน decoy epitope ออกหรือมีการแทรกดวย

สายพันธุกรรมบางอยางทําให decoy epitope อยูหางจาก neutralizing epitope อาจทําใหรางกายมีการ

กระตุน neutralizing antibody ไดดีข้ึน จึงเปนมูลเหตุจูงใจใหทีมผูวิจัยสนใจท่ีจะผลิตวัคซีนปองกันโรคพีอารอาร

เอส รูปแบบใหม ท่ีเปนพลาสมิคดีเอ็นเอท่ีมีสวนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PAN DR helper T-cell 

epitope (PADRE) ท่ีสวนระหวาง decoy epitope, N-liked glycosylation site และ neutralizing epitope 

เพ่ือเปนตนแบบดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับใชทดลองในสุกร 
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จากผลการทดลองท่ีไดจากงานวิจัยฉบับนี้ทําใหสามารถสรุปไดวาการฉีดดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ยังใหผลได

ไมดีในกรณีท่ีฉีดเขาใดผิวหนัง เนื่องจากไมพบการกระตุนภูมิท่ีสูงเม่ือวัดโดยวิธี serum neutralization assay 

และ lymphocyte proliferation assay การตอบสนองทางภูมิคุมกันเกิดชาเม่ือเปรียบเทียบกับการกระตุน

ภูมิคุมกันดวยวัคซีนเชื้อเปน การไมตอบสนองทางภูมิคุมกันประเภทสารน้ําของดีเอ็นเอ PADRE เม่ือวัดโดยวิธี 

ELISA ถือเปนเรื่องปรกติ เนื่องแอนติบอดีท่ีใชในการผลิตชุดตรวจสอบ ELISA นั้นผลิตมาจากนิวคลีโอแคปซิด

โปรตีน แตดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ผลิตตอโปรตีนในสวน GP5 ทําให ไมเกิดการตอบสนอง การตอบสนองเม่ือวัด

โดยวิธี serum neutralization assay เปนตัวบงชี้วาดีเอ็นเอวัคซีน PADRE สามารถกระตุนสรางแอนติบอดีได แต

อาจตองหาวิธีการตรวจสอบท่ีเหมาะสม นอกจากนั้นการฉีดดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ยังใหผลการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันแมจะชาและไมสูง อาจจะตองการดําเนินการวิจัยตอเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ 

 งานวิจัยท่ีตองดําเนินการตอเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ประกอบดวย การเพ่ิม 

neutralizing epitope หรือ T-cell epitope ลงไปบน Plasmid DNA เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการกระตุนท้ัง 

serum neutralizing titer หรือภูมิคุมกันแบบพ่ึงเซลล นอกจากนั้นการเพ่ิมสารเสริมฤทธิ์หรือ Adjuvant ก็เปน

อีกปจจัยท่ีสามารถสงผลในการเพ่ิมกระตุมภูมิคุมกัน  

 

สรุป 

จากผลการทดลองท่ีไดจากงานวิจัยฉบับนี้ทําใหสามารถสรุปไดวาการฉีดดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ยังใหผลได

ไมดีในกรณีท่ีฉีดเขาใดผิวหนัง เนื่องจากไมพบการกระตุนภูมิท่ีสูงเม่ือวัดโดย serum neutralization assay และ 

lymphocyte proliferation assay การตอบสนองทางภูมิคุมกันเกิดชาเม่ือเปรียบเทียบกับการกระตุนภูมิคุมกัน

ดวยวัคซีนเชื้อเปน   อยางไรก็ตามการฉีดดีเอ็นเอวัคซีน PADRE ยังใหผลการตอบสนองทางภูมิคุมกันแมจะชาและ

ไมสูง อาจจะตองการดําเนินการวิจัยตอเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ 
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ผลผลิตท่ีไดจากงานวิจัย 

1. ตนแบบดีเอ็นเอวัคซีน ท่ีมีสวนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE ระหวาง N-liked 

glycosylation site และ  neutralizing epitope B 
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