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Porcine circovirus type 2 (PCV2) เปนสาเหตุสําคัญของการเกดิกลุมอาการ Postweaning 

multisystemic wasting syndrome (PMWS) แตอยางไรกต็ามสามารถพบไวรัสไดจากสุกรท้ังท่ี

แสดงและไมแสดงอาการของโรค PMWS จึงยังไมเปนท่ีแนชัดเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางเช้ือ

ไวรสั PCV2 และการเกิดโรค PMWS ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาถึง

ความสัมพันธระหวาง PCV2 กบัปรากฏการณของโรค PMWS ของลูกสุกรในประเทศไทย จาก

ฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS ผลการตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 จากตัวอยาง

ซีรัม ดวยวิธี ORF2 ELISA พบความชุกของการตดิเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรท้ังสองกลุม  โดยพบวา

ฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS พบระดับแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 (94.29%) สูงกวาฟารมท่ีมี

ปญหาของโรค PMWS (81.43%) สวนการตรวจหา PCV2 antigen จากตวัอยาง whole blood และ 

fecal swabs ดวยวิธี PCR พบวาสามารถตรวจพบ PCV2 DNA ไดในสุกรจากฟารมท้ังสองกลุม 

โดยความชุกของการติดเช้ือ PCV2 ในฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS จะสูงกวา (67.14% ) 

ฟารมท่ีไมมปีญหาของโรค PMWS (7.14% ) และจากการวเิคราะหลําดับเบสสามารถแยกเช้ือ 

PCV2 ได 10 isolates โดยมีความใกลชิดกันในลําดับเบส 92.4-99.5% และจากการศึกษา 

Phylogenetic analysis พบวา PCV2 ท้ังหมดเปน PCV2 group 1 โดยพบวา 7 จาก 9 isolates ท่ี

จําแนกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS เปน PCV2 group 1A/B ซ่ึงเปนการคนพบการ

ปรากฏของเช้ือ PCV2 group 1A/B ในประเทศไทยเปนครั้งแรก  ในขณะท่ีอีก 2 isolates ท่ีจําแนก

ไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS และ 1 isolate ท่ีจําแนกไดจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค 

PMWS ถูกจัดอยูในกลุมใหมท่ีมีความสัมพันธใกลชิดกับ PCV2  group 1C การศึกษาในครั้งนี้

ช้ีใหเห็นวา การติดเช้ือ PCV2 มีความสัมพันธกับการเกิดโรค PMWS ของลูกสุกรในประเทศไทย 

แตอยางไรกต็ามไมสามารถสรปุไดวาสายพันธุของ PCV2 มีความสัมพันธกับความรุนแรงของ

โรคเนื่องจากการติดเช้ือ PCV2   
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Porcine circovirus type 2 (PCV2) is recognized as a causative agent of postweaning 

multisystemic wasting syndrome (PMWS). However, PCV2 has been isolated from both 

healthy and PMWS affected swine herds. Reports on association between PCV2 and PMWS 

occurrence were controversial. Therefore, this study aims to elucidate whether PCV2 infection 

correlates with the occurrence of PMWS in swine farms with and without PMWS in Thailand. 

The ORF2 ELISA was performed to determine the presence of antibodies to PCV2. PCV2 

specific antibodies was detected in both farm categories but with a greater percentage in pigs 

from farms without PMWS. The seroprevalence in PMWS-negative and affected farms were 

94.29% and 81.43%, respectively. In addition, whole blood and fecal swabs were analyzed by 

PCR for the presence of PCV2 nucleic acid. PCV2 DNA was detected in pig from both farm 

categories. The total number of PCV2-positive samples was greater in the PMWS-affected 

farms (67.14% ) than in the PMWS-negative farms (7.14%). Sequence analysis of the ORF2 

region of 10 PCV2 isolates (9 PMWS-affected farms and  a PMWS negative farm) revealed that 

nucleotide sequence identities among ORF2 of PCV2 isolates in this study are ranged from 92.4 

to 99.5%. Phylogenetic analysis demonstrated that the 10 isolates were clustered in PCV2 group 

1. Seven out of nine isolates from PMWS-affected farms were in cluster 1A/B. This is the first 

report of PCV2 cluster 1A/B in Thailand. Two isolates from farms with PMWS and an isolate 

from a PMWS-negative farm were separated into a new cluster closely related to cluster 1C. 

These results indicate that PCV2 infection associates with the occurrence of PMWS in Thai 

pigs. However, there is no conclusive corelation between PCV2 genotypes and virulence of 

PCV2 infection.  
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การศึกษาความสมัพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS 

 ในลูกสุกรในประเทศไทย 

 

Association between PCV2 and Occurrence of PMWS in Piglets in Thailand 

 

คํานาํ 

 

Porcine circovirus (PCV) เปนสมาชิกของไวรัสใน สกลุ Circovirus ถูกจัดอยูในวงศ 

Circoviridae เปนไวรัสขนาดเล็ก มีรูปรางเปน icosahedral ไมมีเปลือกหุม จีโนมเปน DNA สายเดี่ยว

มีลักษณะเปนวงแหวนปลายปด ไวรัสสามารถเพ่ิมจํานวนในเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมไดอยาง

อัตโนมัต ิ(Todd et al., 1991; Studdert, 1993; Mankertz et al., 1997) PCV ถูกจําแนกออกเปน 2 

genotypes คอื PCV type 1 (PCV1)  และ PCV type 2 (PCV2) (Meehan et al.,1998) มีรายงานการ

พบ PCV1 ไดเปนครั้งแรกจากการปนเปอนในเซลลเพาะเล้ียง Porcine kidney (PK-15) (Tischer et 

al., 1974) แตจากการทดลองทําใหติดเช้ือในสุกรพบวา PCV1 ไมกอใหเกิดโรคในสุกร (Tischer et 

al., 1986; Allan et al., 1995) ดังนั้น PCV1 จึงเปนไวรัสท่ีไมกอโรค ในขณะท่ี PCV2 เปนไวรัสท่ี

เกี่ยวของกับกลุมอาการสุขภาพทรุดโทรมหลังอยานม (postweaning multisystemic wasting 

syndrome; PMWS) (Meehan et al., 1998)  

 

มีรายงานการเกดิโรคครั้งแรกในป ค.ศ. 1991 ในประเทศแคนาดา (Harding, 1996) ตอมาจึง

มีรายงานอุบัติการณของโรคจากอีกหลายประเทศ ท้ังใน อเมริกาเหนือ ยุโรป และเอเชีย รวมถึง

ประเทศไทย (Allan et al., 1999a; Choi et al., 2000; Mankertz et al., 2000; Mori et al., 2000; 

Wellenberg et al., 2000; Kiatipattanasakul-Banlunara et al., 2002) โดยท่ัวไปลูกสุกรในชวงอายุ

ระหวาง 5 และ 12 สัปดาห จะมีความไวในการเกดิโรค (Allan and Ellis, 2000) อาการท่ีพบคอื 

เจรญิเติบโตชา ผิวหนงัซีด มีปญหาทางเดนิหายใจ หายใจลําบาก และพบอาการดซีาน (Harding, 

1997) รอยโรคท่ีเดนชัดคือ การขยายตัวของตอมน้ําเหลืองท่ัวรางกาย พบการอักเสบของ ปอด ตับ 

ไต และ lymphoid depletion อยางรนุแรง (Clark, 1997) ในปจจุบันพบวาโรค PMWS สรางความ

เสียหายอยางกวางขวางตออุตสาหกรรมการผลิตสุกรท่ัวโลก (Nayar et al., 1997; Allan et al., 

1999a; Kim et al., 2002) จากการศึกษายอนหลังทางจุลพยาธิของตัวอยางเนื้อเยื่อ เพ่ือตรวจหาไวรัส

แอนติเจน (virus antigen) พบการแพรกระจายของเช้ือ PCV2 ในหลายประเทศ (Mori et al., 2000; 

Rodriguez-Arrioja et al., 2003a) สวนการศึกษาทางซีรมัวิทยาเพ่ือตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเช้ือ 
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PCV2 พบวามีการแพรกระจายของเช้ือในหลายประเทศเชนกัน (Clark, 1997: Segalés and 

Domingo, 2002) จากหลักฐานดังกลาวแสดงใหเห็นวามีการติดเช้ือ PCV2 ไปแลวท่ัวโลก  

 

สําหรบัประเทศไทย Kiatipattanasakul-Banlunara และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาโดยใช

เทคนิค nested PCR ตรวจหาเช้ือ PCV2 ในเนื้อเยื่อสุกรท่ีเปนโรค PMWS ท่ีแชในฟอรมาลินและฝง

ดวยพาราฟน พบการติดเช้ือ PCV2 ในสุกรเปนครั้งแรกในป พ.ศ. 2536 โดยสาเหตุนาจะเกิดจากการ

นําเขาสุกรท่ีมีการติดเช้ือจากตางประเทศมากกวาเกิดจากการกลายพันธุของเช้ือ PCV1 ท่ีไมกอโรค 

หลังจากนั้นในป พ.ศ. 2537 ถึง 2540 ตรวจไมพบเช้ือ จนกระท่ังในป พ.ศ. 2541 จงึเกดิการแพร 

กระจายของเช้ือไปท่ัวประเทศ จากขอมูลดงักลาวจงึทําใหทราบวามีการปรากฏของเช้ือ PCV2ใน

ประชากรสุกรของประเทศไทยมานานกวา 16 ป แตอยางไรก็ตามยังไมเปนท่ีทราบแนชัดเกี่ยวกับ

ลักษณะการเกิดโรค PMWS ในประเทศไทย  

 

ในปจจุบันเปนท่ีทราบกันดีวาเช้ือไวรัส PCV2 เปนสาเหตหุลักของการเกดิโรค PMWS 

(Allan et al., 1999a; Kennedy et al., 2000) อยางไรกต็ามสามารถพบไวรสัไดจากสุกรท้ังท่ีแสดง

และไมแสดงอาการของโรค PMWS (Larochelle et al., 2003) จึงยังไมเปนท่ีแนชัดเกี่ยวกับ

ความสัมพันธระหวางเช้ือไวรัส PCV2 และการเกิดโรค PMWS ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมี

จุดประสงคเพ่ือศึกษาถึงความสัมพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS ในสุกร 

ชวงอายุ 5-10 สัปดาห ท่ีมอีาการของโรค PMWS เปรียบเทียบกับกลุมท่ีไมเปนโรค โดยเก็บตัวอยาง 

ซีรัม เพ่ือตรวจตรวจหาแอนติบอดีตอ PCV2 ดวยวิธี ORF2 ELISA และเก็บตัวอยาง whole blood 

และ fecal swab มาตรวจหาเช้ือ PCV2 ดวยวิธี PCR และทําการวิเคราะหลําดับเบส แลวนําขอมูลท่ี

ไดจากผลของ ELISA และ PCR จากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS (case) และ ฟารมท่ีไมมีปญหา

ของโรค PMWS (control) นํามาวิเคราะหเปรียบเทียบเพ่ือหาความสัมพันธระหวาง PCV2 กับ

ปรากฏการณของโรค PMWS ในลูกสุกรในประเทศไทย โดยใชคาสถิต ิChi-square test     
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วัตถปุระสงค 

 

1. ศึกษาความสัมพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS ของลูกสุกรใน

ประเทศไทยจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS  

 

2. ศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรโมเลกลุของ ORF2_PCV2 ท่ีจําแนกไดจากการศึกษา

ในครั้งนีเ้ปรียบเทียบกับ ORF2_PCV2 สายพันธุตางๆท่ีมีสะสมอยูในฐานขอมูล GenBank  
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การตรวจเอกสาร 

 

โรคติดเช้ือไวรัสมีผลคุกคามตออุตสาหกรรมการผลิตสุกรโดยมีผลทําใหประสิทธิภาพการ

ผลิตลดลงโดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศท่ีกําลังพัฒนาเนื่องจากเนื้อสุกรเปนแหลงอาหารท่ีสําคัญ

ของประชากรภายในประเทศ เช้ือไวรัสในสุกร (swine viruses) บางชนดิเปนเช้ือท่ีสามารถกอโรค

ไดท้ังคนและสัตว ซ่ึงอาจจะมีผลตอสุขภาพของคนท่ีไดรับการเปล่ียนถายอวัยวะและผูท่ีมีโอกาส

เส่ียงในการสัมผัสเช้ือ สวนในสุกรไวรัสมักจะมีผลตอสุขภาพของสัตว กอใหเกิดโรคติดเช้ือท่ีไม

ตอบสนองตอการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ Porcine circovirus type 2 (PCV2) เปนไวรัสขนาดเล็กท่ีมี

ความสําคัญ ซ่ึงมีความเกี่ยวของกับการเกิดโรคตางๆในสุกรเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งคาด

วานาจะเปนสาเหตุหลักของการเกิดโรค Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) 

ในสุกรหลังหยานม (Clark, 1997) ในปจจุบันพบวามีการแพรกระจายของ PCV2 ท่ัวโลก ซ่ึงสราง

ความสูญเสียตออุตสาหกรรมการเล้ียงสุกรเปนอยางมาก (Kim et al., 2002) 

 

1.  ประวัติการคนพบเชื้อ PCV2 และโรค PMWS  

 

ในป ค.ศ. 1974 มีการคนพบเช้ือไวรัสขนาดเล็ก ท่ีมีลักษณะคลาย Picornavirus สามารถแยก

ไดจากเซลลเพาะเล้ียงไตสุกร (porcine kidney cell lines; PK-15) ATCC-CCL31 (Tischer et al., 

1974) และตั้งช่ือวา Porcine circovirus (PCV) โดยพบวาเปนไวรสัขนาดเล็ก อนภุาคมีลักษณะเปน 

icosahedral ไมมีเปลือกหุม จีโนมเปนวงแหวนสายเดี่ยวปลายปด (Tischer et al., 1982) มีคณุสมบัติ

ในการทนตอ chloroform และ pH ท่ีต่ําเทากับ 3 และไมถูกทําลายท่ีอุณหภูมิ 56°C และ 70°C (Allan 

et al., 1994b) จากการศึกษาในสัตวทดลองแสดงใหเห็นวา PCV สายพันธุแรกท่ีพบปนเปอนใน

เซลลเพาะเล้ียง PK-15 ไมกอใหเกิดโรคในสุกร (Tischer et al., 1986)  โดย PCV สายพันธุแรกซ่ึงไม

กอโรค เรียกวา Porcine circovirus type 1 (PCV1) ตอมาในป ค.ศ. 1991 ท่ีประเทศแคนาดามีรายงาน

พบวาในฝูงสุกรท่ีมีสุขภาพดี (high herd health) มีสุกรอนุบาลจํานวนมากปวยดวยอาการผอมลง

อยางรวดเร็ว ตอมน้ําเหลืองท่ัวรางกายบวมโต มีอาการในระบบทางเดนิหายใจ หายใจลําบาก 

ผิวหนังซีด เกิดดีซาน เรียกอาการเหลานี้วากลุมอาการ Postweaning multisystemic wasting 

syndrome (PMWS) (Clark, 1997; Harding, 1997) ซ่ึงไวรัสท่ีแยกไดจากอวยัวะของสุกรปวยมี

ลักษณะและคุณสมบัติทางแอนติเจนเหมือนกับ PCV (Ellis et al., 1998) แตจากการศึกษาลําดบั 

นิวคลีโอไทด (sequence analysis) ของ PCV ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีมีอาการของโรค PMWS พบวามี

ความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับ PCV สายพันธุแรกท่ีพบปนเปอนในเซลล
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เพาะเล้ียง PK-15 (Hamel et al., 1998; Morozov et al., 1998; Allan et al., 1999a) โดยพบวาความ

คลายคลึงกันของลําดับเบสของไวรัสท้ัง 2 สายพันธุมีความใกลเคียงกัน (sequence identical) นอย

กวา 80% (Meehan et al., 1998; Morozov et al., 1998) จึงเปนการคนพบเช้ือ PCV สายพันธุใหมท่ีมี

ความรุนแรงและกอใหเกิดโรคในสุกร เรียกวา Porcine circovirus type 2 (PCV2)  

 

ในป ค.ศ. 1995 มีรายงานการแยกเช้ือ PCV1 จากลูกสุกรท่ีไมไดรับนมน้ําเหลือง 

(colostrums dreprived piglets) โดย Allan และคณะ ไดทําการทดลองการติดเช้ือ PCV1 โดยใหเช้ือ

ทางจมูกและปากและทางเสนเลือด แลวทําการจําแนกเช้ือ PCV1 และตรวจหาไวรสั และ antigen 

โดยวิธี virus isolation และ indirect immunofluorescent assay ( IIF) ตามลําดบั สามารถตรวจพบ 

PCV antigen ไดในเนื้อเยื่อท่ัวรางกาย แตจะพบมากในเนื้อเยือ่ มาม ตอมไธมัส และปอด ในขณะท่ี

ไมพบเช้ือ PCV1 จากระบบประสาทสวนกลาง และไดทําการเก็บตัวอยางซีรมัลูกสุกรท่ีตายขณะอยู

ในทองแม (pig fetal) จํานวน 160 ตัวอยาง เพ่ือตรวจหาแอนตบิอดีตอเช้ือ PCV1 Porcine parvovirus 

(PPV) และ group A rotavirus โดยใชวิธี IIF และทําการจําแนกชนิดของไวรัสโดยใช monoclonal 

และ polyclonal antibody ตอเช้ือไวรสั พบแอนติบอดีตอไวรัสท้ัง 3 ชนิด โดยพบแอนติบอดีตอ 

PCV1 และ group A rotavirus 10 ตัวอยาง พบแอนติบอดีตอ PPV เพียงอยางเดียว 16 ตวัอยาง และ

ไมพบสุกรท่ีมีแอนติบอดีตอ PCV1 หรอื group A rotavirus เพียงอยางเดยีว จากการศึกษาทางดาน

ซีรัมวิทยาพบวามีการกระจายของเช้ือ PCV1 ในประชากรสุกรในหลายประเทศ โดยในป ค.ศ. 1986 

Tischer และคณะไดทําการศึกษาการติดเช้ือ PCV1 ของสุกรในเขตกรุงเบอรลิน ประเทศเยอรมน ี

พบวาซีรัมสุกรท่ีเก็บจากโรงฆาสัตวและเกบ็จาก breeding units จะมีแอนติบอดีตอ PCV1 85% และ 

60% ของซีรัมสุกรท่ีไดจากโรงฆาสัตวมี titers สูงเทากับสุกรภายหลังการติดเช้ือ PCV1 2-3 สัปดาห 

(Tischer et al., 1986) และจากการทดลองแบบเดียวกันในประเทศไอรแลนดเหนือ พบวา 5 ใน 8  

ของตัวอยางซีรัมจากหมูปาจะมีแอนติบอดีตอ PCV1 โดยซีรัมท่ีมีแอนติบอดีตอ  PCV1 สามารถ

ตรวจพบไดมากกวา 80% จากซีรัมตัวอยางท่ีเก็บในป 1969 และ 1993 (Allan et al., 1994a) สวน

ซีรัมของสุกรในประเทศแคนาดาและอเมริกา จะพบแอนติบอดีตอ PCV1 ประมาณ 55% (Dulac and 

Afshar, 1989; Hines and Lukert, 1995) 

 

สําหรับประวัติการคนพบเช้ือ PCV2 นั้นจากการศึกษายอนหลังไปถึงป ค.ศ. 1969 ท่ี

ประเทศเบลเยียม พบวาซีรัมท่ีเก็บจากสุกรในโรงฆาสัตวมีแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 เม่ือทําการ

ทดสอบดวยวิธี indirect immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) (Sanchez et al., 2001b) สวน

ในสหราชอาณาจกัรพบการปรากฏของเช้ือ PCV2 ครั้งแรกในป ค.ศ. 1970 และจากการศึกษา 
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ยอนหลังทางจุลพยาธิของตัวอยางเนื้อเยื่อสุกรท่ีเปนโรค PMWS ทําใหทราบวามีประวัติการปรากฏ

ของโรคแบบครั้งคราว (sporadic cases) กอนท่ีจะมีการแพรระบาดของโรค PMWS ในป ค.ศ. 1991 

โดยในประเทศอังกฤษพบการเกิดโรคในระหวางชวงป ค.ศ. 1970 และ 1997 จากตัวอยางเนื้อเยื่อท่ี

แชในฟอรมาลิน โดยพบกรดนิวคลีอิกของเช้ือ PCV2 41% (9/22) จากตัวอยางท่ีเก็บในชวงป ค.ศ. 

1990 และ 31% (4/13) ในชวงป ค.ศ. 1980 สวนในป ค.ศ. 1970 พบเช้ือ PCV2 ในตัวอยางเนื้อเยื่อ 

32% (8/23) จากขอมูลดังกลาวจึงทําใหสรุปไดวา เช้ือ PCV2 มีการแพรกระจายในประชากรสุกร

ของประเทศอังกฤษมานานมากกวา 30 ป (Grierson et al., 2004) สําหรับประเทศไอรแลนดพบเช้ือ

ในป ค.ศ. 1973 โดยพบระดับแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 จากตวัอยางซีรัมสุกรท่ีเก็บในชวงป ค.ศ. 

1973 ถึง 1999 พบวาเปอรเซ็นตการพบเช้ือ PCV2 ในซีรัมจะสูงขึ้นในป ค.ศ. 1988 (100%) และ ป 

ค.ศ. 1999 (92.1%) เม่ือเทียบกับตัวอยางซีรัมท่ีเก็บในชวงป ค.ศ. 1973 (69.1%) ป ค.ศ. 1981  

(61.3%) และป ค.ศ. 1984 (55%) (Walker et al., 2000) สวนประเทศแคนนาดาสามารถตรวจพบเช้ือ 

PCV2 ไดเปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1985 (Magar et al., 2000a) ในขณะท่ีประเทศสเปนมีรายงานการ

เกิดโรค PMWS ในป ค.ศ. 1985 จากการศึกษายอนหลังในตัวอยางเนื้อเยื่อสุกร 189 ตวัอยาง และ

ตัวอยางซีรัม 388 ตวัอยาง พบ PCV2 DNA 41.3% (78/189) และระดับแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2  

72.7% (282/388) (Rodríguez-Arrioja et al., 2003a) ในป ค.ศ. 2002 Nawagitgul และคณะได

รายงานการพบเช้ือ PCV2 เปนครั้งแรกในซีรัมสุกรจากทางภาคตะวันตกตอนกลางของประเทศ

สหรัฐอเมริกา โดยพบวาซีรัมจํานวน 6 ตวัอยางจาก 60 ตัวอยาง ท่ีทําการเก็บในป ค.ศ. 1987 ใหผล 

บวก เม่ือทําการทดสอบดวยวิธี enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) และ IIF    

 

ในชวง 10 กวาปท่ีผานมานับตั้งแตมีการคนพบโรค PMWS ไดมีรายงานการแพรระบาด

ของกลุมอาการ PMWS ในประเทศท่ีมีการผลิตสุกรเปนจํานวนมากของโลก ท้ังในอเมรกิาเหนอื 

(Draft et al., 1996) ในยุโรปหลายประเทศอาทิเชน ฝรั่งเศส ไอรแลนดเหนือ สเปน สาธารณรัฐ

ไอรแลนด เดนมารก และ เยอรมนี (Le Cann et al., 1997; Segalés et al., 1997; Kennedy et al.,1998; 

Spillane et al., 1998; Allan et al., 1999a; Hinrichs et al., 1999) และเอเชีย เชน เกาหลี ญี่ปุน รวมถึง

ประเทศไทย (Choi and Chae, 1999; Onuki et al., 1999; Kiatipattanasakul-Banlunara et al., 2002) 

โดยพบวาการแพรกระจายของโรคในเอเชียและยุโรปมีลักษณะการเกิดโรคท้ังแบบ โรคประจําถ่ิน 

(endemic form) และโรคระบาด (epidemic form) สวนการระบาดในอเมริกาเหนือ เปนโรคท่ีเกิดขึ้น

เปนครั้งคราว (sporadic form) (Chae, 2005) ปจจุบันในอเมริกาโรคท่ีเกิดจากเช้ือ PCV2 ไดถูกเรียก

ใหมวา Porcine circovirus-associate diseases (PCVAD) และในยุโรปเรียกใหมวา Porcine 

circovirus diseases (PCVD)  
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สําหรับประเทศไทยไดมีการศึกษาเกี่ยวกับการติดเช้ือ PCV อยางจรงิจงัในชวงป พ.ศ. 2542 

เนื่องจากในขณะนั้นยังเปนโรคใหมท่ีเพ่ิงมีรายงาน โดย รชฎ และคณะ (2542) รายงานการตรวจพบ

Circovirus ในสุกรปวยอายุ 7-9 สัปดาห และทําการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี immunohistochemistry 

(IHC) ตอมาในป พ.ศ.2545 Kiatipattanasakul-Banlunara และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาโดยใช

เทคนิค nested PCR ตรวจหาเช้ือ PCV2 ในเนื้อเยื่อสุกรท่ีเปนโรค PMWS ท่ีแชในฟอรมาลินและฝง

ดวยพาราฟน พบวามีการตดิเช้ือ PCV2 ในสุกรเปนครั้งแรกในป พ.ศ.2536 โดยสาเหตุนาจะเกิดจาก

การนําเขาสุกรท่ีมีการติดเช้ือจากตางประเทศ หลังจากนั้นในป พ.ศ.2537 ถึง พ.ศ.2540 ไมสามารถ

ตรวจพบเช้ือ PCV2 จากตัวอยางได จนกระท่ังในป พ.ศ.2541 จึงเกิดการแพรกระจายของเช้ือไปท่ัว

ประเทศ   

 

จากการศึกษาทางซีรัมวิทยายอนหลังในประเทศแคนนาดา (Magar et al., 2000a) และจาก

การศึกษายอนหลังในตัวอยางเนื้อเยื่อสุกรท่ีเปนโรค PMWS จากประเทศญี่ปุน (Mori et al., 2000) 

สามารถบงช้ีไดวา อุบัติการณการเกิดโรค PMWS ในประชากรสุกรเกิดขึ้นมาหลายปกอนท่ีจะมีการ

คนพบโรคเปนครั้งแรก ทําใหเช้ือ PCV2 กลายเปนไวรัสท่ีมีความสําคัญตอการเกิดโรคในสุกรและ

ยังคงตองมีการศึกษาเพ่ิมมากขึ้นตอไปในอนาคต 

 

2.  การจัดแบงกลุมเชื้อ PCV  

 
Porcine circovirus เปนสมาชิกในวงศ Circoviridae (Lukert et al., 1995) ประกอบดวย

สมาชิก 2 สกลุ (genus) ไดแก Circovirus และ Gyrovirus โดยสกลุ Circovirus มีสมาชิก 6 สปชีย 

(species) คอื psittacine beak and feather disease virus (BFDV), canary circovirus (CaCV), goose 

circovirus (GoCV), pigeon circovirus (PiCV), Porcine circovirus type 1 (PCV1) และ Porcine 

circovirus type 2 (PCV2) และนอกจากนี้ยังพบ tentative species อีก 3 ชนิด ไดแก duck circovirus 

(DuCV), finch circovirus (FiCV), และ gull circovirus (GuCV) (Todd et al., 2005)   สวนสมาชิกใน

สกลุ Gyrovirus คือ Chicken anemia virus (CAV) ซ่ึงเปนไวรัสกอโรคโลหิตจางในไก (Todd et al., 

1990)  และมีลักษณะคลายกับ Torque teno virus (TTV) ซ่ึงกอโรคตับอักเสบท่ีมีสาเหตุมาจากการ

ถายเลือดในคน (Miyata et al., 1999; Biagini et al., 2000; Okamoto et al., 2000) ในป ค.ศ. 2007 

Hino และ Miyata ไดจัด TTV อยูในสกุล Anellovirus ซ่ึงประกอบดวยสมาชิก 2 ชนิด คือ TTV และ 

Torque teno mini virus (TTMV) โดยสามารถตรวจพบไวรสัท้ัง 2 ชนิด ไดในคน แตอยางไรกต็าม

ความสัมพันธระหวางไวรัสตอการเกิดโรคยังไมเปนท่ีทราบแนชัด  
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อนภุาคของไวรสัในวงศ Circoviridae จะมีรปูรางแบบ icosahedral ไมม ีenvelope หุม  

จีโนมเปน DNA สายเดี่ยว มีลักษณะเปนวงแหวนปลายปด ขนาดประมาณ 1.7-2.3 kb  โดยอนภุาค

ของ CAV PCV2 และ BFDV มีโครงสรางแบบ icosahedral ซ่ึงเกิดจาก capsid protein จํานวน 60 

ช้ินท่ีประกอบขึ้นมาจากการจัดเรียงหนวยของโปรตีนหนวยละ 5 ช้ิน (pentamer-clustered units) 

จํานวน 12 ช้ิน (Crowther et al., 2003) (ภาพท่ี 1) สวนไวรสั CAV จะมีจีโนมเปนสายลบ (negative 

sense) ในขณะท่ีสมาชิกในวงศตัวอ่ืนๆมีจีโนมเปน ambisense นอกจากนีย้งัพบวาสมาชิกในวงศ 

Circoviridae เปนไวรัสท่ีมีความจําเพาะตอสัตวเจาบาน (host) (Todd et al., 2005) โดยสมาชิกทุกตัว

ในวงศจะมี host เปนสัตวมีกระดูกสันหลัง (Mankertz et al., 2004) และจากการวเิคราะหทาง 

Phylogenetic ของ PCV1  avian circovirus  plant geminiviruses  และ nanoviruses พบวา PCV1 มี

ความใกลชิดกับ BFDV ซ่ึงเปน avian circovirus  และอยูกึ่งกลางระหวางไวรสัในพืชท้ังสอง 

นอกจากนี้ยังพบวาไวรัสในวงศ Nanoviridae ซ่ึงเปนไวรัสในพืชมีบรรพบุรุษรวมกับ PCV1 

เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดของปลายอะมิโน (N-terminal) ของโปรตีน replicase ของไวรสัท้ัง 2 มี

ความเหมือนกัน ซ่ึง PCV1 อาจมีววิฒันาการมาจากการเกดิ recombination ระหวาง picorna-like 

virus ในสัตว ซ่ึงเปน RNA virus และ nanovirus ในพืชโดยบังเอิญในโฮสตท่ีเปนสัตวเล้ียงลูกดวย

นม โดยเกิดการ recombination ระหวาง Rep protein ของ nanovirus กบั RNA – binding protein 

ของ picorna-like virus จนพัฒนามาเปนไวรสั PCV1 และมีผลตอการเปล่ียนแปลงโฮสตไปเปนสัตว

ท่ีมีกระดูกสันหลัง (Gibbs and Weiller, 1999) อยางไรก็ตามยังไมเปนท่ีทราบแนชัดเกี่ยวกับการ

เปล่ียนแปลงจากสายพันธุท่ีไมกอโรคจนพัฒนามาเปน PCV2 ซ่ึงเปนสายพันธท่ีมีความรุนแรง 

นอกจากนี้ยังพบความสัมพันธระหวาง PCV และ bovine circovirus โดย PCV สามารถเพ่ิมจาํนวน

ไดใน bovine leukocytes อยางไรก็ตามยังตองมีการศึกษาถึงความสัมพันธระหวางไวรัสท้ังสอง

ตอไปอีกในอนาคต (Allan et al., 1994b; Nayar et al., 1999)      

 

สมาชิกในสกลุ Circovirus สวนใหญมักจะกอโรคในสัตวปก มีเพียง PCV เทานั้นท่ีกอโรค

ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ไวรัสในสกุล Circovirus มักจะกอใหเกิดอาการและวิการท่ีคลายคลึงกันคือ

พบ inclusion ขนาดใหญภายในเซลลจําพวก macrophage และมีจํานวน T และ B lymphocytes 

ภายในเนื้อเยื่อของระบบน้ําเหลืองลดนอยลง (lymphoid depletion) ซ่ึงสัตวท่ีมีวิการดังกลาวมักจะ

ผอม ซูบโทรม แคระแกรน ไมเจรญิเตบิโต และงายตอการติดเช้ือแทรกซอน และมักกอใหเกิดโรคท่ี

เกี่ยวกับระบบภูมิคุมกัน ยกเวน PCV1 (Mankertz et al., 2004)  
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ภาพที่ 1  โครงสราง capsid protein ของ PCV2 ท่ีประกอบขึ้นมาจากการจัดเรียงหนวยของโปรตีน

   หนวยละ 5 ช้ิน (pentamer-clustered units) จํานวน 12 ช้ิน 

 

ที่มา: Crowther et al. (2003)   

 

3.  คุณสมบัติทางกายภาพและชีวภาพ 

  

PCV1 และ PCV2 เปนไวรัสขนาดเล็ก (17 nm) มีรปูรางของอนภุาคแบบ icosahedral ไมมี

เยื่อหุม (Allan and Ellis, 2000) (ภาพท่ี 2)  PCV1 มีคา buoyant density  ในสารละลาย  CsCl เทากบั 

1.37 g/cm3 (Tischer et al., 1974)  และ 1.33-1.34 g/ml (Allan et al., 1994c) มีคาสัมประสิทธ์ิการ

ตกตะกอนของอนภุาคไวรสั เทากบั 57S เม่ือเปรียบเทียบกับคาสัมประสิทธ์ิการตกตะกอนของ 

bovine enterovirus (Allan et al., 1994c) นอกจากนี้ยังพบวา PCV1 ไมมีคุณสมบัติในการทําใหเกิด

การเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดง (hemagglutination) ในเซลลเจาบาน (Spillance et al., 1998) แตทน

ตอสภาพ pH ท่ีต่ําสุด เทากับ 3.0 ทนตอ chloroform และไมถูกทําลายท่ีอุณหภูมิ 56°C และ 70°C 

(Allan et al., 1994c) ในขณะท่ีความสามารถในการติดเช้ือ (infectivity) ของ PCV2 จะลดลง 1.6 log 

เม่ือผานขบวนการฆาเช้ือดวยความรอน 60°C นาน 10 ช่ัวโมง และจะลดลง 0.75 log และ 1.25 log 

เม่ือผานขบวนการทําใหแหง (dry heat) ดวยความรอน 80°C นาน 72 ช่ัวโมง และ 120°C นาน 30 

นาที ตามลําดบั (Welch et al., 2006) นอกจากนี้ยังพบวาสามารถแยกเช้ือ PCV2 ไดจากตัวอยาง

เนื้อเยื่อท่ีถูกเก็บไวท่ี -70°C (Ellis et al., 1998)  

    

สามารถเพ่ิมจาํนวน PCV ไดในหองปฏิบัติการโดยใชเซลลเพาะเล้ียง PK-15 และ Vero cell 

และพบวา PCV1 สามารถเพ่ิมจํานวนไดในเนื้อเยื่อท่ีไดจากสวนตางๆของสุกร (Tischer et al., 1982, 
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Allan et al., 1994a) การจาํลองตวัเองของ PCV จะอาศัยเอนไซมของ host ซ่ึงมีการแสดงออกในชวง 

S phase ของ cell cycle (Tischer et al., 1987) การบม infected cells ดวยสารละลาย 300 mM  

D-glucosamine-HCl นาน 30 นาที หลังจากการทําใหติดเช้ือ 4-6 ช่ัวโมง จะชวยเพ่ิมผลผลิตของ

ไวรัส เนื่องจากจะชวยทําใหจีโนมของ PCV สามารถผานเขาสูนิวเคลียสของ host โดยไมตองรอให

เยื่อหุมนิวเคลียสเปดในระหวางชวงระยะสุดทายของ cell cycle (Tischer et al., 1987)  PCV2 เปน

ไวรัสท่ีสามารถเพ่ิมจํานวนในเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมไดอยางอัตโนมัติ (Todd et al.,1991; 

Studdert, 1993; Mankertz et al., 1997) และสามารถแยกเช้ือ PCV2 ไดจากเนื้อเยื่อของสุกรท่ีเปน

โรค PMWS (Allan et al., 1998; Ellis et al., 1998) 

 

 

 

ภาพที่ 2  ภาพจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแสดงอนภุาคไวรสั PCV2 

 

ที่มา: Nawagitgul et al. (2000) 

 

4.  ชีววิทยาระดับโมเลกุล 

  

 PCV เปนไวรัสขนาดเล็กท่ีสามารถเพ่ิมจํานวนไดอยางอัตโนมัติ มีขนาดของอนุภาค

ประมาณ 17 nm จีโนมเปน DNA สายเดี่ยว มีลักษณะเปนวงแหวนปลายปด (Covalently closed 

circular single-stranded DNA) และเปน ambisense ซ่ึงท้ัง viral และ complementaly strands บรรจุ

รหัสสําหรับการสรางโปรตีน (Meehan et al., 1997) (ภาพท่ี 3)  จีโนมของ PCV1 มีขนาด 1758-

1760 nt (Fenaux et al., 2000) สวน PCV2 จีโนมมีขนาด 1767-1768 nt (Mankertz et al., 2000; 

Fenaux et al., 2000) โดย PCV1 และ PCV2 มีความคลายคลึงกันของลําดับเบสนอยกวารอยละ 80 
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และมีความคลายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนประมาณรอยละ 75 (Morozov et al., 1998) 

นอกจากนี้ยังพบวา PCV2 ท่ีแยกไดจากยุโรปและสหรัฐอเมริกามีความคลายคลึงกันของลําดับเบส

มากกวารอยละ 96 (Mankertz et al., 2004) 

 

 

  

ภาพที่ 3  แสดงจีโนมของ PCV2 มีลักษณะเปนวงแหวนสายเดี่ยวปลายปด และ origin of  

               replication (ori) มีโครงสรางเปน stem-loop ภายใน ORF2 มีจุดตัดของเอนไซม EcoRI  

 

ที่มา: Wikström (2008)  

               

4.1  Open reading frames 

 

        จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (sequence analysis) ไดแสดงใหเห็นวาจีโนมของ 

PCV1 ประกอบไปดวย 7 กรอบการอานรหัส (open reading frames; ORFs) และ จีโนมของ PCV2 

ประกอบไปดวย 6 ORFs ท่ีบรรจุรหัสสําหรับโปรตีนท่ีมีขนาดใหญกวา 6 kDa และจัดเรียงตัวอยูท้ัง

บน viral และ complementaly strands (Morozov et al., 1998) จากการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม

คอมพิวเตอรพบวาจาก 6 ORFs ในจีโนมของ PCV2 จะมีเพียง 4 ORFs ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทด

ใกลเคียงกับ ORFs ท่ีพบในจโีนมของ PCV1 (Mankertz et al., 1997; Meehan et al., 1998) โดยมี  

3 ORFs หลักคือ ORF1 ORF2 และ ORF3 บรรจุรหัสซ่ึงมีการอานในทิศทางตรงกันขาม โดย ORF1 

(rep gene) มีทิศทางการอานรหัสไปทางขวา สวน ORF2 (cap gene) และ ORF3 มีทศิทางการอาน

รหัสไปทางซาย (ภาพท่ี 4) 

  

       ORF1 จะมีทิศทางการอานรหัสอยูบน viral strand และมีความยาวขนาด 936 คูเบส ใน 

PCV1 และ 942 คูเบส ใน PCV2 โดย ORF1 บรรจุรหัสสําหรับโปรตีนท่ีเกี่ยวของในการจําลอง
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ตวัเองของไวรสั (replication-associated protein; Rep) ขนาด 37.5 kDa (Mankertz et al., 1998a) 

นอกจากนี้ยังพบวา ORF1 นั้นเปนสวนของจีโนมท่ีมีการอนุรักษ (conserved region) สําหรับเช้ือ

ไวรัสท้ัง 2 สายพันธุ โดยมีความคลายคลึงกันของลําดับเบสรอยละ 83 (Mankertz et al., 2004)    

 

 

 

ภาพที่ 4  แสดง open reading frames (ORFs) ของ PCV2 (A) และ PCV1 (B) 

  

ที่มา: Morozov et al. (1998)   

         

       ORF2 ของ PCV ท้ัง 2 สายพันธุ จะมีขนาด 699 คูเบส โดยมีทิศทางการอานรหัสอยูบน 

complementary strand โดย ORF2 บรรจุรหัสสําหรับโปรตีนโครงสราง (major capsid protein; Cap) 

ขนาดประมาณ 30 kDa (Nawagitgul et al., 2000) ซ่ึงมีความคลายคลึงกันของลําดับเบสระหวาง

ไวรัสท้ัง 2 สายพันธุ รอยละ 67-70 ดังนั้นจึงสามารถใช ORF2 เปนจุดแยกความแตกตางระหวาง  

PCV1 และ PCV2 ได (Allan and Ellis, 2000; Cheung, 2003c; Segalés et al., 2005a) PCV2 ท่ีแยก

ไดจากประเทศตางๆไดถูกนาํมาจาํแนกและวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ ORF1 และ ORF2 

พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ ORF2 มีความหลากหลายมากกวา ORF1 โดยการเปล่ียนแปลงภายใน 

ORF2 อาจมีผลตอภาวะ tissue tropism หรอื virus-host interaction (Mankertz et al., 2000) และจาก

การศึกษาทางดานระบาดวทิยา และ phylogenetic พบวา ORF2 เปนตําแหนงท่ีใชในการจําแนก 

genotype ของ PCV2 ไดเปนอยางดี (Olvera et al., 2007) นอกจากนี้ Fenaux และคณะ (2004b) ได

ทําการศึกษา capsid protein ของ PCV2 พบการ mutations ของกรดอะมิโน 2 ตัว คือ P110A และ 

R191S ซ่ึงสงผลตอการเพ่ิมความสามารถในการเจริญเติบโตของ PCV2 ในหลอดทดลองและลด
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ความรนุแรงของเช้ือภายหลังการเพาะเล้ียงไวรสัใน PK-15 cells ไปแลว 20 passages  Cap protein

เม่ือถูกทําใหแสดงออกในเซลลแบคทีเรยีหรอืเซลลแมลงและตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

พบวาโปรตีนท่ีถูกสรางขึ้นจะสามารถประกอบขึ้นเปนโครงสรางคลายอนภุาคไวรสัได (Nawagitgul 

et al., 2000; Fenaux et al., 2004b) นอกจากนี้ยังพบวาไวรัสลูกผสม PCV1-2 (chimeric PCV1-2) ท่ี

ตาํแหนง ORF2 ของ PCV1 ถูกแทนท่ีดวย ORF2 ของ PCV2 ท้ังหมด สามารถกระตุนการ 

ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในสุกรตอเช้ือ PCV2 ได และเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของโรค 

PMWS ไดเล็กนอย (Feanaux et al., 2003) จากขอมูลเหลานี้แสดงใหเห็นวา โปรตีนท่ีสรางจาก 

ORF2 ทําหนาท่ีเปน host-protective immunogen ไดเปนอยางดี immunogenic epitope บน capsid 

protein ของ PCV2 ครอบคลุมกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 47 ถึง 63 และ 165 ถึง 200 (Lekcharoensuk et 

al., 2004) 

      

      สวน ORF3 นั้นจะมีทิศทางการอานรหัสอยูบน complementary strand ซ่ึงจะซอนทับอยู

ภายใน ORF1 ใน PCV2 จะมี ORF3 ขนาด 315 คูเบส สวนใน PCV1 พบวา ORF3 นั้นจะมีขนาด 

612 คูเบส ซ่ึงโปรตีนท่ีแปลรหัสจาก ORF3 ของ PCV2 นั้นไมมีสวนเกี่ยวของกับการจําลองดีเอ็นเอ

ของ PCV2 ในเซลลเพาะเล้ียง แตทําหนาท่ีหลักเกี่ยวกับการเหนี่ยวนําเซลลใหเกิดการตายของเซลล

เซลลเดยีว (apoptosis) ในเซลลท่ีติดเช้ือ PCV2 ผานการกระตุน caspase-8 และ caspase-3 pathways 

(Liu et al., 2005) ในป ค.ศ. 2006 Liu และคณะ ไดทําการศึกษาหนาท่ีของ ORF3 protein ใน

สัตวทดลอง (in vivo) โดยการทําใหหน ูmice (BALB/c) ติดเช้ือ PCV2 กลายพันธุ (mutant PCV2) 

ซ่ึงเปนเช้ือท่ีไมมีการแสดงออกของโปรตีน ORF3 และ PCV2 ท่ีไมมีการเปล่ียนแปลงพันธุกรรม 

(wild-type PCV2) หลังจากนั้นทําการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอ capsid protein ของเช้ือไวรัส 

พบวา mutant PCV2 สามารถกระตุนภูมิคุมกันในหนู mice ไดดีกวา wild-type PCV2 ในขณะท่ีการ

ตรวจหาปรมิาณ PCV2 ในซีรัมพบวา wild-type PCV2 กลับมีปรมิาณมากกวา mutant PCV2 อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี ้wild-type PCV2 ยังทําใหเกิดลักษณะทางจุลพยาธิ (microscopic 

lesions) โดยเกิด lymphocyte depletion ของตอมน้ําเหลือง ในขณะท่ี  mutant PCV2 ไมทําใหเกิด

ลักษณะดงักลาว และทําการตรวจหา antigen และ viral DNA ในเนื้อเยื่อตอมน้ําเหลือง ดวยวิธี in 

situ hybridization และ immunohistochemistry พบวาหนูท่ีไดรับ wild-type PCV2 มีปรมิาณ PCV2 

antigen และ viral DNA ในเนื้อเยื่อตอมน้ําเหลืองมากกวาหนูท่ีไดรับ mutant PCV2 นอกจากนั้นการ

ติดเช้ือ wild-type PCV2 สงผลให CD8+ T-cell ใน peripheral blood lymphocytes (PBLC) มีปรมิาณ

ลดลง แตกลับไมพบการเปล่ียนแปลงในหนูท่ีไดรับ mutant PCV2 จากผลการทดลองท้ังหมดทําให
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สรปุไดวา โปรตนีจาก ORF3 ไมมีสวนเกี่ยวของกับการเพ่ิมปริมาณไวรัสในสัตวทดลองแตมีหนาท่ี

สําคัญตอกลไกการกอโรคของไวรัสผานกระบวนการ apoptosis 

  

4.2  Origin of replication  

 

       ตาํแหนง origin of replication (ori) ของ PCV มีโครงสรางเปน stem-loop ท่ีอยูระหวาง 

start codon ของ ORF1 และ ORF2 (ภาพท่ี 5) (Finsterbusch and Mankertz, 2009) ori ของ PCV มี

ขนาด 111 คูเบส ซ่ึงอยูบริเวณตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 1739-13 ใน PCV1 และตาํแหนง 

นิวคลีโอไทดท่ี 1750-13 ใน PCV2 (Meehan et al., 1998) โครงสราง stem-loop จะครอบคลุมสวน 

nonanucleotide ซ่ึงเปน motif ขนาด 9 นิวคลีโอไทด (Meehan et al., 1997; Mankertz et al., 2004) 

  

PCV1: 1739 -GAAGTGCGCTGCTGTAGTATTACCAGCGCACTTC

              PCV2: 1750 -

-13 

GAAGTGCGCTGT - -AAGTATTACCAGCGCACTTC

 

-13 

โดยลําดับนิวคลีโอไทดสวนท่ีขีดเสนใตคือบริเวณท่ีจะมาจับกันเปนสวนของ stem และลําดับนิวคลี

โอไทดท่ีแทนดวยตัวอักษรสีจางคือลําดับ nonanucleotide ซ่ึงอยูในบริเวณท่ีเปนสวนของ loop 

ลําดับ nonanucleotide มีความจาํเปนอยางมากสําหรบัการจาํลองตวัเองของ PCV เนือ่งจากการเกดิ

มิวเตชันท่ีบริเวณดังกลาวจะมีผลตอการจําลองตัวเองของไวรสั  
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ภาพที่ 5  แสดงโครงสราง stem-loop บรเิวณ origin of replication ของ PCV โดยลําดับท่ีอยูภายใน  

   กรอบบรเิวณท่ีเปน loop คือลําดับ nonanucleotide สวนลําดับท่ีอยูในกรอบส่ีเหล่ียมบริเวณ

   ถัดจากสวนท่ีเปน stem คอื hexamer (CGGCAG) 

     

ที่มา: Finsterbusch and Mankertz (2009)   

 

 4.3  Transcriptional analysis 

 

        Mankertz และคณะ (1998b) ไดทําการวเิคราะหการถอดรหัสของ PCV1 พบวามี 

mRNAs เพียง 3 ชนิด ท่ีถูกสังเคราะหขึ้น ซ่ึงมีขนาด 1250 nt 990 nt และ 750 nt โดย 2 ใน 3 ชนดิ

ของ mRNAs ดังกลาวอยูในรูปท่ีมีบางสวนของ ORF1 ถูกตดัออก (splice form) และ mRNA ขนาด 

990 nt เปนรหัสสําหรับ cap gene ตอมามีการศึกษาพบวา ORF1 เปนรหัสสําหรับ Replicase protein 

nick 

nick 

loop 

stem 



16 
 
ซ่ึงโปรตีนดังกลาวมีความจําเปนตอการจําลองตัวเองของไวรัส นอกจากนี้ยังพบวา Rep protein จะมี

รหัสท่ีเปน motif ซ่ึงเกี่ยวของกับการจําลองตัวเองแบบ rolling circle of replication (RCR) และ 

putative dNTP-binding box (Mankertz et al., 1998a) อยางไรกต็ามจากการวเิคราะหการถอดรหัส

ของ PCV1 และ PCV2 ในเวลาตอมา (Cheung, 2003c) แสดงใหเห็นวา PCV1 มี mRNAs 12 ชนดิ ท่ี

ถูกสังเคราะหขึ้น และ PCV2 มี  mRNAs 9 ชนิด ซ่ึงประกอบไปดวย mRNA จากกลุมของ cap gene 

1 ชนิด ท่ีบรรจุรหัสของ capsid protein ( Cap RNA) mRNAs 5 ชนิด ท่ีถูกสังเคราะหจากกลุมของ 

rep gene ประกอบไปดวย Rep Rep' Rep3a Rep3b และ Rep3c ซ่ึงอยูในรูป splice form และ 

mRNAs 3 ชนิด จากกลุม non-structural gene ประกอบดวย NS515 NS672 และ NS0 (ภาพท่ี 6) 

ในขณะท่ี PCV1 มี mRNA ท่ีถอดรหัสจาก rep gene จํานวน 8 mRNAs นอกจากนี้ยังมี mRNA ท่ีถูก

สังเคราะหจาก cap gene และ non-structural gene อีกดวย (Cheung, 2003a) 

 

 

 

ภาพที่ 6  ภาพแสดง mRNAs 9 ชนดิ ของ PCV2  

 

ที่มา: Cheung (2003c)  

 

      จากการศึกษา Mutational analysis ทําใหทราบวามีเพียง Rep และ Rep' transcripts 

เทานั้น ท่ีจําเปนสําหรับการจําลองตัวเองของไวรัส (Cheung, 2003b) และมีเพียง rep rep' และ cap 

gene เทานั้นท่ีเปนยีนหลักท่ีเกี่ยวของกับการเพ่ิมปริมาณของไวรัส อยางไรก็ตามในปจจุบันไดมี

รายงานวาพบโปรตีนชนิดใหม ท่ีถูกแปลรหัสจาก ORF3 ซ่ึงเกี่ยวของกับขบวนการ apoptosis ของ

เซลลเจาบาน (Liu et al., 2005)  
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 4.4  DNA replication 

        

       มีการตัง้สมมตฐิานวา การจาํลองตวัเองของ PCV นาจะเกิดโดยวิธี rolling circle of  

replication (RCR) (Cheung, 2004) บริเวณท่ีอยูระหวาง cap และ rep gene ซ่ึงมีขนาด 111 คูเบส ท่ี

ตาํแหนง ori (Mankertz et al., 1997) ในการจาํลองตวัเองของ PCV จะเริ่มจากการเกิดรอยขาด (nick) 

ท่ี adenine residue ลําดับท่ีแปดของ nonanucleotide เพ่ือเริ่มการจําลองตัวเอง บริเวณใกลๆกับสวน

ของ stem จะมี ชุดของนิวคลีโอไทดจํานวนหกนิวคลีโอไทด (hexamer) ซ่ึงซํ้ากันอยู 3 ชุด (ภาพท่ี 5) 

hexamer นี้จะทําหนาท่ีเปน binding site ของโปรตีน Rep (Steinfeldt et  al., 2001)  

 

        จากการศึกษา Mutational analysis พบวา hexamer เพียง 1 ชุด ท่ีอยูทางดานซายของ 

stem-loop ก็พอเพียงสําหรบัการเกดิ replication ของไวรัส แตการท่ีมี hexamer หลายๆชุดจะทําใหมี

เสถียรภาพระหวางเกิดปฏิกิริยา (Cheung, 2006) ในทํานองเดยีวกนัพบวาโครงสรางของ stem-loop 

มีความสําคัญในการจับของ Rep protein แมจะมีลําดับท่ีไมถูกตองก็ตาม (Steinfeldt et al., 2001)  

Rep และ Rep' protein จะอยูในสวนของนิวเคลียสของโฮสต และ formed เปน homomeric และ 

heteromeric complexs (Mankertz and Hillenbrand, 2002) พบวายีน rep rep' และ ori ของ PCV1 

และ PCV2 สามารถแลกเปล่ียนกนัได (Mankertz et al., 2003; Fenaux et al., 2004a) นอกจากนี้ยงั

พบวา Rep และ Rep' protein มีความสามารถในการตัดและเช่ือมตอ โดยมีตําแหนงอนุรักษของ

กรดอะมิโนอยู 3 ตําแหนงท่ีมีความสําคัญตอหนาท่ีดังกลาว (Steinfeldt et al., 2006) 

 

 4.5  PCV transcription 

        

       PCV1 จะเริ่มตนการถอดรหัสท่ีตําแหนงนิวคลีโอไทด 767±10 โดยพบวาตําแหนง 

โปรโมเตอร (promoter) จะซอนทับ (overlaps) กบั ori (นิวคลีโอไทดท่ี 640-796) การควบคมุการ

ทํางานของ rep gene เปนแบบเชิงลบ (negative) ซ่ึงตําแหนงของการควบคุมอยูบน promoter และ

ถูกควบคุมโดย full-length Rep protein แตไมถูกควบคุมดวย Rep' protein ในขณะท่ีไมปรากฏวา 

cap gene ถูกควบคุมดวยโปรตีนของไวรสั โปรตีน Rep และ Rep' จะจับกับ hexamers ท่ีตําแหนง 

H1 และ H2 โดยการจับกันดังกลาวจะเกิดขึ้นกอนการถอดรหัส (Finsterbusch and Mankertz, 2009) 

ในขณะท่ี promoter ของ cap gene ของ PCV1 จุดเริ่มตนของการถอดรหัสจะอยูหางออกไป 382 nt 

ทางดานหนา (upstream) จากจุดเริ่มตนของการถอดรหัส และจากการวิเคราะหรายละเอียดของ

ลําดบัเบสแสดงใหเห็นวา บรเิวณ intervening region ท่ีมีสวนของ non-translated leader sequence 
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119 nt ไปทางดาน upstream จากจุด splice donor และ splice acceptor โดยสวน non-translated 

leader sequence จะเช่ือมติดอยูกับ exon 2 ของ ORF1 (Mankertz et al., 2004; Finsterbusch et al., 

2005) (ภาพท่ี 7)  

 

 

 

ภาพที่ 7  แสดงตาํแหนงการถอดรหัส (transcripts) บนจีโนมของ PCV1 

 

ที่มา: Finsterbusch et al. (2005)  

 

        cap RNA ของ PCV2 มีจุดเริ่มตนของการถอดรหัสท่ีตําแหนงนิวคลีโอไทด 469 และ

ส้ินสุดท่ีตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 1005 โดยมีตําแหนงของการเกิด splicing ท่ีตําแหนงนิวคลีโอไทด

ท่ี 361 ถึง 1737 โดยลําดบัท้ังหมดของโปรตนีโครงสรางของ PCV2 จะมีรหัสอยูบน ORF2 ในขณะ

ท่ี Rep RNA จะมีจุดเริ่มตนของการถอดรหัสท่ีตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 18 และส้ินสุดท่ีตําแหนง 

นิวคลีโอไทดท่ี 1004 โดยโปรตีน Rep ถูกแปลรหัสจาก ORF1 (Cheung, 2003c) (ภาพท่ี 8)  
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ภาพที่ 8  แสดงตาํแหนงการถอดรหัส (transcripts) บนจีโนมของ PCV2 

 

ที่มา: Cheung et al. (2003c)  

 

5.  Phylogenetic analysis 

  

 5.1  PCV2 genotype 

               

        จากการศึกษา phylogenetic analysis ของ circoviruses ใน สุกร สัตวปก และ พืช พบวา 

PCV มีความใกลชดิกบั avian circovirus มากท่ีสุดโดยเฉพาะไวรัส BFDV รองมาคอื plant 

nanoviruses และ geminiviruses สวน chicken anemia virus หางจาก PCV มากท่ีสุด (Bassami et al., 

1998; Niagro et al., 1998; Phenix et al., 2001) PCV แบงออกเปน 2 type คอื PCV1 และ PCV2  

และจากการศึกษาในปจจุบันแสดงใหเห็นวาสามารถแยก PCV2 ออกเปน 2 กลุม (group) คอื PCV2 

group 1 (PCV2b) และ PCV2 group 2 (PCV2a) โดยภายในกลุมจะถูกแบงออกเปน cluster ดังนี้ 

PCV2 group 1 แบงออกเปน 3 cluster คอื 1A  1B  และ  1C สวน PCV2 group 2 แบงออกเปน 5 

cluster คอื 2A  2B  2C  2D และ  2E (Olvera et al., 2007) (ภาพท่ี 9) โดยพบวา PCV2 group 1 

(PCV2b) สวนใหญมักแยกไดจากประเทศในทวีปยุโรป ในขณะท่ี PCV2 group 2 (PCV2a) สวน

ใหญแยกไดจากอเมริกาเหนือ (Ramamoorthy and Meng, 2008) อยางไรกต็ามพบวา PCV2 group 1  

และ PCV2 group 2 มีความคลายคลึงกันของลําดับเบสคอนขางสูงถึงรอยละ 93-100 (Fenaux et al., 

2000) และเนื่องจาก rep gene ในไวรัสท้ังสองชนิดคอนขางเปนบริเวณอนุรักษ (conserved region) 

ในขณะท่ี cap gene มีความคลายคลึงกันของลําดับเบสนอยกวาระหวางไวรัสท้ังสองสายพันธุ จึงมี

ความเหมาะสมในการใช cap gene ในการศึกษา phylogenetic analysis ของ PCV2 (Olvera et al., 
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2007) ในชวงหลายปท่ีผานมาไดมีความพยายามศึกษาถึงขอมูลทางพันธุกรรม (genetic sequence 

information) เพ่ือหาความสัมพันธของ genotype ตอการเกิดโรค PMWS โดยไดทําการศึกษาเช้ือ 

PCV2 ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีเปนและไมเปนโรค PMWS ซ่ึงไดขอสรุปวา ลักษณะทางภูมิศาสตร 

(geographical) หรือการเปล่ียนแปลงของลําดับกรดอะมิโนไมมีความสัมพันธตอความรุนแรงในการ

กอโรคของไวรัส (Kim and Lyoo, 2002; Larochelle et al., 2002) อยางไรก็ตามมักพบวาเช้ือ PCV2 

ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีมีอาการของโรค PMWS จะมีการเปล่ียนแปลง immunogenic epitope ภายใน

โปรตีน Cap เสมอ โดยยืนยันไดจาก PCV2 จํานวน 100 isolates ท่ีแยกไดโดย Olvera และคณะในป 

ค.ศ. 2007 (Ramamoorthy and Meng, 2008) จากการทดลองของ Olvera และคณะ (2007) พบวาสุกร

ท่ีมอีาการของโรค PMWS จะมีความสัมพันธกับ PCV2 group 1A และ PCV2 group 2C และ 2D จะ

มีความสัมพันธกับสุกรท่ีไมมีอาการของโรค PMWS ตอมาในป ค.ศ. 2008 Grau-Roma และคณะ

รายงานวาไมเคยตรวจพบ PCV2 genotype 1A (PCV2 group 1A) ในสุกรท่ีไมมีอาการของโรค 

PMWS เลย นอกจากนี้ยังพบวาในชวงเวลาเดียวกันสามารถแยกเช้ือ PCV2 ไดมากกวาหนึ่งสายพันธุ

จากสุกรตัวเดียวกัน (Ramamoorthy and Meng, 2008) และพบวาเกดิการ recombination ภายใน rep 

gene ระหวางสายพันธุท่ีพบอยูรวมกัน (Hesse et al., 2008) แตในปจจุบันยังไมสามารถอธิบายถึง

สาเหตขุองการพบเช้ือ PCV2 มากกวาหนึง่สายพันธุในสุกรตัวเดียวกัน และยังตองมีการศึกษาอีก

มากเนื่องจากยังไมมีเหตุผลท่ีสามารถยืนยันขอมูลดังกลาวได 
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ภาพที่ 9  แสดงการจัดแบงกลุม (group) และ cluster ของเช้ือไวรัส PCV2 

 

ที่มา: Olvera et al. (2007) 
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       ในปจจุบันนี้พบวาการระบาดของโรค PMWS ท่ีสหรฐัอเมรกิาและแคนาดามีความ

รุนแรงมากกวาเดิม โดยสามารถแยกเช้ือ PCV2 group 1 (PCV2b) ไดจากสุกรท่ีปวย ซ่ึงแตเดิม 

พบการระบาดของสายพันธุดังกลาวในยุโรป (Gagnon et al., 2007) ตอมา Cheung และคณะ (2007) 

ไดคนพบลําดับกรดอะมิโน ท่ีเปน motif ท่ีสามารถใชเปนจดุแยกความแตกตางระหวาง PCV2 group 

1 (PCV2b) และ PCV2 group 2 (PCV2a) ได แตอยางไรกต็ามความพยายามในการทดลองเพ่ือ

ทดสอบความรุนแรงในการกอโรคของไวรัสท้ังสองสายพันธุยังไมเปนผลสําเร็จ (Lager et al., 2007; 

Opriessnig et al., 2007a) จากการทดลองของ Lefebvre และคณะ (2008) เม่ือทําการทดสอบดวย 

monoclonal antibodies พบความแตกตางเพียงเล็กนอยบนตาํแหนง epitope ของไวรสัท้ังสอง 

อยางไรกต็ามการใชแอนตบิอดใีนการจาํแนก PCV2 ท้ังสองสายพันธุออกจากกันนั้นยังคงตองมี

การศึกษาเพ่ิมมากขึน้ เนือ่งจากยงัไมสามารถจาํแนก PCV2 group 1 (PCV2b) และ PCV2 group 2 

(PCV2a) ออกจากกันไดอยางแนนอน (Ramamoorthy and Meng, 2008) และนาจะมี  

cross-protective ระหวาง PCV2 group 1 (PCV2b) และ PCV2 group 2 (PCV2a) (Ramamoorthy and 

Meng, 2008)    

 

       An และคณะ (2007) ไดทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและจัดกลุม (phylogenetic 

analysis) ORF2 ของเช้ือ PCV2 จํานวน 36 isolates ท่ีแยกไดจากประเทศเกาหลีใต เปรียบเทียบกับ 

ลําดับนิวคลีโอไทดใน ORF2 ของ PCV2 จํานวน 197 สายพันธุ ท่ีมีอยูในฐานขอมูลของ GenBank 

พบวาสามารถแยก PCV2 ท้ัง 233  isolates ออกไดเปน 2 กลุม โดยอาศัยตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 

262-267 ซ่ึงตรงกับตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 88-89 ภายใน ORF2 โดยพบวา PCV2 group 1 

ประกอบไปดวย 132 isolates (56.7%) ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดเปน CCCCGC ซ่ึงเปนรหัสสําหรับ

กรดอะมิโน proline และ arginine (PR) และ 21 isolates (9%) ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดเปน 

CCCCTC ซ่ึงเปนรหัสสําหรับกรดอะมิโน proline และ leucine (PL) สวน PCV2 group 2 ประกอบ

ไปดวย 80 isolates ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดเปน AAAATC ซ่ึงเปนรหัสสําหรับกรดอะมิโน lysine 

และ isoleucine (KI) โดยสามารถแบง ORF2 PCV2 ท้ัง 233 isolates ออกเปน 7 clusters โดย PR จะ

ประกอบดวย cluster 1A หรอื 1B ในขณะท่ี PL จะประกอบดวย cluster 1C สวน KI ประกอบ ดวย 

clusters 2A-2E  

 

       การเปรยีบเทียบลําดบัเบสของ PCV2 (PCV2 sequence) ท่ีแยกไดในป ค.ศ. 2003/2004 

กบัลําดบัเบสของ PCV2 ท่ีแยกไดจากตัวอยางซีรัมในป ค.ศ. 1980 1987 1990 1993 และ 1996 ซ่ึงถูก

เก็บกอนท่ีมีการปรากฏของโรค PMWS (ในป ค.ศ. 2001) ในประเทศเดนมารค พบวา PCV2 ท่ีแยก
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ไดในป ค.ศ. 1980 (Accession Number: EU148503) 1987 (Accession Number: EU148504) และ 

1990 (Accession Number: EU148505) ถูกจัดอยูในกลุมใหม คือ PCV2 group 3 สวน PCV2 ท่ีแยก

ในป ค.ศ. 1993 และ 1996 ถูกจัดอยูใน Group 2 (ภาพท่ี 10) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการปรากฏของ 

PCV2 group 3 เกิดขึ้นมากอน PCV2 group 2 สวน PCV2 group 1 เปนสายพันธุท่ีเกิดขึ้นลาสุด ซ่ึง

สัมพันธกับการเกิดโรค PMWS ท่ีประเทศเดนมารคซ่ึงคนพบโรคครั้งแรกในป ค.ศ. 2001 นอกจากนี้

ยังพบวา PCV2 group 3 และ PCV2 group 1 มีความคลายคลึงกันในลําดับเบสมากกวา PCV2 group  

2 (Dupont et al., 2008) 

 

 5.2  PCV2 genotype และ PMWS 

 

       ในป ค.ศ. 2008 Dupont และคณะ ไดทําการศึกษาเพ่ือจาํแนก genotype ของ PCV2 จาก

สุกรท่ีเปนโรค PMWS และสุกรท่ีไมมีอาการของโรค PMWS ซ่ึงมีการเก็บตัวอยางในชวงป ค.ศ. 

2003/2004 จํานวน 45 ตวัอยาง สามารถแยกได 27 isolates พบวาเปน PCV2 group 1 ท้ังหมด และมี

ความเหมือนกันในลําดับเบสรอยละ 99.4-100 และทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและจัดกลุม 

เพ่ือหาความสัมพันธระหวาง PCV2 ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีเปนโรค PMWS กบั PCV2 ท่ีแยกไดจาก

สุกรปกติ พบวาสามารถแยกเช้ือ PCV2 group 1 ท่ีเปน isolate เดียวกันไดจากสุกรท้ังท่ีเปนและไม

เปนโรค PMWS ดังนั้น PCV2 group 1 จึงไมนาจะมีความเกี่ยวของกับความรุนแรงในการกอโรค 

PMWS  

 

       จากการศึกษาในประเทศเดนมารคช้ีใหเห็นวา PCV2 group 1 อาจเกดิมาจากการ

เปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของ PCV2 group 2 (Dupont et al., 2008) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานกอน

หนานี้ในประเทศสวีเดนและสเปนท่ีพบวา PCV2 group 2 โดยมากจะจําแนกไดจากสุกรท่ีมีสุขภาพ

ดีจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ในขณะท่ี PCV2 group 1 จะมีความสัมพันธเปนอยางสูง

กับสุกรจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS (Timmusk et al., 2005; Grau-Roma et al., 2007) และ

จากการศึกษาของ Grau-Roma และคณะ (2008) เพ่ือจําแนก genotype ของ PCV2 และศึกษา

ความสัมพันธระหวาง PCV2 และ โรค PMWS พบวาสามารถจาํแนก PCV2 ออกเปน 2 genotype 

คอื Genotype 1 (PCV2 group 1) และ 2 (PCV2 group 2) และพบวาสุกรท่ีมาจากฟารมท่ีมีปญหาของ

โรค PMWS สามารถจาํแนกเช้ือ PCV2 ไดท้ังสอง genotype แตจะพบ PCV2 genotype 1 เปนสวน

ใหญ ในขณะท่ีสุกรท่ีมาจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS จะแยกไดเฉพาะ PCV2  genotype 2 

เทานั้น และจากการทดลองเพ่ือทดสอบความรุนแรงในการกอโรคในแตละสายพันธุ พบวาสุกรท่ี
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ไดรับเช้ือ PCV2 genotype 1 จะแสดงอาการและรอยโรคของโรค PMWS ไดอยางชัดเจนและรุนแรง

มากกวาสุกรท่ีไดรับเช้ือ PCV2 genotype 2 (Cheung et al., 2007) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา PCV2 

genotype 2 ไมสามารถทําใหเกดิโรค PMWS ได (Opriessnig et al., 2006a) จึงสรุปไดวา PCV2 

group 1 (PCV2 genotype 1 /PCV2b) มีความรุนแรงในการกอโรคมากกวา PCV2 group 2 (PCV2 

genotype 2/PCV2a) 

 

       ในปจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับ genotype ของ PCV2 เริ่มมีการศึกษาเพ่ิมมากขึ้น และ

พบวาในการจาํแนก PCV2 ในแตละครั้งจะมีช่ือเรียกท่ีแตกตางกันออกไปมากมาย (ตารางท่ี 1) 

ดังนั้นควรมีการทําความตกลงกันในการกําหนดช่ือ genotype ของ PCV2 ใหตรงกันในอนาคต  

 

ตารางที่ 1  การจาํแนก genotype ของ PCV2 ในแตละการทดลอง  

 

ผูทาํการทดลอง 
ปท่ีทําการจําแนก 

(ค.ศ.) 

Genotype 

1 2 

Grau-Roma และคณะ 2008 genotype 1 genotype 2 

Olvera และคณะ 2007 group 1 group 2 

Cheung และคณะ 2007 PCV2b PCV2a 

Ellis และคณะ 2006 new type 321 old type 321 

Timmusk และคณะ 2005 genotype 2 genotype 1 
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ภาพที่ 10  Phylogenetic tree แสดงการจาํแนกเช้ือ PCV2 ออกเปน 3 Group (Genotype)  

 

ที่มา: Dupont et al. (2008)   
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6.  ระบาดวิทยา (Epidemiology) 

  

 6.1  การกระจายตัวของเช้ือ (Geographical distribution) 

        

       ในปจจุบันนี้พบวาเช้ือไวรัส PCV2 มีอยูทุกหนทุกแหงท้ังในประเทศท่ีมีการระบาดของ

โรค PMWS และประเทศท่ีไมเคยมีการปรากฏของโรคดังกลาว (Allan and Ellis, 2000; Segalés et 

al., 2004) สวนเช้ือไวรัส PCV1 พบวามีการกระจายไปท่ัวทุกมุมโลกแตความชุกของเช้ือ PCV1 จะ

นอยกวา PCV2 เปนอยางมาก (Calsamiglia et al., 2002) ในขณะท่ีมีรายงานการพบเช้ือ PCV2 และ

การอุบัติของโรค PMWS ในประเทศตางๆมากมาย อาทิเชน สหรฐัอเมรกิา (Allan et al., 1998; 

Morozov et al., 1998) ประเทศในกลุมยุโรป อาทิเชน ไอรแลนด (Spillane et al., 1998)  เยอรมนี 

(Hinrichs et al., 1999) เนเธอรแลนด (Wellenberg et al., 2000) ฮงัการ ี(Kiss et al., 2000) สเปน  

(Segalés et al., 1997; Rosell et al., 2000a; Olvera et al., 2007) สวติเซอรแลนด (Borel et al., 2001) 

กรีก (Saoulidis et al., 2002) และสหราชอาณาจกัร (Gresham et al., 2000) สวนในเอเชียพบในหลาย

ประเทศอาทิเชน ประเทศญีปุ่น (Onuki et al., 1999; Kawashima et al., 2007) เกาหลี (Choi and 

Chae, 1999; Choi et al., 2000) ไตหวัน (Wang et al., 2004) ฮองกง (Ma et al., 2007) จีน (Wen et 

al., 2005) ฟลิปปนส (Maldonado et al., 2004) อินโดนีเซีย (Manokaran et al., 2008) รวมถึง

ประเทศไทย (Kiatipattanasakul-Banlunara et al., 2002) นอกจากนีย้งัพบในประเทศแถบอเมรกิาใต 

(Trujano et al., 2001; Sarradell et al., 2002) และลาสุดพบในประเทศออสเตรเลีย (Muhling et al., 

2006) (ภาพท่ี 11) นอกจากนี้ยังพบวามีลักษณะการระบาดของ PCV2 แบบโรคประจําถ่ิน (enzootic) 

ซ่ึงพบในหลายสวนของโลก และอาจเกิดการระบาดในสัตวอยางรวดเร็ว (epizootic) ไดดวย  
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ภาพที่ 11  แผนภาพแสดงอุบัตกิารณการแพรกระจายของ PCV2 และโรค PMWS ในประเทศตางๆ         

และประเทศในทวปีเอเชีย (สามเหล่ียมสีขาว) 

 

ที่มา: Chae (2004) 

 

       จากการศึกษาการกระจายของเช้ือ PCV2 ทางภมูศิาสตร (geographical distribution) ทํา

ใหทราบวา กอนป ค.ศ. 2003 ท่ีประเทศแคนาดา สหรฐัอเมรกิา เกาหลี และญี่ปุน พบการแพร 

กระจายของ PCV2 group 2 เทานั้น ในขณะท่ีประเทศตางๆในยุโรป จีน ไตหวัน และสิงคโปร พบ

การแพรกระจายของเช้ือ PCV2 ท้ังสอง genotype แตจะพบ Group 2 เปนสวนใหญ และหลังจากป 

ค.ศ. 2003 กลับพบวาเกดิการแพรกระจายของ PCV2 group 1 เพ่ิมมากขึ้นในแตละประเทศ ซ่ึงอาจ

เปนไปไดวา PCV2 group 1 เปล่ียนแปลงมาจาก PCV2 group 2 (Dupont et al., 2008) ในขณะท่ี

ประเทศแคนาดา และสหรัฐอเมริกา มีการระบาดของโรค PMWS สายพันธุใหมท่ีมีผลตออัตราการ

ตายของสุกรเพ่ิมมากขึ้นหลังจากป 2002 (Ellis et al., 2006; Cheung et al., 2007) ซ่ึงสายพันธุท่ีพบ

มากคอื PCV2 group 1A นอกจากนีย้งัมีรายงานวา บางประเทศพบ PCV2 เพียงสายพันธุเดียวเทานั้น 

อาทิเชน สหราชอาณาจกัร (Group 1: 1A) ประเทศไทย (Group 1: 1C) และประเทศแอฟริกาใต 

(Group 2: 2E) ในขณะท่ีบางประเทศพบเช้ือ PCV2 หลายสายพันธุ อาทิเชน ประเทศเนเธอรแลนด 

(1A 1B และ 1C) ประเทศญี่ปุน (2A และ 2E) ประเทศแคนาดา (2A 2D และ 2E) และประเทศ

ไตหวัน (2B และ 2D) นอกจากนี้ยังไมพบการปรากฏของ PCV2 สายพันธุ 2A 2B และ 2E ในยุโรป 

โดยจะพบเฉพาะ 2C เทานั้น (Au et al., 2007)      

Philippine

 

China 

Thailand

 

Indonesia 

Australia 
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6.2  สายพันธุสุกรท่ีไวตอการติดเช้ือ (Susceptible breeds)  

        

        โฮสตในธรรมชาติของเช้ือไวรัส PCV1 และ PCV2 คือสุกรเล้ียง (Segalés and 

Domingo, 2002) แตจากการทดลองในหมูปาจากประเทศเบลเยยีมสามารถพบระดบัแอนตบิอดีตอ

เช้ือ PCV2 ได โดยทําการทดสอบในชวงป ค.ศ. 1993 และ 2000 พบระดับแอนติบอดีคิดเปนรอยละ 

33 และ 37 ตามลําดับ สวนในประเทศสเปนพบระดับแอนติบอดีรอยละ 48 (Sánchez et al., 2001b; 

Vicente et al., 2004) นอกจากนี้ยังมีรายงานการเกิดโรคท่ีคลายกับโรค PMWS ในหมูปาจากอเมรกิา

และยุโรป (Ellis et al., 2003; Sánchez et al., 2004; Vicente et al., 2004) และจากการศึกษาความ

คลายคลึงกันในลําดับเบสพบวาเช้ือ PCV2 ท่ีแยกไดจากหมูปาเปนสายพันธุท่ีพบไดในสุกรเล้ียง 

(Sánchez et al., 2003; Vicente et al., 2004; Csagola et al., 2006) ในป ค.ศ.1995 มีรายงานการพบ

ระดับแอนติบอดีตอ PCV ในตัวอยางซีรัมของ คน วัว และหนูขาว (Tischer et al., 1995) ในขณะท่ี

ปจจุบันจากการศึกษาทางซีรัมวิทยากลับไมพบการติดเช้ือ PCV2 ในตัวอยางซีรัม วัว แพะ แกะ มา 

สุนขั แมว หนขูาว และคน (Allan et al., 2000a; Ellis et al., 2001; Rodrìguez-Arrioja et al., 2003b) 

ซ่ึงแสดงใหเห็นวา PCV2 เปนไวรัสท่ีมีความจําเพาะตอโฮสต (species specific) เชนเดียวกับสมาชิก

อ่ืนๆในวงศ Circoviridae    

        

        ความแตกตางกันของโฮสตมีผลตอความไวในการติดเช้ือ PCV2 โดยพบวาความ

แตกตางกันของสายพันธุสุกรทําใหกระบวนการเกิดโรคจากเช้ือไวรัส PCV2 แตกตางกนั ซ่ึงพบวา 

สุกรพันธุแลนดเรซ (Landrace) จะมีความไวในการติดเช้ือมากกวาสุกรพันธุดูร็อก (Duroc) และ

ลารจไวท (Larg White) (Opriessnig et al., 2006a) นอกจากนี้ยังพบวาสุกรท่ีเปนพันธุผสมระหวาง

สุกรพันธุลารจไวทกับดูร็อก จะมีความไวในการติดเช้ือ PCV2 มากกวาสุกรพันธุแทอยางพันธุไพท

เทรน (Pietrain) (Lopez-Soria et al., 2004) 

 

 6.3  ความชุก (Prevalence) 

 

        ในป ค.ศ. 1986 Tischer และคณะ ไดรายงานการพบระดับแอนติบอดีตอเช้ือ PCV ใน

สุกร โดยมีระดับความชุก 77-95% อยางไรกต็ามหลังจากการปรากฏของโรค PMWS ทําใหมี

การศึกษาเพ่ิมมากขึ้นและพบวา ความชุกของเช้ือ PCV ท่ีพบในระยะแรกแทจริงแลวไมใชเช้ือ 

PCV1 แตเปนเช้ือ PCV2 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีปรากฏอยางเดนชัดตลอดชวงระยะเวลา 10 ป กอนท่ีจะมี

การคนพบไวรสัสายพันธุดังกลาว (Quintana et al., 2001) ตอมาไดมีการศึกษาทางดานระบาดวทิยา
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ของเช้ือ PCV2 ในสุกรเพ่ิมมากขึ้น โดย Cotrell และคณะ (1999) ไดทําการตรวจหาระดับแอนติบอดี

ตอเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรจากทางตะวันออกของแคนาดา ดวยวิธี IIF พบการแพรกระจายของไวรสั

อยางกวางขวางในสุกรหลายกลุม คือ กลุมสุกรท่ีปราศจากโรคเฉพาะ เชน PCVAD (specific-

pathogenic-free) กลุมสุกรขุน และกลุมสุกรท่ีเล้ียงในเลา นอกจากนี้ยังพบระดับแอนติบอดีตอเช้ือ 

PCV1 ดวย ในขณะท่ีสามารถพบ PCV2 antigen ไดจากรอยโรคของซากลูกสุกรท่ีแทง และเนื้อเยื่อ

ของตวัออน (fetal tissue) และสามารถตรวจพบ PCV2 DNA ไดจากตวัอยาง อุจจาระ น้าํลาย และ 

eye swabs ของลูกสุกรอีกดวย (Allan and Ellis, 2000)  

 

        มีรายงานอัตราความชุกของ PCV2 ในซีรัมสุกร 40-80% ในหลายประเทศ อาทิเชน 

แคนาดา (Magar et al., 2000a) สเปน (Rodrìguez-Arrioja et al., 2003b) ไตหวัน (Wang et al., 2004) 

และออสเตรเลีย (Finlaison et al., 2007) ในขณะท่ีอัตราความชุกของเช้ือ PCV2 ในตัวอยางเนื้อเยื่อก็

มีรายงานในหลายประเทศเชนกัน อาทิเชน ญี่ปุน (23%) (Kawashima et al., 2007) ไตหวัน (50%) 

(Wang et al., 2004) เกาหลี (8%) (Kim and Lyoo. 2002) สวนท่ีอังกฤษพบอัตราความชุก  

30-40% ในตัวอยางเนื้อเยื่อท่ีทําการศึกษายอนหลังในชวงป ค.ศ. 1979-1997 (Grierson et al., 2004) 

และพบอัตราความชุก 10% ในสหรฐัอเมรกิา (Pallares et al., 2002) ถึงแมวาการตดิเช้ือ PCV2 ใน

สุกรจะมีอัตราการปวย (morbidity rates) ท่ีต่ํา แตอาจพบอัตราการตาย (mortality) ท่ีสูงถึง 80% ใน

สุกรบางฝูง (D’ Allaire et al., 2007) 

 

 6.4  การติดตอของเช้ือ (Transmission) 

 

        PCV2 เปนไวรัสท่ีสามารถทนตอสภาพแวดลอมภายนอกไดเปนอยางดี และทําลายเช้ือ

ไดยาก ทําใหเกิดการแพรเช้ือไดงาย การติดตอของเช้ือ PCV2 สามารถตดิตอไดโดยตรง โดยผาน

ทางชองปากและชองจมูก (oronasal) พบการปลดปลอยเช้ือทางอุจจาระ และทางปสสาวะ (Magar et 

al., 2000b; Bolin et al., 2001) ในสุกรท่ีมีการติดเช้ือ PCV2 พบการแพรกระจายของไวรัสในระบบ

ตอมน้ําเหลือง ระบบทางเดินหายใจ ระบบสืบพันธุและระบบขับถาย และระบบยอยอาหาร โดย

ไวรัสจะถูกขับออกมาพรอมกับส่ิงขับถายและสารคัดหล่ัง (Rosell et al., 1999; Okuda et al., 2003; 

Krakowka et al., 2005) ไดมีการทดลองโดยใหสุกรสัมผัสเช้ือโดยตรงพบวา ลูกสุกรท่ีคลอดโดยการ

ผาคลอด และลูกสุกรท่ีไมไดรับนมน้ําเหลือง เกิดการติดเช้ือภายในเวลา 42 วัน (Bolin et al., 2001) 

นอกจากนี้ Shibata และคณะ (2003) ไดทําการตรวจหา PCV2 DNA ในตัวอยาง มูลสุกร ซีรัม whole 

blood  nasal swabs และ oropharyngeal swabs จากลูกสุกรท่ีคลอดโดยการผาคลอดและลูกสุกรท่ี
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ไมไดรับนมน้ําเหลือง โดยใชเทคนิค PCR พบวาสามารถตรวจพบ PCV2 DNA จากตัวอยาง nasal 

swabs oropharyngeal swabs และมูลสุกร ไดจากลูกสุกรกอนท่ีจะทําใหลูกสุกรติดเช้ือ PCV2  1 วัน 

และสามารถตรวจพบ PCV2 DNA ไดในทุกตัวอยางภายหลังจากลูกสุกรไดรับเช้ือ 70 วัน (days post 

inoculation; dpi) ในขณะท่ีสามารถตรวจพบเช้ือ PCV2 ไดในตัวอยางเลือดและซีรัมวันท่ี 7 dpi 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบเช้ือ PCV2 ในนมน้ําเหลือง (Shibata et al., 2006) และในน้ําเช้ือ  

(Larochelle et al., 2000; Kim et al., 2001; McIntosh et al., 2006b)  Segalés และคณะ (2005c) ได

ทําการตรวจหาปรมิาณ PCV2 DNA ในตัวอยาง ตอมทอนซิล ปสสาวะ nasal swabs  

tracheobronchial swabs และ fecal swabs จากสุกรท่ีเปนและไมเปนโรค PMWS โดยใชวิธี 

quantitative real-time PCR ซ่ึงพบ PCV2 DNA ปริมาณท่ีสูงในตัวอยางทุกชนิด จึงทําใหสรุปไดวา

เช้ือไวรสัจะถูกขบัออกมาพรอมกบัส่ิงขบัถายจากระบบทางเดนิหายใจ ทางปาก ทางปสสาวะ และ

ทางอุจจาระ ท้ังจากสุกรท่ีเปนโรคและสุกรท่ีมีสุขภาพดี แตจะพบปริมาณไวรัสในส่ิงขับถายของ

สุกรท่ีปวยมากกวาสุกรท่ีไมเปนโรค 

 

        จากการศึกษาระดับภูมิคุมกันตอเช้ือ PCV2 ในสุกรชวงอายุ 2 เดอืนและ 4 เดือน ใน

ฟารมสุกรเพ่ือการคาช้ีใหเห็นวา การติดตอของเช้ือ PCV2 ระหวางสุกรเปนแบบ horizontal 

transmission (Larochelle et al., 2003; Sibila et al., 2004) จากการทดลองการตดิเช้ือ PCV2 แบบ 

horizontal transmission พบวาสุกรมีความไวตอการติดเช้ือ PCV2 เปนอยางมาก (Albina et al., 

2001) และจากการทดลองทําใหสุกรติดเช้ือ PCV2 ทางชองจมูก (intranasal) และใตผิวหนัง 

(subcutaneous) พบวาสามารถทําใหสุกรเกดิโรค PMWS ได (Bolin et al., 2001) นอกจากนี้ยังพบวา

สุกรท่ีไดรับ cloned genomic DNA ของเช้ือ PCV2 โดยการฉีดเช้ือเขากลามเนื้อ การฉีดเช้ือเขาชอง

ทอง และการฉีดเช้ือโดยตรงท่ีตับ หรือ lymph node ของสุกร สามารถพบพยาธิสภาพของโรค 

PMWS ได (Fenaux et al., 2002; Roca et al., 2004)  

 

        Park และคณะ (2005) รายงานวาแมสุกรท่ีไดรับเช้ือ PCV2 ผานทางชองจมูก สามารถ

ทําใหลูกสุกรติดเช้ือผานทางรกได (transplacental transmission) ซ่ึงช้ีใหเห็นวาการติดเช้ือแบบ 

vertical transmission อาจเกดิขึน้ได อยางไรกต็าม พบวาการตดิเช้ือตามธรรมชาตโิดยผานทางรก

เกดิขึ้นไดคอนขางยาก (Stevenson et al., 2001) ในการตดิเช้ือตามธรรมชาตแิละจากการทดลอง

สามารถพบเช้ือ PCV2 ในกระแสเลือด เนื้อเยื่อ และน้ําเช้ือ ของลูกสุกรท่ีเปนพาหะไดเปนเวลานาน

หลายสัปดาห โดยลูกสุกรอาจเปนหรือไมเปนโรค PMWS ก็ได (Larochelle et al., 2003) Larochelle 

และคณะ (2000) รายงานการพบเช้ือ PCV2 ในน้ําเช้ือและซีรัมของสุกรพอพันธุ ท่ีถูกทําใหติดเช้ือ 
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ผานทางชองจมูก โดยสามารถตรวจพบเช้ือ PCV2 ในซีรัมไดในวันท่ี 4 dpi จากสุกร 3 ใน 4 ตวั และ

สามารถตรวจพบเช้ือไดในทุกตัวอยางในวันท่ี 35 dpi แตจะพบผลลบในวันท่ี 90 dpi สวนการ

ตรวจหา PCV2 ในตัวอยางน้ําเช้ือสามารถตรวจพบเช้ือไดในวันท่ี 5 dpi และสามารถตรวจพบเช้ือ 

PCV2 ไดในทุกตัวอยางในวันท่ี 47 dpi อยางไรกต็ามความถ่ีในการพบ PCV2 DNA ในน้ําเช้ือของ

สุกรพอพันธุท่ีติดเช้ือตามธรรมชาติพบวาเกิดไดต่ําและเปนการติดเช้ือแบบครัง้คราว (sporadic) 

นอกจากนี้ยังพบวาพอพันธุท่ีมีระดับภูมิคุมกันตอเช้ือ PCV2 ในรางกายเปนเวลานานอาจมีการปลอย

ไวรัสสูน้ําเช้ือได (McIntosh et al., 2006a) ถึงแมวาจะสามารถตรวจพบ PCV2 DNA ไดในน้ําเช้ือ

สุกร แตก็ไมสามารถยืนยันไดวามีการติดเช้ือไวรสัจากการผสมเทียม  

 

7.  กลไกการกอโรคของเชื้อ PCV2  

 

 7.1  การติดเช้ือ PCV2  

 

        ในปจจุบันเปนท่ีทราบกันดีวาโรค PMWS มีสาเหตุมาจากการติดเช้ือ PCV2 อยางไรก็

ตามจากการศึกษาพบวาถึงแมสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 อาจไมแสดงอาการของโรค ในขณะท่ี lymphoid 

depletion และ lymphopenia ท่ีพบใน peripheral blood เปนลักษณะเดนของสุกรท่ีเปนโรค PMWS 

แตยังไมทราบแนชัดถึงเซลลท่ีไวรัสอาศัยและพยาธิกําเนิดในการกอโรคของไวรัส เช้ือ PCV2 

สามารถเขาสูรางกายของสุกรไดทางปากและจมูก และเช้ือไวรัสจะไปสะสมอยูในเนื้อเยื่อโพรงจมูก 

ตอมทอนซิลและหลอดลม รวมถึงในอุจจาระ และปสสาวะ ไดมีการทดลองโดยการทําใหสุกรติด

เช้ือ PCV2 ทางชองจมูก พบวาสุกรท่ีติดเช้ือจะมีอาการและวิการของโรค PMWS โดยสวนใหญจะมี

ความรุนแรงของโรคปานกลาง  นอกจากนั้นเม่ือทําการตรวจเนื้อเยื่อของสุกรท่ีติดเช้ือโดยวิธี 

immunohistochemistry หรอื immunofluorescent assay จะพบแอนติเจนของ PCV2 อยูในเนื้อเยื่อ

ดังกลาว (Allan et al., 1994a; Allan et al., 1999a)  สวนการเขาสูเซลลเปาหมายของเช้ือ PCV2 ยงัไม

เปนท่ีชัดเจน ในป 2005  Misinzo และคณะ ไดทําการศึกษาการเขาสูเซลลของเช้ือ PCV2 ใน porcine 

monocytic cell line พบวาเช้ือจะผานเขาสู clathrin ซ่ึงเปนโปรตีนชนิดหนึ่งบนเยื่อหุมเซลล โดย

ขบวนการ endocytosis และตองการสภาพท่ีเปนกรดในการเขาสูเซลล เม่ือเช้ือเขาสูเซลลของ host 

จะมีการจาํลองโมเลกลุของ PCV2 ในระยะ S phase ของ cell cycle แตไมสามารถระบุไดวาเซลล

ชนิดใดจะเปนตําแหนงท่ีเกิดการจําลองตัวเองของไวรัส โดยสวนใหญในสุกรท่ีเปนโรคมักจะพบ 

PCV2 antigen หรอื PCV2 DNA ในไซโตพลาสซึมของเซลล macrophages และ dendritic cell โดย

เซลลเหลานี้จะเขาไปแทนท่ี lymphocytes ใน follicles ท่ีถูกทําลายของเนื้อเยื่อน้ําเหลือง และ 
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บางครัง้อาจพบ PCV2 antigen ในเซลล lymphocytes ได (Allan and Ellis, 2000; Sorden, 2000; 

Chianini et al., 2001) แตกลไกในการทําลายเซลล lymphocytes ของไวรสัยงัไมทราบแนชัด จาก

การทดลองในปจจุบันช้ีใหเห็นวา monocytic cells ไมไดเปนเซลลเปาหมายแรกในการเพ่ิมจํานวน

ของ PCV2 (Gilpin et al., 2003) โดยจากการทดลองเพิ่มจํานวน PCV2 ใน monocytes และ 

macrophages พบวา PCV2 ไมมีการเพ่ิมจํานวนในเซลลดังกลาว แตปริมาณ PCV2 ใน 

ไซโตพลาสซึมของเซลลท้ังสองยังคงมีปริมาณเทาเดิม นอกจากนี้ยังพบวา PCV2 สามารถอยูใน 

dendritic cell ไดเปนเวลานานโดยไมทําใหเซลลสูญเสียหนาท่ีหรือถูกทําลาย และเนื่องจาก dendritic 

cell สามารถเคล่ือนท่ีไปท่ัวรางกายจึงอาจเปนสาเหตุหนึ่งท่ีทําใหไวรัสแพรกระจายไปท่ัวรางกาย

ของโฮสตได (Vincent et al., 2003) ไวรัสจํานวนมากท่ีพบในกระแสเลือด เนื้อเยื่อในระบบ

น้ําเหลือง และอวัยวะตางๆ จะมีสวนเกี่ยวของกับการแสดงออกของโรค (Kennedy et al., 2000; Liu 

et al., 2000; Chianini et al., 2003; Olvera et al., 2004)  

 

 7.2  ปจจัยรวมในการกอโรคจากการติดเช้ือ PCV2  

 

        ไดมกีารทดลองเพ่ือศึกษาถึงกลไกการกอโรคของเช้ือ PCV2 เกิดขึ้นหลายการทดลอง 

ในชวงแรกของการทดลองการตดิเช้ือ PCV2 โดยใชเช้ือไวรัสท่ีเพาะเล้ียงใน cell culture (Ellis et al., 

1999b; Magar et al., 2000b; Porgraninchniy et al., 2000) พบวกิารของโรค PMWS โดยจะมีความ

รุนแรงของโรคเล็กนอยถึงปานกลาง แตไมพบการแสดงอาการทางคลีนกิ ในขณะท่ีหากทําการ

ทดลองการติดเช้ือ PCV2 ในสุกรท่ีไมไดรับนมน้ําเหลือง (colostrum-deprived pigs) พบวาลูกสุกร 1 

ตวัจาก 4 ตัวท่ีไดรับเช้ือ PCV2 เพียงอยางเดียว จะแสดงอาการทางคลินกิและวกิารของโรค PMWS 

(Allan et al., 1999b; Kennedy et al., 2000) ปจจัยรวม (cofactors) อาจมีผลตอการเพ่ิมระดับความ

รุนแรงและการแสดงอาการของโรค โดยมีหลายปจจัยดวยกัน เชน ชวงอายขุองสุกร สภาพแวดลอม

ภายในฟารม พันธุและสายพันธุสุกร และชองทางการเขาสูโฮสตตามธรรมชาติของเช้ือไวรสั 

(Segalés et al., 2005b) นอกจากนี้ยังพบวา การติดเช้ือ PCV2 เพียงอยางเดียวจะกอโรคไมรุนแรง แต

หากมีการติดเช้ือรวมกับเช้ือชนิดอ่ืนจะมีสวนเกี่ยวของกับการเพ่ิมระดับความรุนแรงและเรงการ

แสดงอาการของโรค ตอมามีการทดลองเพ่ือศึกษาเกี่ยวกับการติดเช้ือ PCV2 รวมกบัปจจัยรวมอ่ืนๆ 

(Allan et al., 1999b, 2004; Krakowka et al., 2000) โดยไดทําการทดลองใหเช้ือ PCV2 รวมกบั 

porcine pavovirus (PPV) หรือใหรวมกับสารกระตุนภูมิคุมกันเชน incomplete Freund’s adjuvant 

ในลูกสุกรท่ีไมไดรับนมน้ําเหลือง (colostrum-deprived pigs) และสุกรปราศจากเช้ือ (gnotobiotic 

pigs) พบวาสุกรแสดงอาการของโรคอยางชัดเจน Ellis และคณะ (1999b) ไดทําการทดลองเพ่ือ
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แสดงใหเห็นวาการติดเช้ือ PCV2 และ PPV รวมกัน เปนสาเหตุใหสุกรแสดงอาการ PMWS และมี

รอยโรคปรากฏอยางรุนแรง ในขณะท่ีสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 เพียงอยางเดียวจะมีรอยโรคในระดับจุล

กายวิภาคเล็กนอยถึงปานกลาง (Kenedy et al., 2000)  

 

       ขอมูลจากการทดลองตางๆช้ีใหเห็นวา PCV2 เปนสาเหตหุลักของการเกดิโรค PMWS 

แตอยางไรก็ตามตองอาศัยปจจัยรวม (cofactors) หรอื building blocks เพ่ือกระตุนใหมีการ

แสดงออกของโรค PMWS ไดอยางชัดเจน Opriessnig และคณะ (2007b) ไดกําหนดปจจัยรวมใน

การกอโรคของ PCV2 ไว 4 ปจจัยดวยกัน (ภาพท่ี12) คอื 1) สายพันธุของไวรัส โดย PCV2b มีความ

รุนแรงในการกอโรคมากกวา PCV2a 2) โฮสต โดยพบวาพันธุและสายพันธุสุกรมีผลทําให

กระบวนการเกิดโรคจาก PCV2 แตกตางกัน นอกจากนี้ยังพบวาภูมิคุมกันแบบรับมา (adaptive 

immune) ของสุกรแตละสายพันธุมีผลตอความไวในการติดเช้ือไวรัสไดแตกตางกัน 3) ถึงแมวา 

PCV2 จะเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดโรค PMWS แตก็มีหลายๆการทดลองไดแสดงใหเห็นวา

ไวรัสชนิดอ่ืนๆนั้นมีสวนเกี่ยวของในการเพ่ิมระดับความรุนแรงและเรงการแสดงออกของโรคนี้ดวย 

สุกรสวนใหญท่ีเปนโรค PMWS มักพบวามีการติดเช้ือรวมกัน (co-infection) ระหวาง PCV2 กับ

ไวรัสหรือแบคทีเรียกอโรคชนิดอ่ืนๆเชน porcine reproductive respiratory syndrome virus 

(PRRSV)  swine influenza virus (SIV)  PPV  Haemophilus parasuis  Streptococus suis  

Actinobacillus pleuropneumoniae และ Mycoplasma hyopneumoniae และ 4) การควบคมุการ

ทํางานของระบบภูมิคุมกันของสุกรขณะท่ีไดรับเช้ือ (immune modulation) 

 

       อาการของโรค PMWS ท่ีปรากฏเดนชัดคือ การท่ีเซลลในระบบภูมิคุมกันของสุกรท่ีมี

การติดเช้ือถูกทําลาย (Nielsen et al., 2003; Darwich et al., 2004) lymphocytes ภายในเนื้อเยื่อของ

ระบบน้ําเหลืองลดนอยลง ปริมาณของ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) เกิดการ

เปล่ียนแปลง และการแสดงออกของ cytokine มีความผิดปกติ ซ่ึงลักษณะเหลานี้จะเกิดขึ้นท้ังในการ

ทดลองและการตดิเช้ือในธรรมชาต ิ(Clark, 1997; Rosell et al., 1999; Darwich et al., 2003a, 2003b; 

Nielsen et al., 2003) นอกจากนี้ยังพบวาเช้ือ PCV2 ทําใหเกดิอาการตบัอักเสบ การทํางานของตบั

ลมเหลวสงผลใหสกุรท่ีเปนโรคเสียชีวิต (Rosell et al., 2000c; Krakowka et al., 2001) 
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ภาพที่ 12  แผนภาพแสดงกลไกในการกอโรค PMWS ของเช้ือ PCV2 

  

ที่มา: Opriessnig et al. (2007b) 

 

8.  วิทยาภูมิคุมกัน 

 

 8.1  วิทยาภูมิคุมกันของการติดเช้ือไวรัส 

        

        ไวรัสเปนจุลชีพท่ีแตกตางจากจุลชีพชนิดอ่ืนๆ เนื่องจากเปนส่ิงมีชีวิตท่ีมีขนาดเล็กกวา

ท่ีจะมองเห็นไดภายใตกลองจุลทรรศน มีกรดนิวคลีอิกชนิดเดียวอาจเปน DNA หรอื RNA อยางใด

อยางหนึ่ง ไมสามารถเพ่ิมจํานวนไดเม่ืออยูนอกเซลลโฮสต แตเม่ืออยูในเซลลโฮสตสามารถเพ่ิม

จํานวนไดโดยอาศัยกลไกของส่ิงมีชีวิตท่ีไวรัสเขาไปอาศัยอยูจึงจัดเปนปรสิตภายในเซลลอยาง

แทจริง (obligate intracellular parasites) อนุภาคของไวรัสท่ีสมบูรณ เรียกวา virion ซ่ึงประกอบไป

ดวย กรดนิวคลีอิกและโปรตีนหอหุมท่ีเรียกวา capsid โดยมีหนาท่ีชวยปองกันจีโนมของไวรสัจาก

การถูกทําลายดวยส่ิงแวดลอมภายนอก นอกจากนี้ไวรัสบางชนิดอาจมี envelop ซ่ึงประกอบดวย 

lipoprotein และ glycoprotein หอหุม capsid ไวอีกช้ันหนึ่ง (Tizard, 1995) การดาํรงชีวติของไวรสั

สวนใหญอยูภายในเซลลรางกาย ภูมิคุมกันของรางกายจึงมีโอกาสนอยท่ีจะไดพบกับไวรัสโดยตรง 

การเพ่ิมจํานวนโดยกระบวนการจําลองตัวเองเกิดขึ้นภายในเซลลของโฮสตท่ีมีชีวิตเทานั้น ซ่ึง
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ประกอบดวยกระบวนการตางๆตั้งแตการจับกันของเช้ือไวรัสและแอนติเจนท่ีผิวเซลล (attachment) 

การเขาไปในเซลล (penetration) การปลอยสารพันธุกรรมของไวรสั (uncoating) การสรางสาร

พันธุกรรมขึ้นมาใหม (replication) การสรางไวรสัอนภุาคใหม (assembly) และขั้นตอนสุดทายคือ

การปลอยไวรสัออกจากเซลล (release) (Murphy et al., 1999)        

 

       ในการติดเช้ือไวรัสนั้นพบระบบภูมิคุมกันของสัตวท้ังแบบดั้งเดิม (innate immunity) 

และภูมิคุมกันแบบไดมาภายหลัง (adaptive immunity) โดยเซลลท่ีทําหนาท่ีในระบบภูมิคุมกันแบบ

ดั้งเดิมไดเขามามีบทบาทในการทําลายไวรัสตั้งแตการทํางานของเซลลท่ีทําหนาท่ีปกปองรางกาย

ตามอวัยวะตางๆ อาทิเชน เซลลเยื่อบุ (epithelium) ซ่ึงทําหนาท่ีในการยบัยั้งเช้ือในระยะแรก  ๆเซลล

ท่ีทําหนาท่ีทําลายส่ิงแปลกปลอมตางๆ เชน macrophage neutrophil และ fibroblast นอกจากนีเ้ซลล

เหลานี้ยังสามารถทําหนาท่ีในการสราง cytokine โดย cytokine ท่ีพบในระยะแรกคือ interferon-α 

(IFN-α) และ interferon-β (IFN-β) ซ่ึงมีฤทธ์ิขัดขวางการเพ่ิมจาํนวนของไวรสัในเซลลของโฮสต

หลังจากการติดเช้ือไวรัสแลวจะมีการสรางสาร cytokine ออกมาโดยพบวา interferon (IFN) เปน 

cytokine ท่ีสําคัญในการตอตานไวรัส โดย IFN ท่ีเกิดขึ้นจากการติดเช้ือแบงไดเปนสองจําพวกคือ 

type I interferon (classical interferon) ซ่ึงเซลลตางๆท่ีติดเช้ือไวรัสทําการสรางขึ้น เกิดในระยะตน

ของการติดเช้ือ อีกพวกหนึ่งคือ type II interferon (immune interferon; IFN-γ) เกิดขึ้นในระยะท่ีมี

การตอบสนองทางภมิูคุมกนัแบบจาํเพาะ type I interferon ประกอบดวย IFN-α และ IFN-β เซลล

สําคัญท่ีทําหนาท่ีในการสราง IFN คอื mononuclear phagocyte และ fibroblast ตามลําดบั ฤทธ์ิทาง

ชีวภาพท่ีสําคัญของ IFN ไดแก การขดัขวางการเพ่ิมจาํนวนของไวรสัภายในเซลลของโฮสต โดย 

IFN จะกระตุนใหเซลลของรางกายสรางเอนไซมหลายชนิดซ่ึงสามารถขัดขวางหรือทําลาย viral 

mRNA ไวรสัจงึไมสามารถเพ่ิมจาํนวนได (วิบูลยศร,ี 2541) นอกจากนี้แลว natural killer cell (NK) 

ก็เปนเซลลท่ีสามารถทําลายเซลลท่ีติดไวรัสไดโดยตรง ในขณะท่ีเซลลท่ีทําหนาท่ีในระบบภูมิคุมกัน

แบบไดมาภายหลังท่ีรางกายใชตอตานไวรัสประกอบดวย B lymphocyte ซ่ึงมีบทบาทในระบบ

ภมูคิุมกันชนิดสารน้ํา (humoral immunity) และ T lymphocyte ซ่ึงมีบทบาทในระบบภมูคิุมกนัแบบ

พ่ึงเซลล (cell-mediated immunity) โดยสามารถพบเซลลเหลานี้ไดท่ัวรางกายโดยเฉพาะบริเวณท่ี

เปนเนื้อเยื่อน้ําเหลืองตางๆ (Tizard, 2000; Roitt et al., 2001) 
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 8.2  วทิยาภูมิคุมกันของการติดเช้ือ PCV2  

         

        เช้ือ PCV2 เปนหนึ่งในเช้ือไวรัสท่ีกอโรคและเปนสาเหตุหลักของกลุมอาการสุขภาพ

ทรุดโทรมในสุกรหลังอยานม (PMWS) การศึกษาพยาธิกาํเนดิของโรคและการตอบสนองทางระบบ

ภูมิคุมกันของสุกรท่ีติดเช้ือพบวาเช้ือ PCV2 สามารถเขาอยูอาศัยและแบงตัวไดในเซลลหลายอวัยวะ 

โดยเฉพาะอยางยิ่งเซลล lymphocyte นอกจากนี้เช้ือไวรัสยังสามารถแฝงตัวอยูในเซลลจําพวก 

macrophage และ dendritic cells ไดเปนระยะเวลานานภายหลังจากเขาสูรางกายสัตวแลว ซ่ึงเซลล

สองชนิดนี้ทําหนาท่ีเปนเซลลท่ีนําเสนอแอนติเจน (antigen presenting cells) และสามารถเดนิ

ทางผานระบบไหลเวียนโลหิตไปยังอวัยวะตางๆท่ัวรางกาย จึงสามารถตรวจพบเช้ือไวรัสชนิดนี้ได

ในอวัยวะน้ําเหลืองสวนตางๆ การท่ีเช้ือ PCV2 สามารถยบัยัง้กลไกการทําลายไวรสัผานทาง

กระบวนการ intracellular endosomal degradative pathway หลังจากท่ีเขาไปอยูใน macrophages

แลว ทําใหเช้ือสามารถคงอยูภายในเซลลไดโดยไมถูกทําลายจากเอนไซมภายในเซลล ซ่ึงถือเปนการ

หลบเหล่ียงระบบภูมิคุมกันอยางหนึ่งของเช้ือไวรัส (กฤษฎากรณ และ สมพร, 2550)  

            

        8.2.1  การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบดั้งเดิม (Innate immune responses) 

  

                               การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบดั้งเดมิตอเช้ือไวรัส PCV2 พบวาในการ

การติดเช้ือไวรัสสงผลใหมีการเพ่ิมขึ้นของระดับ interleukin-8 (IL-8) ในพลาสมา โดยไวรสั PCV2 

จะไปกระตุนการหล่ัง IL-8 จากเซลล macrophage หรอื peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) ในถุงลมปอดของสุกร (Darwich et al., 2003a; Chang et al., 2006) ในกรณีท่ีมีการติดเช้ือ 

PCV2 พบวา PCV2 หรอื PCV2-CpG motifs อาจจะเปนตัวยับยั้งหรือเหนี่ยวนําการตอบสนองของ 

INF-α (Vincent et al., 2005; Wikstrom et al., 2007) โดยอาศัยการศึกษา cell subset และการศึกษา

โครงสราง cytosine-phosphate-guanine (CpG) dinucleotide โดยปกตสิามารถพบ CpG dinucleotide 

ไดในจีโนมของจุลชีพและสัตวท่ีมีกระดูกสันหลัง โดยเฉพาะ unmethylated CpG DNA ในจุลชีพจะ

เปนสัญญาณอันตราย (danger signal) ในขณะท่ีมีการติดเช้ือจุลชีพในมนุษย พบวา CpG DNA จะจับ

กบั toll-like receptor 9 บน dendritic cell และ B cells (Ishii and Akira, 2006) Vincent และคณะ 

(2007) รายงานวา ไวรสั PCV2 สามารถยับยั้งการทํางานของเซลลท่ีทําหนาท่ีสรางอินเตอเฟอรอน 

(natural interferon-producing cells; NIPCs) โดยเฉพาะ INF-α ซ่ึงแสดงใหเห็นวา กลไกหนึง่ในการ

กอโรค PMWS ของ PCV2 คือการควบคุมหรือปรับเปล่ียนภูมิคุมกัน (immunomodulatory) ของ

โฮสต ในขณะท่ีสุกรมีการติดเช้ือ PCV2 แตไมแสดงอาการทางคลินกิของโรค PMWS อาจเนือ่ง 
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มาจาก สัตวดังกลาวมีระบบภูมิคุมกันแบบ innate immunity ท่ีดีจึงสามารถยับยั้งเช้ือไวรัสไดกอนท่ี

จะมีการกอโรค (Vincent et al., 2007) และจากการศึกษาในปจจบัุนพบวาสามารถตรวจพบ ระดับ 

INF-α  ในพลาสมาไดในระยะแรกของการติดเช้ือ ซ่ึงช้ีใหเห็นวามีการพัฒนาของระบบภูมิคุมกัน

แบบ innate immunity ในการตอตานไวรสั (Vincent et al., 2003) 

 

       8.2.2  การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันแบบไดมาภายหลัง (Adaptive immune 

responses)  

 

                 การตอบสนองของระบบภมูคิุมกนัแบบ adaptive immunity แมจะเปนระบบ

ภูมิคุมกันท่ีเกิดขึ้นภายหลังแตเปนระบบภูมิคุมกันท่ีมีประสิทธิภาพสูงและสามารถจดจําส่ิง

แปลกปลอมท่ีเขามาในรางกายได โดยการทํางานของเซลล B lymphocyte ซ่ึงทํางานในระบบ

ภูมิคุมกันแบบสารน้ํา (humoral immunity) ท่ีสําคัญคือ การสรางแอนติบอดี ท่ีมีสวนสําคัญในการ

ยับยั้งไมใหเช้ือเขาไปเพ่ิมจํานวนภายในเซลลหรือเหนี่ยวนําใหเซลลอ่ืนเขามาทําลายเซลลท่ีติดเช้ือ 

ในขณะท่ีการทํางานของ T lymphocyte ซ่ึงทํางานในระบบภูมิคุมกันแบบพ่ึงเซลล (cell-mediated 

immunity) จําเปนตองอาศัย antigen presenting cells ซ่ึงเซลลเหลานี้จะมีโปรตีนท่ีอยูบนผิวเซลล

ชนิดหนึ่งเรียกวา โมเลกุล major histocompatibility complex (MHC) โดยแบงเปนสองชนิดคือ 

MHC class I ซ่ึงเกี่ยวของกับการตอบสนองของ CD8+ T lymphocyte (cytotoxic T cell) สามารถพบ

ไดบนผิวเซลลท่ัวไปท่ีมีนิวเคลียส สวน MHC class II มีอยูบนผิวเซลลบางชนิด ไดแก activated T 

lymphocyte  B lymphocyte  และ antigen presenting cells จาํพวก monocyte macrophage และ 

dendritic cells  ซ่ึงเกี่ยวของกับการตอบสนองของ CD4+ T lymphocyte (helper T cell) (Tizard, 

2000; Roitt et al., 2001) 

 

                จากการศึกษาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันแบบสารน้ําของสุกรท่ีติดเช้ือ 

PCV2 พบวาอาจมีความสําคญัตอการศึกษาพยาธิกาํเนดิของโรค PMWS ซ่ึงยังไมเปนท่ีทราบแนชัด

ถึงแมวากลไกหนึ่งในการกอโรคของเช้ือ PCV2 คือ การท่ี B lymphocyte ถูกทําลาย แตอยางไรกต็าม

ยงัคงพบแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอไวรัส PCV2 ในสุกรท่ีติดเช้ือเสมอ การตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันตอการติดเช้ือ PCV2 ตามธรรมชาติพบวา ระดับแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ในสุกรชวงอายุ 

3-11 สัปดาห จะมีในระดับต่ํา ตอมาเม่ือระดับภูมิคุมกันท่ีไดรับจากแมลดลงในสัปดาหท่ี 15 จะพบ

ระดับแอนติบอดีตอ PCV2 เพ่ิมสูงขึ้น ในการทดลองทําใหสุกรท่ีไมไดรับนมน้ําเหลืองติดเช้ือ PCV2 

สามารถตรวจพบระดับแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ไดในวันท่ี 14 dpi และพบ neutralizing antibodies 
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(NA) ไดในวันท่ี 21 (Pogranichniy et al., 2000; Rodriguez-Arrioja et al., 2002; McKeown et al., 

2005) และจากหลายการทดลองพบวา สุกรท่ีปวยเปนโรค PMWS จะมีการสรางแอนติบอดีตอเช้ือ 

PCV2 ในระดับต่ํา และเม่ือเปรียบเทียบระดับแอนติบอดีระหวางสุกรท่ีปวยกับสุกรท่ีไมแสดงอาการ

ทางคลินกิ พบวาสุกรท่ีแสดงอาการของโรค PMWS จะมีระดับแอนติบอดีต่ํากวาเปนอยางมาก 

(Bolin et al., 2001; Okuda et al., 2003; Hasslung et al., 2005) นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาการ

ตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการติดเช้ือ PCV2 พบวาในระยะแรกไมสามารถแยกความแตกตาง

ระหวางสุกรท่ีเปนโรค PMWS กับสุกรท่ีไมเปนโรคได (Larochelle et al., 2003; Sibila et al., 2004) 

แอนติบอดีดังกลาวอาจไมมีความสามารถในการลบลางฤทธ์ิของไวรสัได ซ่ึงอาจเปนไปไดวานีค้อื

กลไกในการหลบเล่ียงภูมิคุมกันของเช้ือ PCV2 (Ramamoorthy and Meng, 2008) ในระยะตอมามี

รายงานการพบระดบั NA และ IgM antibodies ในสุกรท่ีเปนโรค PMWS ในระดับต่ํา ในขณะท่ี

ระดับแอนติบอดีตอ PCV2 โดยรวม (total PCV2 antibodies; TA) มีระดับเทากัน โดยเช่ือวา IgM 

antibodiesไมมีความสามารถในการลบลางฤทธ์ิไวรสั (Meerts et al., 2005b, 2006; Fort et al., 2007) 

Meerts และคณะ (2005b) ไดรายงานความสัมพันธระหวางการขาด NA และการเพ่ิมขึ้นของไวรัส 

และตอมาพบวาการตอบสนองของ NA ท่ีลดลงจะสงผลตอการกอโรค PMWS (Merrts et al., 2006) 

และจากการศึกษาเกี่ยวกับการใหวัคซีน (vaccination) และ in vitro neutralization ทําใหทราบวา

ปจจัยท้ังสองมีความสัมพันธโดยตรงตอระดบัแอนตบิอด ีและการปองกันโรค (Fan et al., 2007; 

Song et al., 2007)  

 

                 จากการศึกษาทางซีรมัวทิยาพบวาประชากรสุกรจากฟารมตางๆท่ัวโลกจะปรากฏ

แอนตบิอดตีอ PCV2 เกอืบ 100% ท่ีทาํการทดสอบ (Magar et al., 2000a; Walker et al., 2000; 

Opriessnig et al., 2004) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาฟารมสุกรพอแมพันธุ โดยเฉพาะแมสุกรเม่ือทํา

การทดสอบทางซีรัมวิทยาพบวาจะใหผล seropositive ตอเช้ือ PCV2 (Opriessnig et al., 2004) และ

พบวาภูมิคุมกันตอเช้ือ PCV2 ท่ีไดรับจากแมในลูกสุกรหลังหยานม (PCV2-passive antibody) จะมี

คา half-life 19 วัน แลวจะคอยๆลดลง และเม่ือทําการทดสอบแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ท่ีไดรับจาก

แมสุกรดวยวิธี ELISA พบวา ลูกสุกรท่ีมีอายุ 4.9±1.2 สัปดาห จะมีระดับแอนติบอดีต่ํา ในขณะท่ีลูก

สุกรท่ีมีอายุ 8.1±1.9 สัปดาห จะมีระดับแอนติบอดีปานกลาง และเม่ือมีอาย ุ11.1±2.5 พบวาลูกสุกร

จะมีแอนติบอดีในระดับสูง (Opriessnig et al., 2004)  
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       8.2.3  การปรับเปล่ียนการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันโดย PCV2        

 

                การติดเช้ือ PCV2 มีผลใหรางกายโฮสตเกิดภาวะกดภูมิคุมกัน 

(immunosuppression) โดยมักจะพบภาวการณลดลงของ lymphocytes ในเนื้อเยื่อน้ําเหลือง 

(lymphoid depletion) และภาวะการลดลงของเม็ดโลหิตขาวในกระแสเลือด (leukopenia) จาก

การศึกษาพบวาสุกรท่ีมีภาวะการลดลงของเม็ดโลหิตขาวจะเปนสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 และมีการ

พัฒนารอยโรคเปนกลุมอาการ PMWS แลวเทานั้น (Nielsen et al., 2003) มีรายงานวาสัตวท่ีติดเช้ือ 

PCV2 และแสดงอาการของโรค PMWS หรอื PDNS มักมีรปูแบบการสราง cytokine ท่ีผิดปกติไป 

(Darwich et al., 2003a; Sipos et al., 2005) นอกจากนี้ยังพบวาการติดเช้ือ PCV2 อาจทําให dendritic 

cells ทําลายไวรสัไดลดลง (Vincent et al., 2005) สุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 จะสงผลใหเกิดอาการปวย

และสุขภาพทรุดโทรมลงหลังอยานม โดยมักจะพบการขยายใหญของตอมน้ําเหลืองท่ัวรางกาย 

(generalized lymphadenopathy) พบภาวะการลดลงของเนื้อเยื่อน้ําเหลือง โดย lymphoid follicles ถูก

ทําลาย สงผลใหเกิดการลดลงของ lymphocytes ท้ังชนิด B cell และ CD4+ และ CD8+ T cell ระดับ

ความรนุแรงในการทําลาย T lymphocytes มีสัดสวนแปรผันตรงกับปริมาณ PCV2 antigen ท่ีพบใน

เนื้อเยื่อ การลดลงของเนื้อเยื่อน้ําเหลืองเปนจํานวนมากมักจะสงผลใหเม็ดโลหิตขาวและเกล็ดเลือด

ในเลือดลดลง และเกิดภาวะมี granulocyte และ monocyte ในเลือดสูงตามมา (Sarli et al., 2001; 

Segalés et al., 2001; Darwich et al., 2002; Grierson et al., 2007) และอาจมีการทําลาย dendritic 

cells และ natural killer cell (NK) รวมดวย นอกจากนี้ยังพบวาการติดเช้ือ PRRSV รวมดวย จะสงผล

ใหเซลลในระบบภูมิคุมกันถูกทําลายเพ่ิมมากขึ้น (Shi et al., 2007) เช้ือ PCV2 สามารถเขาไปอาศัย

อยูใน dendritic cells ไดเปนระยะเวลานานโดยท่ีไมทําใหเซลลสูญเสียหนาท่ี ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจเปน

อยางยิ่ง เนื่องจากในการติดเช้ือไวรัสตามธรรมชาติเซลลดังกลาวจะมีหนาท่ีในการสราง cytokine 

ชนิด INF-α  และ tissue necrotic factor-α  (TNF-α  ) (Vincent et al., 2003, 2005) 

  

                ความเปนไปไดของภาวการณลดลงของ lymphocytes ในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองของ

สุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 อาจเกิดเนื่องมาจากการติดเช้ือโดยตรงทําใหมีการเพ่ิมจํานวนไวรัสในเซลล

เนื้อเยื่อน้ําเหลือง หรืออาจเกิดเนื่องมาจากการเหนี่ยวนําใหเกิดการตาย (apoptosis) ของเซลลท่ีติด

เช้ือไวรัส (Shibahara et al., 2000; Darwich et al., 2002) ไดมีความพยายามศึกษาถึงเซลลเปาหมายท่ี

ไวรัสเขาไปอาศัยอยูและแบงตัวเพ่ิมจํานวน โดย Yu และคณะ (2007a) รายงานวาสามารถตรวจพบ 

cap mRNA ของไวรัส ไดในสุกรท่ีถูกทําใหติดเช้ือ PCV2 ในวันท่ี 14 dpi จากเนื้อเยื่อของตอมไทมัส 

ตอมทอนซิล ปอด ตบั ไต มาม รวมถึง bronchial และ inguinal lymph node นอกจากนี้ยังพบวา T 
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lymphocyte  B lymphocyte และ monocyte ท่ีพบใน PBMC และ bronchial lymph nodes จะมีไวรัส

ในปรมิาณสูง และการเพ่ิมจํานวนไวรัสใน B lymphocyte ท่ีอาศัยอยูใน bronchial lymph nodes จะ

เกิดขึ้นไดมากกวาใน B lymphocyte ท่ีอาศัยอยูใน PBMC ในขณะท่ีการเพ่ิมจํานวนไวรัสใน T 

lymphocyte จะมีมากกวาใน monocyte และ macrophages (Yu et al., 2007b) ดังนั้น T lymphocyte 

และ  B lymphocyte อาจเปนเซลลเปาหมายท่ีสําคัญตอการเขาไปอาศัยอยูและแบงตัวเพ่ิมจํานวนของ

ไวรสั PCV2    

 

                 จากการศึกษาโมเลกุลบนผิวของ T lymphocytes ของลูกสุกรอายุ 4 สัปดาห ท้ังท่ี

เปนและไมเปนโรค PMWS พบวาในสุกรท่ีเปนโรคนั้นจะพบการแสดงออกของ MHC-II บนผิว

ของ B และ T cells และพบ CD25 ซ่ึงเปน alpha chain ของ interleukin-2 (IL-2) receptor และเปน

แอนติเจนบนผิว lymphocytes ในปรมิาณมาก (Grierson et al., 2007) Stevenson และคณะ (2006) 

รายงานวา สุกรท่ีถูกทําใหติดเช้ือดวย PCV2 จะมีระดับของ IL-10 ในพลาสมาเพ่ิมสูงขึ้นและพัฒนา

จนเกิดโรค PMWS ได นอกจากนั้น DNA ของไวรสัสามารถกดการทํางานของเซลล NIPCs สงผล

ใหรางกายลดการหล่ัง TNF-α (Vincent et al., 2007) และ PCV2 ยังสามารถเหนี่ยวนําใหมีการสราง 

IL-10 โดย helper T lymphocyte ชนิด Th2 ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งการสราง cytokine ชนิดอ่ืนๆท่ีสนับสนุน

การตอบสนองของภูมิคุมกันแบบพ่ึงเซลล (Kekarainen et al., 2008) โดยเฉพาะอยางยิ่งมีผลยับยั้ง

การทํางานของ Th1 ซ่ึงมีหนาท่ีในการสราง IFN-γ ในขณะท่ีเกดิโรค PMWS ซ่ึงถือเปนการตอตาน

ระบบภูมิคุมกันอยางหนึ่งของไวรัส 

 

9.  Porcine circovirus associated diseases (PCVAD) 

 

ในปจจุบันโรคและกลุมอาการท่ีคาดวาเกิดจากการติดเช้ือไวรัส PCV2 มีช่ือเรียกรวมกันวา 

Porcine circovirus associated diseases (PCVAD) ซ่ึงมีอยูหลากหลายโรคไดแก postweaning 

multisystemic wasting syndrome (PMWS) porcine respiratory disease complex (PRDC) porcine 

dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS) และภาวะความลมเหลวของระบบสืบพันธุ 

(Reproductive failure) (Chae, 2005) อยางไรกต็ามในบรรดาความผิดปกติท้ังหมดนี้โรค PMWS 

และ PRDC เปนกลุมอาการท่ีสงผลกระทบตอระบบการเล้ียงสุกรมากท่ีสุด 
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9.1.  Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) 

         

         PMWS คือกลุมอาการสุขภาพทรุดโทรมในสุกรหลังหยานม เปนโรคชนิดใหมท่ีพบ

ครั้งแรกในฝูงสุกรทางตะวนัตกของประเทศแคนาดาในป ค.ศ. 1991 (Harding, 1996; Clark, 1996) 

การแพรกระจายของโรคในชวงแรกเกิดขึ้นคอนขางนอยและพบเฉพาะในยุโรปเทานั้น แตใน

ปจจุบันพบวาโรค PMWS กลายเปนปญหาสําคัญตออุตสาหกรรมการเล้ียงสุกรของทุกประเทศท่ัว

โลก (Segalés et al., 2005b) อาการและวิการของโรคไมมีลักษณะท่ีเดนชัดทําใหบอยครั้งเกิดความ

สับสนกับการเกิดโรคชนิดอ่ืน (Madec et al., 2008) จากหลักฐานการชันสูตรในหองปฏิบัติการ

สามารถพบเช้ือ PCV2 ในเนื้อเยื่อท่ีถูกทําลายโดยเฉพาะเนื้อเยื่อน้ําเหลือง ในการวินิจฉัยสามารถ

ตรวจ DNA และ antigen ของ PCV2 ในเนื้อเยื่อและอวัยวะของสุกรท่ีไดรับผลกระทบจากโรค 

PMWS โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) in situ hybridization (ISH) หรอื IHC โดยท่ัวไป 

PMWS กอโรคในสุกรท่ีกําลังเจริญเติบโตในชวงอายุประมาณ 25-120 วัน โดยเฉพาะในชวงอายุ 60-

80 วัน (Kim et al.,  2002) ความเสียหายอันเนื่องมาจากโรค PMWS นอกเหนือจากการติดเช้ือ PCV2 

แลวยังมีปจจัยอ่ืนๆ (co-factors) และความรุนแรงของโรคยังขึ้นอยูกับการติดเช้ือรวมกับจุลชีพชนิด

อ่ืน ขนาดของฝูงสุกรท่ีไดรับผลกระทบมีตั้งแตขนาดเล็กซ่ึงมีสุกรประมาณ 50 ตัวขึ้นไปจนถึงฝูง

ขนาดใหญซ่ึงมีสุกรประมาณ 1200 ตัว (Clark,1997) ในปจจุบันโรคดังกลาวมีแนวโนมท่ีจะสงผล

กระทบตออุตสาหกรรมการคาสุกรท่ัวโลก (Chae, 2005)  

                          

       9.1.1  ลักษณะอาการทางคลินกิของโรค PMWS 

 

                  โดยท่ัวไป PMWS กอโรคในสุกรในชวงอายุประมาณ 2-4 เดือน นอกจากนี้ยังมี

บางรายงานท่ีพบการเกดิโรคในชวงอาย ุ1-6 เดือน (Segalés et al., 2005a) ในขณะท่ีบางรายงาน

พบวาสุกรอายุ 3 วัน สามารถเกดิโรคตามธรรมชาตไิด (Hirai et al., 2001) มีรายงานความชุกของการ

เกิดโรคประมาณ 8.1% ในประเทศเกาหลี (Chae, 2005) และ 10.3% ในอเมรกิา (Pallares et al., 

2002) โรค PMWS มีอาการท่ีแสดงออกทางคลินิกหลากหลายและไมแนนอน ดังนั้นจึงไดมีการ

กําหนดหลักเกณฑในการตัดสินโรค PMWS โดยอาศัยหลักเกณฑ 3 ประการ คอื 1) การมีอาการทาง

คลินิกท่ีสอดคลองกับโรค PMWS อาการท่ีพบคอื เจริญเติบโตชา แคระแกร็น มีปญหาทางเดิน

หายใจ หายใจลําบาก มีการขยายตวัของตอมน้าํเหลืองท่ัวรางกาย บางครัง้พบอาการดซีาน 2) การ

ตรวจพบลักษณะของ histopathological lesion ในเนื้อเยื่อตอมน้ําเหลืองโดยพบ lymphoid depletion 
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หรอืพบจาํนวนของเซลล histiocyte เพ่ิมขึ้นใน lymphoid follicles และพบ PCV2 inclusion body ใน

เซลลท่ีมีการติดเช้ือ 3) การตรวจพบ PCV2 อยูใน lesion (Sorden, 2000) 

 

                  อาการของโรคท่ีเกิดขึ้นในลูกสุกรคือ เจริญเติบโตชา แคระแกร็น บางครั้งมี

อาการของโรคระบบทางเดนิหายใจ หายใจลําบาก ทองเสีย ผิวหนังมีสีซีด เกิดภาวะดีซาน (Clark, 

1997; Harding, 1997; Ellis et al., 1998; Allan et al., 1999b; Allan and Ellis, 2000; Choi et al., 

2000) (ภาพท่ี 13) และพบวาหากเกิดการติดเช้ือรวมกับแบคทีเรียจะทําใหอัตราการตายเพ่ิมขึ้น 

(Madec et al., 2000; Kim and Chae, 2002) สุกรสวนใหญท่ีเปนโรค PMWS มักพบวามีการติดเช้ือ

รวมกัน (co-infection) ระหวาง PCV2 กับไวรัสหรือแบคทีเรียกอโรคชนิดอ่ืนๆเชน PRRSV, SIV, 

PPV, H. parasuis, S. suis, A. pleuropneumoniae และ M. hyopneumoniae (Thacker, 2001; Kim et 

al., 2002a, Pallares et al., 2002) ซ่ึงการท่ีสุกรท่ีเปนโรค PMWS จะมีการติดเช้ือรวมกันระหวาง 

PCV2 กับไวรัสหรือแบคทีเรียชนิดใดนั้นจะแตกตางกันไปในแตละสถานท่ี (Chae, 2004) 

 

 

 

ภาพที่ 13  สุกรท่ีเปนโรค PMWS เปรียบเทียบกับสุกรปกติท่ีอยูในชวงอายุเดียวกัน โดยสุกรท่ีเปน

โรคจะมีการเจริญเติบโตชาและรางกายแคระแกร็น (ลูกศรช้ี) 

 

ที่มา: Opriessnig et al. (2007b)  
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       9.1.2  พยาธิสภาพของโรค PMWS   

                         

                 วิการหลักของโรค PMWS มักจะเกิดขึ้นในเนื้อเยื่อของระบบน้ําเหลือง โดยจะ

พบไดในหลายอวัยวะท่ีมีการติดเช้ือ PCV2 เชน เนื้อเยื่อตอมน้ําเหลือง ปอด ตับ และไต พยาธิสภาพ

ท่ีเกิดขึ้นสามารถพบไดท้ัง วิการระดับมหกายวิภาค (macroscopic lesion) และวิการระดับ 

จุลกายวิภาค (microscopic lesion) (Segalés and Domingo, 2002) 

 

                 การขยายตัวของตอมน้ําเหลืองท่ัวรางกายเปนรอยโรคท่ีเดนชัดในระยะเริ่มตน

ของการเกิดโรค PMWS (Clark, 1997; Rosell et al., 1999) โดยเฉพาะตอมน้ําเหลือง inguinal และ 

mesenteric บางครั้งอาจพบท่ีตอมน้ําเหลือง mandibular bronchial และ iliac เม่ือทําการตัดท่ีผิวหนา

ของตอมน้ําเหลืองพบวามีลักษณะเปนเนื้อเดียวกันมีสีน้ําตาลซีดหรือขาวซีดและช้ืนเล็กนอย 

บางครั้งพบลักษณะการอักเสบแบบมีเนื้อตายของตอมน้ําเหลือง (necrotizing lymphadenitis) 

(Segalés et al., 2004) ในระยะสุดทายของโรคมักจะพบการฝอลีบของตอมน้ําเหลือง และตอมไธมัส 

(Segalés et al., 2004; Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002; Darwich et al., 2003b) สวนวิการในระดับ

จุลกายวิภาคพบวาในระยะแรกของโรคจะมีการหล่ังเขามาของเซลล histocyte ขนาดใหญ และ 

multinucleated giant cell (ภาพท่ี 14A) ในขณะท่ี lymphoid follicles จะถูกทําลาย นอกจากนี้ยังพบ 

multinucleated giant cell ปรากฏภายใน lymphiod follicles และ parafollicular zones การท่ีพบ 

lymphocytes ถูกทําลายในบริเวณ parafollicular zones นั้นจะเปนการบอกถึงความรุนแรงของโรค

ได (Clark, 1997; Rosell et al., 1999) สวนท่ีตอมไธมัสจะเกิด cortrical atrophy (Darwich et al., 

2003b) ระยะตอมาของโรคพบวา เซลล histocytes หรอื dendritic จะมี inclusion bodies อยูภายใน

ไซโตพลาสซึม โดย inclusion bodies จะเปนกลุมของ basophilic หรอื amphophilic มีรูปรางกลม

ขนาดตางกนั (ภาพท่ี 14B) และในระยะสุดทาย เนื้อเยื่อในระบบน้ําเหลืองจะถูกทําลายจนหมด 

(Chae, 2004)  

 

                 วิการท่ีเกิดขึ้นท่ีปอดพบ ปอดขยายใหญ มีความหนาแนนมาก ไมยุบตัวมีความ

ยืดหยุนคลายยาง และพบปอดเช่ือมติดกัน สวนรอยโรคทางจุลพยาธิพบ ปอดอักเสบแบบ interstitial 

โดยพบวา มีการหล่ังเขามาของ mononuclear cell  ใน alveolar  peribronchial และ peribronchiolar 

สวน epithelial cell ท่ีบุผิวทางเดินหายใจหรือ alveoli ถูกทําลายหมด ในรายท่ีมีอาการรุนแรงจะพบ 

peribronchial fibrosis และ bronchiolitis fibrosa (Clark, 1997; Segalés et al., 2004) 
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                 วิการท่ีเกิดขึ้นท่ีตับพบวา ตับของสุกรอาจมีการเปล่ียนเปนสีเหลืองจนถึงสีสม 

และมีการฝอลีบของตับเล็กนอยจนถึงปานกลาง (Harding, 1997; Harding and Clark, 1997) สวน

รอยโรคทางจุลพยาธิของตับสุกรท่ีเปนโรค PMWS นั้น Rosell และคณะ (2000c) ไดทําการแบง

ระยะของการท่ีตับถูกทําลายในสุกรท่ีเปนโรคนี้ออกเปน 4 ระยะไดแก ระยะท่ี 1 บรเิวณ portal tracts 

ของตบัจะเกดิการหล่ังเขามาของ multi-focal lymphohistiocyte เล็กนอย ระยะท่ี 2 ตับจะเกิดการ

อักเสบในระดับปานกลางถึงรุนแรงท่ีบริเวณ portal tracts โดยมีกลุมของ mononuclear 

inflammatory cells อยูใน parenchyma การจัดเรียงตัวของ sinusoids ท่ีมี Kuffer’s cells จะเดนชัดขึ้น 

ไมคอยพบ apoptotic bodies ภายใน parenchyma inflammatory foci ระยะท่ี 3 จะพบ infiltration 

ของ mononuclear cells ใน parenchyma hepatic plate มีการจัดเรียงตัวท่ีไมเปนระเบียบ และพบ 

apoptotic bodies เปนจํานวนมากในเกือบทุกพูของตับ ในกรณีท่ีมีอาการรุนแรงจะพบ 

lymphohistiocytic inflammation ท่ีบริเวณ portal tracts ในบางครัง้เซลล hepatocyte จะขยายขนาด 

และมีโครมาตินขดแนนอยูกับเยื่อหุมนิวเคลียส ระยะท่ี 4 ตับจะถูกทําลายและมีสีเปล่ียนแปลงเปนสี

เหลืองถึงสมซ่ึงแสดงถึง perilobular fibrosis และมีการจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบของ liver 

plate  เซลล hepatocytes จํานวนมากถูกทําลายและถูกแทนท่ีดวยการหล่ังเขามาของ mononuclear 

cell อยางไรก็ตามการเกิดภาวะแทรกซอนเนื่องจากการติดเช้ือรวมกับเช้ือโรคอ่ืนๆ อาจทําใหเกดิการ

เปล่ียนแปลงของตับนอกเหนือไปจากท่ีกลาวมา 

 

                 วิการท่ีพบในไตสุกรท่ีเปนโรคคือ ไตจะขยายใหญและมีสีซีด บางครั้งพบการ

บวมน้ํา มีลักษณะภายนอกคลายขี้ผ้ึง อาจพบจุดขาว (white spotes) บรเิวณ cortex ของไตแตจะไม

พบลักษณะอาการทางคลีนกิของโรคไต (Segalés et al., 2000) สวนรอยโรคทางจุลพยาธิพบวาจะ

เกดิจากหล่ังเขามาของ lymphocyte eosinophil lymphoblast และ histiocyte แบบเฉพาะท่ีหรือ

กระจัดกระจายใน peripelvic connective tissue โดยท่ัวไปจะพบในสวนของ cortical และ medullar 

นอกจากนี้ยังพบการฝอลีบของ cortical tubular ซ่ึงทําใหเกิด hyperplasia และการบวมน้ําโดยการ

แบงตวัของเซลล fibroblast ของ intertubular connective tissue 

 

                 สวนอวัยวะอ่ืนๆ เชน ตับออน กระเพาะอาหาร เยื่อบุลําไส หัวใจ ตอมหมวกไต 

ตอมน้ําลาย และไขกระดูก วิการท่ีพบจะมีการหล่ังเขามาของ lympho-histocytic เนือ่งจากการ

อักเสบจะไมรุนแรง (Segalés et al., 2005a) 
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A  

 

 

B  

 

ภาพที่ 14  แสดงวิการในระดับจุลกายวิภาคภายในตอมน้ําเหลืองของสุกรท่ีเปนโรค PMWS  

(A) พบการหล่ังเขามาของ multinucleated giant cell (ลูกศรสีดํา) ใน lymphoid follicles  

(B) เซลล histocytes มี inclusion bodies อยูภายในไซโตพลาสซึม โดย inclusion bodie 

 จะเปนกลุมตดิสี amphophilic (ลูกศรสีดํา) 

 

ที่มา: Chae (2004) 
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       9.1.3  ระบาดวทิยาของโรค PMWS  

 

                 การติดตอของเช้ือ PCV2 สามารถตดิตอไดโดยตรงโดยผานทาง oral-nasal 

routes และ oral-fecal routes ซ่ึงเปนการติดตอของโรคแบบ horizontal อยางไรกต็ามสามารถพบการ

ตดิตอของโรคแบบ vertical ได โดยมีรายงานการพบเช้ือ PCV2 ในนมน้ําเหลือง (Shibata et al., 

2006) นอกจากนี้ยังพบเช้ือ PCV2 ไดในน้ําเช้ือของสุกรพอพันธุ (Larochelle et al., 2000; McIntosh 

et al., 2006b) และมีรายงานการแพรระบาดของโรค PMWS แบบ horizontal จากฟารมท่ีมีปญหา

ไปสูฟารมท่ีไมเคยพบการปรากฎของโรค PMWS มากอน (Albina et al., 2001; Kristensen et al., 

2006) ในขณะท่ีประเทศนิวซีแลนดเกิดการระบาดของโรคในลักษณะเดยีวกันนี้ โดยพบวาสาเหตุ

สําคญัอาจเนือ่งมาจากการปราศจากระบบความปลอดภยัทางชีวภาพ (biosecurity) ท่ีดี (Lawton et 

al., 2004) 

  

                 ถึงแมจะเปนท่ีทราบกันดีวาเช้ือ PCV2 เปนสาเหตหุลักของการเกดิโรค PMWS 

แตพบวาสามารถแยกเช้ือ PCV2 ไดในสุกรท่ีเปนโรคและสุกรท่ีไมไดเปนโรค ท้ังจากฟารมท่ีมี

ปญหาและฟารมท่ีปลอดจากโรค PMWS และไมสามารถบอกความแตกตางของระดบัความรนุแรง

ในการเกิดโรคได จากการวิเคราะหทางระบาดวิทยาพบวา ปจจัยเส่ียง (risk factor) เปนตัวสนับสนุน

หรือเพ่ิมระดับความรุนแรงของโรค ซ่ึงการเกิดโรค PMWS จะมีปจจัยเส่ียงท่ีแตกตางกันในแตละ

พ้ืนท่ีทีม่กีารระบาดของโรค จากการศึกษาทางระบาดวทิยาแบบ cross-sectional study ในประชากร

สุกรจากประเทศแคนาดา พบวาสุกรท่ีตรวจพบเช้ือ PCV2 มักจะเปนลูกสุกรในระยะอนุบาลจาก

ฟารมท่ีไมมีระบบ biosecurity ท่ีดี ในขณะท่ีการศึกษาทางระบาดวทิยาแบบ case-control study ใน

ประชากรสุกรจากประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาการติดเช้ือและการเกิดโรค PMWS จะแตกตางกันใน

สุกรแตละตัว (Pogranichniy et al., 2002) สวนรายงานจากประเทศเนเธอรแลนดพบวาความรนุแรง

ของโรค PMWS ขึ้นอยูกับการติดเช้ือ PCV2 รวมกับเช้ือไวรัส PRRSV (Wellenberg et al., 2004) 

และจากการศึกษาทางระบาดวทิยาแบบ cohort study ในประชากรสุกรจากประเทศอังกฤษ ช้ีใหเห็น

วาการเล้ียงสุกรแมพันธุ (breeding stock) โดยปราศจากระบบ biosecurity ท่ีดี จะเปนปจจัยเส่ียงตอ

การเกิดโรค PMWS (Woodbine et al., 2007) ในขณะท่ีประเทศญี่ปุนและสหรัฐอเมริกา พบปจจัย

เส่ียงของการเกิดโรค PMWS อีกอยางหนึ่งคือ การติดเช้ือรวมกันระหวาง PCV2 และเช้ือ 

pneumotropic PRRSV และ mycoplasma (Kawashima et al., 2007; Dorr et al., 2007) นอกจากนี้ใน

ประเทศฝรั่งเศสยังมีรายงานวาลูกสุกรท่ีเกิดมาเปนเพศเมียจะมีแนวโนมในการเพ่ิมปจจัยเส่ียงในการ

เกิดโรค PMWS ท้ังนีเ้นือ่งมาจากความสามารถในการใหผลผลิตของฟารม เชน ความสมบูรณพนัธุ 
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การตัง้ทอง อัตราการเกดิ อัตราการรอดของลูกสุกร และระยะเวลาการใหนม สวนใหญขึ้นอยูกับ

สุกรเพศเมีย ซ่ึงพบวาฟารมท่ีมีการจัดการฟารมและสุขศาสตรของฟารมท่ีดีจะทําใหปราศจากโรค 

PMWS (Madec et al., 2000)   

 

9.2  Porcine respiratory disease complex (PRDC) 

 

        โรค PRDC เปนโรคท่ีมักพบในสุกรระยะขุน อายุ 16-22 สัปดาห อาการท่ีพบคือสุกร

เจริญเติบโตชา ประสิทธิภาพในการกนิอาหารลดลง เซ่ืองซึม เบ่ืออาหาร มีไข ไอ และ มีอาการ

หายใจลําบาก (Halbur, 1998; Thacker, 2001) อาการปอดบวมในสุกรท่ีเปนโรค PRDC สวนใหญ

เกิดจากการติดเช้ือรวมกันระหวางไวรัสและแบคทีเรีย เชน PCV2 PRRSV SIV Mycoplasma 

hyopneumoniae A. pleuropneumoniae และ P. multocida (Halbur, 1998; Thacker, 2001) โดยมี

รายงานวา 55% ของโรค PRDC จะเกิดจากการติดเช้ือ PCV2 รวมกับ PRRSV (Allan et al., 2000b; 

Harms et al., 2001; Kim et al., 2003) และจากการทดลองทําใหติดเช้ือรวมกันระหวางไวรัสท้ังสอง 

(co-infection) ทําใหเกิดอาการในระบบทางเดนิหายใจท่ีรุนแรงมากขึ้นและพบวิการในปอด (Harm 

et al., 2001) การจําแนกเช้ือ PCV2 ไดจากวิการของโรคช้ีใหเห็นวา PCV2 เปนสาเหตหุลักของการ

เกิดโรคดังกลาว (Ellis et al., 1999a) และวิการหลักท่ีบงบอกวาเปนโรคไดแก bronchointerstitial 

pneumonia ซ่ึงจะพบลักษณะ peribronchial และ peribronchiolar fibrosis นอกจากนีย้งัพบการ

ปรากฏของ air way lamina propria ในวิการอีกดวย และพบวา ผนัง alveora จะหนาขึ้น พบการหล่ัง

เขามาของ macrophages และการลดจาํนวนลงของ lymphocytes และ plasma cells (Kim et al., 

2003) เนื่องจากโรค PMWS และ PRDC มีสาเหตุเกิดจากการติดเช้ือ PCV2 เชนเดียวกัน จึงทําใหเกิด

ความสับสนในการวินิจฉัยโรค โดยพบวาในการตรวจวินิจฉัยโรค PRDC นั้นอาศัยหลักเกณฑ 4 

ประการคือ 1) พบอาการเกีย่วกับระบบทางเดนิหายใจ เชน หายใจลําบาก และพบวาการรักษาดวยยา

ปฏิชีวนะไมไดผล 2) พบวกิารในปอด 3) พบ PCV2 ในวกิาร และ 4) ไมพบลักษณะวกิารของโรค 

PMWS ในตอมน้ําเหลือง (Chae, 2005)  

 

  9.3  Porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS) 

        

        Porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS) จัดเปนโรคใหมและมีความ

รุนแรงสามารถทําใหสุกรตายได โดยจะพบโรคนี้ในสุกรท่ีเพ่ิงหยานมหรือสุกรท่ีมีอายุ 6-16 สัปดาห 

(Smith et al., 1993) โรค PDNS พบครั้งแรกท่ีสหราชอาณาจักรในป 1993 (Duran et al., 1997) 
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ตอมามีรายงานการเกดิโรคดงักลาวในหลายประเทศ อาทิเชน เกาหลี (Choi and Chae, 2001) และ

อเมรกิาเหนอื (Duran et al., 1997; Rosell et al., 2000b) โดยลักษณะการเกิดโรคแบบเกดิครัง้คราว 

(sporsdic) สวนลักษณะอาการสําคัญของโรคนี้คือ มี multifocal infarction ของผิวหนงับรเิวณขาหลัง 

มีวิการท่ีผิวหนังมีรูปรางกลมหรือไมแนนอน ตุมนูนเล็กนอย มีสีแดงถึงมวงอาจแผมาเช่ือมตอกัน

เปนรอยโรคขนาดใหญ โดยวิการดังกลาวจะพบในสวนขาหลัง ทองและอาจลามมาถึงสีขางและหู มี

การขยายขนาดของไต วกิารของโรคในระดบัจลุกายวภิาคของไตท่ีพบ เชน การเกดิ interstitial 

inflammation การเกิด necrosis ของเสนเลือดแดงและ glomeruli ภายในเสนเลือด และ glomeruli ท่ี

ไดรบัผลกระทบจะมีการสะสมของอิมมูโนโกลบูลินและคอมพลีเมนทอยูท่ีผนังของเสนเลือด ซ่ึง

แสดงใหเห็นวาเกดิปฏิกิริยาภูมิไวเกินชนิดท่ี 3 (type III hypersensitivity reaction) (Duran et al., 

1997) ในกรณท่ีีรนุแรงสุกรอาจแสดงอาการเปนไข เบ่ืออาหารและอาจตายไดในเวลาตอมาแตพบวา

เปนสวนนอย (Harding, 2004)                                                                           

 

       Rosell และคณะ (2000b) ไดมีการพบกรดนิวคลีอิคของ PCV2 ในไซโตพลาสซึมของ 

monocyte และ macrophage ภายในตอมน้ําเหลืองของสุกรท่ีปวยเปนโรค PDNS ท้ังหมดท่ีนํามา

ทดสอบ โดยสุกรท่ีนํามาทดสอบสวนใหญจะเกิด lymphoid depletion ในระดับตางๆ ในขณะท่ีมี

สุกรประมาณ 30% เกดิ granulomatous lesions ถึงแมวาจะพบกรดนิวคลีอิกของ PCV2 ปรากฏอยูใน

เนื้อเยื่อของสุกรท่ีนาํมาทดสอบ แตไมพบ PCV2 ในเสนเลือดและ glomerulus ท่ีไดรับผลกระทบ 

การศึกษาในเวลาตอมาไดมีการพบแอนติเจนและกรดนิวคลีอิกของ PCV2 ในวิการของสุกรท่ีปวย

เปนโรค PDNS ในอังกฤษ (Gresham et al., 2000) และไอรแลนดตอนเหนอื (Allan et al., 2000b)  

 

9.4  ภาวะความลมเหลวของระบบสืบพันธุ (Reproductive failure) 

 

       ไดมีรายงานเกี่ยวกับโรคความลมเหลวของระบบสืบพันธุท่ีมี PCV2 มาเกี่ยวของเปน

ครั้งแรกในป 1999 ทางตะวนัตกของประเทศแคนาดา (West et al., 1999) ในฟารมท่ีไดรับ

ผลกระทบจากโรคดังกลาวสุกรจะแสดงอาการแทง ตายแรกคลอดและการเกิดมัมม่ี (fetal 

mummification) และสามารถพบแอนตเิจนของ PCV2 ปริมาณท่ีหลากหลายอยูภายในเนื้อเยื่อของ

ตัวออนสุกรและภายในวิการบริเวณหัวใจในลูกสุกรท่ีมีอาการการตายของกลามเนื้อหัวใจ 

(myocarditis) ไดมีการทดลองโดยการใหเช้ือ PCV2 กับลูกสุกรในทองซ่ึงก็พบวาเช้ือ PCV2 

สามารถติดตอผานทางรกไดและทําใหเกิดเปนมัมม่ีไดบางสวน เกิดการตายแรกคลอด และพบลูก

สุกรแรกเกิดออนแอ จากการศึกษาครั้งนี้ยังพบวาสามารถตรวจยืนยันตัวเช้ือ PCV2 และสาร
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พันธุกรรมของเช้ือไดในลูกสุกรท่ีตายแรกคลอด ดังนั้นจึงสรุปไดวาลูกสุกรสามารถติดเช้ือจากแมได 

(vertical transmission) (Meehan et al., 2001; West et al., 1999)  

 

10.  การควบคุมและการปองกันการติดเชื้อ PCV2 และโรค PMWS 

 

 ในการปองกนัและควบคมุการระบาดของโรค PMWS พบวาการใชยาปฏิชีวนะไมมีผลใน

การรักษา แตจะมีประโยชนในการลดการติดเช้ือรวมกับเช้ือกอโรคชนิดอ่ืนโดยเฉพาะอยางยิง่การ

ติดเช้ือ PCV2 รวมกับเช้ือแบคทีเรีย (Madec et al., 2008) นอกจากนีมี้รายงานการรักษาดวยซีรัม 

(serum therapy) ในพ้ืนท่ีท่ีมีการระบาดของโรคอยางรุนแรง (Waddilove and Marco, 2002) ซ่ึงทํา

โดยการเก็บซีรัมจากสุกรท่ีเคยปวยดวยโรค PMWS และหายจากโรค และสุกรมีแอนติบอดีตอ 

PCV2 ในระดับสูง (hyperimmune serum) จากนั้นฉีด hyperimmune serum ใหกับลูกสุกรในปริมาณ

ท่ีสามารถปองกันโรคได แตมักพบวาการรักษาดวยซีรัมจะใชไมไดผลเทาท่ีควรหากฟารมดังกลาวมี

ระบบการจดัการฟารมไมด ีเช้ือไวรสัอาจกลับมากอโรคซํ้าไดอีก (Madec et al., 2008) ดังนั้น

การศึกษาในปจจุบันจึงมุงเนนไปท่ีการใหวัคซีน และจากการทดลองช้ีใหเห็นวาการใหวัคซีน

ตอตานเช้ือ PCV2 สามารถปองกนัโรค PMWS ได (Blanchard et al., 2003) ในปจจุบันจึงมีการผลิต

วัคซีนเพ่ือการคาเพ่ิมมากขึ้น นอกจากนี้ยังพบวา ระบบการจัดการฟารมท่ีด ีเชน ความปลอดภยัเชิง

ชีวภาพในฟารม ความสะอาดของผลิตภัณฑ ส่ิงแวดลอม และการควบคุมโรค พบวามีประโยชนใน

การปองกนัการตดิตอของโรคไดด ี

 

 10.1  ระบบการจดัการฟารม (management practice) 

 

          ปจจัยเส่ียงตอการเกิดโรค PMWS ในลูกสุกรมีอยูหลายปจจัยดวยกันคือ การติดเช้ือ 

PCV2 รวมกับเช้ือกอโรคชนิดอ่ืน ภาวะความเครียดของสุกร การไดรับวัคซีนท่ีไมเหมาะสม การ

ผสมเทียมโดยไดรับน้ําเช้ือจากพอพันธุท่ีมีการติดเช้ือ PCV2 ขนาดของฝูงสุกรท่ีหนาแนนเกินไป 

การขาดการปองกันการติดเช้ือปรสิตภายนอก การเล้ียงสุกรคละกลุม ไมมีการควบคุมอุณหภูมิและ

การถายเทอากาศภายในโรงเรอืน และไมใชระบบการเล้ียงสุกรแบบเขา-ออก หมด (all-in-and-all-

out system; AIAO) ในระดับโรงเรือนและระดับฟารม (Rose et al., 2003; Dorr et al., 2007; 

Kawashima et al., 2007; Woeste and Grosse Beilage, 2007) ดังนั้นระบบการจัดการฟารมท่ีดีจึงมี

ความสําคัญในการปองกันการติดเช้ือและการเกิดโรคไดเปนอยางดี (Madec et al., 2001) โดยหัวใจ

สําคัญของการปองกันโรค PMWS คือ การใชระบบการเล้ียงสุกรแบบเขา-ออก หมด (all-in-and-all-
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out system; AIAO) หลีกเล่ียงการเล้ียงสุกรแบบคละกลุมและลดการฝากเล้ียงลูกสุกร ควบคุม

ส่ิงแวดลอมใหอยูในสภาวะของการระบายอากาศท่ีดีทุกโรงเรือน ลดปริมาณกาซและความช้ืนใน

บรรยากาศพรอมท้ังมีระบบควบคุมอุณหภูมิภายในโรงเรือนใหเหมาะสม กําจัดและลดปญหาการติด

เช้ือ PCV2 รวมกับเช้ือกอโรคชนิดอ่ืนดวยการทําวัคซีน และใชยาฆาเช้ือท่ีเหมาะสมเพ่ือกําจัดปรสิต

ภายนอก (Madec et al., 2008) นอกจากนี้ยังพบวาการใชยาปฏิชีวนะจะชวยลดการติดเช้ือแบคทีเรีย 

และการใหวัคซีน Mycoplasma ในชวง 2 สัปดาหหากมีการติดเช้ือ PCV2 ตามมาอาจจะชวยลดความ

รนุแรงในการกอโรคของไวรสัได (Opriessnig et al., 2006b)  

 

 10.2  การใหวัคซีน 

 

          ในปจจุบันเปนท่ีทราบกันดีวาการใหวัคซีนเพ่ือตอตานเช้ือ PCV2 แกสุกรจะชวย

ควบคุมการเกิดโรค PMWS ได โดยพบวามีวัคซีนเพ่ือการคาอยางนอย 4 ชนิด ท่ีสามารถใชตอตาน

การติดเช้ือ PCV2 และ โรค PMWS ในลูกสุกรและแมสุกรไดผล (Ramamoorthy and Meng, 2008) 

การใชวัคซีนในยุโรป แคนาดา และ สหรฐัอเมรกิา พบวาสามารถลดอัตราการตายของสุกรได 

(Opriessnig et al., 2007b) โดยมีวัคซีนเพียงหนึ่งชนิดท่ีไดรับการจดทะเบียนในยุโรป คือ วัคซีน 

Circovac® (Merial) ซ่ึงเปนวัคซีนท่ีผลิตจากอนุภาคไวรัส (inactivated PCV2 viral particles) ในขณะ

ท่ี 3 ชนิดท่ีเหลือไดรับการจดทะเบียนในแคนาดา และ สหรฐัอเมรกิา คอื Ingelvac Circo FLEX® 

(Boeringer Ingleheim) ซ่ึงเปนวัคซีนท่ีผลิตจากโปรตีน capsid ของ PCV2 วัคซีน Suvaxyn® PCV2 

One Dose (Fort Dodge) ซ่ึงเปนวัคซีนท่ีผลิตจาก chimeric PCV1-2 และวัคซีน Circumvent PCV® 

(Intervet) ซ่ึงเปนวัคซีนท่ีผลิตจากโปรตีน capsid ของ PCV2 โดยวัคซีนท้ัง 4 ชนิดมีขอบงใชท่ี

แตกตางกันคือ วัคซีน Circomvent PCV®  Suvaxyn® PCV2 One Dose และ Ingelvac Circo FLEX®
 

จะฉีดใหกับลูกสุกรท่ีมีอายุ 3-4 สัปดาห ในขณะท่ีวัคซีน Circovac® จะฉีดใหกับแมสุกร เพ่ือกระตุน

ภูมิคุมกันและถายทอดไปยังลูกสุกรในชวงอายุ 2-4 สัปดาห (Charreyre et al., 2006) นอกจากนี้ยัง

พบวามีหลายการทดลองท่ีประสบความสําเร็จในการในการใชวัคซีนท่ีผลิตขึ้นเพ่ือปองกันการติด

เช้ือ PCV2 เชน ORF2 baculovirus vaccine (Blanchard et al., 2003; Fan et al., 2007) ORF2 DNA 

vaccine (Kamstrup et al., 2004) recombinant pseudorabies virus ซ่ึงบรรจุยีน ORF1-ORF2 ของ 

PCV2 (Ju et al., 2005; Song et al., 20007) และ recombinant adenovirus ซ่ึงบรรจุยีน ORF2 ของ 

PCV2 (Wang et al., 2006) นอกจากนีย้งัพบวา ฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS อัตราการปวยของ

โรค PMWS จะไมเพ่ิมขึ้นเม่ือใหวัคซีนท่ีใชปองกันโรค PRRSV และ Mycoplasma hyopneumoniac 

(Haruna et al., 2006; Kritas et al., 2007) แมขอมูลเบ้ืองตนเกี่ยวกับการใหวัคซีนในลูกสุกรจะใช



51 
 
ไดผลด ีแตมีบางการทดลองรายงานวา พบการเพ่ิมขึน้ของเช้ือ PCV2 ในสุกรท่ีไดรับวัคซีนตอเช้ือ 

PCV2 บางชนดิรวมกบัสาร adjuvant (Krakowka et al., 2007) ดังนั้นการใหวัคซีนในลูกสุกรอาจ

เปนปจจัยเส่ียงตอการเกิดโรค PMWS ได  

 

11.  การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ 

  

 ในปจจุบันเปนท่ีทราบกันดีวาสามารถตรวจพบการติดเช้ือ PCV2 ไดในประชากรสุกรท่ัว

ทุกมุมโลก และตรวจพบไดท้ังในสุกรท่ีมีสุขภาพดีและสุกรท่ีปวย (Allan and Ellis, 2000) ในขณะท่ี

โรค PMWS เปนโรคท่ีมีความซับซอน เนื่องจากพบวาสุกรท่ีไมแสดงอาการทางคลินิกแตสามารถ

ตรวจพบเช้ือ PCV2 ได (Calsamiglia et al., 2002) และยังพบภาวะการติดเช้ือรวมกับเช้ือไวรัสและ

แบคทีเรียชนิดอ่ืน ทําใหการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีการตางๆเปนไปไดยาก จึงไดมีการกําหนด case 

definition 3 ประการ เพ่ือใชในการตรวจวินิจฉัยโรค PMWS ประการแรก คือ สุกรตองมีการแสดง

อาการทางคลินกิของโรค PMWS ประการตอมาสามารถตรวจพบลักษณะ microscopic lesion และ

ประการสุดทายคือ การตรวจพบเช้ือ PCV2 ใน lesion (Sorden, 2000; Segalés and Domingo, 2002) 

อยางไรกต็ามหากมีการเกิดโรค PMWS รวมกับโรคชนิดอ่ืน case definition ดงักลาวกไ็มสามารถใช

วินิจฉัยโรคได และบอยครั้งท่ีพบวา ลักษณะอาการทางคลินิกและรอยโรคของสุกรท่ีสงสัยวาเปน

โรค PMWS ไมเพียงพอตอการใชตัดสินโรคได (Segalés et al., 2005b) ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยทาง

หองปฏิบัติการจึงมีความสําคัญสําหรับใชยืนยันการเกิดโรคได ในปจจุบันการตรวจ PCV2 ใน

ตัวอยางเนื้อเยื่อจะใชวิธี in situ hybridization (ISH) และ  immunohistochemistry (IHC) เปนวิธี

มาตรฐานในการตรวจวินิจฉัยโรค PMWS (Sorden, 2000)      

  

วิธีในการตรวจวินิจฉัยโรค PMWS ในขณะท่ีสุกรยังมีชีวิตมีวัตถุประสงคในการตรวจท่ี

ตางกนั โดยสวนใหญใชวิธี real-time PCR ในการตรวจหาปรมิาณ PCV2 (Brunborg et al., 2004; 

Olvera et al., 2004) หรือใชวิธีการตรวจหา neutralizing antibody (Fort et al., 2007) เพ่ือแยกสุกรท่ี

เปนและไมเปนโรคออกจากกัน ในขณะท่ีการตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ไมสามารถใชเปน

วิธีในการตดัสินโรค PMWS ได เนื่องจากสามารถตรวจพบการตดิเช้ือไวรสั PCV2 ไดเกือบท่ัวโลก 

และพบวาไมมีความแตกตางกันของการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอเช้ือ PCV2 ของสุกรจาก

ฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS (Larochelle et al., 2003; Sibila et al., 2004) อยางไรกต็าม

การตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาถูกนํามาใชในการเฝาระวังการติดเช้ือ PCV2 ในระดับฟารมซ่ึงจะ
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เปนประโยชนตอการศึกษาทางระบาดวิทยาและการประเมินประสิทธิภาพของวัคซีนตอเช้ือ PCV2 

ไดเปนอยางด ี

 

ORF2 ของ PCV2 บรรจุรหัสสําหรับโปรตีนโครงสราง (major capsid protein; Cap) ขนาด

ประมาณ 30 kDa (Hamel et al., 1998; Nawagitgul et al., 2000) ตอมามีการผลิต recombinant Cap 

protein ซ่ึงถูกทําใหแสดงออกในเซลลแมลงเพาะเล้ียง โดยพบวาโปรตีนท่ีผลิตขึ้นจากเซลลแมลง

สามารถประกอบขึน้เปนโครงสรางคลายอนภุาคไวรสัไดเอง (Nawagitgul et al., 2000) และจากการ

เปรียบเทียบลําดับเบสท้ังจีโนมของ PCV2 ท่ีแยกไดจากท่ีตางๆ พบวามีความคลายคลึงกันในลําดับ

เบสเปนอยางมากและลําดับเบสของ ORF2 gene  คอนขางอนุรักษในกลุม PCV2 (Larochelle et al., 

2002; Kamstrup et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบวาตําแหนง epitopes บน Cap protein จะมี

ความจาํเพาะตอ PCV2 (PCV2 specific) เปนอยางสูง (Mahe et al., 2000; Truong et al., 20001) และ

เม่ือทดสอบดวยแอนติบอดขีองสุกรท่ีถูกทําใหติดเช้ือ PCV2 พบวาสามารถทําปฏิกิริยากับ 

recombinant Cap protein ไดเปนอยางดี (Nawagitgul et al., 2002; Liu et al., 2004) จึงสรุปไดวา 

ORF2 protein เปนโปรตีนท่ีมีความสําคัญตอการตรวจวินิจฉัยโรคท่ีมีสาเหตุเกิดจากเช้ือ PCV2 

 

สําหรับประเทศไทยไดมีพัฒนาการในการตรวจวินิจฉัยโรค PMWS และเช้ือ PCV2 

ดงัตอไปนี ้ตวงทอง และคณะ (2542) รายงานลักษณะการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาในสุกรท่ีติด

เช้ือ PCV และทําการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี In situ hybridization และ PCR   ธีระพล และคณะ 

(2542ก) ทําการพัฒนาวิธีการเพาะเล้ียงเช้ือ PCV ในเซลลเพาะเล้ียง PK-15 และเซลลอื่นๆ พบวา จะ

มีการติดเช้ือแบบตอเนื่องไปหลาย passage หลังจากไดรับเช้ือเพียงครั้งเดียว ซ่ึงบงช้ีวา PCV อาจทํา

ใหมีการติดเช้ือแบบ persistent infection ใน PK-15 cell  นอกจากนีย้งัไดมีการพัฒนาเทคนคิทางดาน 

Molecular biology เพ่ือใชยืนยันการติดเช้ือ PCV โดยวรวิทย และคณะ (2542ก) ไดพัฒนาวิธี PCR 

เพ่ือตรวจหาเช้ือ PCV ในเนื้อเยื่อสุกรท่ีเปนโรค PMWS และเปรียบเทียบลําดับเบสของเช้ือ PCV 

สายพันธุตางๆในประเทศไทยกับเช้ือ PCV สายพันธุตางประเทศ และไดนําเทคนิค PCR มา

ประยุกตใชในการตรวจหาไวรัสจากตัวอยางเลือดสุกรท่ียังมีชีวิต พบวาวิธีดังกลาวใหผลท่ีรวดเร็ว 

แมนยํา และสะดวกสามารถนําไปใชในการสํารวจการติดเช้ือในฟารมสุกรได (วรวิทย และคณะ, 

2542ข) ในขณะท่ี ธีระพล และคณะ(2542ข) ไดพฒันาวธีิ In situ hybridization และ PCR ในการ

ตรวจหาเช้ือ PCV ในเนื้อเยื่อท่ีแชในฟอรมาลินและฝงดวยฟาราฟน พบวาท้ังสองวธีิมีความไวและ

ความจาํเพาะสูงกวาการตรวจทางพยาธิวทิยาเพียงอยางเดยีว ในป พ.ศ. 2549 ทัดดาว และคณะ ไดทํา
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การผลิต ORF2 รคีอมบิแนนตโปรตีนของเช้ือ PCV2 เพ่ือใชในการพัฒนาชุดตรวจสอบชนิด ELISA 

โดยทําการโคลนยีน ORF2 ของเช้ือ PCV2 ในสุกรท่ีแยกไดในประเทศไทย โดยใชเทคนคิทาง 

ชีวโมเลกุลและพันธุวิศวกรรมศาสตร และทดสอบความสามารถในการทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี 

หลังจากนั้นศึกษาการทําปฏิกิริยาของ recombinant protein ของยีน ORF2  ทีผลิตไดกับแอนติบอดี

ในตัวอยางซีรัมสุกรจากฟารมตางๆ  

 

11.1  การตรวจหาแอนตบิอดีตอเช้ือ PCV2 

 

         มีเทคนิคทางซีรัมวิทยาหลายวิธีไดถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือใชในการตรวจหาแอนติบอดีตอ

เช้ือ PCV2 ซ่ึงประกอบไปดวย วิธี IPMA (Ellis et al., 1998) วธีิ IIF (Allan et al., 1998, 1999a) และ  

ELISA (Walker et al., 2000; Truong et al., 2001; Nawagitgul et al., 2002; Blanchard et al., 2003; 

Liu et al., 2004) การตรวจหาเช้ือ PCV2 ในซีรัมโดยอาศัยการเพาะเล้ียงใน cell culture ไดแกวิธี 

IPMA และ IIF อยางไรกต็ามพบวาการทดสอบดวยวิธีดังกลาวตองอาศัยผูท่ีมีประสบการณและมี

ความชํานาญในการอานผลใหถูกตองและใชเวลานาน และตองใชอุปกรณและเครื่องมือท่ีอาจมี

เฉพาะในบางหองปฏิบัตกิาร (Allan et al., 1998; Ellis et al., 1999b) ตอมา Racine และคณะ (2004) 

ไดทําการพัฒนาวิธีการตรวจโดยใชโปรตีน ORF2 ของ PCV2 แทนการใชเช้ือไวรัส PCV2 ท่ีมีชีวิต

โดยพบวามีความไวในการทดสอบมากกวาการใชวธีิ IIF แบบเดิม นอกจากนี้ยังใชเทคนิค IIF ใน

การตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ PCV1 (Fenaux et al., 2003)  

 

          ไดมีการนาํเอาเทคนคิ ELISA มาใชเพ่ือพัฒนาวิธีในการตรวจใหมีความไวและ

ความจําเพาะมากยิ่งขึ้น โดยใช PCV2 antigen หรอื PCV2 capsid protein ในป ค.ศ. 2000 Walker 

และคณะ ไดทําการพัฒนา competitive ELISA (cELISA) ขึ้นเพ่ือใชตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ 

PCV2 โดยพบวาวิธี cELISA มีความไวและความจาํเพาะในการทดสอบเปนอยางสูง ในป ค.ศ. 2001 

Truong และคณะ ไดพฒันา ELISA ท่ีใชในการตรวจหา PCV2 โดยใชโปรตีนสังเคราะหท่ีจําเพาะ

ตอ PCV2 แตเทคนคิ peptide ELISA นี้มีความไวต่ําเนื่องจากเทคนิคนี้จะสามารถตรวจหาแอนติบอดี

ตอ PCV2 ไดหลังจากติดเช้ือแลว 6 สัปดาหเทานั้น ตอมาไดมีการพัฒนา antigen สําหรับวิธี ELISA 

ใหมีความไวและความจําเพาะตอเช้ือ PCV2 มากยิ่งขึ้น โดยการใชโปรตีน recombinant PCV2 

capsid ซ่ึงโปรตีนจะถูกสังเคราะหจากหลายระบบ เชน การสังเคราะหโปรตีนใน Escherichia coli 

system (Liu et al., 2001; Shang et al., 2008; Wu et al., 2008) และ baculovirus system (Nawagitgul 

et al., 2002; Blanchard et al., 2003; Liu et al., 2004) และในปจจุบันไดมีการสังเคราะห 
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recombinant protein ในเซลลแมลง (Pérez-Filgueira et al., 2006, 2007) ซ่ึงพบวาเปนวิธีท่ีมีราคาถูก

และใหปริมาณโปรตีนท่ีสูง นอกจากนี้ยังไมตองอาศัยระบบการเล้ียงเซลลแบบปลอดเช้ืออีกดวย 

(Pérez-Martín et al., 2008) เนื่องจากวิธี ELISA  เปนวิธีท่ีทําไดงาย รวดเร็ว ประหยัดเวลา และ

เหมาะสําหรับการตรวจตัวอยางซีรัมในปริมาณมากๆไดเปนอยางดี (Shang et al., 2008) ดังนั้นจึงมี

การผลิตชุดตรวจสอบ ELISA test kit เพ่ือการคาขึ้นมาจําหนาย เชน Ingezim PCV IgG®  และ 

Ingezim PCV IgM® (Ingenasa, Spain) ซ่ึงเปนชุดตรวจสอบท่ีสามารถเปรียบเทียบแอนติบอดีตอเช้ือ 

PCV2 ชนดิ IgG และ IgM ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการเฝาระวังการติดเช้ือไวรสัได (Segalés et al., 

2005a) และ SERELISA PCV2 Ab Mono Blocking (Synbiotics, France) ซ่ึงชุดตรวจดังกลาวเปน 

competitive ELISA ท่ีสามารถใชตรวจหาแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอเช้ือ PCV2 ในซีรัมหรือ 

feces ได (Lopez et al., 2005) 

 

          Neutralizing antibody assay เปนอีกวิธีหนึ่งท่ีถูกนํามาใชในการตรวจหาแอนติบอดี

ตอเช้ือ PCV2 (Pogranichniy et al., 2000; Meerts et al., 2005a; Fort et al., 2007) โดย Neutralizing 

antibody (NA) สามารถตรวจพบไดหลังการติดเช้ือ PCV2 ในวันท่ี 15 ถึง 28 (Meerts et al., 2005b; 

Pogranichniy et al., 2000) นอกจากนี้ยังพบวา NA สามารถปองกันและขัดขวางการติดเช้ือ PCV2 

ในสุกรท่ีปลอดเช้ือได (gnotobiotic pigs) เนือ่งจาก PCV2 ไมสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลท่ีติดเช้ือเกิด

พยาธิสภาพได (Meerts et al., 2005b) แตอยางไรก็ตามวิธีดังกลาวเปนวิธีคอนขางยุงยากและการ

ตรวจระดับแอนติบอดียังไมมีความถูกตองมากนัก (Opriessnig et al., 2007b)    

 

11.2  การตรวจหาเช้ือ PCV2 

 

          ปจจุบันไดมีการพัฒนาวิธีในการตรวจวินิจฉัยหาเช้ือ PCV2 ในเนื้อเยื่อและรอยโรค

ทางจุลพยาธิวิทยา หลายวิธีไดแก ISH IHC IIF (Segalés and Domingo, 2002; Chae, 2004) IPMA 

และ PCR  

 

          ISH เปนเทคนิคท่ีถูกพัฒนามาเพ่ือใชในการตรวจหากรดนิวคลีอิกของ PCV2 (PCV2 

DNA) ในวิการระดับเนื้อเยื่อ สวนวธิ ีIHC เปนเทคนิคท่ีใชในการตรวจหา PCV2 antigen ในเนื้อเยื่อ

ท่ีแชในฟอรมาลินและฝงดวยพาราฟน โดยพบวาวิธีนี้จะมีความไวมากกวาการตรวจหา PCV2 DNA 

ดวยวิธี ISH (McNeilly et al., 1999) สวนวิธี IIF และ IPMA เปนเทคนิคท่ีนิยมใชกันอยางแพรหลาย

แตเทคนิคเหลานี้ไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง PCV1 และ PCV2 ในเซลลท่ีติดเช้ือได
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เนื่องจากเกิด cross reactivity ระหวางท้ังสองจีโนไทป (Rodriguez-Arrioja et al., 2000) ซ่ึงเทคนิค

เหลานี้จะมีความไวและความจําเพาะสูงเม่ือตรวจจากเนื้อเยื่อสัตวท่ีถูกนํามาผาซากเพ่ือการ

วินิจฉัยโรค ซ่ึงใชเวลาในการตรวจนาน (Caprioli et al., 2006)  

  

          เทคนิค PCR เปนวิธีท่ีมีความไวและความจําเพาะสูง เปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีถูก

นํามาใชในการตรวจวินิจฉัยหา PCV2 DNA ท้ังในเนื้อเยื่อสดและท่ีแชในฟอรมาลิน (Allan et al., 

1999a; Larochelle et al., 1999; West et al., 1999; Mankertz et al., 2000; Kim et al., 2001; Kim and 

Chae, 2001) นอกจากนี้ยังสามารถตรวจไดจากส่ิงสงตรวจชนิดอ่ืน เชน เลือด อุจจาระ ปสสาวะ และ 

น้ําเช้ือ (Krakowka et al., 2000; Larochelle et al., 2000; Magar et al., 2000 Shibata et al.,2003) มี

รายงานการนาํเทคนคิ PCR ไปประยุกตใชเพ่ือตรวจหาเช้ือ PCV2 ในซีรมัมากมาย (Ladekjaer-

Mikkelsen et al., 2002; Rovira et al., 2002; Olvera et al., 2004) เทคนิค PCR เปนวิธีสะดวกและไม

ยุงยากจึงเหมาะสําหรับการตรวจวินิจฉัยโรค PMWS ในเบ้ืองตน (Liu et al., 2000; Calsamiglia et 

al., 2002) และจากการศึกษาทําใหทราบวา เช้ือ PCV2 สามารถแพรกระจายออกมากับน้ํามูกและ

อุจจาระ (Allan et al., 1999b; Krakowka et al., 2000; Larochelle et al., 2000; Magar et al., 2000 

Shibata et al.,2003) และสามารถตรวจพบไดในกระแสเลือดภายหลังจากการติดเช้ือหลายวัน ดังนั้น

การใชตัวอยางจากเลือด faecal และ tonsillar swabs จึงเปนตัวอยางท่ีเหมาะสมตอการตรวจวินิจฉัย

ดวยวิธี PCR (Caprioli et al., 2006) 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

  

1. เช้ือไวรัสท่ีใชในการทดลอง  

1.1  Recombinant PCV2-ORF2 baculovirus (AcMNPV.ORF2) 

1.2  Wild type baculovirus 

 

2. เซลลท่ีใชในการเพาะเล้ียงไวรัส  

    2.1  Spodoptera frugiperda (Sf9) cells 

          2.2  Hi-Five insect cells 

 

3. อาหารเล้ียงเซลล 

3.1  Grace's insect media 

         3.2  Expsess 5, insect cell culture medium  

 

4. อุปกรณสําคัญสําหรับการเตรียมไวรัสและการเพาะเล้ียงเซลล 

4.1  ตูปลอดเช้ือ (clean bench)  

4.2  ตูควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 27°C 

4.3  ตูเย็นและตูแชแข็ง 

4.4  ตูอบ (hot air oven) 

4.5  กลองจลุทรรศนชนิดหัวกลับ (Inverted microscope) 

4.6  กลองฟลูออเรสเซนต (fluorescent microscope ) 

4.7  ถังเกบ็ไนโตรเจนเหลว 

4.8  หมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) 

4.9  Water bath 

4.10  ภาชนะเล้ียงเซลลขนาดตางๆ : 96 well culture plate, 24 well culture plate,  

  6 well culture  plate, 25 cm2 tissue culture flask, 75 cm2 tissue culture flask 

4.11  ชุดกรอง (sterilization filter)  

4.12  กระบอกตวง (cylinder) 
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4.13  ขวดใสอาหาร (medium bottle) 

4.14  เครือ่งกวนสาร (magnetic stirrer) 

4.15  เครื่องวัด pH (pH meter) 

4.16  ตะเกียงแอลกอฮอล (alcohol lamp) 

4.17  บีกเกอร (beaker) 

4.18  ปมสุญญากาศ (vacuum pump) 

4.19  ปเปต (pipette) 

4.20  ปเปตเอด (pipet aid) 

4.21  ปเปตทิป (pipet tip) 

4.22  ปากคบี (forcep) 

4.23  ท่ีขูดเซลล (rubber policeman) 

4.24  ท่ีวางหลอดทดลอง (test tube rack) 

4.25  แผนสไลดนบัเซลล (hemocytometer) 

4.26  หลอดปนขนาด 12 และ 50 ml (centrifuge tube) 

4.27  1.5 ml microfuge tube  

4.28  Rocking platform 

 

5. อุปกรณสําคัญสําหรับวิธี ORF2 ELISA 

5.1 หลอดปนขนาด 12 และ 50 ml (centrifuge tube) 

5.2 Polyallomer tube ขนาด 14 ml สําหรับ rotor Ti 41 

5.3 1.5 ml microfuge tube  

5.4 Multichannel pipet 

5.5 Pipette 

5.6 Pipet tip 

5.7 Ultracentrifuge 

5.8 Immulon 2HB flat bottom plate (Corning) 

5.9 ELISA washer 

5.10 Microtiter plate reader (Tecan Trading AG, Switzerland)  
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6. อุปกรณสําคัญสําหรับวิธี PCR 

6.1 NucleoSpin® Blood Kit (Macherey Nagel) 

6.2 เครื่องขยายสารพันธุกรรม (Biometra T1 Thermocycler) 

6.3 Pipette 

6.4 Centrifuge 

6.5 1.5 และ 0.6 ml microcentrifuge tube  

6.6 PCR tube 

6.7 UV transilluminator 

6.8 Submarine electrophoresis instrument 

6.9 Vortex 

 

วิธีการ 

 

1.  การออกแบบการทดลองและการเก็บตัวอยาง 

 

ทําการเกบ็ตวัอยางสุกรจากภาคกลาง ภาคตะวนัออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ

ประเทศไทย จํานวน 25 ฟารม โดยตั้งสมุติฐานวามีความชุกของการติดเช้ือ PCV2 ประมาณ 10%  

ซ่ึงประกอบดวยฟารมขนาดเล็ก (50-500 แม) ขนาดกลาง (500-5,000 แม) และขนาดใหญ (5,000 แม

ขึ้นไป) ท่ีมีปญหาของโรค PMWS จํานวน 11 ฟารม (กลุมศึกษา) และฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค 

PMWS จํานวน 14 ฟารม (กลุมควบคุม) โดยฟารมท่ีถูกจัดอยูในกลุมท่ีมีปญหาจากโรค PMWS 

จะตองแสดงภาพทางคลินกิ (clinical presentation) อยางนอย 3 ประการคือ (1) สุกรมีการแสดง

อาการทางคลินกิของโรค PMWS ดังตอไปนี้คือ เจริญเติบโตชา รางกายแคระแกรน็ มีปญหาทางเดนิ

หายใจ หายใจลําบาก และผิวหนังมีสีซีด (2) ตอมน้ําเหลืองขยายใหญขึ้นท่ัวรางกาย และ (3) พบ

อัตราความสูญเสียในสุกรระยะอนุบาลหรือระยะขุน ≥10% สวนฟารมท่ีไมมีปญหาจากโรค PMWS 

ซ่ึงเปนกลุมควบคุมจะมีหลักเกณฑในการเก็บตัวอยางคือ สุกรจะตองไมมีอาการทางคลินิกของโรค 

PMWS ไมพบประวัติการเกิดโรคและมีความสูญเสียระดับฟารมนอยกวา 4%     

 

ทําการเกบ็ตวัอยางฟารมละ 5-10 ตัวอยาง ชวงอายุของสุกรท่ีทําการเก็บตัวอยาง คือ ระยะ

อนบุาล อาย ุ5-7 สัปดาห หรอื ระยะขุน อายุ 10-16 สัปดาห ชนิดของตัวอยางท่ีเก็บคือ ซีรัม whole  

blood และ fecal swabs ทําการเก็บตัวอยางเลือดในหลอดทดลองท่ีมีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด 
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(Ca-EDTA) โดยเก็บไวท่ี 4°C ไดนาน 1 อาทิตย นําตัวอยางเลือดไปปนท่ีความเร็ว 2,500 รอบ นาน 

10 นาที แลวทําการแยกสวนของ plasma ออกมาและเก็บไวท่ี -80°C จนกวาจะทําการทดสอบขัน้

ตอไป เก็บตัวอยางซีรัมจากสุกรแตละตัวไวท่ี -80°C และทําการเก็บตัวอยาง fecal  swabs ใน virus 

transport media หลังจากนั้นทําสวนผสมใหเขากันโดยการ vortex แลวนําไปปนท่ีความเร็ว 3,500 

รอบ นาน 30 นาที เก็บสวน supernatants ไวท่ี -80°C จนกวาจะทําการทดสอบขั้นตอไป  

 

ทําการตรวจหา PCV2 antigen จากตัวอยาง plasma และ fecal swabs โดยวิธี PCR และทํา

การตรวจหาแอนตบิอดตีอเช้ือ PCV2 จากตัวอยางซีรัม โดยวิธี ORF2 ELISA    

 

2.  การเตรียมเซลลแมลงสําหรับเพาะเลี้ยงไวรัส 

 

2.1  Cell line 

 

        Spodoptera frugiperda (Sf9) cells ซ่ึงไดรับมาจากบริษัท Invitrogen ถูกเล้ียงใน 

Grace's insect media (Gibco BRL) และ supplemented ท่ีเติมคือ 10% FBS (Gibco BRL)  1% 

antibiotic และ 12 mM L-glutamine (Invitrogen) เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 27°C ภายในตูควบคุมอุณหภูมิ 

(incubator) เม่ือเซลลโตเต็มท่ีทําการถายเซลล (subculture) ในอัตราสวน 1:3 ทุก 4-5 วัน  

 

        High Five insect cells (Invitrogen) ถูกเล้ียงใน Express 5


 (Invitrogen) ซ่ึงเปนอาหาร

เล้ียงเซลลแมลงชนิดปราศจากซีรัม ท่ีประกอบดวยดวย 12 mM L-Glutamine (Invitrogen) และ 1% 

antibiotic (Invitrogen) โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 27°C ภายในตู incubator เม่ือเซลลโตเต็มท่ีจึงทําการ 

subculture ในอัตราสวน 1:3 ทุก 4-5 วัน 

 

2.2  การถายเซลล (subculture)  

 

        การ Subculture เซลลแมลงมีขั้นตอนดังนี้ อุนอาหารเล้ียงเซลลใน 37°C water bath  ทํา

การตรวจสอบเซลลแมลงโดยใชกลอง inverted microscope เทอาหารเล้ียงเซลลใน 75 cm2 flask ท้ิง

ใน decontamination beaker ทําใหเซลลหลุดออกจาก flask โดยเคาะขางขวดเล้ียงเซลลกับฝามือ

ประมาณ 4-5 ครั้งติดกัน หรือใชท่ีขูดเซลล (rubber policeman) ขูดเซลลเบาๆไปในทางเดียวกัน แลว

เตมิอาหารเล้ียงเซลลลงไป 6 มล  ใชปเปตดดูเซลลขึ้นลงหลายๆครั้งเพ่ือใหเซลลกระจายตัวออกจาก
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กัน หลังจากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลลลงใน flask ใหม 13 มล แลวจึงเตมิ cell suspension จํานวน 2 

มล ลงใน flask ผสมเซลลกับอาหารเล้ียงเซลลใหเขากันโดยการเล่ือน flask ไปมาหลายๆครัง้ ปดฝา

ขวดเล้ียงเซลลไมตองสนิท เขียนช่ือเซลล วันท่ีท่ีทําการถายเซลล จํานวนครั้งของการถายเซลล บน

ขวดเล้ียงเซลลและตรวจดเูซลลหลังการถายเซลลดวยกลอง inverted microscope กอนนาํเซลลไปไว

ท่ีตูควบคุมอุณหภูมิ 27°C  

 

3.  การเตรียมไวรัส 

 

3.1  การนาํ recombinant bacmid เขาสูเซลลแมลง (transfection) 

 

       Wild type Baculovirus (AcMNPV) ไดรบัมาจากบรษิทั Invitrogen สวน recombinant 

baculovirus ซ่ึงมียีน ORF2 ของ PCV2 (AcMNPV.ORF2) ถูกเตรียมตามวิธีของ Nawagitgul และ

คณะ (2000) โดยทําการนาํ recombinant bacmid ซ่ึงบรรจุยีน ORF2 ของเช้ือ PCV2 (Nawagitgul et 

al., 2000) เขาสู (transfect) Sf9 cell โดยใช Cellfectin


reagent (Invitrogen) เปนส่ือในการนํา 

bacmid DNA เขาสูเซลล ซ่ึงมีขั้นตอนการ transfection ดังนี้คือ ทําการ subculture Sf9 cell ใน  

6-well plate ใหมีปริมาณเซลล 9X105 cells/well แลวบมท่ีอุณหภูมิ 27°C ท้ิงไวขามคืน เพ่ือใหเซลล

เกาะติดกับ plate หลังจากนั้นทําการเตรียม bacmid DNA:Cellfectin


Reagent complexes ในหลอด

ทดสอบขนาด 12 มล ท่ีปราศจากเช้ือ ดงันีค้อื ทําการเจอืจาง purified bacmid DNA ปรมิาณ 1 µg ใน 

Grace’s insect cell culture medium ปรมิาณ 100 µl และทําการเจอืจาง Cellfectin


Reagent ใน 

Grace’s insect cell culture medium ปรมิาณ 100 µl ผสม Cellfectin


Reagent ใหเขากันโดยกลับ 

tube ไปมา 5-10 ครั้ง หลังจากนั้นจึงผสม dilution ท้ัง 2 เขาดวยกันโดยการเขยาเบาๆ ซ่ึงเรียกสวนนี้

วา DNA lipid complexes แลวบมท่ีอุณหภูมิหอง นาน 20 นาที แลว เตมิ Grace’s insect cell culture 

ปรมิาณ 0.8 มล ลงไปใน tube ท่ีบรรจุ DNA lipid complexes ผสมใหเขากนัเบาๆ ทําการลาง Sf9 cell 

ดวย Grace’s  insect cell culture medium จากนั้นดูด media ท่ีใชเล้ียง Sf9 cell ออกและเตมิ DNA 

lipid complexes ท่ีไดลงบน Sf9 cells ในแตละ well ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 27°C นาน 5 ช่ัวโมง แลว

ใชปเปตดดู DNA lipid complexes ท้ิง แลวเติม complete growth media ลงไป 2 มล ในแตละ  well 

จากนั้นบมเซลลในตูควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 27°C นาน 3-10 วัน ทําการตรวจสอบการตดิเช้ือของเซลล

อยางละเอียดทุกวัน เม่ือพบลักษณะพยาธิสภาพภายในเซลล (Cytopathic effect; CPE)  ใหทําการเก็บ

ไวรัส โดยใชปเปตดูดขึ้นลงหลายๆครั้งเพ่ือใหเซลลหลุดออกจากพ้ืน plate ใชปเปตดดูเซลลและ

สารละลายเหนอืเซลล (supernatant) ในแตละ well มารวมกันในหลอดทดสอบขนาด 12 มล ทําให
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เซลลแตกโดยการแชแขง็ ท่ี -80°C และทําใหละลายท่ีอุณหภูมิหอง 3 ครัง้ นาํสารผสมของเซลลไป

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500 rpm นาน 10 นาที ถายสวนท่ีเปนสารละลายเหนือเซลล (supernatant) ไป

ยังหลอดทดสอบขนาด 12 มล อันใหม ท้ิงตะกอนเซลล แบงสารละลายเหนอืเซลลซึง่มี 

AcMNPV.ORF2 ใส microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล เกบ็ viral stock ท่ีไดไวท่ี -80°C 

 

3.2  การเพ่ิมปรมิาณไวรสั wild type AcMNPV และ AcMNPV.ORF2 

 

       โดยท่ัวไปไวรัส stock ท่ีเก็บไดในชวงแรก จะมีจํานวนนอย และปริมาณไวรัสต่าํ  โดย

จะมีปริมาณไวรัสใน Sf9 cells ประมาณ 1X106 ถึง 1X107 plaque forming units (pfu) / ml  จึงตอง

ทําการเพ่ิมไตเตอร ของ viral stock ใหมากขึ้น โดยทําการเตรียม Sf9 cell ใหมปีรมิาณ 6X106 cell ใน

ขวดเล้ียงเซลลขนาด T 75 cm2  ทําการบมไวที ่27°C ท้ิงไวขามคืน เพ่ือใหเซลลเกาะติดกับกนขวด

เล้ียงเซลล ดูดอาหารเกาออกแลวลางเซลลดวย Grace’s insect cell culture medium แลวเตมิ wild 

type AcMNPV และ AcMNPV.ORF2 viral stock ลงไป 3 ml ในแตละขวดเล้ียงเซลล ปลอยใหไวรัส

เกาะติดกับเซลลโดยวางขวดเล้ียงเซลลบนเครื่องเขยา (rocking platform) นาน 1 ช่ัวโมง ท่ี

อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นจึงเติม Grace's complete insect media (Invitrogen) ปรมิาณ 15 มล เล้ียงท่ี

อุณหภูมิ 27°C นาน 3-10 วัน ทําการตรวจสอบการติดเช้ือไวรัสของเซลลอยางละเอียดทุกวันเม่ือพบ 

CPE ภายในเซลลท่ีมีการติดเช้ือไวรัส AcMNPV.ORF2 และพบการสรางผลึกโปรตนี (occlusion 

bodies) ของไวรสั wild type AcMNPV  ใหทําการเก็บไวรัส Passage ท่ี 2 (P.2) เชนเดียวกันกับการ

เกบ็ viral stock และทําการเพ่ิมปริมาณไวรัสท้ังสอง จนกระท่ังถึง Pasage ท่ี 4 (P.4) ซ่ึงเปน stock 

ไวรัสท่ีจะนําไปใชงาน (working stock)  

 

3.3  การทดสอบการติดเช้ือไวรัส working stock ดวยวิธี indirect Immunofluorescent assay  

 

       แบง working stock AcMNPV.ORF2 บางสวนมาทดสอบการสังเคราะหโปรตนี ORF2 

ดวยวิธี indirect Immunofluorescent assay โดยทําการ fixed ดวย absolute methanol หลังจากนั้นลาง

เซลลดวย PBST (1X PBS + 0.05% Tween20) แลวนาํมาบมรวมกบั anti-PCV2 monoclonal 

antibody ท่ีเจือจางในอัตราสวน 1:50 ท่ี 37°C นาน 1 ช่ัวโมง แลวลางเซลล 3 ครั้งดวย PBST เพ่ือ

กําจัดแอนตบิอดสีวนเกินออกไป จากนั้นจึงเติม fluorescein-conjugated anti-mouse 

immunoglobulin G (Sigma) ท่ีเจือจางในอัตราสวน 1:100 ทําการบมท่ี 37°C นาน 30 นาที แลวลาง

ดวย PBST แลวจึงนําไปตรวจสอบดวยกลอง inverted fluorescence microscope (Olympus) 
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3.4  การนับปริมาณไวรัสดวยวิธี Plaque assay 

 

       เตรียม Sf9 cells โดยใสเซลลจาํนวน 1X106 เซลล ลงใน 6-well plate ทําการบมไวที ่

27°C ท้ิงไวขามคืน เพ่ือใหเซลลเกาะติดกับ plate ทําการเตรียมเช้ือไวรัส AcMNPV.ORF2 (P.4) และ 

wild type AcMNPV (P.4) โดยเจือจางไวรัสดวยอาหารเล้ียงเซลล Grace's complete insect media ท่ี

ปราศจาก FBS อัตราสวน 10-4- 10-8 เทา แตละความเขมขนทําซํ้า 2 หลุม ใชปเปตดูดอาหารเล้ียง

เซลลออกจากหลุม แลวเติมไวรัสท่ีทําการเจือจางแตละความเขมขนลงไป 0.5 มล ตอ หลุม  เขยา

เบาๆบนเครื่องเขยา (rocking platform) นาน 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง ระหวางนั้นใหเตรียมผสม

อาหารเล้ียงเซลลกับ Lowmelt agarose (Cambrex) ความเขมขน 1.8% w/v ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ผสม

ใหเขากันโดยใชปเปตดูดขึ้นลงหลายๆครั้ง แลวนําไปอุนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50°C เม่ือครบ

กําหนดเวลาใหใชปเปตดูดสารละลายไวรัสออกจากหลุม เติมสวนผสมของอาหารเล้ียงเซลลกับ 

agarose ลงไปในแตละหลุม 3 มล โดยใชปลายปเปตแตะท่ีผนังดานในของหลุม คอยๆปลอย 

agarose ลงไปใหปกคลุมผิวหนาเซลล ท้ิงไวจน agarose แข็งตัว แลวบมเซลลในตูควบคุมอุณหภูมิ ท่ี

อุณหภูมิ 27°C นาน 3-10 วัน เม่ือ plaque เริ่มปรากฏใหเห็นในวันท่ี 3-5 ใหทําการยอมสี plaque โดย

การผสม agarose ปรมิาณ 47 มล กบั neutral red stain ท่ีมีความเขมขน 2% w/v ปรมิาณ 960 µl แลว

เติมสวนผสมดังกลาว  2 มล ตอหลุม ลงไปใหปกคลุมผิวหนา agarose อีกช้ันหนึ่ง (agar overlay) 

แลวนํากลับไปบมตอจนเกิดลักษณะ plaque ท่ีชัดเจน จึงนับจํานวน plaque ท่ีเกิดขึ้น แลวคํานวณหา

ปรมิาณไวรสั (working stock)  

  

4.  การทดสอบการแสดงออกของโปรตีน ORF2   

 

ทําให insect cell ติดเช้ือดวย wild type AcMNPV และ recombinant AcMNPV.ORF2  

working stock  เพ่ือดกูารแสดงออกของ ORF2 gene ของเช้ือไวรสั PCV2  โดย cell line ท่ีใชคือ 

High Five cell โดยทําการเตรียม High Five cell ในขวดเล้ียงเซลลขนาด T 75 ซม2 และ T 25 ซม2 

อยางละ 1 ขวด   แลวบมไวท่ี 27°C ท้ิงไวขามคืน เพ่ือใหเซลลเกาะติดกับขวดเล้ียงเซลล หลังจาก

นั้นทําการหาจํานวนเซลล โดยใชเซลลท่ีเล้ียงใน T 25 ซม2 เปนตวัแทนในการนบัเซลล ทําใหเซลล

หลุดออกจากขวดเล้ียงเซลล แลวเตมิอาหารเล้ียงเซลลลงไป 1 มล และทําใหเซลลกระจายตัวออก

จากกันโดยใชปเปตดูดขึ้นลง แบงเซลลมาปริมาตร 0.1 มล ใสในหลอดปน (microcentrifuge tube) 

ขนาด 1.5 มล แลวผสมกบัสี Trypan blue 0.4 มล ในอัตราสวน1:5 ผสมใหเขากัน นับจํานวนเซลล
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ดวย Hemacytometer คาํนวณหาปรมิาณไวรสั wild type AcMNPV และ AcMNPV.ORF2  จาก 

working stock ท่ีจะตองใช inoculate ลงใน High Five cells ท่ีเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลขนาด  

T 75 ซม2 โดยมีคา Multiplicity of Infection (MOI ) เทากบั 8 ดดูอาหารเกาออก ลางเซลลดวย 

Exprees 5 growth medium แลวเติมไวรัสท่ีคํานวณไดลงไปในขวดเล้ียงเซลล ปลอยใหไวรัส

เกาะติดกับเซลลโดยวางขวดเล้ียงเซลลบนเครื่องเขยา (rocking platform) นาน 1 ช่ัวโมง ท่ี

อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นจึงเติม Experss 5 growth medium ปรมิาณ 15 มล เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 27°C 

นาน 72-84 ช่ัวโมง เก็บเซลลเม่ือพบ CPE ของเซลลท่ีมีการติดเช้ือไวรัส AcMNPV.ORF2 และพบ

การสรางผลึกโปรตีน (occlusion bodies) ของไวรสั wild type AcMNPV โดยทําใหเซลลหลุดออก

จากขวดเล้ียงเซลล ใชปเปตดดูเซลล และ infectious medium ในแตละขวด มารวมกนัในหลอด

ทดสอบขนาด 50 มล นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500 rpm นาน 10 นาที ลางตะกอนดวย PBS (pH 

7.2) 3 ครั้ง แลวเทสวน supernatant ท้ิงใหหมดโดยการกลับหลอดทดสอบบนกระดาษซับท่ีสะอาด 

แลวละลายตะกอนดวย PBS  (pH 7.2) ปรมิาณ 1 มล ตอไวรัสท่ีเล้ียงในขวดเล้ียงเซลลขนาด  

T 75 ซม2  เก็บตะกอนไวท่ี -80°C สําหรับใชเตรียมโปรตีนในการ coat ELISA plate ตอไป แบง

ตะกอนท่ีไดบางสวนเพ่ือนําไปทดสอบการแสดงออกของโปรตีนดวยวิธี sodium dodesyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ตามวธีิการของ Laemni (1970) ทําการประกอบ

ชุดสําหรับทํา slab gel (Mini PROTEIAN® III; BioRad) ผสมสารละลายตะกอน 20 µl เขากับ

สารละลาย laemmli sample buffer (BIO-RAD) และ 2-mercaptoethanol (BIO BASIC INC) 

ปรมิาณ 20 µl ใน อัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากัน บมไวทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 10-15 นาที แลวนาํไปตม

ในน้ําเดือดนาน 5 นาที จากนั้นหยอด cell lysates ปรมิาณ 10 µl ลงชองเจล ซ่ึงเตรียมใหมีความ

เขมขนของ resolving gel 12% w/v และ stacking gel 4% w/v ตอชุดเจลเขากับ electrophoresis โดย

ใชแรงขบัเคล่ือนไฟฟาคงท่ี ท่ี 100 V และกระแสไฟฟา 85 mA นานประมาณ 2 ช่ัวโมง ทําการยอม

สีโปรตีนดวย Coomassie brilliant blue R-250 (Research Organics) 

 

5.  การตรวจหาแอนติบอดตีอเชื้อ PCV2 ดวยวิธี ORF2 ELISA 

 

5.1  การเตรียมแอนตเิจนสําหรับ ORF2 ELISA 

 

       นําสารละลายตะกอนท่ีเก็บไวท่ี -80°C ออกมาทําใหละลาย แลวทําใหเซลลท่ีมีการติด

เช้ือไวรัสแตกโดยการแชแข็งและทําใหละลาย อีก 2 ครั้ง ซ่ึงจะทําให viral protein ถูกปลดปลอย

ออกมา แลวนําไปปนท่ีความเร็ว 2,500 rpm นาน 10 นาที เก็บสวน supernatant ใสในหลอดทดลอง
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ขนาด 12 มล แลวเก็บไวบนน้ําแข็ง สวนตะกอนใหลางดวย PBS ปรมิาณ 5 มล ผสมใหเขากัน แลว

นําไปแชแข็งและทําใหละลาย อีก 1 ครัง้ นาํไปปนท่ีความเร็ว 2,500 rpm นาน 10 นาที  และทําการ

เก็บสวน supernatant และนํามารวมกันกับสวนของ supernatant ท่ีเก็บไดในครั้งแรก หลังจากนั้นทํา

การแยก  ORF2 และ WT-AcMNPV protein โดยการปนดวยความเร็วสูงมากผานสารละลาย sucrose 

ใน PBS ท่ีมีความเขมขน 40% (w/v) โดยปเปตสวน supernatant ปรมิาณ 6 มล ใหอยูเหนือ

สารละลาย sucrose แลวนําไปปนท่ีความเร็ว 35,000 rpm นาน 5 ช่ัวโมง ดวย rotor ชนดิ Ti 41 SW 

(Beckman)  ลางสวนของตะกอนท่ีได 3 ครั้ง ดวย PBS ท่ีเย็น แลวบมดวย lysis buffer ปรมิาณ     

150 µl นาน 30 นาทีในน้ําแข็ง ทําการเขยาดวย vortex mixer เปนระยะๆ หลังจากนั้น virus antigen 

จะถูกแยกออกจากสวนของเซลลท่ีตกตะกอน โดยการปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 10 นาที       

ท่ี 4°C แบง supernatant ของท้ัง positive antigen (ORF2 Ag) และ negative antigen (WT Ag) ใส

หลอดทดสอบขนาด 1.5 มล หลอดละ 100 µl เกบ็ไว ท่ี -80°C วัดความเขมขนของโปรตีนท้ัง 2 โดย

ใชวิธี BCA protein assay ตามกรรมวิธีท่ีระบุโดยผูผลิต (Pierce) และทดสอบการแสดงออกของ

โปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และ Western blot assays   

 

5.2  การทดสอบซีรมัสุกรดวยวิธี ORF2 ELISA 

 

       ทําการ coat plate ดวย antigen โดยทําการเจอืจาง ORF2 และ WT antigen ใน 1 X 

Coating buffer ท่ีเย็น ดวยความเขมขนท่ีเหมาะสมคือ 1:1000 และ 1:800 ตามลําดบั เพ่ือให ORF2 

และ WT antigen มีความเขมขนท่ีเทากัน แจก ORF2 หรอื WT antigen ท่ีทําการเจือจางแลวปริมาณ 

100 µl ลงในแตละหลุมของ 96-well plate ดังนี้คือ แจก ORF2 antigen และ WT antigen ลงในแตละ

แถวของเพลทโดยใสแถวเวนแถวสลับกันไป หลังจากนั้นทําการบมท่ี 4°C นาน 48 ช่ัวโมง แลวเกบ็

ท่ี -20°C จนกวาจะใช  

 

       เม่ือจะทําการทดสอบซีรัมสุกร นาํ plate ท่ีเตรียมไวท่ี -20°C มาทําใหละลายท่ี 

อุณหภูมิหอง แลวลาง 3 ครั้งดวย PBST (PBS pH 7.2 และ 0.1% Tween 20) แตละครั้งใหบมไวนาน 

30 วนิาที ทําการเจอืจางซีรมัในสารละลาย milk diluents (KPL) ความเขมขน 0.1% ในอัตราสวน 

1:100 และทําการเจือจางซีรัมท่ีใชเปนซีรมัควบคมุบวกและลบ (positive and negative control) ใน

สารละลาย milk diluent ใหมีความเขมขน 1:4000 และ 1:100 ตามลําดบั เตมิซีรมัควบคมุบวกท่ี    

เจอืจางแลวปรมิาณ 100 µl ตอหลุม ลงในหลุม A1 A2 B1 และ B2 และซีรมัควบคมุลบท่ีเจือจางแลว

ลงในหลุม C1 C2 D1 และ D2 จากนั้นเติมตัวอยางซีรัมท่ีเจือจาง 1:100 ในสารละลาย milk diluent 
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ลงในหลุมตางๆตามแผนภาพ (ภาพท่ี 15) โดยใน 1 เพลท จะทดสอบได 22 ตัวอยาง จากนั้นบมซีรัม

ท่ี 37°C นาน 30 นาที  ลางเพลทดวย PBST 5 ครั้ง แลวเตมิ anti-swine IgG ซ่ึงติดฉลากดวย horse  

rhadish peroxidase (Sigma) ท่ีเจือจางดวยอัตราสวน 1:4000 ในสารละลาย milk diluent ปรมิาณ  

100 µl ตอหลุม บมท่ี 37°C นาน 30 นาที ระหวางนั้นใหเตรียม ABTS substrate (KPL) โดยผสม

สารละลายตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต แลวบมไวท่ี 37°C นาน 15 นาที ลางเพลทดวย PBST      

5 ครั้ง เติม substrate ปรมิาณ 100 µl ในแตละหลุม แลวบมท่ี 37°C นาน 15 นาที หยุดปฏิกิริยา 

ระหวางเอนไซมกับ substrate โดยการเติม 1% SDS ปรมิาณ 100 µl ในแตละหลุม แลวนาํไปอานผล

คา OD ท่ี 405 nm ดวยเครื่อง Sunrise ELISA reader (Tecan Trading AG)   

 
              ORF2   WT    ORF2    WT      ORF2    WT   ORF2    WT    ORF2     WT    ORF2   WT 

A 

B 

  C 

D 

E 

F 

G 

H 

+ + 3 3 7 7 11 11 15 15 19 19 

+ + 3 3 7 7 11 11 15 15 19 19 

- - 4 4 8 8 12 12 16 16 20 20 

- - 4 4 8 8 12 12 16 16 20 20 

1 1 5 5 9 9 13 13 17 17 21 21 

1 1 5 5 9 9 13 13 17 17 21 21 

2 2 6 6 10 10 14 14 18 18 22 22 

2 2 6 6 10 10 14 14 18 18 22 22 

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

 

ภาพที่ 15  แสดงแผนภาพเพลท ORF2 ELISA โดยหนึ่งเพลทประกอบดวย ซีรมัควบคมุบวก (+) 

ซีรมัควบคมุลบ (-) และตัวอยางซีรัม (1-22)  

 

 5.3  การเกล่ียการกระจายตัวของขอมูล (Data normalization) 

 

        เพ่ือลดความแตกตางของ optical density (OD) ท่ีอานไดในแตละหลุมและแตละเพลท 

ไดทําการเฉล่ียคา OD ของตัวอยางกับ OD จากหลุมควบคมุบวก ซ่ึงจะเรียกวา corrected optical 

density (COD) และมีคาดังนี ้
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COD ของซีรมัควบคมุบวก            =       (คาเฉล่ียของ OD ท่ีอานไดจากซีรัมควบคุมบวกท่ีอยูใน

หลุมท่ีมี ORF2 antigen) – (คาเฉล่ียของ OD ท่ีอานไดจาก

ซีรัมควบคุมบวกท่ีอยูในหลุมท่ีมี WT antigen) 

=      (OD ของซีรมัควบคมุบวกในแถว A1 + OD ของซีรัม 

ควบคมุบวกในแถว B1) / 2 – (OD ของซีรมัควบคมุบวกใน 

แถว A2 + OD ของซีรมัควบคมุบวกในแถว B2) / 2 

                  =         P 

COD ของตัวอยางซีรัม                    =      (คาเฉล่ียของ OD ท่ีอานไดจากตัวอยางซีรัมท่ีอยูในหลุมท่ีมี 

ORF2 antigen) – (คาเฉล่ียของ OD ท่ีอานไดจากตัวอยาง

ซีรัมท่ีอยูในหลุมท่ีมี WT antigen) 

=      (OD ของตัวอยางซีรัมท่ี 1 ในแถว E1 + OD ของตัวอยาง   

ซีรัมท่ี 1 ในแถว F1) / 2 – (OD ของตัวอยางซีรัมท่ี 1 ใน

แถว E2 + OD ของตัวอยางซีรัมท่ี 1 ในแถว F2) / 2 

                                                                                          =       S 

        จากนั้นรายงานผลของคาท่ีอานไดเปนสัดสวน COD ของซีรัมตัวอยาง เปรยีบเทียบกบั 

COD ของซีรัมควบคุมท่ีเปนบวก หรือ S/P ratios ซ่ึงมีคาดังนี้ 

 

S/P ratios                                        =    COD ของตัวอยางซีรัม/ COD ของซีรัมควบคมุบวก 

 

5.4  การกาํหนดคา Cutoff  

 

       ทําการกาํหนดคา Cutoff โดยการเปรียบเทียบผล (S/P ratios) ของซีรมัสุกรจากฟารม

ตางๆในประเทศไทย จาํนวน 400 ตัวอยางท่ีไดจาก ORF2 ELISA กับวิธีมาตรฐาน (gold standard) 

ในการศึกษาครั้งนี้ใช SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking Test kit (Synbiotics Corporation) ซ่ึง

เปน blocking ELISA เปนวิธีมาตรฐานซ่ึงมีขั้นตอนในการตรวจซีรัมดังนี ้กอนการทดสอบใหนํา

สารเคมีและเพลทของชุดทดสอบ SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking Test kit (Synbiotics 

Corporation) มาวางท่ีอุณหภูมิหองอยางนอย 1 ช่ัวโมง ทําการเจอืจางซีรมัท่ีตองการทดสอบใน 

sample diluent (Synbiotics Corporation) ในอัตราสวน 1:100 หลังจากนั้นเติมซีรัมควบคุมลบ 

(Negative control; NC) และ ซีรมัควบคมุบวก (Positive control; PC) ปรมิาณ 100 µl ลงในหลุม  

A1-2 และ B1-2 ตามลําดับ จากนั้นเติมตัวอยางซีรมัท่ีทาํการเจอืจางแลวลงในหลุมตางๆตาม
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แผนภาพ (ภาพท่ี 16) จากนั้นปดเพลทดวยแผนฟลม แลวบมท่ี 37°C นาน 1 ช่ัวโมง ลางเพลทดวยน้ํา

ลาง (wash solution) (Synbiotics Corporation) 4 ครั้ง แลวเติม anti-PCV2 monoclonal antibody ท่ี

ติดฉลากดวย horse rhadish peroxidase ปรมิาณ 100 µl ท่ีเจือจางใน conjugate diluent (Synbiotics 

Corporation)  ดวยอัตราสวน 1:100 ในทุกหลุมจากนั้นปดเพลทดวยแผนฟลม แลวบมท่ี 37°C นาน 

1 ช่ัวโมง ลางเพลทดวยน้าํลาง 4 ครั้ง แลวเติม buffered peroxidaes substrate ปรมิาณ 100 µl ในทุก

หลุมจากนั้นปดเพลทดวยแผนฟลม แลวบมท่ีอุณหภูมิ หอง นาน 30 นาที โดยเกบ็ใหพนจากแสง 

หยุดปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับ substrate โดยการเติม stop solution ปรมิาณ 50  µl ในแตละหลุม 

แลวนาํไปอานผลคา OD ท่ี 450 nm ดวยเครื่อง Sunrise ELISA reader (Tecan Trading AG) 

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

A 

B 

  C 

D 

E 

F 

G 

H 

NC NC 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85 

PC PC 14 22 30 38 46 54 62 70 78 86 

1 7 15 23 31 39 47 55 63 71 79 87 

2 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 

3 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89 

4 10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90 

5 11 19 27 35 43 51 59 67 75 83 91 

6 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92 

 

ภาพที่ 16  แสดงแผนภาพเพลท SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking Test kit โดยหนึ่งเพลท

ประกอบดวยหลุมสําหรับซีรัมควบคุมบวกและลบและหลุมสําหรับซีรัมจํานวน 92 หลุม   

 

     ทําการเปรียบเทียบผลความสามารถในการแยกซีรัมลบออกจากซีรัมบวกและหาจุดตัดท่ี

เหมาะสม ดวยวิธี Receiver operating characteristic (ROC) analysis คํานวณคาความถูกตองในการ

วินิจฉัย (accuracy) ความไวในการวนิจิฉยั (diagnostic sensitivity; DSN) และความจาํเพาะในการ

วินิจฉัย (diagnostic specificity; DSP) ของชุดตรวจ ORF2 ELISA โดยใช cutoff ท่ีคํานวนไดซ่ึงคา

ตางๆมีสูตรในการคํานวณดังนี ้

       Accuracy =     (TP+TN) / จํานวนซีรมัท้ังหมดท่ีทาํการทดสอบ X 100  

เม่ือ TP คือ คาท่ีใหผลบวกของวิธีการทดสอบแบบ ORF2 ELISA ตรงคากบัวธีิมาตรฐาน และ TN 

คือ คาท่ีใหผลลบของวิธีการทดสอบแบบ ORF2 ELISA ตรงคากบัวธีิมาตรฐาน 
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       DSN =     TP/(TP+FN) X 100 

เม่ือ TP คือ คาท่ีใหผลบวกของวธีิการทดสอบแบบ ORF2 ELISA ตรงคากบัวธีิมาตรฐาน และ FN 

คือ คาท่ีใหผลลบของวิธีการทดสอบแบบ ORF2 ELISA แตใหผลบวกเม่ือทดสอบดวยวิธีมาตรฐาน 

      DSP =     TN/(TN+FP) X 100  

เม่ือ TN คือ คาท่ีใหผลลบของวิธีการทดสอบแบบ ORF2 ELISA ตรงคากบัวธีิมาตรฐาน และ FP คือ 

คาท่ีใหผลบวกของวิธีการทดสอบแบบ ORF2 ELISA แตใหผลลบเม่ือทดสอบดวยวิธีมาตรฐาน 

 

6.  การตรวจหา PCV2 antigen ดวยวิธี PCR   

 

6.1  การสกัด DNA (DNA isolation) 

 

       ตัวอยาง whole blood และ fecal swabs จะถูกวิเคราะหดวยวิธี PCR โดยใช PCV2 

specific primer (Harm et al., 2001) ทําการสกดั DNA โดยใช NucleoSpin® Blood Kit 

(MACHEREY-NAGEL) โดยทําตามขั้นตอนท่ีผูผลิตแนะนํา อธิบายโดยยอดังนี้ ปรับตัวอยางท่ี

ตองการสกัดใหมีปริมาตร 200 µl ดวย PBS แลวเตมิ Proteinase K และ lysis buffer B3 ลงไปใน

ตัวอยาง ผสมใหเขากัน แลวบมท่ี 70°C นาน 10-15 นาที หลังจากนั้นเติม Absolute ethanol ปรมิาณ 

210 µl  ในตัวอยางแลวผสมใหเขากัน ทําการถายสวนผสมท่ีไดลงใน NucleoSpin® Blood column 

แลวนําไปปนท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที  จากนัน้ทําการลาง column  2 ครั้ง ดวย buffer BW และ 

buffer B5 ตามลําดับ โดยในการลางแตละครั้งใหนําไปปนท่ี 13,000 rpm นาน 1 นาที ท้ิงสวนของ

สารละลายท่ีผาน column แลว จากนั้นนํา NucleoSpin® Blood column ไปปนท่ี 13,000 rpm นาน     

1 นาที เพ่ือกําจัดสวนของ ethanol ท่ีเหลือใหหมดไป หลังจากนั้นทําการลาง DNA ออกจาก column 

ดวย elution buffer BE ปรมิาณ 50 µl แลวบมท่ีอุณหภูมิหอง นาน 1 นาที  นาํไปปนท่ี 13,000 rpm 

นาน 1 นาที แลวนาํสารละลาย DNA ท่ีไดกลับไปใสใน column อีกครั้ง บม 1 นาที แลวปนท่ี 13,000 

rpm นาน 1 นาที ระวังการปนเปอนระหวางตัวอยาง และนําตัวอยาง DNA ท่ีสกัดไดเก็บท่ี -20°C 

จนกวาจะนํามาใช   

 

6.2  การเพ่ิมปรมิาณ DNA (DNA amplification) 

  

       ภายในสารละลาย PCR reaction 20 µl ประกอบไปดวย 1 X PCR buffer (750 mM  

Tris-HCl + 200 mM (NH4)2SO4 + 0.1% Tween 20) (Fermentas) MgCl2 ปรมิาณ 1.5 mM dNTPs 



69 
 
ปรมิาณ 0.2 mM คูไพรเมอร (Harms et al., 2001) อยางละ 0.2 mM   Taq polymerase ปรมิาณ 0.4 U 

และ DNA ปรมิาณ 4 µl หลังจากนั้นจึงทําการเพ่ิมปริมาณ DNA ดวยเครื่องขยายสารพันธุกรรม 

(Biometra T1 Thermocycler) โดยทําการแยกสลาย DNA ท่ีอุณหภูมิ 94°C นาน 3 นาที หลังจากนัน้

จึงเขาสู PCR cycle ซ่ึงประกอบดวยขั้นตอน denaturation ท่ี 94°C นาน 30 วินาที ขั้นตอน annealing 

ท่ี 56°C นาน 30 วนิาที และ extension ท่ี 72°C นาน 30 วินาที จํานวนท้ังหมด 35 รอบ หลังจากนัน้

จึงปลอยใหเกิดกระบวนการ extension ครั้งสุดทาย อีก 7 นาที นาํผลผลิตท่ีไดไป ตรวจสอบโดย

นําไปแยกขนาดดวยวิธี gel electrophoresis ผาน agarose gel เขมขน 1.2% w/v  ในสารละลาย 1 X 

TAE ท่ีแรงเคล่ือนไฟฟาคงท่ี ท่ี 100 โวลต นาน 45 นาที แลวนําไปยอมดวยสารละลาย ethidium 

bromide และสองดูผลภายใตแสง UV   

 

7.  การวิเคราะหลําดับเบส (sequence analysis) 

 

 ทําการเลือกตัวอยางท่ีใหผล PCR positive ในแตละฟารม เพ่ือนํามาวิเคราะหลําดับเบส 

(sequence analysis) ทําการเพ่ิมจาํนวน DNA ในสวนของ capsid (ORF2) ท้ังยีนโดยใชไพรเมอรท่ี

จาํเพาะตอ ORF2 ของ PCV2 (Nawagitgul et al., 2000) ภายในสารละลาย PCR reaction 100 µl 

ประกอบไปดวย 1 X PCR buffer (750 mM Tris-HCl + 200 mM (NH4)2SO4 + 0.1% Tween 20) 

(Fermentas) MgCl2 ปรมิาณ 2 mM  dNTPs ปรมิาณ 0.2 คูไพรเมอรอยางละ 10 µM  Taq polymerase 

ปรมิาณ 1.25 U และ DNA ปรมิาณ 4 µl หลังจากนัน้จงึนาํไปผานกระบวนการเพ่ิมปรมิาณ DNA 

ดวยเครื่องขยายสารพันธุกรรม (Biometra T1 Thermocycler) โดยทําการแยกสลาย DNA ท่ีอุณหภูมิ 

94°C นาน 3 นาที หลังจากนั้นจึงเขาสู PCR cycle ซ่ึงประกอบดวยขั้นตอน denaturation ท่ี 94°C 

นาน 30 วินาที ขั้นตอน annealing ท่ี 52°C นาน 30 วนิาที และ extension ท่ี 72°C นาน 30 วินาที 

จํานวนทั้งหมด 35 รอบ หลังจากนั้นจึงปลอยใหเกิดกระบวนการ extension ครั้งสุดทาย อีก 7 นาที 

นําผลผลิตท่ีไดไปตรวจสอบโดยนําไปแยกขนาดดวยวิธี gel electrophoresis ผาน agarose gel 

เขมขน 1.2% w/v  ในสารละลาย Tris acetate EDTA (1 X TAE ) นาน 60 นาที แลวนําไปยอมดวย

สารละลาย GelSTAR (Camberx) และสองดูผลภายใตแสง UV ดวย UV transilluminator จากนั้นนํา

เจลท่ีมีผลผลิต PCR ไปผานกระบวนการแยก DNA ใหบริสุทธ์ิ (gel purification) ดวย QIAEX II 

Agarose Gel Extraction Kit (QIAGEN) โดยทําตามขั้นตอนท่ีมีในคูมือ แลวทําการสง DNA ไปหา

ลําดบัเบสท่ี First BASE Laboratories Sdn Bhd Malaysia และสวนของ DNA แตละช้ินจะถูกนํามา

ตอเรียงกัน (assembled) โดยใชโปรแกรม SeqMan (DNASTAR) และทําการ alignment capsid gene 

ท้ังสาย เปรยีบเทียบกบัลําดบัเบสของ ORF2-PCV2 ท่ีสะสมในฐานขอมูล GenBank จํานวน 49 
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isolates โดยใชวธิี ClustalW ในโปรแกรม MEGALIGN (DNASTAR) จากนัน้ทําการสราง 

Phylogenetic trees ดวยโปรแกรม MacVector โดยกาํหนดจาํนวนซํ้าของการสราง tree เทากบั 1000 

bootstrap   

 

8.  การวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS ในลูกสุกร 

ในประเทศไทย 

 

ขอมูลท่ีไดจากผลการทดลองเปนขอมูลเชิงคุณภาพ จะถูกนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบเพ่ือหา

ความสัมพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS ในลูกสุกรในประเทศไทย โดยสถิติ

ท่ีใชทดสอบคอื z-test และ chi-square test (χ2) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน (α) 0.05 และ degrees of 

freedom (df) เทากับ 1 โดยทําการวเิคราะหหาความแตกตางระหวางการพบแอนตบิอดตีอ PCV2 

และการเกิดโรค PMWS ในสุกรจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS การวเิคราะหหาความ

แตกตางระหวางการพบเช้ือ PCV2 ในฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS และ ฟารมท่ีไมมีปญหาของ

โรค PMWS และทําการวเิคราะหหาความแตกตางระหวางการพบเช้ือ PCV2 ในตัวอยาง fecal swabs 

และ whole blood แลวนําผลการวิเคราะหท้ังหมดมาวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง PCV2 กับ

ปรากฏการณของโรค PMWS ในลูกสุกรในประเทศไทย 

 

ในขณะท่ีใชคาสถิต ิReceiver operating characteristic (ROC) ในการวิเคราะหเพ่ือ

กาํหนดคา Negative-Positive Cutoff ของชุดตรวจ ORF2 ELISA  
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ผลและวิจารณ 

 

ผล 

 

1.  การเก็บตัวอยาง 

 

 จากการเก็บตัวอยางสุกรจากกลุมท่ีทําการศึกษาคือฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS จํานวน 

11 ฟารม และกลุมควบคุมคือฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS จํานวน 14 ฟารม รวม 25 ฟารม  

แตละกลุมประกอบไปดวยสุกรจํานวน 70 ตัวอยาง รวมท้ังหมด 140 ตัวอยาง โดยฟารมในกลุม

ควบคมุเปนฟารมขนาดกลางและฟารมขนาดใหญท่ีมีจํานวนแมสุกร 500-7,000 ตัว ซ่ึงมีท่ีตั้งอยูใน

ภาคกลาง ภาคตะวนัออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ชวงอายุของสุกรท่ีทําการเก็บตัวอยางคือ 5 

สัปดาห โดยมีระบบการเล้ียงสุกรระยะอนุบาลท้ังแบบ continue และ all in all out  และพบความ

สูญเสียระดับฟารมไมเกิน 4% ในขณะท่ีกลุมท่ีมีปญหาของโรค PMWS เปนฟารมขนาดเล็กและ

ขนาดกลางท่ีมีจํานวนแมสุกร 400-1,500 ตัว ซ่ึงมีท่ีตั้งอยูในภาคกลางและภาคตะวันออก ชวงอายุ

ของสุกรท่ีทําการเก็บตัวอยางคือ 5-10 สัปดาห โดยมีระบบการเล้ียงสุกรระยะอนุบาลแบบ continue 

และพบความสูญเสียระดับฟารม 6-15% และสุกรแสดงอาการของโรค PMWS นอกจากนี้ยังพบ

ปญหาของกลุมอาการอ่ืนรวมดวยเชน โรคเกี่ยวกับระบบทางเดินหายใจ โรคทองเสีย โรค PDNS 

และโรค PRDC ซ่ึงรายละเอียดของตัวอยางและลักษณะฟารมไดแสดงไวในตารางท่ี 2 และ 3  
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ตารางที่ 2  ลักษณะฟารมและตัวอยางสุกรในกลุมควบคุม  

 

ชนิดฟารม ฟารมที่ 
อายุตวัอยาง  

(สัปดาห) 

ขนาดฟารม 

(จํานวนแมสุกร) 

สถานที่ฟารม 

(จังหวัด) 
ประเภทฟารม ระบบการเล้ียงสุกร  

ความสูญเสียระดบั

ฟารม (% Loss) 

PMWS - 1 5 750 ชลบุรี ครบวงจร Continue 2-3% 

PMWS - 2 5 800 ชลบุรี ครบวงจร All in all out 1-2% 

PMWS - 3 5 500 ลพบุรี ครบวงจร Continue 2-3% 

PMWS - 4 5 1,200 สระบุรี ครบวงจร Continue 2-3% 

PMWS - 5 5 1,500 ชัยภูมิ ครบวงจร All in all out 2-3% 

PMWS - 6 5 2,400 ชัยภูมิ ครบวงจร All in all out 2-3% 

PMWS - 7 5 4,000 บุรีรัมย ครบวงจร All in all out 2-3% 

PMWS - 8 5 1,200 สุพรรณบุรี ครบวงจร All in all out 3-4% 

PMWS - 9 5 1,200 สุพรรณบุรี ครบวงจร Continue 3-4% 

PMWS - 10 5 7,000 ชลบุรี ครบวงจร Continue 3-4% 

PMWS - 11 5 1,400 ชลบุรี ครบวงจร Continue 3-4% 

PMWS - 12 5 5,000 ชลบุรี ครบวงจร All in all out 2-3% 

PMWS - 13 5 3,000 ราชบุรี ครบวงจร All in all out 2-3% 

PMWS - 14 5 2,000 ราชบุรี ครบวงจร All in all out 2-3% 

        

 

 
72 



73 
 
 

ตารางที่ 3  ลักษณะฟารมและตัวอยางสุกรในกลุมท่ีมีปญหาของโรค PMWS 

  

ชนิดฟารม ฟารมที่ 
อายุตวัอยาง 

(สัปดาห) 
ขนาดฟารม 

(จํานวนแมสุกร) 
สถานที่ฟารม 

(จังหวัด) 
ประเภทฟารม ระบบการเล้ียงสุกร  

ความสูญเสียระดบั

ฟารม (% Loss) 

PMWS + 15 5 800 ชลบุรี ครบวงจร Continue 7-10% 

PMWS + 16 5 700 ชลบุรี ครบวงจร Continue 8-10% 

PMWS + 17 5 700 ชลบุรี ครบวงจร Continue 7-10% 

PMWS + 18 5 600 ชลบุรี ครบวงจร Continue 6-12% 

PMWS + 19 5 500 ชลบุรี ครบวงจร Continue 8-10% 

PMWS + 20 6 และ 8 400 สุพรรณบุรี ครบวงจร Continue 7-10% 

PMWS + 21  9 และ 10 1,500 ราชบุรี ครบวงจร Continue 15-20% 

PMWS + 22 5 500 นครปฐม ครบวงจร Continue 7-15% 

PMWS + 23 6 700 ราชบุรี ครบวงจร Continue 10-15% 

PMWS + 24 6 750 ราชบุรี ครบวงจร Continue 10% 

PMWS + 25 6 150 นครปฐม ครบวงจร Continue 7-10% 
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2.  ผลการเตรียมไวรัส wild type AcMNPV และ AcMNPV.ORF2  

 

หลังจากทําการเพาะเช้ือไวรสั wild type AcMNPV และ AcMNPV.ORF2 ในเซลลแมลง 

Sf9 จะพบลักษณะพยาธิสภาพ (CPE) (ภาพท่ี 17) ท่ีเดนชัดไดดังนี้ พบ occlusion bodies ภายใน

นิวเคลียสของ Sf9 cells ท่ีถูกทําใหติดเช้ือดวย wild type AcMNPV โดยในวันท่ี 10 dpi พบ 

occlusion bodies มากกวา 80% ซ่ึงแสดงวาเกือบทุกเซลลมีการติดเช้ือไวรัส (ภาพท่ี 17A) ในขณะท่ี 

Sf9 cells ท่ีถูกทําใหติดเช้ือดวย AcMNPV.ORF2 ลักษณะพยาธิสภาพ (CPE) ท่ีพบคือ เซลลมีขนาด

กวางขึ้น โดยพบวานิวเคลียสมีขนาดใหญเกือบเต็มเซลล เนื่องจากไวรัสเขาไปเพ่ิมจํานวนอยูภายใน

และดันไซโตพลาสซึมติดผนังเซลล ตอมาเซลลหยุดการเจริญเติบโตเม่ือเปรียบเทียบกับ  

cell-control พบแกรนูลภายในเซลลเพ่ิมมากขึ้น เกิดลักษณะเซลลแยกออกจากกัน ในท่ีสุดเซลลจะ

แตกสลาย (cell lysis) (ภาพท่ี 17B)     
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A  

B  

C  

 

ภาพที่ 17  ลักษณะพยาธิสภาพ (CPE) เม่ือเซลลแมลงเกิดการติดเช้ือไวรัส wild type AcMNPV และ  

AcMNPV.ORF2 (A) Sf9 cells ท่ีถูกทําใหติดเช้ือดวย wild type AcMNPV พบ occlusion  

bodies (ลูกศรช้ี) ภายในนวิเคลียสของเซลล (B) Sf9 cells ท่ีถูกทําใหติดเช้ือดวย  

AcMNPV.ORF2 ลักษณะ CPE ท่ีพบคือ เซลลมีขนาดกวางขึ้น พบแกรนูลภายในเซลล 

เพ่ิมมากขึ้น (ลูกศรช้ี) เซลลหยุดการเจริญเติบโตเม่ือเปรียบเทียบกับ cell-control เกดิ 

ลักษณะเซลลแยกออกจากกัน ในท่ีสุดเซลลจะแตกสลาย (cell lysis) (C) cell-control มี 

การเจริญเติบโตปกต ิ
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จากการทดสอบ การสังเคราะหโปรตีน ORF2 ของไวรสั AcMNPV.ORF2 ดวยวิธี indirect 

Immunofluorescent assay พบวาใหผลบวกในการทําปฎิกิริยาอิมมูโนฟลูออเรสเซนตระหวาง ORF2 

antigen กบั anti-PCV2 monoclonal antibody (MAb) (Lekcharoensuk et al., 2004) ซ่ึงเปน

แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอโปรตีน ORF2 ของ PCV2 และ MAb ดังกลาวไมทําปฏิกิริยากับ

แอนติเจนของไวรัส wild type AcMNPV (ภาพท่ี 18) จากนั้นวัดปริมาณไวรัสดวยวิธี plaque assay 

พบวาไวรสั wild type AcMNPV มีปรมิาณ 1.7 X 107 pfu/ml สวนไวรัส AcMNPV.ORF2 มีปรมิาณ 

4.1 X 107 pfu/ml 

 

A  

 

B  

                 

ภาพที่ 18  การทํา indirect Immunofluorescent assay เพ่ือทดสอบการสังเคราะหโปรตีน ORF2 ของ 

ไวรสั AcMNPV.ORF2 (A) Sf9 cells ท่ีติดเช้ือไวรัส AcMNPV.ORF2 (B) Sf9 cells ท่ีติด

เช้ือไวรัส wild type AcMNPV  
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3.  การเตรียมแอนติเจนสําหรับ ORF2 ELISA   

 

 ทําให High five cells ติดเช้ือดวยไวรัส wild type AcMNPV และ AcMNPV.ORF2 ปรมิาณ 

8 MOI แลวทําการเก็บไวรัสในช่ัวโมงท่ี 72 เม่ือพบ CPE ของเซลลท่ีมีการติดเช้ือไวรัส

AcMNPV.ORF2 และเม่ือพบการสรางผลึกโปรตนี (occlusion bodies) ของไวรสั wild type 

AcMNPV เซลลแมลงจะทําการสังเคราะหโปรตีน ORF2 และโปรตีนของไวรัส AcMNPV (WT) 

ออกมา ทําการทดสอบการแสดงออกของโปรตนีดวยวิธี sodium dodesyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) และทําการยอมสีโปรตีนดวย Coomassie brilliant blue ผลการ

วิเคราะหแยกโปรตีนพบแถบโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 30 kDa ซ่ึงเปนแถบโปรตีนท่ีไมพบใน

ไวรสั wild type AcMNPV (ภาพท่ี 19) และสอดคลองกบัผลการทดลองของ Nawagitgul และคณะ 

(2000)  

 

 

 

 

ภาพที่ 19  การทดสอบการแสดงออกของโปรตนี ORF2 และ WT ดวยวิธี SDS-PAGE  

  ชอง M คอื แถบโปรตีนมาตรฐาน (standard molecular mass) ชองท่ี 1-7 คือโปรตีน  

  ORF2 (ลูกศรช้ี) ขนาด 30 kDa โปรตีน ORF2 ท่ีทําการเจอืจางอัตราสวน 1:5  

  โปรตีน ORF2 ท่ีทําการเจือจางอัตราสวน 1:10 โปรตีน WT โปรตีน WT ท่ีทําการ 

  เจอืจางอัตราสวน 1:5 โปรตีน WT ท่ีทําการเจือจางอัตราสวน 1:10 และแถบโปรตีน 

  ของเซลลควบคมุ ตามลําดบั 

30 kDa 

ORF2 ORF2 ORF2 WT WT WT 
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ในการเตรียมโปรตีนสําหรับ coat ELISA plate นั้น โปรตีน ORF2 และโปรตีน WT ใน 

High Five cells จะถูกทําใหมีความบริสุทธ์ิขึ้น โดยการปนดวยความเร็วสูงมากผานสารละลาย 

sucrose ซ่ึงจะใชเปน positive antigen (ORF2 Ag) และ negative antigen (WT Ag) และวัดความ

เขมขนของโปรตีนท้ังสอง พบวาโปรตีนของ ORF2 Ag มีความเขมขน 1.873 mg/ml และ WT Ag 

โปรตนีมีความเขมขน 1.48 mg/ml และทดสอบการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE พบ

แถบโปรตนี ORF2 ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 30 kDa ซ่ึงเปนแถบโปรตีนท่ีไมพบในไวรสั wild type 

AcMNPV (ภาพท่ี 20A) และมีความจําเพาะเปนอยางสูงตอ swine anti-PCV2 hyperimmune sera 

เม่ือทําการทดสอบดวยวิธี Western blot assays (ภาพท่ี 20B)   

 

 

              

 

ภาพที่ 20  การวิเคราะหโปรตีน ORF2 และ WT ท่ีถูกทําใหแสดงออกในเซลลแมลง ดวยวิธี  

     SDS-PAGE (A) และวธิี Western blot assays (B) ชอง M คอื แถบโปรตีนมาตรฐาน   

(standard molecular mass) และชอง 1-3 คือ โปรตีน ORF2 หลังจากผานการปนดวย

ความเรว็สูงผาน sucrose (ลูกศรช้ี) ขนาด 30 kDa โปรตีนจากไวรัส AcMNPV.ORF2 

กอนท่ีจะผานการปนดวยความเร็วสูงผาน sucrose และโปรตีน WT หลังจากผานการปน

ดวยความเร็วสูงผาน sucrose ตามลําดบั ภาพ B แสดงถึงความจาํเพาะของโปรตนี ORF2 

ในชอง 1 และ 2 ตอ swine anti-PCV2 hyperimmune sera (ลูกศรช้ี) ในขณะท่ีโปรตีน 

WT ใน ชอง 3 ไมปรากฏแถบโปรตนี  

 

WT 

WT 

ORF2 ORF2 

ORF2 ORF2 
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4.  การตรวจหาแอนติบอดตีอเชื้อ PCV2 ดวยวิธี ORF2 ELISA 

 

4.1  การทดสอบซีรัมสุกรดวยวิธี ORF2 ELISA 

 

       จากการหาความเขมขนท่ีเหมาะสมโดยใชวิธี checkerboard titration พบวาความเขมขน

ของ ORF2  และ WT antigen ท่ีเหมาะสมคือ 1:1000 และ 1:800 ตามลําดับ และความเขมขนท่ี

เหมาะสมของ conjugate (anti-pig IgG-HRP) คอื 1:4000 ในขณะท่ีความเขมขนท่ีเหมาะสมของ

ตัวอยางซีรัมสุกรคือ 1:100 สวนความเขมขนของซีรัมควบคมุบวก (positive control) และซีรัม

ควบคมุลบ (negative control) ท่ีเหมาะสมคือ 1:4000 และ 1:100 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา

ชวงเวลาในการบม antigen ท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 48 ช่ัวโมง และหลังจากทําการทดสอบซีรัมสุกรดวย

วิธี ORF2 ELISA ตามความเขมขนของสารละลายท่ีเหมาะสมดงักลาวขางตน พบวา คา S/P ratio มี

คาคอนขางคงท่ีเม่ือทําการทดสอบซํ้า       

 

 4.2  การกาํหนดคา Cutoff 

 

        เม่ือทําการวิเคราะหคา S/P ratio ของซีรมัสุกรจากฟารมตางๆในประเทศไทย พบวา 

ซีรมัลบมีคา S/P ratio ของตัวอยางซีรัมสุกร ต่ําสุดคือ - 0.016 และสูงสุดคือ 0.249 ในขณะท่ีซีรัม

บวกมีคา S/P ratio ของตัวอยางซีรัมสุกร ต่ําสุดคือ 0.127 และสูงสุดคือ 2.604 และหาจุดตัดของคา 

cutoff ท่ีเหมาะสมจากการเปรยีบเทียบผลของ S/P ratio ของซีรัมลบและบวกท่ีไดจากชุดตรวจสอบ 

ORF2 ELISA  และ SERELISA® PCV2 พบวาคา cutoff  ของชุดตรวจสอบ ORF2 ELISA คอื 0.2 

(ภาพท่ี 21) ดังนั้นตัวอยางซีรัมสุกรท่ีมีคา S/P ratio นอยกวาหรือเทากับ 0.2 จะอานวาเปนผลลบ 

สวนตัวอยางซีรัมสุกรท่ีมีคา S/P ratio มากกวา 0.2 จะอานวาเปนผลบวก และจากการทดสอบซีรมั

สุกรท้ังหมด 400 ตัวอยาง พบซีรัมบวกจํานวน 329 ตัวอยาง และซีรัมลบจํานวน 71 ตัวอยาง (ตาราง

ท่ี 4) เม่ือทําการทดสอบความสามารถของชุดตรวจ ORF2 ELISA พบวามีคาความถูกตองในการ

ตรวจวินิจฉัย (accuracy) 94.75% คาความจาํเพาะในการวนิจิฉยัเช้ือ PCV2 (DSP) 93.10%  และคา

ความไวในการตรวจวินิจฉัย (DSN)  95.03%  

 

 

 

 

0.2 
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ภาพที่ 21  กราฟแสดงการแจกแจงความถ่ีของซีรมัท่ีใหผลบวก (n = 342) และใหผลลบ (n = 58)  

    เม่ือทดสอบโดยชุดตรวจสอบ SERELISA® PCV2 และคา natural log ของ S/P ratio เม่ือ

    ทดสอบดวยวิธี ORF2 ELISA ซ่ึงพบจุดตัดของคา cutoff ท่ีเหมาะสมคือ log -1.5 หรอื 

    S/P ratio 0.2 (ลูกศรช้ี)  

 

ตารางที่ 4  การเปรยีบเทียบผลการทดสอบการจําแนกซีรัมบวกและลบ จํานวน 400 ตัวอยาง   

                  ดวยวิธี ORF2 ELISA และวธีิมาตรฐาน SERELISA® PCV2 

 

ORF2 ELISAA 

 

SERELISA® PCV2 

ซีรัมบวก                             ซีรัมลบ                                   รวม 

 

ซีรัมบวก                            325                                    4                                          329 

ซีรัมลบ                               17                                   54                                            71 

รวม                                    342                                  58                                         400 

 

  

หมายเหตุ  A ORF2 ELISA มีคา cutoff ท่ี 0.2 และมีคา accuracy DSP และ DSN เทากับ 94.75% 

        93.10% และ 95.03% ตามลําดบั  
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4.3  ความชุกของการติดเช้ือ PCV2 (seroprevalence) ในซีรัมสุกรจากฟารมท่ีมีและไมมี

ปญหาของโรค PMWS   

       

       ภายหลังจากการกาํหนดคา cutoff และการประเมินคณุภาพ ของ ORF2 ELISA จึงทํา

การทดสอบซีรัมสุกรจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS และฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS 

ท้ังหมด 140 ตัวอยาง พบแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 123 ตัวอยาง (87.86%) โดยพบความชุกของการ

ติดเช้ือ PCV2 (seroprevalence) ในซีรัมสุกรท้ังสองกลุม โดยฟารมในกลุมควบคุมพบระดับ

แอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอเช้ือ PCV2 94.29% สวนฟารมในกลุมท่ีทําการศึกษาซ่ึงเปนฟารมท่ีมี

ปญหาของโรค PMWS พบระดับแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตอเช้ือ PCV2 81.43% (ตารางท่ี 5) และ

มีคา S/P ratio แสดงในตารางท่ี 6 เม่ือทําการวเิคราะหหาความแตกตางระหวางการพบแอนตบิอดตีอ 

PCV2 และการเกิดโรค PMWS ในสุกรจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS พบวาความชุก

ของการติดเช้ือ PCV2 ระหวางฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS มีความแตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (z = 2.07, P < 0.05)   

 

ตารางที่ 5  แสดงความชุกของการติดเช้ือ PCV2 (seroprevalence) ในซีรัมสุกรจากฟารมท่ีไมมี   

     ปญหาของโรค PMWS (PMWS-) และฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS (PMWS+) 

 

ชนิดฟารม 
ORF2 ELISA 

ซีรัมบวก   ซีรัมลบ             รวม   Seroprevalence 

PMWS – 66 4 70 94.29% 

PMWS + 57 13 70 81.43% 

รวม 123 17 140 87.86% 
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ตารางที่ 6  คา S/P ratio ของซีรัมท่ีไดจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS 

 

ชนดิฟารม ฟารมท่ี ตัวอยางท่ี S/P ratio ผล 

PMWS- 1 1 1.539 + 

  2 0.546 + 

  3 0.340 + 

  4 0.590 + 

  5 1.330 + 

PMWS- 2 6 0.930 + 

  7 0.865 + 

  8 0.532 + 

  9 0.615 + 

  10 0.696 + 

PMWS- 3 11 1.588 + 

  12 1.012 + 

  13 0.202 + 

  14 1.565 + 

  15 0.330 + 

PMWS- 4 16 0.581 + 

  17 0.484 + 

  18 0.559 + 

  19 1.133 + 

  20 0.284 + 

PMWS- 5 21 1.404 + 

  22 0.725 + 

  23 1.143 + 

  24 1.449 + 

  25 0.791 + 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 

 

ชนดิฟารม ฟารมท่ี ตัวอยางท่ี S/P ratio ผล 

PMWS- 6 26 0.732 + 

  27 0.647 + 

  28 0.904 + 

  29 0.221 + 

  30 1.216 + 

PMWS- 7 31 0.651 + 

  32 1.356 + 

  33 1.087 + 

  34 0.991 + 

  35 0.813 + 

PMWS- 8 36 1.738 + 

  37 1.271 + 

  38 1.252 + 

  39 0.637 + 

  40 0.297 + 

PMWS- 9 41 1.318 + 

  42 0.783 + 

  43 0.795 + 

  44 0.831 + 

  45 0.667 + 

PMWS- 10 46 0.213 + 

  47 0.097 - 

  48 0.159 - 

  49 0.061 - 

  50 0.288 + 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 

 

ชนดิฟารม ฟารมท่ี ตัวอยางท่ี S/P ratio ผล 

PMWS- 11 51 1.208 + 

  52 0.439 + 

  53 0.103 - 

  54 0.354 + 

  55 1.100 + 

PMWS- 12 56 1.078 + 

  57 1.875 + 

  58 1.815 + 

  59 1.612 + 

  60 0.815 + 

PMWS- 13 61 1.155 + 

  62 0.515 + 

  63 1.233 + 

  64 0.404 + 

  65 1.129 + 

PMWS- 14 66 1.714 + 

  67 0.713 + 

  68 1.166 + 

  69 1.238 + 

  70 0.573 + 

PMWS+ 15 71 1.411 + 

  72 1.316 + 

  73 0.206 + 

  74 0.911 + 

  75 1.046 + 

 

 



85 
 
ตารางที่ 6  (ตอ) 

 

ชนดิฟารม ฟารมท่ี ตัวอยางท่ี S/P ratio ผล 

PMWS+ 16 76 0.391 + 

  77 2.267 + 

  78 2.005 + 

  79 0.330 + 

  80 0.557 + 

PMWS+ 17 81 0.228 + 

  82 0.095 - 

  83 0.148 - 

  84 0.126 - 

  85 0.185 - 

PMWS+ 18 86 0.111 - 

  87 1.872 + 

  88 1.476 + 

  89 1.539 + 

  90 1.422 + 

PMWS+ 19 91 1.587 + 

  92 0.796 + 

  93 0.018 - 

  94 0.783 + 

  95 1.399 + 

PMWS+ 20 96 1.123 + 

  97 0.241 + 

  98 1.011 + 

  99 0.896 + 

  100 1.263 + 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 

 

ชนดิฟารม ฟารมท่ี ตัวอยางท่ี S/P ratio ผล 

PMWS+ 20 101 0.629 + 

  102 0.391 + 

  103 0.284 + 

  104 0.146 - 

  105 0.325 + 

PMWS+ 21 106 0.231 + 

  107 0.198 - 

  108 0.617 + 

  109 0.059 - 

  110 0.363 + 

  111 0.188 - 

  112 0.157 - 

  113 1.766 + 

  114 0.060 - 

  115 0.538 + 

PMWS+ 22 116 0.447 + 

  117 0.547 + 

  118 0.473 + 

  119 0.454 + 

  120 0.454 + 

PMWS+ 23 121 0.368 + 

  122 0.121 - 

  123 1.629 + 

  124 1.507 + 

  125 0.652 + 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 

 

ชนดิฟารม ฟารมท่ี ตัวอยางท่ี S/P ratio ผล 

PMWS+ 24 126 1.038 + 

  127 1.032 + 

  128 0.729 + 

  129 1.798 + 

  130 0.705 + 

  131 1.734 + 

  132 1.422 + 

  133 0.606 + 

  134 1.586 + 

  135 1.677 + 

PMWS+ 25 136 0.741 + 

  137 1.208 + 

  138 0.824 + 

  139 1.336 + 

  140 0.685 + 

 

5.  การตรวจหา PCV2 ดวยวิธี PCR   

 

PCV2 DNA ท่ีแยกไดจากตัวอยาง whole blood และ fecal swabs จากฟารมท่ีไมมีปญหา

ของโรค PMWS และฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS จะถูกเพ่ิมปรมิาณ ดวยวิธี PCR โดยใช PCV2 

specific primer และผลการวิเคราะหท้ังหมดไดแสดงในตารางท่ี 7 และตวัอยางภาพ PCV2 DNA ท่ี

ตรวจไดจาก whole blood และ fecal swabs ดวยวิธี PCR แสดงในภาพท่ี 22 โดยพบ PCV2 DNA 

ปรากฏในสุกรจากฟารมท้ังสองกลุม แตพบในสัดสวนท่ีแตกตางกนั โดยพบตัวอยางท่ีใหผลบวก

ท้ังหมด 52 ตัวอยาง จากตัวอยางท้ังหมด 140 ตัวอยาง และพบวาสามารถตรวจพบ PCV2 DNA ได

ในตัวอยาง fecal swabs จํานวน 40 ตัวอยาง ในขณะท่ีตรวจพบ PCV2  DNA ในตัวอยาง whole 

blood จํานวน 40 ตัวอยาง และสามารถตรวจพบ PCV2 DNA ไดในตัวอยางท้ังสองชนิดจํานวน 27 

ตัวอยาง โดยฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS พบวาใหผล PCR positive 47 จากท้ังหมด 70 ตัวอยาง 
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(67.14%) สวนฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWSใหผล PCR positive 5 จากท้ังหมด 70 ตัวอยาง 

(7.14%) เม่ือทําการวเิคราะหทางสถิตเิพ่ือหาความแตกตางระหวางการพบเช้ือ PCV2 DNA ในสุกร

จากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิต ิ 

(x2 = 53.96, df = 1, P < 0.01)   

 

ผลการตรวจหา PCV2 DNA จากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWSพบ PCV2 DNA ใน

ตัวอยาง fecal swabs จํานวน 5 จาก 70 ตัวอยาง (7.14%) ในขณะท่ีไมพบการปรากฏของ PCV2 

DNAในตัวอยาง whole blood เม่ือทําการวเิคราะหทางสถิตเิพ่ือหาความแตกตางระหวางการพบเช้ือ 

PCV2 DNA ในตัวอยางท้ังสองชนิดพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (x2 = 5.18, df 

= 1, P < 0.05)  

 

สวนฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS พบ PCV2 DNA ในตัวอยาง whole blood จํานวน 40 

ตัวอยาง (57.17%) และพบ PCV2 DNA ในตัวอยาง fecal swabs จํานวน 35 ตัวอยาง (50%) เม่ือทํา

การวเิคราะหทางสถิตเิพ่ือหาความแตกตางระหวางการพบเช้ือ PCV2 DNA ในตัวอยางท้ังสองชนิด

พบวาไมมคีวามแตกตางกนัทางสถิต ิ(x2 = 3.83, df = 1, P > 0.05) และเม่ือทําการจําแนกตัวอยางท่ี

พบ PCV2 DNA ตามอายุของสุกรจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS จากผลการศึกษาในครัง้นี้

ช้ีใหเห็นวาการปรากฏของเช้ือ PCV2 ในตัวอยางท้ังสองชนิด ขึ้นอยูกับชวงอายุของสุกร โดยพบวา

สามารถตรวจพบ PCV2 DNA ในสุกรท่ีมีอายุ 5 6 และ 8-10 สัปดาห ได 43.3% 76% และ 100% 

ตามลําดบั (ตารางท่ี 8) 

  

นอกจากนี้ยังไดทําการทดลองเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณไวรัส (viral load) อยางคราวๆใน

ตัวอยาง fecal swabs จากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ท่ีใหผล PCR positive ท้ัง 5 ตัวอยาง 

จาก 2 ฟารม คอืฟารมท่ี 8 และ 10 สวนฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ทําการสุมตัวอยางท่ีใหผล 

PCR positive จํานวน 5 ตัวอยาง จาก 5 ฟารม คอืฟารมท่ี 17 19 20 21 และ 24 พบ PCV2 DNA ใน

ทุกตัวอยางของ fecal swabs ท่ีสุมมาจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ท่ีระดับความเจือจาง

ในชวง 10-3-10-7 เทา ในขณะท่ีตัวอยาง fecal swabs จากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS 2 

ตัวอยางจากฟารมท่ี 8 พบ PCV2 DNA ท่ีระดับความเจือจางมากสุดเพียง 10-1 เทา ในขณะท่ี 3 

ตัวอยางท่ีเหลือจากฟารมท่ี 10 พบ PCV2 DNA ท่ีระดับความเจือจาง 10-1 10-3 และ 10-6 เทา 

ตามลําดับ ดังนั้นปริมาณไวรัสในตัวอยางจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS นาจะสูงกวาฟารมท่ี

ไมมีปญหาของโรค PMWS (ตารางท่ี 9 และภาพท่ี 23)   
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ตารางที่ 7  ผลการตรวจ PCV2 DNA จากตวัอยาง whole blood และ fecal swabs จากฟารมท่ีไมมี 

     ปญหาของโรค PMWS (PMWS-) และฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS (PMWS+) 

 

ชนิดตัวอยาง ผล PCR  ชนิดฟารม รวม 

 PMWS -  PMWS +  

Fecal swabs    ลบ 65 35 100 

    บวก   5  

(7.14%) 

35  

(50%) 

 40 

รวม  70 70 140 

Whole blood   ลบ 70 30 100 

   บวก    0  

(0%) 

40  

(57.14%) 

  40 

รวม  70 70 140 

 

 

 

 

ภาพที่ 22  การแยกผลผลิต PCR ของ PCV2 DNA ท่ีมีขนาด 356 bp ดวยวิธี gel electrophoresis  

     ชอง M คอื แถบ DNA มาตรฐาน (DNA marker) ชอง N คอื Negative control ชอง P คอื  

    Positive control สวนชองท่ี 1 3 4 7 9 10 11 และ 12 คือตัวอยางท่ีใหผลบวก และ ชองท่ี 2 

    5 6 และ 8 คือตัวอยางท่ีใหผลลบ 

356 bp 
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ตารางที่ 8  ผลการตรวจ PCV2 DNA ดวยวิธี PCR จําแนกตามอายุสุกรจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค 

PMWS  

 

                          อายุสุกร (สัปดาห)         รวม 

 

 

       5               6               8               9               10 

 

จํานวนตัวอยางทั้งหมด            30            25              5                5                5                   70  

 

 จํานวนตัวอยางที่พบ               13            19              5                5                5                   47 

      PCV2 DNA                 

%  PCR- positive                 43.3            76          100            100            100                 67.14 

 

ตารางที่ 9  ปรมิาณไวรสั (viral load) ใน fecal swabs จากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS     

     (PMWS-) และฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS (PMWS+) 

 

 

ชนิดฟารม    ฟารมที่   ตัวอยาง          

ระดบัการเจือจาง PCV2 DNA 

10-1 10-2 

 

10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8  

 

 

 

PMWS - 

 

   8           F37 

   8           F40 

+ - - - - - - - 

+ - - - - - - - 

   10         F47 

   10         F49 

   10         F50 

+ - - - - - - - 

+ + + + + + - - 

+ + + - - - - - 

 

 

PMWS + 

 

   17         F84 + + + + + - - - 

   19         F91 + + + + + - - - 

   20         F103 + + + - - - - - 

   21         F114 + + + + + + + - 

   24         F132 + + + - - - - - 
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ภาพที่ 23  ปรมิาณไวรสั (viral load) ใน fecal swabs ของสุกรจากฟารมท่ีไมมีปญหาของ 

                 โรค PMWS (PMWS-) และฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS (PMWS+) ชอง M คอื แถบ  

     DNA มาตรฐาน (DNA marker) ชอง N คอื Negative control ชอง P คอื Positive control 

     สวนชองท่ี 1-9 คือ ตัวอยาง PCV2 DNA (ของตวัอยางหมายเลข F37 จากฟารมท่ี 8) ท่ี

     ใหผลบวกจากฟารม PMWS- ทําการเจอืจาง 10-fold serial dilution ดวย H2O ตั้งแต  

     100 -10-8 โดยพบวาสามารถทําการเจอืจาง PCV2 DNA ไดมากสุดเพียง 10-1 เทา สวนชอง

     ท่ี 10-18  คือตัวอยาง PCV2 DNA (ของตวัอยางหมายเลข F114 จากฟารมท่ี 21) ท่ีใหผล

     บวกจากฟารม PMWS+ ทําการเจอืจาง 10-fold serial dilution ดวย H2O ตั้งแต 100 – 10-8 

     โดยพบวาสามารถพบ PCV2 DNA ท่ีระดับความเจือจางมากท่ีสุด 10- 7 เทา  

 

 

 

 

 

 

 

 

356 bp 

 

PMWS + PMWS - 
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7.  การวิเคราะหลําดับเบส (sequence analysis) 

 

 หลังจากทําการตรวจหา PCV2 DNA ดวยวิธี PCR ตอมาจึงทําการสุมตัวอยางท่ีใหผลบวก

ในการทดสอบ PCR จํานวนหนึ่งตัวอยางจากแตละฟารม เพ่ิมจํานวน ORF2 DNA (ภาพท่ี 24) เพ่ือ

นํามาวิเคราะหลําดับเบส โดยการทดลองครั้งนี้สามารถอานลําดับเบสของ ORF2_PCV2 DNA ได 

10 isolates จากฟารมท้ังสองกลุม สามารถหาลําดบัเบสจากฟารมท่ีมปีญหาของโรค PMWS ได 9 

isolates สวนฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS สามารถหาลําดบัเบสไดเพียง 1 isolate (ตารางท่ี 

10) เนื่องจากมีปริมาณ PCV2 DNA ในตัวอยางนอยมาก นําสวนของ ORF2 DNA (capsid gene) ท้ัง 

10 isolates มาทําการ alignment เปรยีบเทียบกบัลําดบัเบสของ ORF2_PCV2 ท่ีสะสมในฐานขอมูล 

GenBank จํานวน 49 isolates เพ่ือใชในการเปรียบเทียบและสรางแผนผังตนไม ซ่ึงมีรายละเอียดของ

แตละ isolates แสดงไวในตารางท่ี 11 และเม่ือทําการศึกษาถึงความใกลชิดในลําดับเบส (nucleotide 

identity) พบวา ORF2_PCV2 ท้ัง 10 isolates ท่ีไดจากการศึกษาในครั้งนี้มีความใกลชิดกันใน 

ลําดบัเบส 92.4-99.5% นอกจากนี้ยังพบวา ORF2_PCV2 (THKUF49) ซ่ึงจําแนกไดจากฟารมท่ีไมมี

ปญหาของโรค PMWS และ ORF2_PCV2 (THKUB98 และ THKUL16) ซ่ึงจําแนกไดจากฟารมท่ีมี

ปญหาของโรค PMWS มีความใกลชิดกันมากท่ีสุดและถูกจัดอยูในกลุมเดียวกัน โดย THKUF49 มี

ความเหมือนกันในลําดับเบสกับ THKUB98 และ THKUL16  99.5% และ 99.1% ตามลําดบั 

 

  

 

ภาพที่ 24  การแยกผลผลิต PCR ของ ORF2_PCV2 DNA ท่ีมีขนาด 699 bp ดวยวิธี gel     

     electrophoresis ชอง M คอื แถบ DNA มาตรฐาน (DNA marker) ชอง N คอื Negative 

     control สวนชองท่ี 1-4 คือตัวอยางท่ีใหผลลบ และชองท่ี 5-10 คือตัวอยางท่ีใหผลบวก  

699 bp 

 



93 
 
ตารางที่ 10  การจาํแนก PCV2 จํานวน 10 isolates จากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS จาก

       การศึกษาในครั้งนี ้

 

ชนิด isolates ชนิดฟารม สถานที ่ สายพันธุไวรัส 

THKUB85 

THKUB95 

THKUB132 

THKUB115 

THKUSP 

THKUB136 

THKUL74 

THKUB98 

THKUL16 

THKUF49 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS + 

PMWS – 

ชลบุรี 

ชลบุรี 

ราชบุรี 

ราชบุรี 

ราชบุรี 

นครปฐม 

นครปฐม 

สุพรรณบุร ี

ชลบุรี 

ชลบุรี 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 

PCV2 group 1 
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ตารางที่ 11  การจาํแนก PCV2 จํานวน 49 isolates จากฐานขอมูล GenBank ท่ีใชในการ  

                    เปรียบเทียบและสรางแผนผังตนไม 

 

ลําดับที ่
Accession 

number 

สายพันธุ 

(Group และ Cluster) 
ประเทศที่พบไวรัส ลักษณะสุกร 

1 AY699796 PCV1 สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

2 EU148504 PCV3 เดนมารค Healthy 

3 EU148505 PCV3 เดนมารค Healthy 

4 AY885225 PCV2 (1A/B) ไตหวัน PMWS 

5 EF990644 PCV2 (1A/B) เบลเยียม ไมมีขอมูล 

6 EF452360 PCV2 (1A/B) สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

7 DQ629121 PCV2 (1A/B) สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

8 AF201311 PCV2 (1A) ฝรั่งเศส PMWS 

9 AF055393 PCV2 (1A/B) ฝรั่งเศส ไมมีขอมูล 

10 AY484412 PCV2 (1A) เนเธอรแลนด Healthy 

11 AY613854 PCV2 (1A) จีน PMWS 

12 AY484408 PCV2 (1A) เนเธอรแลนด Healthy 

13 AY322002 PCV2 (1A) ฝรั่งเศส Healthy 

14 AY484416 PCV2 (1A) เนเธอรแลนด PMWS 

15 AY484407 PCV2 (1B) เนเธอรแลนด Healthy 

16 AY322000 PCV2 (1A) ฝรั่งเศส PMWS 

17 AY322001 PCV2 (1A) ฝรั่งเศส Healthy 

18 AY651850 PCV2 (1A) จีน PMWS 

19 AY256457 PCV2 (1A) ฮงัการ ี PMWS 

20 DQ856581 PCV2 (1A/B) บราซิล Respiratory disorders 

21 AY678532 PCV2 (1B) จีน PMWS 

22 EF467928 PCV2 (1A/B) จีน ไมมีขอมูล 

23 EF524523 PCV2 (1A/B) จีน ไมมีขอมูล 

24 AY556477 

 

PCV2 (1C) 

 

จีน PMWS 
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ตารางที่ 11  (ตอ)  

 

ลําดับ

ที่ 

Accession 

number 

สายพันธุ 

(Group และ Cluster) 
ประเทศที่พบไวรัส ลักษณะสุกร 

25 AY181946 PCV2 (1C) จีน PMWS 

26 AY556473 PCV2 (1C) จีน PMWS 

27 AY484410 PCV2 (1C) เนเธอรแลนด Healthy 

28 AY864814 PCV2 (1C) ไทย ไมมีขอมูล 

29 AB072302 PCV2 (2A) ญี่ปุน PMWS 

30 AY556474 PCV2 (2) จีน PMWS 

31 AY256459 PCV2 (2C) ฮงัการ ี PMWS 

32 AF201310 PCV2 (2C) สเปน PMWS 

33 EF371551 PCV2 (2) สวเีดน ไมมีขอมูล 

34 AF201307 PCV2 (2) เยอรมนี PMWS 

35 EF452366 PCV2 (2) สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

36 AY672600 PCV2 (2) เกาหลีใต ไมมีขอมูล 

37 AF454546 PCV2 (2E) เกาหลีใต PDNS 

38 AF118097 PCV2 (2E) แคนาดา PMWS 

39 AY325495 PCV2 (2E) แอฟรกิาใต PMWS 

40 AF264039 PCV2 (2E) สหรฐัอเมรกิา PMWS 

41 EF452364 PCV2 (2) สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

42 AB072303 PCV2 (2E) ญี่ปุน PMWS 

43 AJ223185 PCV2 (2) สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

44 AF264042 PCV2 (2E) สหรฐัอเมรกิา PMWS 

45 AF055391 PCV2 (2) สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

46 AF264043 PCV2 (2D) สหรฐัอเมรกิา PMWS 

47 DQ870484 PCV2 (2) สหรฐัอเมรกิา ไมมีขอมูล 

48 AY322004 PCV2 (2D) ฝรั่งเศส Healthy 

49 AY256458 PCV2 (2D) ฮงัการ ี PMWS 
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 ทําการ alignment capsid gene ท้ังสายของ ORF2_PCV2 จํานวน 10 isolates เปรียบเทียบกับ

ลําดบัเบสของ 4 สายพันธุอางอิง (reference strains) ซ่ึงประกอบดวย AF201311 (1A) AY484407 

(1B) AY864814 (1C) และ AF201307 (2) ทําการจาํแนก Group และ Cluster ของ PCV2 โดยอาศัย

ความแตกตางในลําดบั nucleotide ท่ี 262-267 ซ่ึง PCV2 group 1A หรอื 1B มีลําดบัเบสเปน 

CCCCGC สวน PCV2 group 1C มีลําดบัเบสเปน CCCCTC และ PCV2 group 2 มีลําดบัเบสเปน 

AAAATC (Au et al., 2007) (ภาพท่ี 25) พบวา ORF2-PCV2 ท้ัง 10 isolates ถูกจําแนกอยูใน PCV2 

group 1 โดย 3 isolates คอื THKUF49 THKUL16 และ THKUB98 มีลําดับเบสซ่ึงเปน consensus 

ของ cluster 1C สวนอีก 7 isolates จัดอยูใน cluster 1A/B คอื THKUL74  THKUB115  THKUB132  

THKUB95  THKUB85  THKUSP  และ THKUB136 (ตารางท่ี 12) 

 
Majority        CCCCCAGGAGGGGGCTCAAACCCCCGC
                ---------+---------+---------+---------+ 

TCTGTGCCCTTTG 

                         250       260       270       280 
                ---------+---------+---------+---------+ 
AF201307-2.seq  .....G........GA.C...AAAATC...A.A.......         
AF201311-1A.seq .....................CCCCGC.............         
AY484407-1B.seq .....................CCCCGC.............         
AY864814-1C.seq .....................CCCCTC.............         
THKUB85.seq     .....................CCCCGC.............         
THKUB95.seq     .....................CCCCGC.............         
THKUB98.seq     .....................CCCCTCA............         
THKUB115.seq    .....................CCCCGC.............         
THKUB132.seq    .....................CCCCGC.............         
THKUB136.seq    .....................CCCCGC.............        
THKUF49.seq     .....................CCCCTCA............         
THKUL16.seq     .....................CCCCTCA............        
THKUL74.seq     .....................CCCCGC.............        
THKUSP.seq      .....................CCCCGC.............         

 

ภาพที่ 25   การ alignment capsid gene เพ่ือจําแนก Group และ Cluster ของ PCV2 โดยอาศัยความ

     แตกตางในลําดบั nucleotide ท่ี 262-267 โดย PCV2 group 1A หรอื 1B มีลําดบัเบสเปน 

     CCCCGC สวน PCV2 group 1C มีลําดบัเบสเปน CCCCTC และ PCV2 group 2 มีลําดับ

     เบสเปน AAAATC  
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ตารางที่ 12  การจาํแนกสายพันธุของ PCV2 โดยอาศัยความแตกตางในลําดับ nucleotide ท่ี 

                    ตาํแหนง 262-267 บน ORF2 

 

 

หมายเหตุ  A ตวัหนา คอื สายพันธุอางอิง (reference strains)  
        B เม่ือเปรียบเทียบกับสายพันธุอางอิงในกลุมเดียวกัน  
 
 
 
 
 

 

 

 

Accession 

number 

ลําดับ nucleotide 

ที่ตําแหนง 262-267 

Group 

 
สถานที ่ % identityB 

AF201311A  CCCCGC 1A ฝร่ังเศล 100% 

AY484407A  CCCCGC 1B เนเธอรแลนด 100% 

THKUL74 CCCCGC 1A/B นครปฐม 98.9/99.8% 

THKUB115 CCCCGC 1A/B ราชบุรี 98.3/99.2% 

THKUB132 CCCCGC 1A/B ราชบุรี 98.6/99.5% 

THKUB95 CCCCGC 1A/B ชลบุรี    97.2/98.1% 

THKUB85 CCCCGC 1A/B ชลบุรี    98.6/99.5% 

THKUSP CCCCGC 1A/B ราชบุรี 98.9/99.8% 

THKUB136 CCCCGC 1A/B นครปฐม 99.1/100% 

AY864814A CCCCTC 1C ไทย 100% 

THKUF49 CCCCTC 1C ชลบุรี   98.6% 

THKUL16 CCCCTC 1C ชลบุรี   98.9% 

THKUB98 CCCCTC 1C สุพรรณบุร ี 99.1% 

AF201307A  AAAATC 2 เยอรมน ี 100% 
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จากการทํา alignment และสราง Phylogenetic trees เพ่ือศึกษาความสัมพันธระหวาง PCV2  

ท้ัง 10 isolates ท่ีแยกไดจากสุกรท้ังสองกลุม และ PCV2 สายพันธุตางๆท่ีอยูในฐานขอมูล GenBank 

จํานวน 49 isolates โดยมี PCV1 (AY699796) และ PCV3 (EU148504 และ EU148505) เปน  

outgroup (ภาพท่ี 26) พบวา PCV2 isolates ตางๆ ถูกจําแนกเปน 2 กลุมหลัก คือ Group 1 และ 2 โดย 

Group 1 ประกอบดวย PCV2 ท้ังหมดท่ีแยกไดจากการทดลองครั้งนี้ และ PCV2 จํานวน 25 สาย

พันธุท่ีอยูในฐานขอมูล GenBank ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีมีสุขภาพท่ีแตกตางกันออกไป คือ สุกรท่ีมี

สุขภาพดี สุกรท่ีปวยเปนโรค PMWS และสุกรท่ีปวยเปนโรคเกี่ยวกับระบบทางเดินหายใจ ซ่ึงสุกร 

เหลานี้มาจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS จากหลายประเทศ ท้ังในยุโรป อเมริกาเหนือ 

อเมริกาใต และเอเชีย รวมถึงสายพันธุ (AY864814) ท่ีแยกไดจากประเทศไทยกอนหนานี้ และ

ภายใน Group 1 แบงออกเปน 2 subgroup คอื 1A/B และ 1C ในขณะท่ีอีกหนึ่งกลุม คอื Group 2 

ประกอบไปดวย PCV2 จํานวน 21 สายพันธุ ท่ีแยกไดจากสุกรท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS 

และสุกรท่ีปวยเปนโรค PDNS จากหลายประเทศ   

 

พบวา ORF2_PCV2 ท่ีแยกไดจากสุกรในฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ท้ัง 9 isolates 

และ ORF2_PCV2 ท่ีแยกไดจากสุกรในฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ถูกจัดอยูใน PCV2 

group 1 โดยพบวา 7 isolates ท่ีแยกไดจากสุกรในฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ซ่ึงประกอบไป

ดวย THKUL74  THKUB115  THKUB132  THKUB95  THKUB85  THKUSP  และ THKUB136 

จัดอยูใน subgroup 1A/B และมีความใกลชิดกับ สายพันธุ (AY885225) ซ่ึงเปน PCV2 ท่ีแยกไดจาก

ตัวอยาง lymph node ของสุกรท่ีเปนโรค PMWS จากประเทศไตหวัน สวนอีก 3 isolates ซ่ึง

ประกอบดวย THKUF49 THKUL16 และ THKUB98 โดย THKUF49 เปน isolates ท่ีแยกไดจาก

สุกรในฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS สวน THKUL16 กบั THKUB98 เปน isolates ท่ีแยกได

จากสุกรในฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS โดยท้ัง 3 isolates มีความใกลชิดกับ สายพันธุ 

(AY864814) ซ่ึงเปน PCV2 ท่ีแยกไดจากสุกรในประเทศไทยแตไมทราบประวัติของสุกรวามาจาก

ฟารมประเภทใดและเปน isolates ซ่ึงไดถูกจัดอยูใน subgroup 1C (Au et al., 2007)  โดยท้ัง 4 

isolates จากประเทศไทยจะถูกจัดอยูใน cluster เดียวกัน ซ่ึงแยกออกมาจาก PCV2 ใน subgroup 1C 

ของภูมิภาคอ่ืน (ภาพท่ี 27) และเม่ือเปรียบเทียบความใกลชิดของ ORF2 ของ 3 isolates คือ 

THKUF49 THKUL16 และ THKUB98 ท่ีแยกไดจากการทดลองครั้งนี้กับ AY864814 พบวามีความ

เหมือนของลําดบัเบสเทากบั 98.6% 98.9% และ 99.1% ตามลําดบั  
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ภาพที่ 26  ภาพแสดง Phylogenetic tree ของ PCV2 49 isolates ซ่ึงอยูในฐานขอมูล Genbank และ 

ORF2_PCV2 10 isolates ท่ีแยกไดจากการศึกษาในครั้งนี้ โดยมี PCV1 (AY699796) และ 

PCV3 (EU148504 และ EU148505) เปน outgroup  

1A/B 

1C 

PMWS+ PMWS- 
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ภาพที่ 27  ภาพแสดง Phylogenetic tree ของ PCV2 Group 1 โดยภายใน Group 1 แบงออกเปน  

                 2 subgroup คอื 1A/B และ 1C  

 

8.  การวิเคราะหหาความสัมพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS ในลูกสุกร 

ในประเทศไทย 

 

ผลการทดลองท้ังหมดถูกนาํมาวเิคราะหหาความสัมพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณ

ของโรค PMWS ในลูกสุกรในประเทศไทย โดยทําการทดสอบหาความแตกตางระหวางความชุก

1A/B 

1C 
1C / Thailand 

1A/B 

Thailand 

1A/B Tiwan 

1C / China 

1C / Netherlands 
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ของการติดเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS และความแตกตาง

ระหวางการพบ PCV2 DNA ในสุกรจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS พบวา PCV2 มี

ความสัมพันธกับการเกิดโรค PMWS ในสุกรในประเทศไทย โดยฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS 

จะพบ PCV2 DNA มากกวาฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS แตความชุกของการติดเช้ือ PCV2 

จะต่ํากวาฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS (ตารางท่ี 13 และภาพท่ี 28) 

 

ตารางที่ 13  ตารางแสดงความสัมพันธระหวาง PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS ในลูก 

                    สุกรในประเทศไทย 

 

ชนดิฟารม จํานวนตัวอยาง Seroprevalence PCV2 DNA 

ฟารม PMWS- 70 94.29% 7.14% 

ฟารม PMWS+ 70 81.43% 67.14% 

คาสถิต ิ  มีนัยสําคัญ มีนัยสําคัญยิ่ง 

P-value  P < 0.05 P < 0.01 

 

 

 

 

ภาพที่ 28  แผนภูมิแสดงความแตกตางระหวางฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS (PMWS-)  

                 และฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS (PMWS+)   

94.29% 

7.14% 

81.43% 

67.14% 

PMWS- PMWS+ 
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วิจารณ 

 

PCV2 เปนไวรัสขนาดเล็กท่ีกอใหเกิดกลุมอาการหลายชนิดในสุกรเกือบท่ัวโลก ซ่ึงโรคท่ี

เกิดจากการติดเช้ือ PCV2 มีช่ือเรียกรวมกันวา Porcine circovirus associated disease (PCVAD) ใน

ปจจุบันเปนท่ีทราบกันดีวาโรค PMWS มีสาเหตมุาจากการติดเช้ือ PCV2 และเปนโรคท่ีมี

ความสําคัญเปนอยางยิ่งเนื่องจากเปนโรคท่ีสรางความสูญเสียอยางกวางขวางตออุตสาหกรรมการ

ผลิตสุกรท่ัวโลก (Segalés et al., 2005b) อยางไรก็ตามพบวาสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 อาจไมแสดงอาการ

ของโรค โดยสวนใหญในสุกรท่ีมีระดับภูมิคุมกันตอเช้ือ PCV2 (seropositive) จะพบการระบาดของ

โรค PMWS เพียงเล็กนอย (Labarque et al., 2000; Rodriguez-Arrioja et al., 2000; Segalés and 

Domingo, 2002)  การศึกษาในครั้งนี้จึงมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาถึงความสัมพันธระหวางเช้ือไวรัส 

PCV2 กับปรากฏการณของโรค PMWS ในลูกสุกรจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS ใน

ประเทศไทย โดยแบงการทดสอบออกเปนสองสวนคือ การตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ใน

ซีรัมสุกรท้ังสองกลุม ดวยวิธี ORF2 ELISA ท่ีพัฒนาขึ้น และการตรวจหา PCV2 antigen ในตัวอยาง 

whole blood และ fecal swabs ของสุกรท้ังสองกลุม ดวยวิธี PCR     

 

 การตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรดวยวิธี ELISA โดยใช recombinant 

antigens เปนวิธีท่ีสะดวกกวาการวินิจฉัยโดยใชวิธีทางซีรัมวิทยาวิธีอ่ืน เชน วิธี IFA หรอื IPMA 

ท้ังนี้เนื่องจากวิธี ELISA เปนการทดสอบท่ีสามารถทําไดงาย รวดเร็ว และไมตองอาศัยไวรัส PCV2 

ท่ีมีชีวิต ดังนั้น วิธี ELISA จึงถูกใชในการตรวจสอบทางซีรัมวิทยาของเช้ือ PCV2 เปนจํานวนมาก 

(Nawagitgul et al., 2002; Blanchard et al., 2003; Liu et al., 2004; Shang et al., 2008; Wu et al., 

2008) ในการทดลองครัง้นีไ้ดทําการพัฒนา ORF2 ELISA ตามวธีิของ Nawagitgul และคณะ(2002) 

โดยไดทําการเตรียมโปรตีน ORF2 และ WT เพ่ือใชเปนแอนติเจน โปรตีนท้ังสองชนิดมีความ

เขมขนมากกวา 1.4 mg/ml ตรงกบัการทดลองของ Nawagitgul และคณะ(2002) และทําการทดสอบ

การแสดงออกของโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE และ Western blot assay พบแถบโปรตนีขนาด        

30 kDa และเปนแถบโปรตีนท่ีไมพบในไวรัส wild type AcMNPV และมีความจําเพาะเปนอยางสูง

ตอแอนตบิอดขีองเช้ือ PCV2 ซ่ึงสอดคลองกบัการทดลองของ Nawagitgul และคณะ (2000) ท่ี

คนพบวาโปรตนีโครงสรางของ PCV2 จะถูกแปลรหัสโดย ORF2 และมีน้ําหนักโมเลกุล 30 kDa  

ชุดตรวจสอบ ORF2 ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นมีคาความถูกตองในการตรวจวินิจฉัย (94.75%) ความไว 

(95.03%) และ ความจาํเพาะ (93.10%) ตอ PCV2 สูงมากกวา 90% ซ่ึงสูงใกลเคียงกับท่ีมีรายงานกอน

หนานี้ (Nawagitgul et al., 2002; Shang et al., 2008) Shang และคณะ (2008) ไดทําการพัฒนาวธีิ 
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CAP ELISA ซ่ึงมีขั้นตอนในการเตรียมโปรตีนสําหรับใชเปน antigen ท่ีแตกตางจากวิธี ORF2 

ELISA โดยการสังเคราะหโปรตีนจะทําใน recombinant E. coli  สายพันธุ BL21 และทําการแยก

โปรตีนใหบริสุทธ์ิโดยผาน GSTrap FF affinity column ซ่ึงโปรตีนท่ีแยกไดจะมีขนาด 48 kDa วิธี 

CAP ELISA เปนวิธีท่ีมีคาความไว 95.3% และความจาํเพาะ 93.9% ซ่ึงคาความไวและความจาํเพาะ

สูงใกลเคียงกับวิธี ORF2 ELISA เปนอยางมากแมจะมีวิธีในการเตรียม antigen ท่ีตางกันก็ตาม 

ดังนั้น ORF2 ELISA ท่ีถูกพัฒนาขึน้ของการทดลองครัง้นี ้จึงสามารถนาํไปใชในการทดสอบหา

แอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ในภาคสนามไดจริง และอาจใชทดสอบกับ PCV2 สายพันธุอ่ืนๆท่ีมีอยูใน

ภูมิภาคอ่ืนๆเชน ยุโรป อเมริกา หรือในทวีปเอเชียได ท้ังนี้เนื่องจากเช้ือ PCV2 ท่ีแยกไดจากท่ีตางๆ

ท่ัวโลก จะมีความคลายคลึงกัน 95-99% (Fenaux et al., 2000) นอกจากนี้การทดสอบดวยวิธี ELISA 

ยังเปนวิธีท่ีสะดวก ประหยัดเวลา และเหมาะสมในการทดสอบกับตัวอยางซีรัมจํานวนมากๆ         

แตอยางไรก็ตามการเตรียมโปรตีนสําหรับใชเปน antigen โดยอาศัย baculovirus expression vector 

และเซลลแมลงเพาะเล้ียงนั้น พบวาจะมีคาใชจายสูงกวาการเตรียมโปรตีนโดยใช recombinant       

E. coli (Wu et al., 2008) จากขอสรปุดงักลาวสามารถใชเปนแนวทางในการพัฒนา ORF2 ELISA 

ในอนาคตตอไป  

 

ในปจจุบันพบอุบัติการณของเช้ือไวรัส PCV2 เกอืบท่ัวโลก ซ่ึงสามารถพบไดในประเทศท่ี

มีการระบาดของโรค PMWS หรือประเทศท่ีไมเคยมีรายงานการเกิดโรคดังกลาวมากอน (Segalés et 

al., 2004) ท้ังในยุโรป อเมริกา ออสเตรเลีย และเอเชีย รวมถึงประเทศไทย (Allan et al., 1998; 

Morozov et al., 1998; Gresham et al., 2000; Kiss et al., 2000; Rosell et al., 2000a; 

Kiatipttanasakul-Banlunara et al., 2002 ; Kawashima et al., 2007; Olvera et al,. 2007) การศึกษาใน

ครั้งนี้พบวาสุกรจากฟารมในกลุมควบคุมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS มีความชุกของการติดเช้ือ 

PCV2 94.29% (66/70) ซ่ึงตรงกบัการรายงานของ Kawashima และคณะ (2003) ท่ีรายงานพบความ

ชุกของเช้ือ PCV2 (seroprevalence) ในสุกรท่ีมีสุขภาพดีในประเทศญี่ปุน 94.6%  นอกจากนี้ยังมี

รายงานอัตราความชุกของการตดิเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรท่ีคลายคลึงกันในอีกหลายประเทศ เชน 

แคนาดา (Magar et al., 2000a) และไตหวัน (Wang et al., 2004) ในขณะท่ีสุกรจากฟารมท่ีมีปญหา

ของโรค PMWS มีความชุกของการติดเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกร 81.43% (57/70) ผลการศึกษาครั้งนี้

แสดงใหเห็นวาประชากรสุกรในประเทศไทยมีความชุกของการติดเช้ือ PCV2 คอนขางสูง ซ่ึงตรง

กบัรายงานท่ีมีมากอนหนานีใ้นภูมิภาคอ่ืน (Labarque et al., 2000; Magar et al., 2000a; Rodringuez-

Arrioja et al., 2000; Sorden, 2000; Walker et al., 2000; Truong et al., 2001) และผลการศึกษาใน



104 
 
ครั้งนี้ทําใหทราบวาประชากรสุกรในประเทศไทยท่ีมาจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS 

เคยมีการสัมผัสเช้ือไวรัสมากอน 

 

เม่ือทําการเปรียบเทียบความชุกของการติดเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรท้ังสองกลุม เปนท่ีนา

สังเกตวา สุกรจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS จะมีผล seroprevalence ท่ีต่ํากวาสุกรท่ีมาจาก

ฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS และพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิท้ังนี้อาจ

เนื่องมาจาก สุกรท่ีปวยเปนโรค PMWS อาจมีความผิดปกติในการสรางแอนติบอดี นอกจากนั้น

แอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ท่ีสุกรสรางขึ้นไมสามารถปองกันสุกรจากโรคได เนื่องจากแอนติบอดี

ดังกลาวไมมีคุณสมบัติในการลบลางฤทธ์ิไวรัส (NA) (Segalés et al., 2005b) สุกรท่ีแสดงอาการของ

โรค PMWS มักจะพบความผิดปกตใินการสราง NA โดยพบวาจะมีการสราง NA ในระดับต่ําซ่ึง

สงผลตอการสรางแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 โดยรวมใหลดลง ในขณะท่ีสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 แตไม

แสดงอาการของโรค เนือ่งจาก NA ท่ีสุกรสรางขึ้นมีความสามารถในการลบลางฤทธ์ิไวรัส โดย

พบวาปรมิาณ NA จะแปรผกผันกับปริมาณเช้ือ PCV2 ท่ีตรวจพบในกระแสเลือด (Fort et al., 2007)  

 

การเกิดโรค PMWS มีลักษณะการเกิดแบบเปนครั้งคราว (sporadic) ในขณะท่ีการติดเช้ือ 

PCV2 ในสุกรมีการแพรกระจายไปอยางกวางขวาง (Larochelle et al., 2002) โดยสามารถตรวจพบ

เช้ือ PCV2 ไดจากเนื้อเยื่อของสุกรท่ีปวยเปนโรค PMWS ในขณะท่ีสุกรท่ีไมแสดงอาการของโรค 

PMWS กส็ามารถตรวจพบการตดิเช้ือ PCV2 ไดเชนกัน (Calsamiglia et al., 2002; Segalés and 

Domingo, 2002) สําหรบัประเทศไทยมีรายงานพบโรค PMWS ครั้งแรกในป พ.ศ. 2541 จากสุกร

อายุ 7-9 สัปดาห และจากการศึกษายอนหลังในตัวอยางเนื้อเยื่อสุกรจากทางภาคตะวันตกของ

ประเทศไทย ระหวางป พ.ศ. 2536-2544 ดวยวิธี nested PCR พบการติดเช้ือ PCV2 ครั้งแรกในป 

พ.ศ. 2536 จนกระท่ังในปพ.ศ. 2541 จึงเกิดการแพรกระจายของเช้ือไปท่ัวประเทศ 

(Kiatipttanasakul-Banlunara et al., 2002) จากขอมูลดังกลาวช้ีใหเห็นวาเช้ือ PCV2 มีการแพร 

กระจายในประชากรสุกรของประเทศไทยมานานกวา 16 ป อยางไรกต็ามยังไมเปนท่ีทราบแนชัด

เกี่ยวกับลักษณะการเกิดโรค PMWS ในประเทศไทย ผลการศึกษาในครั้งนี้ช้ีใหเห็นวาสามารถตรวจ

พบ PCV2 DNA ในตัวอยางจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ไดมากกวาตัวอยางจากฟารมท่ีสุกร

ไมมีปญหาของโรค PMWS และพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิซ่ึงสอดคลองกับ

รายงานท่ีมีมากอนหนานี้ (Liu et al., 2000; Larochelle et al.,2002;  Sibila et al., 2004; Caprioli et 

al., 2006) ท่ีสามารถตรวจพบ PCV2 DNA จากตัวอยางชนิดตางๆ ในสุกรท่ีมีปญหาของโรค PMWS 

มากกวาสุกรท่ีมีสุขภาพดี โดยในการศึกษาครั้งนีส้ามารถตรวจพบเช้ือ PCV2 จากตัวอยางท้ังสอง



105 
 
ชนิดคือ whole blood และ fecal swabs แตฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ไมสามารถแยกเช้ือ 

PCV2 ไดจากตวัอยาง whole blood ดังนั้นตัวอยาง fecal swabs จึงอาจเปนตัวอยางท่ีเหมาะสม

สําหรับการตรวจหา PCV2 DNA จากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS สวนสาเหตุท่ีไมพบเช้ือ 

PCV2  ในกระแสเลือดสุกรจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS อาจเนื่องมาจากระบบภูมิคุมกัน

ของรางกายสุกรมีการสราง NA ท่ีมคีวามสามารถในการควบคมุไวรสัได ทําใหปรมิาณไวรสัใน

กระแสเลือดลดลง (Fort et al., 2007) ในขณะท่ีฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS นัน้พบวาสามารถ

ตรวจพบเช้ือ PCV2 ไดท้ัง whole blood (57.14%) และ fecal swabs (50%) ซ่ึงไมมีความแตกตางกนั

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และสอดคลองกับการทดลองของ Caprioli และคณะ (2006) ท่ีรายงานวา 

สุกรจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS เม่ือทําการตรวจหา PCV2 DNA ดวยวิธี PCR พบวาการ

ปรากฏของ PCV2 DNA จากตวัอยาง 4 ชนิด คือ peripheral blood lymphocytes (PBL) whole blood 

tonsillar swabs และ fecal swabs ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05) จงึทําให

สรุปไดวา ฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ตัวอยาง whole blood และ fecal swabs เปนตัวอยางท่ี

เหมาะสมตอการตรวจหา PCV2 DNA ดวยวิธี PCR ไดเทากัน  

 

ในการศึกษาครั้งนีย้ังช้ีใหเห็นวา การติดเช้ือ PCV2 ในฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS 

ขึ้นอยูกับอายุของสุกร โดยพบวาสุกรท่ีมีอายุมากขึ้นจะมีโอกาสติดเช้ือเพ่ิมมากขึ้น ซ่ึงสอดคลองกับ

ผลการทดลองของ Larochell และคณะ (2002) ท่ีรายงานวา ในสุกรจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค 

PMWS นัน้ สามารถตรวจพบเช้ือ PCV2 เพ่ิมสูงขึ้นไดตั้งแตสัปดาหท่ี 7 จนกระท่ังถึงสัปดาหสุดทาย

ของการทดลอง (สัปดาหท่ี 23) ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก โดยปกติลูกสุกรแรกเกิดจะสามารถปองกัน

ตนเองจากการตดิเช้ือ PCV2 ไดโดยอาศัยภูมิคุมกันแบบ passive immunity ท่ีไดรับจากแมสุกรจนถึง

ชวงสัปดาหแรก หลังจากนั้นภูมิคุมกันจะคอยๆลดลง จนกระท่ังในสัปดาหท่ี 7-12 จะพบวาต่ําสุด 

(Segalés et al., 2005) ดังนั้นสุกรท่ีมีอายุมากขึ้นจึงเส่ียงตอการติดเช้ือ PCV2 มากขึ้นและมีโอกาสใน

การพัฒนาไปสูการเกดิโรค PMWS ในท่ีสุด 

 

นอกจากนี้พบขอมูลท่ีนาสนใจในกลุมสุกรท่ีมีสุขภาพดีจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค 

PMWS โดยพบวา 2 ฟารมจากท้ังหมด 14 ฟารม มีผลการตรวจทางซีรมัวทิยาเปนลบ  (seronegative) 

โดยมีคา S/P ratio ต่ํากวา 0.2 จํานวน 4 จากท้ังหมด 70 ตัวอยาง ในขณะท่ีพบ PCV2 DNA ใน

ตัวอยาง fecal swabs 5 จาก 70 ตัวอยาง และมีหนึ่งฟารม (ฟารมท่ี 10) พบ PCV2 DNA ในตัวอยาง 

fecal swabs 3 จาก 5 ตัวอยาง ในขณะท่ีไมพบแอนตบิอดตีอ PCV2 ในสุกร และเม่ือทําการเจอืจาง 

PCV2 DNA พบวาใหผลบวกท่ีระดับความเจือจางไดสูงถึง 10-6 เทา ในขณะท่ี 2 ตัวอยางท่ีเหลือจาก
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ฟารมอีกหนึง่ฟารม (ฟารมท่ี 8) ใหผลบวกท่ีระดับความเจือจางไดสูงเพียง 10-1 เทา แสดงใหเห็นวา

ตัวอยางจากฟารมท่ี 10 มีปรมิาณไวรสั (viral load) มากกวาตัวอยางอ่ืนๆในฟารมกลุมเดียวกันซ่ึง

เปนเพียง isolate เดียวจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ท่ีใหผลบวกเม่ือทําการเพ่ิมจํานวน 

ORF2 ท้ังสาย (KUF49) จากขอมูลดังกลาวช้ีใหเห็นวาฟารมดงักลาวอาจจะเกดิการปรากฏของโรค 

PMWS ขึ้นในภายหลัง 

 

 ในปจจุบันมีการแยกเช้ือ PCV2 สายพันธุตางๆไดจากหลากหลายประเทศ ท้ังจากสุกรท่ีมี

และไมมีปญหาของโรค PMWS โดยพบวาไวรัสท่ีพบท้ังหมดมีความใกลชิดกันในลําดับเบส

คอนขางสูง (95-100%) และยังไมมีขอมูลทางอนูชีววิทยาท่ีสามารถบงบอกถึงความสัมพันธระหวาง

เช้ือ PCV2 และการเกิดโรค PMWS ไดอยางแนนอน (Pogranichniy et al., 2002) และจากการศึกษา

ลําดับเบสของเช้ือ PCV2 หลายการทดลองรายงานวา ไมพบความสัมพันธระหวาง PCV2 sequence 

และความรนุแรงในการกอโรค PMWS (Larochelle et al.,2002, 2003; Pogranichniy et al., 2002; de 

Boisseson et al., 2004; Grierson et al., 2004; Wen et al., 2005; Martins Gome de Castro et al., 

2007) ในขณะท่ีมีอีกหลายการทดลองท่ีมีความเห็นในทางตรงกันขาม (Timmusk et al., 2005; 

Opriessnig et al., 2006; Cheung et al., 2007; Stevenson et al., 2007; Woodbine et al., 2007) จาก

การวิเคราะหลําดับเบสของเช้ือ PCV2 ท่ีแยกไดจากการทดลองครั้งนี้ พบวาสามารถแยกเช้ือ PCV2 

ได 10 isolates ซ่ึงประกอบดวย 9 isolates ท่ีจําแนกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS และ 1 

isolate จากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ในการจําแนกเช้ือ PCV2 จากฟารมท่ีไมมีปญหาของ

โรค PMWS พบวายังมีรายงานคอนขางนอยเม่ือเทียบกับจํานวน PCV2 ท่ีแยกไดจากฟารมท่ีมีปญหา

ของโรค PMWS ซ่ึงจะเห็นไดจากรายงานตางๆท่ีมีมากอนหนานี้ (Meehan et al., 1998; Fenaux et 

al., 2000; Mankertz et al., 2000; Larochelle et al., 2002; Boisséson et al., 2004)  

 

จากการศึกษาความใกลชดิในลําดบัเบสของ PCV2 ท้ัง 10 isolates ท่ีจําแนกไดจากฟารมท้ัง

สองกลุม พบวามีความใกลชิดกันคอนขางสูง (92.4-99.5%) ซ่ึงสอดคลองกบัการทดลองของ  

de Boisséson และคณะ (2004) ท่ีรายงานวา PCV2 ท่ีจําแนกจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค 

PMWS ของประเทศฝรัง่เศส ท้ังหมด 23 สายพันธุ มีความใกลชิดกันในลําดับเบส 94.6-99.1% และ

ยงัพบวา จาํนวน PCV2 ท่ีจาํแนกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS จะมีจํานวนมากกวาฟารมท่ี

ไมมีปญหาของโรค PMWS นอกจากนั้นหลายรายงานสรปุวาไมพบความสัมพันธกันระหวาง      

สายพันธุ PCV2 ท่ีจําแนกไดจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS ตอการเกิดโรค PMWS 

(An et al., 2007; Olvera et al., 2007; Dupont et al., 2008) ซ่ึงรวมถึงรายงานในสหรฐัอเมรกิา 
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(Pogranichniy et al., 2002; Larochelle et al., 2003) ฝรั่งเศส (de Boisseson et al., 2004) 

เนเธอรแลนด (Grierson et al., 2004) และเกาหลีใต (An et al., 2007) 

  

 ในการทดลองครั้งนี้ยังพบวา PCV2 (THKUF49) ท่ีจําแนกไดจากฟารมท่ีไมมีปญหาของ

โรค PMWS มีความใกลชิดกันคอนขางสูง (99.1-99.5%) กบั PCV2 สอง isolates (THKUB98 และ 

THKUL16) ท่ีจําแนกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS แตอยางไรกต็ามการศึกษาในครั้งนี้ไม

สามารถสรุปเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางสายพันธุของ PCV2 และความรุนแรงในการกอโรคได 

เนื่องจากมีเพียง isolates เดียวท่ีมาจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ซ่ึงมีแนวโนมจะพัฒนาไป

เปนฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS  

 

 สําหรบัประเทศไทยในป พ.ศ. 2548 ไดมีการรายงานการพบ PCV2 หนึ่งสายพันธุ 

(AY864814) ซ่ึงตอมาภายหลังไดถูกจัดอยูใน PCV2 group 1 cluster C อยางไรกต็ามการปรากฏของ

เช้ือ PCV2 เพียงสายพันธุเดียวในประเทศไทย อาจเนื่องมาจากในขณะนั้นยังไมมีการศึกษาเกี่ยวกับ

เช้ือ PCV2 มากนัก ดังนั้นการศึกษาเพ่ือจําแนกสายพันธุของเช้ือ PCV2 ในประเทศจึงจําเปนตอง

ทําการศึกษาใหกวางขวางมากขึ้น ในขณะท่ีการศึกษาในครั้งนี้ทําใหทราบขอมูลของการกระจายตัว

ของเช้ือ PCV2 สายพันธุตางๆเพ่ิมมากขึ้นในประชากรสุกรในประเทศไทย โดยพบท้ัง cluster 1A 

หรอื 1B และ 1C แตยงัคงพบเฉพาะ PCV2 group 1 เทานั้น (ภาพท่ี 29)  

 

ผลของการสรางแผนผังตนไมในการศึกษาครัง้นี้ไดจัด PCV2 ท้ัง 10 isolates อยูใน group 1 

(ภาพท่ี 26) ซ่ึง PCV2 จํานวน 7 isolates ท่ีจําแนกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ถูกจัดอยู

ใน PCV2 group 1 cluster A หรอื B โดยมีความใกลชิดกับ PCV2 (AY885225) สายพันธุท่ีแยกได

จากประเทศไตหวนั ในป ค.ศ. 2008 ซ่ึงเปนสุกรท่ีมาจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS เชนกัน  

Au และคณะ (2007) ไดกลาวไววาประเทศไทยพบการกระจายของเช้ือ PCV2 เพียงสายพันธุเดียว 

คอื 1C ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเปนการคนพบการแพรกระจายของเช้ือ PCV2 group 1A/B ใน

ประเทศไทยเปนครัง้แรก สวน PCV2  3 isolates ซ่ึง 2 isolates จําแนกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของ

โรค PMWS และ 1 isolate จําแนกไดจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ถูกแยกออกมาเปน 

cluster ของประเทศไทยตางหาก รวมกบั PCV2 (AY864814) สายพันธุท่ีมีรายงานในประเทศไทย  

ท่ีมีความใกลชิดกับ PCV2 group 1 cluster C  
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ภาพที่ 29  การกระจายตัวของเช้ือ PCV2 สายพันธุตางๆในประชากรสุกรในประเทศไทย ท่ีมาจาก

    ฟารมท่ีทําการศึกษา โดยพบ  PCV2 group 1 cluster A/B (จุดสีแดง) และ PCV2 group 1 

    cluster C (จุดสีเขียว) ซ่ึงแยกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS เกอืบท้ังหมด มี     

    เพียงฟารมเดียวท่ีจังหวัดชลบุรเีปนฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS   

ฟารมที่พบ PCV2 group 1 cluster C  

ฟารมที่พบ PCV2 group 1 cluster A/B 

   

 

 ที่ต้ังของฟารม  PMWS - 

    ที่ต้ังของฟารม  PMWS + 
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จากผลการศึกษาท้ังหมดสามารถสรุปลักษณะความแตกตางระหวางฟารมท่ีมีและไมมี 

ปญหาของโรค PMWS ในประเทศไทยได โดยพบวาฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS พบ PCV2 

DNA มากกวาฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และจะพบความชุกของ

การติดเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรนอยกวาฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ซ่ึงกอนหนานี้ Ellis และคณะ (1998) ไดรายงานลักษณะการเกดิโรค PMWS ในมณฑลอัลเบิรต 

ประเทศแคนาดา และพบแอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 82.4% และพบ PCV2 DNA (52.6%) ในระดับสูง 

และจากการวิเคราะหลําดับเบสของเช้ือ PCV2 ท่ีแยกไดจากการทดลองครั้งนี้ พบวาเช้ือ PCV2 ท่ี

จําแนกไดจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS มีจํานวนคอนขางนอยเม่ือเทียบกับจํานวน PCV2 

ท่ีแยกไดจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ซ่ึงตรงกับ รายงานตางๆท่ีมีมากอนหนานี้ (Meehan et 

al., 1998; Fenaux et al., 2000; Mankertz et al., 2000; Larochelle et al., 2002; Boisséson et al., 

2004) และยังพบวา PCV2 group 1 สามารถแยกไดจากสุกรท่ีมาจากฟารมท่ีมีและไมมีปญหาของ

โรค PMWS แตจะมีความสัมพันธกับสุกรจากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS มากกวา (Dupont et 

al., 2007)  
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 
ชุดตรวจ ORF2 ELISA ท่ีทําการพัฒนาขึน้ในการทดลองครัง้นีส้ามารถนาํไปใชตรวจหา

แอนติบอดีตอเช้ือ PCV2 ในซีรัมสุกรในภาคสนามไดจรงิ ขั้นตอนการทดสอบทําไดงาย รวดเร็ว 

และเหมาะสําหรับการทดสอบกับตัวอยางซีรัมจํานวนมากๆ นอกจากนี้ยังพบวาชุดตรวจ ORF2 

ELISA มีราคาถูกกวาชุดตรวจ ELISA test kit ท่ีมีจําหนายในทองตลาดและตองส่ังซ้ือจาก

ตางประเทศ แตอยางไรก็ตามการเตรียมโปรตนีสําหรับใชเปน antigen โดยอาศัย baculovirus 

expression vector นั้น พบวาจะมีคาใชจายสูงในการเพาะเล้ียงเซลลแมลงและขั้นตอนการเตรียม

โปรตีนตองอาศัยเครื่อง ultracentrifuge ในการปนแยกโปรตีน ซ่ึงเครื่องมือดังกลาวเปนเครื่องท่ีมี

ราคาแพง และหองปฏิบัตกิารบางแหงอาจไมมีเครื่องมือดังกลาว ในขณะท่ีการเตรียมโปรตีนโดยใช 

recombinant E. coli (Wu et al., 2008) เปนวิธีท่ีประหยัดและมีขั้นตอนในการเตรีมโปรตีนท่ีสะดวก

กวา จากขอสรปุดงักลาวสามารถใชเปนแนวทางในการพัฒนา ORF2 ELISA สําหรับใชเปนชุด

ตรวจสอบเพ่ือการคาตอไปในอนาคต 

 

การตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาดวยชุดตรวจ ORF2 ELISA พบวาประชากรสุกรในประเทศ

ไทยมีความชุกของการติดเช้ือ PCV2 คอนขางสูง โดยสามารถตรวจพบภูมิคุมกันตอเช้ือ PCV2 ได

ในสุกรท้ังสองกลุมท้ังท่ีมีและไมมีปญหาของโรค PMWS แตอยางไรก็ตามชุดตรวจสอบ ORF2 

ELISA อาจนําไปใชเพ่ือเฝาระวังการติดเช้ือ PCV2 ในประชากรสุกรของประเทศไทยโดยใชเปน

ขอมูลในการวางแผนจดัการฟารมเพ่ือควบคมุโรค นอกจากนี้ยังเปนประโยชนตอการศึกษาทาง

ระบาดวิทยาและการประเมินประสิทธิภาพของวัคซีนตอเช้ือ PCV2 ไดตอไป 

 

การตรวจหา PCV2 antigen ในตัวอยาง whole blood และ fecal swabs ของสุกรจากฟารมท่ี

มีและไมมีปญหาของโรค PMWS ดวยวิธี PCR และการวิเคราะหลําดับเบส ช้ีใหเห็นวาสามารถตรวจ

พบ PCV2 DNA จากฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ไดมากกวาจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค 

PMWS และตรวจพบเช้ือ PCV2 ไดจากตัวอยางท้ังสองชนดิคอื whole blood และ fecal swabs แตไม

สามารถแยกเช้ือ PCV2 ไดจากตวัอยาง whole blood จากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS  ดังนั้น

ตัวอยาง fecal swabs จึงอาจเปนตัวอยางท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจหา PCV2 DNA จากฟารมท่ีไม

มีปญหาของโรค PMWS ในขณะท่ีฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS สามารถตรวจพบ PCV2 DNA 

จากตัวอยาง whole blood และ fecal swabs ดวยวิธี PCR เทาๆกัน ในการทดลองครั้งนี้ยงัช้ีให เห็นวา

การติดเช้ือ PCV2 ในฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS ขึ้นอยูกับอายุของสุกร โดยพบวาสุกรท่ีมีอายุ
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มากขึ้นจะมีโอกาสติดเช้ือเพ่ิมมากขึ้น นอกจากนี้ยังพบวาฟารมท่ีมีปญหาของโรค PMWS จะมี

ปรมิาณ PCV2 ในตัวอยางสูงกวาฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS ดังนั้นการใช quantitative PCR 

ในการหาปริมาณไวรัสอาจเปนวิธีท่ีชวยประกอบการตัดสินใจวาฟารมนั้นมีปญหา PMWS หรอืไม  

 

จากการวเิคราะหลําดับเบสของเช้ือ PCV2 ท่ีแยกไดจากการทดลองครัง้นี ้พบวาสามารถแยก

เช้ือ PCV2 ได 10 isolates โดยพบวา PCV2 (THKUF49) ท่ีจําแนกไดจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค 

PMWS มีความใกลชิดกันคอนขางสูง (99.1-99.5%) กบั PCV2 (THKUB98 และ THKUL16) ท่ี

จาํแนกไดจากฟารมท่ีมปีญหาของโรค PMWS แตอยางไรกต็ามผลการทดลองครัง้นีไ้มสามารถ

ยืนยันความสัมพันธระหวางสายพันธุ PCV2 ตอความรนุแรงในการเกิดโรค PMWS เนื่องจากมีเพียง 

isolate เดียวเทานั้นท่ีแยกไดจากฟารมท่ีไมมีปญหาของโรค PMWS  

 

 การศึกษาในครั้งนี้ทําใหทราบขอมูลของการกระจายตัวของเช้ือ PCV2 สายพันธุตางๆเพ่ิม

มากขึน้ในประชากรสุกรในประเทศไทย โดยพบท้ัง cluster 1A หรอื 1B และ 1C แตยงัคงพบเฉพาะ 

PCV2 group 1 เทานั้น ซ่ึงเปนการคนพบการปรากฏของเช้ือ PCV2 group 1A/B ในประเทศไทยเปน

ครั้งแรก  

 

จากผลการศึกษาท้ังหมดสรปุไดวาการตดิเช้ือ PCV2 มีความเกี่ยวของกับการเกดิโรค 

PMWS ในลูกสุกรในประเทศไทย แตอยางไรกต็ามไมสามารถสรปุไดวาสายพันธุของ PCV2 มี

ความสัมพันธกับความรุนแรงของโรคเนื่องจากการติดเช้ือ PCV2  
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