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          The objectives were to investigate dynamic and evolution of porcine reproductive 
and respiratory syndrome virus (PRRSV) ORF5 following a modified live PRRSV vaccine (MLV) 
used in an outbreak herd. A PRRSV positive herd with co-existence of European (EU) and 
North American (NA) genotypes and no history of MLV use was recruited into the study. 
Following an outbreak, vaccination with a NA MLV (Boehlinger Ingelheim, USA) was 
implemented. All sows were mass-vaccinated at monthly interval for 2 consecutive months 
followed by quarterly vaccination regimen. All piglets were vaccinated at 14 days of age. 
Serum samples were collected monthly for six consecutive months and the other month 
two times from 4 population groups of 5 samples each including replacement gilts, 
suckling, nursery and finishing pigs. Two hundred and sixteen complete ORF5 genes 
consisting of 113 EU and 103 NA isolates were obtained from the herd following a year of 
collection. Prior to and following vaccination, both EU and NA genotypes were 
independently evolved and co-existed in an individual pig. Following the vaccination, MLV 
vaccination had no influence on increased heterogenicity of either EU isolates (before and 
after vaccinated, the same isolates), but it resulted in the emergence of three novel PRRSV 
clusters of NA isolates in the herd including MLV-like and two MLV-related clusters. MLV-
like isolates emerged and then disappeared within two months following a mass 
vaccination. However, there were an emergence of two PRRSV clusters which was 
genetically related to the MLV vaccine use during the outbreak. The difference between 
these 2 clusters was increased in the number of N-linked glycosylation positions. The 
results of the study suggested that MLV had no influence on the development of EU 
isolates, but resulted in increased genetic variation of US PRRSV isolates. 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

          โรคพีอาร์อาร์เอส  (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome; PRRS) พบครั้ง
แรกในปี ค .ศ. 1989 (Benfield et al., 1992; Wensvoort et al., 1991; Wensvoort et al., 
1991) จนถึงปัจจุบัน โรคนี้ยังคงสร้างความเสียหายอย่างต่อเนื่อง และ เป็นโรคส าคัญท่ีก่อให้เกิดการ
สูญเสียทางเศษรฐกิจในอุตสาหกรรมการเล้ียงสุกรท่ัวโลกรวมท้ังประเทศไทย โรค PRRS เป็นการเรียก
ตามกลุ่มอาการท่ีสุกรติดเช้ือแสดงออก  สุกรท่ีติดเช้ือแสดงอาการผิดปกติท่ีระบบสืบพันธุ์ และทางเดิน
หายใจ การติดเช้ือในสุกรแม่พันธุ์ ท าให้เกิดโรคทางระบบสืบพันธุ์ ส่งผลให้อัตราการการแท้งและกลับ
สัด ทุกช่วงอายุของการตั้งท้อง จ านวนลูกแรกคลอดอ่อนแอ และปริมา ณลูกกรอกสูงขึ้น ส่งผลให้
จ านวนลูกสุกรหย่านมลดลง  (Done et al., 1996; Mengeling et al., 1996) และก่อให้เกิดโรคทาง
ระบบทางเดินหายใจในสุกรอนุบาล และสุกรขุน โดยพบลักษณะโรคแทรกซ้อน  (Done et al., 1996 ; 
Van Reeth, 1997 ) เช่น  Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, Pasteurella 
multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, swine influenza virus และ porcine 
respiratory coronavirus  

          โรคพีอาร์อาร์เอส  เกิดจากเช้ือไวรัส พีอาร์อาร์เอส  (Porcine Reproductive and 
Respiratory Syndrome virus; PRRSV) เป็นอาร์เอนเอไวรัส  ใน genus Arterivirus  แบ่งไวรัสพี
อาร์อาร์เอส  ออกเป็น 2 จีโนไทป์ (genotype) คือ สายพันธุ์ยุโรป  (European genotype) และสาย
พันธุ์อเมริกาเหนือ  (North American genotype) (Nelson et al., 1993) โดยมีการแบ่งกลุ่ม ตาม
พื้นท่ีท่ีพบครั้งแรกและ ตามลักษณะของแอนติเจนของ เช้ือ (Bautista et al., 1993; Murtaugh et 
al., 1995) และเช้ือต้นแบบท่ีแยกได้ครั้งแรกคือ Lelystad  และ VR-2332 ส าหรับสายพันธุ์ยุโรปและ
สายพันธุ์อเมริกาเหนือตามล าดับ (Bautista et al., 1993; Nelson et al., 1993)   

          ไวรัสพีอาร์อาร์เอส  ประกอบไปด้วยส่วนท่ีเป็นโปรตีนท่ีไม่ใช่โปรตีน โครงสร้าง (Non- 
structural proteins)  และโปรตีนโครงสร้าง (Structural protein) โปรตีนโครงสร้างท่ีส าคัญคือ 
ไกลโคโปรตีนห้า  มีขนาด 25 kDa (Glycoprotein5; GP5) โดยมีองค์ประกอบท่ีส าคัญคือ บริเวณ
เปลือกนอกของไวรัส (Envelope protein) บริเวณท่ียื่นออกมานอกเปลือกของไวรัส (Ectodomain) 
ส่วนท่ี ทอดอยู่ภายในเปลือก (Transmembrane) และบริเวณท่ี ยื่นจากเปลือกเข้าภายในไวรัส 
(Endodomain) ส่วนโปรตีนท่ียื่นออก มานอกไวรัสจะมีความส าคัญต่อการท่ีท าให้ไวรัสเข้าสู่เซลส์
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เป้าหมายและมีส่วนของ epitopes ท่ีกระตุ้นการสร้างแอนติบอด้ีชนิด นิวทรัลไลซ์ ซ์ซิ่ง (Neutralizing 
antibody; NA) โดยยีนท่ีสร้างไกลโคโปรตีนห้า  มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง จึงมีผลท าให้พบ
ความหลากหลายของส่วนนี้สูง (Castro et al., 2005) เพื่อหลบหลีกภูมิต้านทานชนิด นิวทรัลไลซ์ ซ์ซิ่ง
แอนติบอด้ี ท่ีสุกรสร้างขึ้นมาเพื่อความอยู่รอดของไวรัส 

          ไวรัสพีอาร์อาร์เอส  พบว่าจะมีลักษณะความหลากหลายของพันธุกรรมภายในตัวสุกรเพื่อท า
การคัดพันธุ์ที่มีความสามารถในการอยู่รอด ท่ีเรียกว่า quasi-species (Goldberg et al., 2003) อัน
เนื่องมาจากไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นอาร์เอนเอสายเด่ียวที่มีอาร์เอนเอโพ ลีเมอเรส (RNA polymerase) 
ท่ีไม่มีการตรวจความถูกต้องของการคัดลอกสายพันธุกรรมขณะท่ีมีการเพิ่มจ านวนของไวรัสจึงท าให้
เกิดการผิดพลาดขณะคัดลอกสายพันธุกรรมแบบชนิดการทดแทนล าดับนิวคลีโอไทด์ (Substution 
mutation) อยู่ตลอดเวลา รวมท้ังพบว่าภูมิคุ้มกันท่ีเกิดขึ้นจากไวรัสพีอาร์อาร์เอสป้องกันได้เฉพาะสาย
พันธุ์เดียวกัน (Homologous) ไม่สามารถคุ้มกันข้ามสายพันธุ์ได้ (Heterologous)  (Meng X.J. et 
al., 2000; van Woensel et aj., 1998) ท าให้โรคพีอาร์อาร์เอสเกิดเป็นปัญหาท่ีควบคุมและป้องกัน
ได้ยาก เมื่อมีการใช้วัคซีนก็ยังพบอาการของโรคพีอาร์อาร์เอสอยู่เป็นระยะๆตลอดเวลา เช่น การแท้ง
ในแม่สุกรหรือการป่วยจากโรคแทรกซ้อนในสุกรขุนทุกช่วงอายุ 

          ฝูงแมสุ่กรท่ีติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสช่วงระยะเวลาหนึ่ง สามารถเข้าสู่สภาวะนิ่ง  (Stable) ใน
ฝูงได้เองโดยไม่เกดิอาการของโรค อันเนื่องมาจากการเกิดภูมิต้านทานในการควบคุมการติดเช้ือไวรัส  
ก่อนเข้าสู่สภาวะนิ่ง ของฝูงสุกรท่ีเกิดการติดเช้ือโรคพีอาร์อาร์เอส เราสามารถแบ่งฝูง แม่สุกรได้ 4 
สถานะ (ภาพที่ 1)  โดยเริ่มต้นจากฝูง แม่สุกรท่ีปลอดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Negative herd)  เมื่อ
ได้รับไวรัสพีอาร์อาร์เอสจึงมีผลท าให้ แม่สุกรเข้าสู่สภาวะการติดเช้ือแพร่กระจายท่ัวทั้งฝูง ท าให้เกิด
ปัญหาสุกรป่วย ท้ังแม่สุกรและลูกสุกร  (Positive/ unstable)  หลังจากแม่สุกรมีการตอบสนองโดย
การสร้างภูมิต้านทานต่อแอนติเจนของไวรัสพีอาร์อาร์เอส  ท าให้ ปัญหาในส่วนของแม่สุกรสงบลง
เนื่องจากแม่สุกรส่วนใหญ่มี การสร้างภูมิคุ้มกัน  ในขณะท่ีแม่สุกรส่วนหนึ่งมีความสามารถควบคุมการ
ขับไวรัสพีอาร์อาร์เอสออกจากตัว แม่ สุกร  และในเวลา เดียวกันจะมี แม่ สุกรส่วนหนึ่งยัง ไม่มี
ความสามารถในการควบคุมการขับไวรัสพีอาร์อาร์เอสสออกจากตัวแม่สุกร  จึงมีผลท าให้ลูกสุกรได้รับ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสจากแม่สุกร โดยเฉพาะลูกสุกรหลังคลอด  (Stable/active) เมื่อระยะเวลาผ่านไป
ช่วงระยะเวลาหนึ่ง แมสุ่กรอีกส่วนหนึ่งท่ีไม่มีความสามารถควบคุมการขับไวรัสพีอาร์อาร์เอส ออกจาก
สุกรเอง เริ่มมีความสามารถควบคุมการขับไวรัสพีอาร์อาร์เอส  จึงท าให้ลูก สุกรไม่ได้รับไวรัสพีอาร์อาร์
เอสจากแม่สุกร  ปัญหาการป่วย ในลูกสุกรจากไวรัสพีอาร์อาร์เอส จึงสงบลง  (Stable/ inactive)   แต่
สถานะนี้จะไม่สามารถอยู่ได้ตลอด  สุกรพร้อมกลับมาสู่สถานะการติดเช้ือในฝูง ใหม่ ซึ่งจะท าให้เกิด
ปัญหาในแม่สุกรและลูกสุกรได้อีก โดยเฉพาะการน าเช้ือไวรัสสายพันธุ์ใหม่จากภายนอกเข้ามา ในฝูงท้ัง
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ทางตรงและทางอ้อม แต่ท่ีพบเสมอคือน าสุกร พันธุ์จากภายนอกเข้ามา เพื่อปรับปรุงพันธุ์โดยไม่มีการ
ตรวจสอบทางห้องปฏิบัติการ 

           

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 สถานะของฟาร์มที่มีการติดเช้ือพีอาร์อาร์เอส ท่ีมา Dee, 2003 

 

การป้องกันและควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอสสามารถท าได้ 3 วิธี คือ  

          1. ฟาร์มปลอดเช้ือ  (Negative herd) ฟาร์มที่เริ่มใหม่จะน าสุกรท่ีปลอดเช้ือเข้าฟาร์มเท่านั้น  
แต่ฟาร์มที่มีเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส  จากการที่เคยมีการระบาด ของโรคจะใช้วิธีการท าให้ฟาร์มเข้าสู่
สถานะนิ่ง และใช้ระบบการเคล่ือนย้ายสุกรแบบเป็นชุด ( All in all out) เพื่อตัดวงจรของไวรัสจาก
สุกรคนละอายุ  ท าให้ฟาร์มเข้าสู่สภาวะปลอดเช้ือ  เมื่อฟาร์มปลอดเช้ือแล้วจะต้องให้ความส าคัญต่อ
การควบคุมการรับเช้ือใหม่เข้าฟาร์ม (Biosecurity) แล้วจึงน าสุกร สาวทดแทน ท่ีปลอดเช้ือ เท่านั้น เข้า
ฟาร์มหรือการทดแทนสุกรสาวภายในฝูง (Internal replacement) 

          2. ฟาร์มติดเช้ือสถานะนิ่ง  (Stable/inactive herd) หลังฟาร์มเกิดโรคระบาดพีอาร์อาร์เอส  
ควรให้ความส าคัญต่อการจัดการ  การเคล่ือนย้ายสุกรเป็นชุด และรักษา การป่วยตามอาการ ของโรค  
ผ่านช่วงระยะเวลาหนึ่งฟาร์มจะเข้าสู่สภาวะนิ่ง  จากนั้นสุกรสาวทดแทนท่ีจะเข้าฝูง แม่สุกรต้องท าให้
ได้รับเช้ือ โดยการน าแม่สุกรคัดท้ิงหรือสุกรท่ีก าลังปล่อยเช้ือน ามาเล้ียงรวมกับสุกรสาวช่วงระยะ  เวลา
หนึ่งถึงสอง สัปดาห์  (Acclimatization) ก่อนเข้าฝูง 3 เดือน  (ถ้าสุกรสาวทดแทนจากภายนอกควร
ปลอดเช้ือเพื่อป้องกันการรับเช้ือสายพันธุ์ใหม่) เพื่อท าให้เกิดภูมิคุ้มกั นในสุกรสาว เมื่อสุกรสาวเข้าฝูง ก็
จะไม่เป็นแหล่งการปล่อย เช้ือไวรัสสู่ ฝูงแม่สุกรนาง และลูกสุกรดูดนม  การใช้วิธี การนี้ฝูงสุกรจะอยู่ใน
สถานะนิ่งได้ ช่วงระยะเวลาหนึ่ง  ต่อมาพบว่าไม่สามารถน าสุกรท่ีมีการปล่อยเช้ือมาปล่อยเช้ือ ให้สุกร
สาวทดแทนได้อีกซึ่งอาจเข้าสู่สถานะฝูงสุกรปลอดเช้ือ 

1.Negative Herd 2.Positive/Unstable 

4.Stable/Inactive 3.Stable/Active 
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          3. การใช้วัคซีน (Vaccination program) ปัจจุบันฟาร์มสุกรในเมืองไทย มีการใช้โปรแกรม
วัคซีนมากขึ้น  ท้ังวัคซีนเช้ือเป็น (Modified live vaccine) และวัคซีนเช้ือตาย (Inactivated 
vaccine) รวมท้ังซับยูนิตวัคซีน (Subunit vaccine)  โปรแกรมวัคซีนท่ีใช้ ปัจจุบันมีหลายแบบ   เช่น  
การปูพรมวัคซีน  (Mass  vaccination) ในแม่สุกรทุก 3 เดือนด้วยวัคซีนเช้ือเป็น  การฉีดวัคซีนในแม่
สุกรทดแทนก่อนเข้าฝูงด้ว ยวัคซีนเช้ือเป็น  การฉีดวัคซีนเช้ือตายในแม่ สุกรก่อนคลอด  4 สัปดาห์และ
การฉีดวัคซีนในลูกสุกรก่อนหย่านมท่ีอายุ 2-3 สัปดาห์ด้วยวัคซีนเช้ือเป็น  แต่ปัญหาการใช้วัคซีนนั้น
พบว่าไม่สามารถควบคุมได้สมบูรณ์  อาจเนื่องมาจากคุณภาพของวัคซีนท่ีมีอยู่ในปัจจุบันยังไม่ดีท่ีสุด
หรือการป้องกันได้เฉพาะสายพันธุ์เดียวกัน (Homologous) (Labarque et al., 2004 ; Lager et al., 
1999; Meng, 2000; Mengeling et al., 2003)           

          นอกจากนั้นยังพบว่า การฉีดวัคซีนพบว่ามีความสามารถป้องกันเพียงบางส่วนต่อการรับเช้ือ
ไวรัสท่ีมีสายพันธุ์ที่แตกต่างจากไวรัสของวัคซีน (Mengeling et al., 2003) และการกลับมาท าให้เกิด
โรคของไวรัสของวัคซีน (Botner et al., 1997; Madsen et al., 1998; Nielsen et al., 2001) ส่วน
การไม่ใช้วัคซีนจะใช้วิธีการจัดการแก้ปัญหา  มีท้ังวิธีการปรับสภา พสุกรสาวก่อนเข้าฝูง (Gilt 
acclimatization) โดยท าให้สุกรสาวรับเช้ือภายในฝูงจากสุกรท่ีมีการขับเช้ือ เช่น ลูกสุกรหรือแม่สุกร
รอการคัดท้ิง หรือวิธีการคัดท้ิงสุกรท่ีมีปัญหาบางส่วน (Partial depopulation)เพื่อลดการแพร่เช้ือ 
และการใช้วิธีการเข้าหมดออกหมดในการเคล่ือ นย้ายสุกรเป็นชุด (All-in all-out pig flow) เพื่อ
หลีกเล่ียงการรับเช้ือจากสุกรคนละชุด โดยท่ีจะต้องท าให้ฝูงสุกรอยู่สถานะ stable/inactive farm   

          ปัจจุบันพบว่าฟาร์มที่มีการใช้วัคซีนเช้ือเป็นอยู่เป็นประจ าจะพบลักษณะอาการคล้ายโรคพี
อาร์อาร์เอสอยู่เป็นระยะๆตลอดเวลา เช่น การแท้ง ลูกตายแรกคลอด มัมมี่ ฉะนั้นจึงมีมูลเหตุจุงใจท่ี
จะท าการศึกษาพัฒนาการการเปล่ียนแปลงรหัสพันธุกรรมของไวรัสในฟาร์มสุกรท่ีมีการท าวัคซีนพีอาร์
อาร์เอสเช้ือเป็น  โดยเฉพาะ โปรตีน  GP5 ซึ่งมีความส าคัญต่อ กระตุ้นการสร้าง NA ฉะนั้นเมื่อมีการ
เปล่ียนแปล งส่วนของ โปรตีน  GP5 จึงมีผลต่อการป้องกันโรค  จากเหตุผลนี้จึงเลือกท่ีจะศึกษาการ
เปล่ียนแปลงในส่วนของโปรตีน GP5 โดยเฉพาะการท าวัคซีนหลังการเกิดโรคพีอาร์อาร์เอส   

          จากเหตุผลท่ีกล่าวมานั้น ไวรัสพีอาร์อาร์เอสได้ก่อความเสี ยหายท่ัวโลกรวมทั้งในประเทศไทย
ซึ่งยังหาข้อสรุป ไม่ได้  ในการป้องกัน โรครวมท้ังฟาร์มที่ท าให้ปลอดโรคก็มีโอกาสรับเช้ือเข้ามาใหม่
ตลอดเวลา  ดังมีตัวอย่างเกิดขึ้นหลายฟาร์ม  ฟาร์มส่วนมาก จึงเป็นฟาร์ม ชนิดไม่ปลอดเช้ือ  จึงท าให้
ฟาร์มจ านวนมาก มีการใช้โปรแกรมวัคซีนในการป้องกันโรค  โดยเฉพาะ การใช้ วัคซีนชนิดเช้ือ เป็นมี
แนวโน้มมากขึ้น  ท าให้ ปัญหาลดลงแต่ก็ พบว่า ยังมีอาการของโรคพีอาร์อาร์เอสอยู่ตลอดเวลา
โดยเฉพาะการแท้งในแม่สุกรและแม่น้ า นมแห้ง  แม้จะมีการใช้วัคซีน ปัญหาดังกล่าว ยังหาข้อสรุปของ
สาเหตุไม่ได้ว่าเกิดจากสาเหตุเช่นใด มีวิธีการป้องกันแบบใดรวมท้ังถ้าจะใช้วัคซีนควรจะใช้วัคซีนชนิด
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เช้ือเป็นหรือเช้ือตาย เหมือนดังเช่นการใช้โปรแกรมวัคซีนโรคอหิวาห์สุกร (Swine fever) หรือโรคพิษ
สุนัขบ้าเทียม (Aujesky disease) สามารถก าหนดความชัดเจนของโปรแกรมวัคซีนได้   จึงเป็นเหตุจูง
ใจในการศึกษาการ เปล่ียนแปลง ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยเฉพาะ ส่วนโออาร์เอฟห้าในฟาร์มที่มี
โปรแกรมวัคซีนเช้ือเป็นหลังจากมีการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอส ทุกๆเดือน 6 เดือนและเดือนเว้น
เดือน 2 ครั้ง ว่าเกิดการเปล่ียนแปลงเช่นไรเพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการพิจารณาในการใช้วัคซีนต่อไป 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

           ศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือ ไวรัสพีอาร์อาร์เอส ส่วนโออาร์เอฟห้าท่ีแยกได้
จากฟาร์มสุกรท่ีฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือภายหลังการระบาดของโรค
แบบต่อเนื่องทุกเดือนเป็นเวลา 6 เดือนและตามด้วยเดือนเว้นเดือนจ านวน 2 ครั้ง 

 

สมมุติฐานการวิจัย 

          เกิดการเปล่ียนแปลงของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือหลังการใช้วัคซีนชนิดเช้ือ
เป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือ 

           

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

          ทราบการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสองสายพันธุ์ ว่ามีการแปล่ียน
แปลงอย่างไรหลังได้รับการฉีดวัคซีน ไวรัสพีอาร์อาร์เอส ชนิดเช้ือเป็น สายพันธุ์อเมริกาเหนือ อันมีผลดี
ต่อการเข้าใจการเปล่ียนแปลงของไวรัสท้ังสองโดยเฉพาะสายพันธุ์อเมริกาเหนือและเป็นพื้นฐานในการ
พิจารณาในการท่ีจะใช้วัคซีนหรือไม่ควรใช้รวมท้ังการพิจารณาในการใช้วัคซีนท่ีเหมาะสม 

 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
ไวรัส (Virus) 
          เช้ือไวรัสเป็นเช้ือก่อโรค (Infectious agent) ขนาดเล็กท่ีไม่สามารถมองเห็นด้วยกล้อง
จุลทรรศน์  และ สามารถเพิ่มจ านวนได้ในเซลล์ของส่ิงมีชีวิตเท่านั้น เช้ือไวรัส ประกอบด้วยสาร
พันธุกรรมดีเอ็นเอ (DNA) หรืออาร์เอ็นเอ (RNA) ไวรัสมาจากภาษาลาตินมีความหมายว่าสารพิษ 
(Poison) การก าเนิดของไวรัสนั้นไม่มีหลักฐานและแหล่งก าเนิดท่ีชัดเจน  เนื่องจากองค์ประกอบของ
ไวรัสเอง ท่ีสลายได้ง่าย (Denature) ส่งผลให้ ไม่สามารถสะสม จนเกิดเป็นสารฟอสซิล (Fossil) เพื่อ
น าพาในการสืบค้นหา ได้เหมือนส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นๆ การสืบหาแหล่งก าเนิดของไวรัส จึงเป็น เพียง
การศึกษาจากสารพันธุกรรมของไวรัสเอง (DNA และ RNA) ซึ่งได้มีการเก็บรักษาสารพันธุกรรม  
ในช่วงไม่เกินระยะเวลา 90 ปีท่ีผ่านมา แต่อย่างไรก็ตามได้มีการตั้งข้อสมมุติฐานของแหล่งก าเนิดไวรัส
ออกเป็นประเด็นได้ 3 ประเด็นประกอบด้วย 
          1. Regressive hypothesis โดยคาดว่าในอดีตท่ีผ่านมาไวรัสเป็นเซลล์ท่ีอาศัยในเซลล์ท่ีมี
ขนาดใหญ่กว่า เมื่อเวลาผ่านไปเป็นเวลานานๆ ส่งผลให้เกิดการสูญเสียสารพั นธุกรรมบางชนิด เช่น 
สารพันธุกรรมท่ีเกี่ยวข้องกับการด ารงชีวิตนอกเซลล์ท่ีไวรัสอาศัยอยู่ 
          2. Cellular origin hypothesis โดยคาดว่าในอดีตท่ีผ่านมาไวรัสได้ถูกพัฒนามาจากการที่
สารพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตท่ีมีขนาดใหญ่กว่าท่ี หลบหลีกออกมา ดังเช่น พลาสมิด (Plasmid) และ
transposons (Jumping gene) เช่น  การค้นพบ  transposons ในข้าวโพด โดย Barbara 
McClintock ในปี ค .ศ. 1950 (Mc, C. B. 1950 ) ข้อสมมุติฐานนี้อาจเรียกอีกช่ือว่า  Vagrancy 
hypothesis 
          3. Co-evolution hypothesis โดยคาดว่าในอดีตท่ีผ่านมาไวรัสได้ถูกพัฒนามาจากโมเลกุลท่ี
ซับซ้อนของโปรตีน  (Protein) และสารพันธุกรรม  (Nucleic acid) ในช่วงระยะเวลาเดียวกับการ
ก าเนิดของเซลล์ชนิดแรกในโลก       
     
การจ าแนกชนิดของไวรัส (Classification of virus) 
          1. International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) Classification  
ข้อพิจารณาในการจ าแนกของไ วรัสนั้นโดยอาศัยคว ามแตกต่างของชนิดของสารพันธุกรรม โปรตีนท่ี
ห่อหุ้มสารพันธุกรรม  การมีหรือไม่มีของเอนเวนลอปโปรตีน  ความไวต่อการคงด ารงชีวิตอยู่ใน
สารละลายอีเทอร์ ความคงทนต่อกรดด่าง ขนาดของอนุภาคของไวรัส และคุณสมบัติทางกายภาพ ทาง
เคมีและชีววิทยาอื่นๆ (เช่น ความ หนาแน่น ความคงทนต่ออุณหภูมิเกลือและสารเ คมี วิธีการเพิ่ม
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จ านวนของไวรัส และ ต าแหน่งของเซลล์ท่ีไวรัสไปอาศัยอยู่ใน การเพิ่มจ านวนของไวรัส เป็นต้น ) การ
จ าแนกโดยวิธี ICTV นั้น  จ าแนกออกเป็น  Order ซึ่งจะมีค าลงท้ายด้วย –virales  Family ซึ่งจะมีค า
ลงท้ายด้วย -viridae  Subfamily ซึ่งจะมีค าลงท้ายด้วย –virinae  Genus  ซึ่งจะมีค าลงท้ายด้วย    
-virus และ  Species  ซึ่งจะมีค าลงท้ายด้วย -virus ตามล าดับลงมา 
          2. Baltimore classification การจ าแนกโดยวิธี  Baltimore ถูกจ าแนกโดย  David 
Baltimore ซึ่งเป็นนักชีววิทยาท่ีได้รับรางวัลโนเบล (Noble prize) หลักการจ าแนกโดยวิธีนี้จะยึดถือ
พื้นฐานของการเกิด mRNA (ตัวกลางของการแปลรหัสในการสร้างโปรตีน ) ท่ีเกิดขึ้นซึ่งสามารถแบ่ง
ออกเป็นดังนี้  
          กลุ่ม  1 double strand DNA (dsDNA) viruses เช่น Adenoviruses  Herpesviruses 
และ  Poxviruses 
          กลุ่ม   2  positive single strand DNA (+sense ssDNA) viruses เช่น Parvoviruses 
          กลุ่ม   3  double strand RNA (dsRNA) viruses  เช่น  Reoviruses 
          กลุ่ม  4  positive single strand RNA (+sense ssRNA) viruses เช่น Picornaviruses 
และ Togaviruses 
          กลุ่ม  5 negative single strand RNA (-sense ssRNA) viruses เช่น Orthomyxoviruses 
และ Rhabdoviruses 
          กลุ่ม 6 positive single strand RNA-RT (+sense ssRNA-RT) viruses เช่น Retroviruses 
          กลุ่ม 7  double strand DNA-RT (dsDNA-RT) viruses เช่น Hepadnaviruses 

 
อาร์เอนเอไวรัส (RNA virus) 
          ส่ิงมีชีวิตท่ีเรียกว่าไวรัสนั้น ประกอบด้ว ยสารพันธุกรรมซึ่งมีท้ังท่ีเป็น ดีเอนเอ  (DNA)  และ 
อาร์เอ็นเอ (RNA) ท่ีก่อให้เกิดโรคท้ังโรคอุบัติใหม่  (Emerging disease) หรือโรคอุบัติซ้ า                     
(Re-emerging disease) พบว่าประมาณ 70% เป็นไวรัสชนิดอาร์เอ็นเอ จากการจ าแนกจัดกลุ่มของ
อาร์เอ็นเอไวรัสโดยวิธี  Baltimore classification นั้นอาร์เอ็นเอไวรัสจะถูกจ าแนกอยู่ในกลุ่ม 3  4  5  
และ 6 ซึ่งจะมีความแตกต่างของการเกิด mRNA เพื่อน าไปใช้เป็นแม่แบบ (Template) ของการสร้าง
โปรตีนของไวรัส (Translation) เช่น กลุ่มท่ี 4 ซึ่งเป็น (+)sense ssRNA นั้นตัวอาร์เอ็นเอของไวรัสเอง
สามารถท าหน้าท่ีเป็น mRNA ได้โดยตรง  โดยท าหน้าท่ีเป็นแม่แบบในการสร้างโปรตีนของไวรัสได้
โดยตรง  แต่อาร์เอ็นเอไวรัสกลุ่มท่ี 5 ซึ่งเป็น  (-) sense ssRNA นั้นตัวของไวรัสเองจะเป็นแม่แบบใน
การสร้าง mRNA (+sense RNA) ขึ้นมาก่อนเพื่อให้ mRNA เป็นแม่แบบในการสร้างโปรตีนของไวรัส
ขึ้นมาภายหลัง  ฉะนั้นการท่ีอาร์เอ็นเอไวรัสมีแหล่งก าเนิดของ mRNA ท่ีแตกต่างกันจึงมีผลในการ
วิวัฒนาการท่ีแตกต่างกันไปด้วย  แต่อย่างไรก็ตามพบว่าอาร์เอ็นเอไวรัส จะมีลักษณะการเปล่ียนแปลง
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ท่ีรวดเร็ว  (Holland et al., 1982) โดยสามารถพบว่าอาร์เอ็นเอไวรัสมี  การเปล่ียนแปลงรหัส
พันธุกรรมอัตราเฉล่ีย 10-3 -10-5 ต่อการเปล่ียนแปลงหนึ่งนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide) ในหนึ่งรอบของ
การเพิ่มจ านวนของไวรัส (Replication) (Batschelet et al., 1976; Drake, 1993) สาเหตุท่ีส าคัญท่ี
มีผลต่อการเปล่ียนแปลงท่ีรวดเร็วอันเนื่องมาจากอาร์เอ็นเอไวรัสนั้นเป็นเพราะส่วนของเอนไซม์  RNA 
polymerase ของอาร์เอ็นเอไวรัสขาดคุณสมบัติในการแก้ไขการเรียงตัวของ  นิวคลีโอไทด์ท่ีผิดพลาด
ในขณะท่ีมีการเพิ่มจ านวนของไวรัส (โดยขาดการท าหน้าท่ีของ  3’ – 5’ exonuclease)  ท้ังส่วนของ
เอนไซม์  RNA polymerase และ reverse transcriptase ซึ่งแตกต่างจากดีเอนเอไวรัสท่ีมีเอนไซม์  
DNA polymerase ท่ีมีส่วนประกอบของโปรตีนของ  exonuclease ในการท าหน้าท่ี 3’ – 5’ 
exonuclease อยู่ใน DNA polymeraseเอง (Steinhauer et al., 1992)  จากการท่ีอาร์เอ็นเอไวรัส
สามารถท่ีจะด ารงอยู่ในลักษณะของประชากรท่ีซับซ้อนและหลากหลายจึงจัดเป็น viral quasi-
species (Domingo et al., 1985; Eigen, 1996) การท่ีมีคุณสมบัติการเป็น  viral quasi-species นี้
เองจึงท าให้อาร์เอ็นเอไวรัสมีรูปแบบของการเปล่ียนแปลงท่ีหลากหลายได้หลายแบบด้วยกัน เช่น  การ
เกิดการกลายพันธุ์ (Mutation) ชนิด การทดแทน (Substitution)  การขาดหายไป  (Deletion) และ 
การเพิ่มขึ้น  (Insertion) หรือ การเกิด รีคอมบิเนช่ัน  (Recombination) แบบ  homologous และ 
non-homologous recombination หรือ การเกิดการเปล่ียนสารพันธุกรรมระหว่างกัน (Genome 
segment reassortment)  แต่ท้ังนี้การท่ีอาร์เอ็นเอไวรัสมีการเปล่ียนแปลงรหัสพันธุกรรมจะเกิดขึ้น
ในลักษณะไหนก็ตาม ดังเช่น การเปล่ียนแปลงท่ีรวดเร็ว ย่อมมีปัจจัยบางประการท่ีมีอิทธิพลต่อการ
เปล่ียนแปลง เช่น คุณสมบัติของเอนไซม์ของไวรัส (ดังท่ีได้กล่าวมาแล้วนั้น ) หรือ ปริมาณของ
สารประกอบท่ีไวรัสน ามาใช้ในการเพิ่มจ านวนของไวรัสท่ีมีอยู่ในเซลล์ท่ีไวรัสอาศัยอยู่  เช่น ปริมาณ
ของสาร นิวคลีโอไทด์ หรือ แรงกดดันจากส่ิงแวคล้อมท่ีไวรัสอาศัยอยู่ เช่น ภูมิต้านทานของส่ิงมีชีวิตท่ี
ไวรัสไปอาศัยอยู่สร้างขึ้นมา (Borrego et al., 1993) รวมท้ังอาร์เอ็นเอไวรัสท่ีไปอาศัยในส่ิงท่ีมีชีวิตคน
ละชนิดกัน  

 
Quasi-species 
           Quasi-species  เป็นลักษณะตามธรรมชาติของส่ิงท่ีมีชีวิตเพื่อท่ีจะท าการคัดเลือกสายพันธ์
ท่ีมีความสามารถในการด ารงชีวิตเพื่อความอยู่รอดของลูกหลานในรุ่นต่อๆไป (Next generation) 
โดยการเกิดลักษณะของความหลากหลายของสายพันธุกรรม (Genetic variation) ของแต่ละ
ประชากร (Population) จากจ านวนหลายประชากรในส่ิงแวดล้อมนั้นๆเพื่อคัดเลือกกลุ่มประชากรท่ี
มีสายพันธุกรรมท่ีมีคว ามสามารถในการด ารงชีวิตต่อไปได้ ในปี ค .ศ.1977 Manfred Eigen และ 
Peter Schuster ท้ังสองเป็นนักเคมีชาวเยอรมันเป็นผู้ท่ีให้ค าอธิบายและท าการผลักดันหลักการเกิด 
quasi-species โดยได้มีงานตีพิมพ์ใน Journal Naturwissenschaften หัวข้อ A Principle of 
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Natural Self-organization ได้กล่าวว่า การก าเนิดและพัฒนาการของส่ิงมีชีวิต เริ่มต้นจากกา รเพิ่ม
ขนาดโมเลกุลขนาดใหญ่ (Macromolecule) ภายในตัวของส่ิงมีชีวิตเอง (เช่น DNA และ RNA) 
เพื่อให้เกิดความเหมาะสมกับสภาพแวดล้อมในเวลานั้น แต่ว่าในช่วงระยะเวลาก่อนหน้าท่ี  Manfred 
Eigen และ Peter Schuster จะได้กล่าวถึงการเกิด quasi-species นั้นได้มีนักธรรมชาติ วิทยาชาว
อังกฤษช่ือ  Charles Robert Darwin เป็นบุคคลท่ีมีความเช่ือว่าส่ิงมีชีวิตท้ังหลายก่อก าเนิดมาจาก
บรรพบุรุษท่ีธรรมดา (Common ancestor) ในปี ค .ศ. 1859 Charles Robert Darwin ได้ตีพิมพ์
บทความท่ีช่ือว่า On the Origin of Species ได้กล่าวถึงหลักการคัดเลือกโดยธรรมชาติของส่ิงมีชีวิต 
(Natural selection) โดยกล่าวว่าส่ิงท่ีมีชีวิตท่ีมีการพัฒนาให้เกิดลูกหลานในรุ่นต่อๆไปนั้นจะมีการ
พัฒนาเพื่อท าให้เกิดส่ิงท่ีได้ประโยชน์ท่ีดีขึ้น (Advantage) ของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ เช่น การพัฒนาการ
เพื่อให้ลูกหลานรุ่นต่อๆไปมีความสามารถในการอยู่รอดมากขึ้น  แต่การพัฒนาการจะเป็นลักษณะการ
เกิดแบบช้าๆอย่างค่อยเป็นค่อยไป จะไม่เกิดการพัฒนาการแบบรวดเร็ว  
 
การเกิดรีคอมบิเนชั่น (Recombination) 
          การเกิดรีคอมบิเนช่ัน มักพบใน  positive single strand RNA viruses (Lai, 1992 ; Lai, 
1995) แต่พบว่าไม่มีรายงานใน unsegmented negative single strand RNA viruses การเกิดรี
คอมบิเนช่ัน สามารถเกิดได้ท้ังแบบ  homologous และ non-homologous recombination โดย
ขบวนการเกิดนั้นได้มีการสรุป  โดย Peter D. Nagy and Anne E. Simon ในปี ค .ศ. 1997 (Nagy 
and Simon, 1997) สามารถเกิดได้ 3 วิธีหลักๆ  ดังนี้ 
           1. Replicase-driven Template Switching mechanism การเกิดรีคอมบิเนช่ัน โดยวิธีนี้
จะเป็นการท างานของเอนไซม์  viral replicase (RNA-dependent RNA polymerase; RdRp) ซึ่ง
จะมีอาร์เอ็นเอเข้ามาเกี่ยวข้องกับขบวนการอย่างน้อย 3 อาร์เอ็นเอ คือ สายอาร์เอ็นเอต้นแบบ (RNA 
template  donor strand)  สายอาร์เอ็นเอเกิดใหม่ (Nascent strand) และ สายอาร์เอ็นเอต้นแบบ
ท่ีรับช่วงต่อจาก donor strand (Acceptor strand) โดยขบวนการเกิดขึ้นจากการที่การสร้างสาย
อาร์เอ็นเอท่ีเกิดใหม่ (Nascent strand) ท าการสร้างสายอาร์เอ็นเอใหม่จากสายอาร์เอ็นเอต้นแบบ 
(Donor strand) โดยเอนไซม์ RdRp ได้เกิดมีสัญญาณภายใน เกิดขึ้น (Intrinsic signal) คือ สัญญาณ
หยุด (Pausing) และ ส้ินสุด (Termination) ท าให้เอนไซม์ RdRp น าพา nascent strand ไปท าการ
คัดลอกการสร้างสายอาร์เอ็นเอใหม่ต่อท่ีสายต้นแบบใหม่ (Acceptor strand) ท าให้สายอาร์เอ็นเอท่ี
เกิดใหม่เป็นสายอาร์เอ็นเอลูกผสม (Chimeric RNAs) สัญญาณการเกิด สัญญาณหยุด  (Pausing) และ 
ส้ินสุด (Termination) เกิดจากลักษณะการเรียงสายพันธุกรรม และหรือ โครงสร้างทุติยภูมิ ของ  
donor strand หรือ nascent strand การเกิดมีลักษณะคล้ายกับการเกิดใน DNA-dependent 
RNA polymerases และ RNA-dependent DNA polymerases (Wu et al., 1995)    การเกิด
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การหยุด  (Pausing) และส้ินสุด (Termination) นั้นสามารถแยกความแตกต่างของแต่ละชนิดของ 
RNA polymerase โดยดูคุณลักษณะของการกระตุ้นการเกิดการเปล่ียนสายต้นแบบ (Template 
switching) 
           2. RNA Breakage and Ligation mechanism ลักษณะการเกิดเป็นรูปแบบการที่ 
nascent strand ถูกตัดขาดออกจาก donor strand จึงเกิดขบวนการซ่อมแซมต่อเข้ากับสายต้นแบบ
ใหม่ในการคัดลอกสายอาร์เอ็นเอ ลักษณะการเกิดวิธีการนี้พิสู จน์ให้เห็นจริงค่อนข้างล าบาก  แต่มักจะ
อ้างอิงจากวิธีการของ DNA-based breakage and ligation recombination systems 
          3. Breakage-induced Template Switching mechanism ลักษณะของวิธีการนี้คล้ายกับ
วิธีการ  Replicase-driven Template Switching mechanism แต่วิธีการของ  Breakage-induced 
Template Switching mechanism นั้นต าแหน่งของ 5’-end ของ donor strand ท่ีขาดจะเป็นตัว
ท าให้เกิดการหยุด (Pausing) และ ส้ินสุด (Termination) และเกิดการเปล่ียนสายอาร์เอ็นเอต้นแบบ
เพื่อใช้ในการคัดลอกใหม่ โดยเอนไซม์ replicase   
 
ทฤษฏี Muller’s ratchet 
          ค าว่า  ratchet  มีความหมายว่าส่ิงท่ีเป็นเกลียวที่หมุนไปทิศทางเดียว  ซึ่งไม่สามารถหมุน
กลับมาได้ ฉะนั้น  Muller’s ratchet จึงหมายถึงทฤษฎีของ  Muller (Muller, 1964) ท่ีกล่าวถึง
ส่ิงมีชีวิตท่ีมีลักษณะของการเกิดการกลายพันธุ์ในช่วงระยะเวลาท่ีมีอัตราการกลายพันธุ์ที่สูง  จะส่งผล
ต่อการกลายพันธุ์ในลักษณะของการขาดหายไปของสายพันธุกรรม (Deleterious mutation) ในส่วน
ท่ีมีความส าคัญต่อการด ารงชีวิต ส่งผลใ ห้ประชากรของส่ิงมีชีวิตนั้นจ านวนลดลง (Fitness loss) 
เหมือนลักษณะการเกิดคอขวด (Bottleneck) ลักษณะการเกิดการกลายพันธุ์ชนิดนี้นั้นจะเคล่ือนไปใน
ทิศทางเดียว ฉะนั้นส่ิงมีชีวิตชนิดนั้นจะต้องหาวิธีการซ่อมแซมส่วนท่ีเสียหายไ ปกลับคืนมาใหม่  เพื่อให้
มีความสามารถในการด ารงชีวิตต่อไป (Fitness gain) ส่งผลให้ประชากรของส่ิงมีชีวิตนั้นเพิ่มจ านวนท่ี
สูงขึ้น ซึ่งการซ่อมแซมนั้นส่ิงท่ีมีชีวิตนั้นจะต้องใช้วิธีการโดยการผสมพันธุ์ (Sexual) หรือโดยการกลาย
พันธุ์ชนิดรีคอมบิเนช่ัน  (Recombination)  จากทฤษฎีของ  Muller’s ratchet นี้จึงน ามาท าความ
เข้าใจเกี่ยวกับ อาร์เอ็นเอไวรัสในแง่มุมของการเกิดการกลายพันธุ์ชนิดการขาดหายไปของสาย
พันธุกรรม (Deleterious mutation) นั้นส่งผลตามมาภายหลังในการเกิดการกลายพันธุ์ชนิด รีคอม
บิเนช่ัน  (Recombination) ซึ่งท าให้เกิดอาร์เอ็นเอไวรัสสายพันธุ์ใหม่เกิดขึ้นมาได้ (Mutant) อันอาจ
มีผลท าให้เกิดลักษณะของวิการของโรคท่ีเปล่ียนไป 
          เนื่องจากอาร์เอ็นเอไวรัสมีลักษณะเป็น quasi-species จึงสามารถพบความหลากหลายของ
กลุ่มประชากรอาร์เอ็นเอไวรัสในส่ิงท่ีมีชีวิตท่ีอาร์เอ็นเอไวรัสอาศัยอยู่ (Host) แต่ละกลุ่มของประชากร
อาร์เอ็นเอไวรัสนั้น  จะมีความหลากหลายของความสามารถในการด ารงชีวิต (Fitness differences) 
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ฉะนั้นในช่วงเวลาเดียวกันนั้นจะพบกลุ่มประชากรของอาร์เอ็นเอไวรัสท้ังกลุ่มท่ีมีประชากรเพิ่มข้ึน 
(Fitness gain) และ กลุ่มประชากรท่ี มีจ านวนลดลง (Fitness loss)  แต่อย่างไรก็ตามทฤษฎีของ  
Muller’s ratchet จะเกี่ยวข้องกับกลุ่มประชากรท่ีลดลง (Fitness loss) จึงจะส่งผลต่อการเกิด รีคอม
บิเนช่ัน  (Recombination)  ฉะนั้นในปี ค .ศ. 1992 Elizabeth Duarte และคณะได้ท าการพิสู จน์
ลักษณะการเกิดกลุ่มประชากรท่ีลดลง (Fitness loss) ของประชากรอาร์เอ็นเอไวรัสโดยการท าการ
ทดลองใน vesicular stomatitis virus (VSV) เพื่อหลีกเล่ียงการเกิด รีคอมบิเนช่ัน  
(Recombination)   เนื่องจาก VSV เป็น negative ss RNA virus ซึ่งการท่ีจะพบการเกิด รีคอม
บิเนช่ัน  (Recombination) นั้นจะพบในอาร์เอ็นเอไวรัสท่ีเป็น positive ssRNA virus  (Lai, 1992; 
Lai, 1995) การทดลองจะใช้วิธีการ plaque-to-plaque จ านวน 20 รุ่น (Passage) โดยการน าหลาย
กลุ่มของประชากรมาเล้ียงในเซลล์เพาะเล้ียงไวรัสเดียวกัน  เพื่อตรวจสอบจ านวนของประชากรแต่ละ
กลุ่ม ซึ่งพบว่าจะมีประชากรบางกลุ่มลดจ านวนลง (Fitness loss) ตามล าดับซึ่งสอดคล้องตามทฤษฎี
ของ Muller’s ratchet 
 
พีอาร์อาร์เอสไวรัส (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus; PRRSV)  
          ไวรัสพีอาร์อาร์เอสอยู่ใน  Order Nidovirales, Family Arteriviridae และGenus 
Arterivirus   ไวรัสท่ีจัดอยู่ใน ตระกูล (Family) เดียวกันกับ เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสประกอบด้วย  
Equine arteritis virus (EAV) ท่ีก่อโรคในม้า  Lactate dehydrogenase-elevating virus (LDV) ท่ี
ก่อโรคในหนู และ Simian haemorrhagic fever virus (SHFV) ท่ีก่อโรคในลิง (Meulenberg et 
al., 1993; Plagemann and Moennig, 1992)  
          จีโนม (genome) ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสประกอบด้วย สายพันธุกรรมชนิดอาร์เอ็นเอสาย
เด่ียวแบบสายบวก (Single-stranded positive sense RNA virus) มีปลาย 5’ cap และ 3’ poly 
(A) tail โดยท่ีปลาย 5’ จะมีส่วนของ 5’ untranslated region (UTR) ส่วนปลาย 3’ จะมีส่วนของ 
3’ UTR ซึ่งอยู่ส่วนข้างหน้าของ 3’ poly (A) tail  สายพันธุกรรมของเช้ือมีความยาวโดยประมาณ 15 
กิโลเบส มีโปรตีนหุ้มสายพันธุกรรม (Nucleocapsid protein) และภายนอกมีเปลือกหุ้ม (Envelope 
protein) วัดขนาดเส้น ผ่า ศูนย์กลางถึงเปลือกหุ้มภายนอกได้ประมาณ 50-65 นาโนเมตร 
(Meulenberg et al., 1993) จีโนมของไวรัสประกอบด้วยส่วนรหัสของการสร้างโปรตีน (Open 
reading frame; ORF) 7 ORFs คือ  
          1. ORF1 สร้างโปรตีนไม่ใช่โครงสร้าง (Non-structure protein; nsp)  มีขนาดประมาณ 
80% ของจีโนมในส่วนปลาย 5’ Terminal ถูกแบ่งออกเป็น ORF1a และ ORF1b โดย ORF1a สร้าง 
pp1a polyprotein ส่วน ORF1b สร้างโปรตีน pp1ab polyprotein ผ่านทาง ribosomal frame 
shift (den Boon et al., 1995; Meulenberg et al., 1993) โปรตีนท่ีถูกสร้างจาก  ORF1a จะ
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เกี่ยวข้องกับการตัดของโปรตีนไม่ใช่โครงสร้างส่วนอื่น  (Proteolytic activity) ส่วนโปรตีนท่ีถูกสร้าง
จาก  ORF1b เกี่ยวข้องกับการเพิ่มจ านวนของไวรัส (Replicase-related activity) เช่น RNA-
dependent RNA polymerase และ NTPase/RNA helicase (Godeny et al., 1993; 
Gorbalenya et al., 1989; Meulenberg et al., 1993; van Dinten et al., 1996) โปรตีน  pp1a 

polyprotein    และ pp1ab polyprotein ต่อมาจะถูกตัดได้ 13 โปรตีนได้แก่ nsp1α  nsp1β 
nsp2-12 (Meulenberg et al., 1997; Snijder, 1998; Ziebuhr et al., 2000) ซึ่งจะมี nsp4 เป็น
โปรตีนหลักท่ีส าคัญต่อโปรตีน nsp อื่นๆ (Ziebuhr et al., 2000) เช่นการตัดออกระหว่างโปรตีน 
nsp3/nsp4  nsp4/nsp5 และ nsp11/nsp12 (Tian et al., 2009)  
          2. ORF7 สร้างนิวคลีโอแคปซีสโปรตีน (Nucleocapsid protein) เป็นโปรตีนห่อหุ้มจีโนม
ของไวรัสมีขนาดความยาวของกรดอะมิโน 128 ในสายพันธุ์ยุโรป และ 123 ในสายพันธุ์อเมริกาเหนือ
โปรตีนขนาดเล็กประมาณ 14-15 KDa มีกรดอะมิโนท่ีมีคุณสมบัติเป็นด่างปริมาณสูง (Mardassi et 
al., 1995 ; Meulenberg et al., 1995) เนื่องจากต้องมีปฏิสัมพันธ์กับส่วนของอาร์เอนเอของไวรัส   
นิวคลีโอแคปซีสโปรตีนเป็นองค์ประกอบของโปรตีนโครงสร้างไวรัสปริมาณสูงถึง 20-40% (Bautista 
et al., 1996; Mardassi et al., 1994; Nelson et al., 1993)     
 

 

 
 

ภาพที่ 2   แสดงโปรตีนโครงสร้างส่วน โออาร์เอฟ 2-6 ท่ีมา Dokland, 2010  
                                     

          3. ORFs 2-6 สร้างโปรตีนโครงสร้าง (Structure protein; SP) ส่วนของเปลือกไวรัส 
(Envelope protein)(ภาพที่ 2) ซึ่งแบ่งได้เป็น 2 ส่วน คือ 
          3.1 โปรตีนโครงสร้างรอง (Minor envelope proteins) โปรตีนโครงสร้างรองประกอบด้วย           
          3.1.1 ไกลโคโปรตีนสอง หรือเรียกว่า ไกลโคโปรตีนสองเอ (GP2a) สร้างจาก ORF2a มีขนาด 
29-30 KDa ความยาวของกรดอะมิโน 253 ในสายพันธุ์ยุโรป และ 256 ในสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ท่ี
ปลาย N-terminal จะมี signal sequence ท่ีอะมิโน 1-37 ในสายพันธุ์ยุโรป และ 1-40 ในสายพันธุ์
อเมริกาซึ่งอยู่ในส่วนของ ectodomain (ความยาวโดยประมาณ 168 อะมิโน ) ถัดมาสายโปรตีนจะ
สอดแทรกผ่านเปลือกของไวรัส (Transmembrane) เพียงครั้งเดียวต่อด้วยส่วนโปรตีนยื่นเข้าภายใน



13 
 

ไวรัส (Endodomain) ประมาณ 20 อะมิโน (Wissink et al., 2004) นอกจากนี้จะมีส่วนของ ORF2b 
อยู่ภายในส่วน ORF2a จะท าหน้าท่ีสร้างโปรตีนชนิดนอนไกลโคโปรตีนท่ีเรียกว่าอีโปรตีน (E protein) 
มีขนาด   8 KDa ซึ่งเดิมทีค าว่าอีโปรตีนจะใช้เรียกโปรตีนของ GP5 (Wu et al., 2001; Wu et al., 
2005) เพราะเนื่องมาจากการที่ โปรตีน  GP5 เป็นโปรตีนส าคัญของส่วนเปลือกของไวรัส  อีโปรตีนมี
ความส าคัญต่อการติดเช้ือแต่ไม่ส าคัญต่อการประกอบโครงร่างของไวรัส  (Snijder et al., 1999 ; 
Wieringa et al., 2004) โดยคาดว่าท าให้เกิด oligomeric ion channel (Lee and Yoo, 2006) 
และมีสายโปรตีนสอดแทรกผ่านเปลือกไวรัสหนึ่งครั้ง  
          3.1.2 ไกลโคโปรตีนสาม เป็นไกลโคโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุดความยาวกรดอะมิโน 265 ใน
สายพันธุ์ยุโรป และ 254 ในสายพันธุ์อเมริกาเหนือ (Gonin et al., 1998 ; Wieringa et al., 2002)  
ขนาด 27-29 KDa โดยวิธีการค านวณจากความยาวกรดอะมิโนตามน้ าหนักโมเลกุลของแต่ละกรดอะมิ
โน ซึ่งจะมีขนาดเล็กกว่าการทดสอบโดยวิธี gel electrophoresis (SDS-PAGE) ท่ีมีขนาดถึง 42-50 
KDa (Gonin et al., 1998; Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al., 1995) เพราะเนื่องจาก
ไกลโคโปรตีนสามมีต าแหน่งการเกิด glycosylation จ านวน 6 ต าแหน่งคือ 2  42  50  130  151 
และ 159 ในสายพันธุ์ยุโรป และ 29  42  50  131  152 และ 160 ในสายพันธุ์อเมริกา เหนือจึงท าให้
มีขนาดท่ีมากขึ้นโดยการทดสอบด้วย SDS-PAGE  ข้อมูลไกลโคโปรตีนสามยังไม่ค่อยชัดเจนมากนัก
โดยพบว่าเป็นส่วนหนึ่งของโปรตีนโครงสร้างรองของเปลือกไวรัส (de Lima et al., 2009 ; 
Meulenberg et al., 1995 ; van Nieuwstadt et al., 1996) บางครั้งพบไกลโคโปรตีนสามใน
อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีท าการทดลองติดเช้ือไวรัส  (Gonin et al., 1998 ; Mardassi et al., 1998 ; 
Wieringa et al., 2002) จึงอาจคิดว่าเป็นโปรตีนท่ีไม่ใช่โปรตีนโครงสร้างได้         
          3.1.3 ไกลโคโปรตีนส่ี  เป็นโปรตีนท่ีมีความยาวกรดอะมิโน 183 ในสายพันธุ์ยุโรป และ 178 
ในสายพันธุ์อเมริกาเหนือ (Meulenberg et al., 1997; van Nieuwstadt et al., 1996) มี signal 
peptide ท่ีต าแหน่ง 1-21 และส่วนใหญ่มีสายกรดอะมิโนทอดผ่านเปลือกไวรัสเพียงหนึ่งครั้งท่ี
ต าแหน่ง 161-181 ในสายพันธุ์ยุโรป และ 156-177 ในสายพันธุ์อเมริกา เหนือรวมท้ังมีต าแหน่งการ
เกิด glycosylation จ านวน 4 ต าแหน่งคือ 37 84 120 และ 130 (Wieringa et al., 2002)  
          โปรตีนโครงสร้างรองท้ังสามตัวมีการจับตัวเป็นรูป complex ในส่วนของเปลือกไวรัสท้ังสอง
สายพันธุ์ (Das et al., 2010 ; Wissink et al., 2005) โดยส่วนของสายพันธุ์ยุโรปมีความต้องการอี
โปรตีนเพิ่มข้ึนในการจับกันเป็น complex (Wissink et al., 2005) โปรตีนโครงสร้างรองจะมีการ
เช่ือมต่อกับส่วนโปรตีนโครงสร้างหลักทางไกลโคโปรตีนส่ีกับไกลโคโปรตีนห้า (Das et al., 2010) ท่ี
บริเวณเปลือกของไวรัส 
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ภาพที่ 3 แสดงอนุภาคของ Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) 

รูปร่างทรงกลม   ลักษณะของจีโนมแบบ non-segmented single strand RNA ห่อหุ้ม
โดย (Encapsidated) nucleocapsid protein N ซึ่งมีรูปร่างเป็น icosahedral core 
structure  มีเปลือกหุ้ม (Envelope) ประกอบด้วย envelope-associated  matrix 
protein (M) และ GP5 glycoprotein ซึ่งเป็นโปรตีนองค์ประกอบหลัก ในขณะท่ี GP2   
GP3 และ GP4 glycoprotein เป็นโปรตีนองค์ประกอบรอง ท่ีมา Dea et al., 2000 

 
          3.2  ส่วนโปรตีนโครงสร้างหลัก (Major envelope proteins) โปรตีนโครงสร้างหลักเป็น
ส่วนประกอบมากกว่า 50% ของโปรตีนส่วนเปลือกของไวรัส ประกอบด้วย ไกลโคโปรตีนห้า 
(Glycoprotein) มีขนาด 25 KDa สร้างจาก ORF5  และ M โปรตีน (Matrix protein) ซึ่งเป็นนอน
ไกลโคโปรตีนหก (Non-glycoprotein) มีขนาด 19 KDa  สร้างจาก ORF6 ท้ังคู่เช่ือมต่อกันด้วย 
disulfide bond ของกรดอะมิโน ซีสตีน (Cysteine)  โปรตีนโครงสร้างหลักมีส่วนส าคัญต่อไวรัสมาก
พบว่าในการเพิ่มจ านวนโดยวิธี infectious PRRSV clone ถ้าตัดส่วนท้ังสองออกไวรัสไม่สามารถเพิ่ม
จ านวนได้ ตรงกันข้ามถ้าขาดส่วนโปรตีนโครงสร้างรองไวรัสยังสามารถเพิ่มจ านวนได้ (Wissink et al., 
2005) 
 
ไกลโคโปรตีนห้า (Glycoprotein 5; GP5)                                                                                  
          ไกลโคโปรตีนห้า จะประกอบไปด้วยส่วนท่ีอยู่ด้านนอกของไวรัส (Ectodomain) ซึ่งจะอยู่
ทางด้าน N-terminal ประกอบไปด้วย signal peptide sequence ถัดมาจะมีส่วนของการเกิด 
glycosylation ท่ีเรียกว่า N-linked glycosylation site (NGS) โดยท่ีจะมีไกลโคเจนมาเช่ือมต่อกับ

GP

2 

mRNA 

N protein 

GP3 
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M protein 
E protein 
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กรดอะมิโน asparagine มีประมาณ 2-4 ต าแหน่ง  (ภาพที่ 4) (Dea et al., 2000; Mardassi et al., 
1996; Meulenberg et al., 1993)  รวมท้ังมีส่วนของ epitope ส่วนท่ีเป็น non-neutralizing 
epitope (Decoy epitope) และส่วนของ neutralizing epitope โดยท่ีส่วน  decoy epitope จะ
อยู่ส่วนหน้าของ  neutralizing epitope (ภาพที่ 4) (Ostrowski et al., 2002) พบว่า  decoy 
epitope อยู่บริเวณต าแหน่ง 27-30 และ neutralizing epitope อยู่ท่ีต าแหน่ง 37-45 (Lopez and 
Osorio, 2004; Ostrowski et al., 2002) นอกจากนี้ ectodomain จะมีส่วนเช่ือมต่อกับ M 
protein ท่ีถูกสร้างมาจาก ORF6 โดย disulfide bond (Disulfide linked-heterodimer) ของ
กรดอะมิโน cysteine (Dea et al., 2000; Mardassi et al., 1996)   
 
 
 

 
 
ภาพที่ 4 ส่วนประกอบของ โปรตีน  GP5 ectodomain: N-liked glycosylation site (N30  N33 

N44 และ N51)  decoy epitope A และ neutralizing epitope B ท่ีมา Snijder and 
Meulenberg, 1998  

 
ถัดจากส่วน ectodomain จะเป็นส่วนของ transmembrane ท่ีทอดอยู่ในส่วนของเปลือก

หุ้มของไวรัส ส่วนสุดท้ายจะเป็นส่วนของ endodomain อยู่ส่วนปลายทางด้าน C-terminal  ซึ่งจะ
ยื่นเข้าไปข้างในตัวไวรัส  (Meulenberg et al., 1995) ไวรัสพีอาร์อาร์เอสจัดเป็นไวรัสท่ีมีความ
หลากหลายพันธุกรรมเนื่องจากตัวไวรัสเองมีอาร์เอนเอโพลิเ มอเรสเอนไซม์ ท่ีมีประสิทธิภาพต่ า  
(Castro et al., 2005) ความหลากหลายของไวรัสนั้นส่วนท่ีมีความหลากหลายมากท่ีสุดคือ โปรตีน 
GP5  (Mardassi et al., 1995; Meng et al., 1995) ในโปรตีน  GP5 พบว่าส่วนของ ectodomain 
จะเป็นส่วนท่ีมีความแตกต่างมากท่ีสุด  (Andreyev et al., 1997; Pirzadeh et al., 1998) ท าให้มีผล
ต่อการเปล่ียนแปลงของสายกรดอะมิโนและต าแหน่งการเกิด NGS (Kapur et al., 1996; Mardassi 
et al., 1995; Meng et al., 1995)   
          การเกิด NGS นั้นท าให้ ไวรัสมีความสามารถในการหลบหลีกภูมิคุ้มกัน ในการยับย้ังไวรัสหรือ
ชะลอการสร้าง NA และสามารถคงอยู่ในส่ิงมีชีวิตท่ีไปอาศัย  เช่น simian immunodeficiency virus 
(Reitter et al., 1998)  human immunodeficiency virus type 1 (HIV) (Wei et al., 2003) 
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hepatitis B virus (Lee et al., 2003) และ influenza virus (Skehel et al., 1984) นอกจากนี้
ต าแหน่งของ NGS มีความส าคัญท่ีแตกต่างกัน เช่นการศึกษาต าแหน่งระหว่าง N46 และ N53 พบว่า
ถ้าขาดต าแหน่ง N46 จะท าให้ปริมาณไวรัสเพิ่มจ านวนลดลงเป็น 100 เท่า (Wissink et al., 2004)    
          การเกิด NA เพื่อใช้ในการท าลายไวรัสนั้นจะต้องใช้เวลาท่ีนานขึ้นเนื่องจากช่ว งระยะแรกของ
การติดเช้ือส่วนของ  decoy epitope จะถูกกระตุ้นก่อนท าให้เกิด non-neutralizing antibody 
(NNAs) (Labarque et al., 2000) พบว่า decoy epitope จะชะลอในการกระตุ้นในส่วนของ 
neutralizing epitopeให้ช้าลง  (Novotny and Bakaletz, 2003)  จากการที่  decoy epitope อยู่
ในต าแหน่งท่ีห่างจาก neutralizing epitope เพียง 7 ต าแหน่งซึ่งเป็นระยะท่ีใกล้กัน  ท าให้มีผลท่ีจะ
ชะลอการตอบสนองต่อ neutralizing epitope เช่นตัวอย่างการเกิดใน โปรตีน  GP41 ของ HIV 
(Cleveland et al., 2000) แต่อย่างไรก็ตามสามารถพบส่วนของ  neutralizing epitope ท่ีโปรตีน 
GP4 และ M protein   แต่จากการทดลองและวิจัยพบว่าส่วนของ  neutralizing epitope ท่ีโปรตีน 
GP5 มีความส าคัญท่ีมากกว่าจึงจัดเป็น primary (Major) neutralizing antibody (Gonin et al., 
1999; Pirzadeh and Dea, 1997; Weiland et al., 1999)  
          การท่ีโปรตีน GP5 เกิดการเช่ือมต่อกับ M protein ลักษณะแบบ  heterodimer โดย 
disulfide bond มีส่วนส าคัญต่อการประกอบโครงร่างของไวรัสเองและยังมีส่วนเกี่ยวข้องต่อไวรัสเข้า
สู่เซลล์ท่ีมีความไวต่อไวรัส (Alveolar macrophage) โดยเข้าไปเกี่ยวข้องในส่วนของตัวรับของเซลล์
เป้าหมายต่อไวรัส (Sialoadhesin  และ heparin sulfate) (Delputte and Nauwynck, 2004) 
โดยได้รับการสนับสนุนจาก  major  neutralizing epitope ท่ีส่วนของ N-terminal ectodomain 
ของไวรัส (Ostrowski et al., 2002) 
           
การเพิ่มจ านวนของไวรัส (Replication of virus) 
          ไวรัสจะสามารถเพิ่มจ านวนได้ในเซลล์ท่ีมีความไวต่อเช้ือไวรัสคือ porcine alveolar 
macrophages (PAM) (Duan et al., 1997)   ไวรัสจะเข้าสู่เซลล์โดยจะอาศัย sialic acid บนผิว
นอกของไวรัสและ heparin sulphate บนผนังเซลล์ของเซลล์ มาโครฟาตท่ีบริเวณปอด (Porcine 
alveolar macrophage; PAM)  โดยขบวนการท่ีเรียกว่า mechanism of receptor-mediated 
endocytosis (Delputte and Nauwynck, 2004)  หลังจากไวรัสเข้าสู่ภายในเซลล์  PAM ส่วนของ
จีโนมของไวรัสจะเริ่มต้นสร้างโปรตีน polyprotein ชนิด NSP  จาก ORF1a และ ORF 1b (ภาพที่ 5) 
รวมท้ังเป็นแม่แบบส าหรับการสร้าง minus-strand RNA (โดยท่ี NSP มีส่วนเกี่ยวข้องในการสร้าง 
minus-strand RNA) ซึ่ง minus-strand RNA จะเป็นแม่แบบของการสร้างตัวไวรัสขึ้นมาใหม่ 
(Genomic RNA) ส่วนของการสร้างโปรตีนชนิด  structural protein จะถูกสร้างจาก subgenomic 
RNAs ของแต่ละโปรตีนโดยมีส่วน 3’-coterminal และ 5’ leader sequence (ส่วน sequence ท่ี
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อยู่ส่วนหน้าของ ORF1ทาง 5’)  โดยขบวนการสร้าง subgenomic RNAs จะเริ่มต้นจากการใช้ส่วน
ของ genomic RNA เป็นแม่แบบของการสร้าง  subgenomic minus-strand RNAs (Subgenomic 
replicative intermediates; RIs) เพื่อใช้เป็นแม่แบบการสร้าง subgenomic RNAs การสร้าง  RIs 
จะเริ่มต้นจากการถอดรหัสจาก 5’ leader sequence ของ genomic RNA ต่อจากนั้นการถอดรหัส
จะกระโดดมายังส่วนของ ORFs ของแต่ละ ORFs จนไปสุดส่วนของ 3’-terminal ท าให้เกิด 
subgenomic RNAs ของ ORF2-7 (ภาพที่ 4) subgenomic RNAs ของแต่ละ ORFs ก็จะท าหน้าท่ี
สร้างโปรตีนแต่ละตัว เช่น subgenomic RNA7 สร้าง nucleocapsid protein ท่ีท าหน้าท่ีห่อหุ้ม
จีโนมโดยขบวนการจะเกิดท่ีบริเวณภายใน smooth endoplasmic reticulum และ/หรือ golgi 
complex membrane  สุดท้ายไวรัสจะอาศัยการเกิด budding ในการออกสู่นอกเซลล์ PAM เพื่อ
ไปติดเช้ือเซลล์ใหม่ต่อไป (Snijder and Meulenberg, 1998) 
 
 

                                                        
 ภาพที่  5  การเกิด nonstructural proteins, genomic RNA และ subgenomic RNAs ท่ีมา 

Snijder and Meulenberg, 1998  
 
การเข้าเซลล์เป้าหมายของไวรัส (Virus entry) 
          ไวรัสมีความจ าเพาะต่อเซลล์เป้าหมาย (Cell tropism) คือเซลล์ท่ีพัฒนามาจากโมโนซัยต์มา
โครฟาตโดยเฉพาะมาโครฟาตท่ีบริเวณปอด (Porcine alveolar macrophage; PAM) ซึ่งเป็นเซลล์
เป้าหมายแรกของไวรัส (Duan et al., 1997) ฉะนั้นเราสามารถน าเซลล์มาโครฟาตมาเล้ียงเพิ่ม
จ านวนของไวรัสได้ นอกจากนี้ยังมีเซลล์ท่ีไวรัสสามารถเพิ่มจ านวนได้อีกคือ เซลล์จากไตลิง เช่น MA-
104  MARC-145  และ CL-2621(Benfield et al., 1992; Kim et al., 1993; Wensvoort et al., 
1991; Wensvoort et al., 1992) การเริ่มต้นของไวรัสเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย  โดยเริ่มจากบริเวณของ
เปลือกของไวรัสท่ีโปรตีนไกลโคโปรตีนห้าท่ีมีการเช่ือมกับ  M โปรตีน  เพราะบริเวณนี้จะมีตัวรับต่อ 
heparin sulphate (Low affinity) และ sialoadhesin (Higher affinity) ท่ีผนังเซลล์มาโครฟาต 
(Delputte et al., 2007) ท าให้มีจ านวนไวรัสปริมาณมากมาท่ีผนังเซลล์มาโครฟาต นอกจากนี้ยัง
เกี่ยวข้องกับตัวรับ CD163 ซึ่งเป็น scavenger receptor (Calvert et al., 2007) โดยท่ี CD163 จะ
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เช่ือมกับเปลือกไวรัสส่วนของไกลโคโปรตีนสอง   สาม และส่ี (Das et al., 2010) ฉะนั้นเซลล์ท่ีแสดง
โปรตีน  CD163 ไวรัสจึงสามารถเข้าเซลล์ได้ (Susceptible) (Calvert et al., 2007; Lee et al., 
2010) การท่ีไวรัสเข้าเซลล์ได้สมบูรณ์จึงต้องการเซลล์ท่ีมีส่วนท้ัง  sialoadhesin (CD169) และ 
CD163 (Van Gorp et al., 2008) นอกจากนี้ไวรัสสามารถกระตุ้นให้มีการสร้างนอนนิวทรัลซิ่งแอนติ
บอด้ี (Non-neutralizing antibody; NNA) นั้นท าให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์ของสุกรง่าย ขึ้น โดยขบวนการท่ี
เรียกว่า Antibody-dependent enhancemant (ADE) (Yoon et al., 1996) เริ่มจาก NNA จะมี
ความไวในการเข้าจับต่อโปรตีนของไวรัสท่ีกระตุ้น  NNA ท าให้ฟาโกรซัยต์เซลล์  (Phagocyte cell) 
ของสุกรเข้าท าการจับกินไวรัส  เมื่อไวรัสเข้าสู่ภายในฟาโกรซัยต์เซลล์ นั้น ท าให้ ไวรัสสามารถเพิ่ม
จ านวนไวรัสลูก (Replication) ได้มากขึ้นและเร็วขึ้น มีผลท าให้อาการของโรครุนแรงเพิ่มข้ึน เช่น การ
ท าวัคซีนชนิดซับยูนิตส่วนไกลโคโปรตีนห้าท่ีมีส่วนของการกระตุ้นนอนนิวทรัลซิ่งแอนติบอด้ี  (Non-
neutralizing epitope) ( Prieto C et al., 2011) นอกจากนี้ไวรัสยังสามารถเข้าสู่กลุ่มเซลล์โมโน
ซัยต์แต่เป็นเซลล์โมโนซัยต์ท่ีถูกกระตุ้น โดยพบว่าสารอินเตอร์เฟอร์รอนอาร์ฟ่ าซึ่งเป็นสารต้านไวรัส 
(Antiviral activity) ท่ีเซลล์โมโนซัยต์สร้าง  มีผลท าให้มีการเพิ่มจ านวนของ sialoadhesin ท่ีบริเวณ
ผิวเซลล์ ท าให้ไวรัสสามารถเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย  (Delputte et al., 2007)  
 
การกลายพันธุ์ (Mutation) 
          การเกิดโรคจากอาร์เอนเอไวรัสจะมีการพบมากกว่าการเกิดโรคจากดีเอนเอ ไวรัส  ไม่ว่าจะ
เป็นโรคอุบัติใหม่  (Emerging disease) หรือโรคอุบัติซ้ า (Reemerging disease) ดังเช่นไวรัสใน 
family Arenaviridae  Bunyaviridae  Filoviridae  Flaviviridae Myxoviridae  
Picornaviridae และ Retroviridae  
          ตามธรรมชาติพบว่าอาร์เอนเอไวรัสมีจ านวนน้อยมาก  ท่ีถูกควบคุมแบบมีประสิ ทธิภาพไม่ว่า
จะโดยวัคซีนหรือการใช้ยาต้านไวรัส  เพราะความสามารถของไวรัสในการเปล่ียนแปลงเพื่อความอยู่
รอดในส่ิงแวคล้อ มท่ีไวรัสอาศัยอยู่ (Domingo et al., 1985; Domingo et al., 1978; Holland et 
al., 1982)  ซึ่งสามารถเกิดไ ด้ท้ัง การเปล่ียน แปลง พันธุกรรมแบบการทดแทนนิวคลีโอไทด์  
(Substition mutation)  การขาดหายไป (Deletion mutation)  การเพิ่มขึ้น (Insertion 
mutation) และ การเกิดรีคอมบิเนช่ัน  (Recombination)  โดยปกติการเปล่ียนแปลงสายพันธุกรรม
แบบการทดแทน นิวคลีโอไทด์ เกิดขึ้นอยู่เป็นประจ าโดย มีการเปล่ียนแปลงรหัสพันธุกรรมอัตราเฉล่ีย 
10-3 -10-5 ต่อการเปล่ียนแปลงหนึ่งนิวคลีโอไทด์  (Nucleotide) ในหนึ่งรอบของการเพิ่มจ านวนของ
ไวรัส (Replication) (Batschelet et al., 1976; Drake, 1993) สาเหตุท่ีส าคัญท่ีมีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงท่ีรวดเร็วอันเนื่องมาจากอาร์เอ็นเอไวรัสนั้นเป็นเพราะส่วนของเอนไซม์  RNA 
polymerase ของอาร์เอ็นเอไวรัสขาดคุณสมบัติในการแก้ไขการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ท่ีผิดพลาดใน
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ขณะท่ีมีการเพิ่มจ านวนของไวรัส  (โดยขาดการท าหน้าท่ีของ  3’–5’ exonuclease)  ท้ังส่วนของ
เอนไซม์  RNA polymerase และ   reverse transcriptase  ส่วนการเกิด รีคอมบิเนช่ัน  
(Recombination) มักพบการเกิดเสมอใน positive single strand RNA virus ท้ังในไวรัสพืชและ
ไวรัสในสัตว์ (Lai et al, 1992) แต่ไม่พบในไวรัสชนิด unsegment negative strand RNA virus 
เช่น Rhabdovirus  โดยพบว่าเอนไซม์โพลีเมอเร สสามารถข้ามมาจับกับ template อื่นท าให้ เกิดรี
คอมบิเนช่ัน  (Lai et al, 1992)  ไม่ว่าการเปล่ียนแปลงสายพันธุกรรม  จะเกิดขึ้นแบบไหนก็ตามก็จะ
เกิดสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการเปล่ียนแปลงเพื่อความอยู่รอดในส่ิงแวคล้อมนั้น  ท่ีมีปัจจัยมา
ควบคุม (Seletive pressure) เช่น ภูมิต้านทานชนิด นิวทรัลไลซ์ซ์ ซิ่งแอนติบอด้ี (Borrego B et al., 
1993) หรือยาต้านไวรัส 
          การกลายพันธุ์นั้นได้มีการทดลองพิสูจน์เกี่ยวกับสภาพส่ิงแวคล้อมท่ีไวรั สอาศัยอยู่  โดยการใช้
เอนไซม์โพลีเมอเร สชนิด taq polymerase (ขาด 3’-5’ exonuclease) ในส่ิงแวคล้อมท่ีมีความ
เข้มข้นของ nucleoside triphosphate ท่ีแตกต่างกันพบว่าเกิด hypermutated molecules 
(Martinez M.A. et al., 1994)  รวมท้ังการพบ  hypermutated viral genome ในธรรมชาติ 
(Vartanian J-P et al., 1991) 
          โรคพีอาร์อาร์เอส เกิดจากไวรัส positive single strand RNA จึงพบการกลายพันธุ์ได้หลาย
แบบ เช่น Goldberg และคณะในปี 2003 (Goldberg et al., 2003 ) ศึกษาความหลากหลาย
พันธุกรรมของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในฟาร์มสุกรภายในฟาร์มเดียวกันและต่างฟาร์ม  ซึ่งพบการเปล่ียน  
แปลงแบบการทดแทนนิวคลีโอไ ทด์ หรือการพบสายพันธุ์ใหม่ ในประเทศจีน  (High pathogenic 
PRRSV) ในป ีค.ศ. 2006 (Yufeng Li et al., 2007) ซึ่งพบการกลายพันธุ์ชนิด การขาดหายของนิวคลี
โอไทด์ส่วน NSP2 ซึ่งสอดคล้องกับการพบว่าส่วน NSP2 สามารถเกิดการขาดหายหรือเพิ่มขึ้นของ     
นิวคลีโอไทด์ โดยไวรัสยังคงสามารถด ารงอยู่ได้ (de Lima et al., 2008 ; Fang Y et al., 2008 ; Kim 
D.Y. et al., 2009 ) ต่างจากโปรตีนส่วนโครงสร้าง  การเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไปมีผลต่อการด ารงอยู่ได้
ของไวรัส (Meulenberg et al., 1998 ; Yoo D et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบการเกิด รีคอมบิเนช่ัน 
จากการน าไวรัส 2 สายพันธุ์น ามาเพาะเล้ียงในเซลเพาะเล้ียงเดียว กัน (Yuan et al., 1999) และพบรี
คอมบิเนช่ัน ในธรรมชาติโดยพบการผสมระหว่างไวรัสวัคซีนกับไวรัสในธรรมชาติ (Li B et al., 2009)     
 
ภูมิคุ้มกัน (Immunity) 
          ภูมิคุ้มกันโดยท่ัวไปต่อการติดเช้ือไวรัสนั้นจะมี ความส าคัญท้ังภูมิคุ้มกันสารน้ า (Humoral  
immunity) และ ภูมิคุ้มกันพึ่งเซลล์  (Cell-medited immunity) ในกรณีของไวรัสพีอาร์อาร์เอสนั้น
หลังจากสุกรติดเช้ือพบว่าสามารถพบแอนติบอด้ีในวันท่ี 5-7 และจะพบในสุกรทุกตัวในวันท่ี 14 
(Yoon et al., 1995)  ส่วนแอนติบอด้ีชนิด IgM จะพบสูงสุดในวันท่ี 14   จนกระท่ังวันท่ี 42 ไม่
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สามารถตรวจพบได้   แต่เมื่อตรวจวัดจ านวนโดยรวมของแอนติบอด้ีจะพบปริมาณสูงสุดวันท่ี 21-49 
หลังการรับเช้ือ (ภาพที่ 6) (Loemba et al., 1996; Vezina et al., 1996)  เมื่อศึกษาลงรายละเอียด
ชนิดของแอนติบอด้ี  พบว่าจะเกิดแอนติบอด้ีต่อโปรตีนขนาด 15 kDa (Nucleoprotein) เป็นอันดับ
แรก ตามมาด้วย 19 kDa (M protein) และ 26 kDa (GP5) ตามล าดับ (Nelson et al., 1994)  การ
ตรวจวัดแอนติบอด้ีในช่วงแรกที่พบนั้นพบว่าไม่สามารถท่ีจะท าหน้าท่ีป้องกันโรคได้ (NNAs) 
(Labarque et al., 2000; Yoon et al., 1994) แต่พบว่าแอนติบอด้ี (NA) ท่ีพบหลังการรับเช้ือ
มากกว่า 28 วัน สามารถท่ีจะป้องกันโรคได้ท้ังสายพันธุ์อเมริกา เหนือและยุโรป (Diaz et al., 2005; 
Meier et al., 2003; Yoon et al., 1994) ซึ่งจะเป็น   NA ต่อโปรตีน  GP5 เป็นหลัก  (Gonin et al., 
1999; Nelson et al., 1994; Pirzadeh and Dea, 1997) แม้ว่าจะพบ  NA ต่อโปรตีน  GP4 และ M 
protein (Gonin et al., 1999; Meulenberg et al., 1997; Weiland et al., 1999; Yang et al., 
2000)  แต่ก็เป็น NA ท่ีมีความส าคัญน้อยกว่า NA ต่อโปรตีน  GP5  ส่วน NNAs ท่ีพบช่วงแรกนั้น
พบว่ามีคุณสมบัติในการกระตุ้นการเพิ่มจ านวนของไวรัสซึ่งเรียกว่า antibody-dependent 
enhancement (ADE) (Yoon et al., 1996; Yoon et al., 1997)  ขณะเดียวกัน NNA ต่อโปรตีน 
GP5 ท่ีเกิดจากการกระตุ้นของ decoy epitope นั้น  มีส่วนท าให้การเกิด NA ต่อโปรตีน  GP5 นาน
ขึ้น  
 
 

        
                

 ภาพที่ 6  แสดงช่วงระยะเวลาการเกิดภูมิต้านทานชนิดต่างๆ ท่ีมา Lopez and Osorio, 2004  
          ภูมิคุ้มกันสุกรต่อการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ท่ีมีความส าคัญต่อการมีชีวิตรอดของสุกรต้อง
ใช้เวลานานถึง 4 สัปดาห์ ซึ่งต่อมาไวรัสยังคงพบในตัวสุกร (Persistent infection) ในปริมาณต่ าได้
นานอย่างน้อย 150 วัน (Allende et al., 2000) เหตุผลหลักท่ีส าคัญอันเนื่องมาจากการ สร้าง
ภูมิคุ้มกันท่ีไม่สามารถป้องกันได้ (Lunney et al., 2010; Mateu and Diaz, 2008)   พบว่า
นิวทรัลซิ่งแอนติบอด้ีสามารถป้องกันการติดเช้ือใหม่และการก าจัดเช้ือออกจากตัวสุกร (Lopez and 
Osorio, 2004; Murtaugh et al., 2002; Osorio et al., 2002) แต่การสร้างนิวทรัลซิ่งแอนติบอด้ีต่อ



21 
 

โปรตีนหลักส่วนไกลโคโปรตีนห้า ใช้เวลาท่ีนานกว่าการสร้างนอนนิวทรัลซิ่งแอนติบอด้ีต่อโปรตีนส่วน
โครงสร้างอื่นๆ  รวมท้ังต่อโปรตีนไม่ใช่ส่วนโครงสร้างในส่วนของ nsp2   จึงมีผลท าให้ช่วงติดเช้ือ
ระยะแรกไม่สามารถป้องกันการติดเช้ือได้ (Lopez and Osorio, 2004) การสร้างนิวทรัลซิ่งแอนติ
บอด้ีสาเหตุหลักท่ีเกิดได้ช้านั้นมีเหตุผล 3 ข้อท่ีอธิบายได้คือ  1. ส่วนของไกลโคโปรตีนห้ามีส่วนโปรตีน
ท่ีกระตุ้นท าให้เกิดนอนนิวทรัลซิ่งแอนติบอด้ีท่ีเรียกว่า epitope A หรือ decoy epitope อยู่ส่วนหน้า
ของ epitope B (กระตุ้นการเกิดนิวทรัลซิ่งแอนติบอด้ี ) จึงมีผลในการท าให้การเกิดนิวทรัลซิ่งแอนติ
บอด้ีนานขึ้น (Osorio et al., 2002 ; Ostrowski et al., 2002 ; Yang et al., 2000)  2. การเกิด N-
linked glycosylation ท่ีต าแหน่งใกล้ส่วนของ epitope B โดยอยู่ส่วนด้านหน้ามีผลท าให้ความไวต่อ 
epitope B ลดลง (Ansari et al., 2006 ; Faaberg et al., 2006 ; Plagemann et al., 2002)  3. 
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีขบวนการหลายวิธีในการยับยั้งการเกิด Innate immunity   โดยเฉพาะการสร้าง
อินเตอร์เฟอร์รอนไทป์วัน  (IFN type I) ซึ่งมีผลต่อมาในทางลบต่อการสร้างภูมิคุ้มกันชนิด Adative 
immunity (Mateu and Diaz, 2008; Murtaugh et al., 2002; Royaee et al., 2004)   
  
วัคซีนพีอาร์อาร์เอส 
          การได้รับเช้ือไวรัส โดยท่ัวไปร่างกายต้องมีขบวนการต่อต้าน  โดยเริ่มจากภูมิคุ้มกันแบบไม่

เฉพาะเจาะจง (Innate immunity) โดยเฉพาะการสร้างสาร interferon type 1 (IFN α, β) เพื่อ
ยับย้ังการเพิ่มจ านวนของไวรัส ต่อมาจึงมีการกระตุ้นการเกิดภูมิต้านทานเฉพาะเจาะจง (Adaptive 
immunity) โดยการน าเสนอโดยเซลล์ท่ีสามารถท าหน้าท่ีเป็น antigen presenting cell (APC cell) 
ต่อ T lymphocyte cell เพื่อท าให้เกิดภูมิคุ้มกันท้ังชนิดพึ่งเซลล์ (Cell mediated immunity; CMI) 
และ ภูมิคุ้ม กันแบบสารน้ า (Humoral immunity;HMI) โดยเฉพาะ การเกิด interferon gamma 
producing cell และ immunoglobulin ตามล าดับ ฉะนั้นการท าวัคซีนควรจะท าให้เกิด adaptive 
immunity โดยไม่ถูกยับยั้ง แต่พบว่าการรับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส จะพบการเกิดนอน นิวทรัลไลซ์ ซิ่ง
แอนติบอด้ีในช่วงระยะแรกก่อนจะเกิดนิวทรัลไลซิ่งแอนติบอด้ีต่อมา  ซึ่งช้ากว่าการเกิดจากการรับเช้ือ
ไวรัสชนิดอื่น (Lopez and Osorio, 2004 ) วัคซีนชนิด เช้ือเป็นโดยการท าให้อ่อนก าลังลง
(Attenuate) มีผลในการกระตุ้นภูมิต้านทานเหมือนการติดเช้ือธรรมชาติ   ฉะนั้นการเกิด นิวทรัลไลซ์
ซิ่งแอนติบอด้ีต้องใช้เวลาท่ีนานเช่นกัน   
          การใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสามารถป้องกันการรับเช้ือสายพันธุ์เดียวกัน (Homologous) แต่มี
ข้อจ ากัดในการป้องกันการรับเช้ือต่างสายพันธุ์ (Heterologous) (Meng X.J. et al., 2000; van 
Woensel et aj., 1998) และสามารถกลับมาท าให้เกิดสายพันธุ์ที่รุนแรง  (Botner et al., 1997 ; 
Nielsen et al., 2001) ส่วนการใช้วัคซีนชนิดเช้ือตายไม่สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันในระดับป้องกันโรค
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ได้ (Meng X.J. et al., 2000) แต่การกระตุ้นซ้ าโดยวัคซีนชนิดเช้ือตายสามารถเกิดภูมิต้านทานโรคได้ 
(Nilubol et al., 2004)  
           
วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเชื้อเป็น (modified live PRRSV vaccine) 
          วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น เป็นวัคซีนท่ีผลิตจากการน าไวรัสท่ีแยกได้จากการก่อโรคใน
สุกรมาเพาะเล้ียงในเซลล์เพาะเล้ียงจนพบว่าไม่ก่อโรคในสุกร (Attenuate) ปัจจุบันวัคซีนชนิดนี้ท่ีมี
การใช้แพร่หลาย ได้มีการน าไวรัสก่อโรคมาท าให้อ่อนก าลังลงโดยใช้ไวรัสต้นแบบของท้ังสองสายพันธุ์ 
ดังเช่น วัคซีนเช้ือเป็น  Ingelvac PRRS MLV (Boehringer Ingelheim, USA) ได้น าไวรัสต้นแบบ สาย
พันธุ์อเมริกาเหนือ  (VR2332) มาท าให้อ่อ นก าลังลงในเซลล์เพาะเล้ียง และ Amervac (HIPRA 
laboratories Inc, SPAIN) ได้น าไวรัสต้นแบบสายพันธุ์ยุโรป (Lelystad) มาท าให้อ่อนก าลังลงใน
เซลล์เพาะเล้ียง  จากการที่ท าให้ไวรัสอ่อนก าลังลงเพื่อใช้เป็นวัคซีนนั้นพบว่าการเกิดความรุนแรงของ
ไวรัสเป็นลักษณะแบบเกิดจากหลายยี น (Multigenic) ท้ังยีนโปรตีนโครงสร้างโดยเฉพาะยีนไกลโค
โปรตีนห้าและยีนท่ีไม่ใช่โปรตีนโครงสร้างต้ังแต่ nsp3-8 (Kwon et al., 2008)  ฉะนั้นการท่ีจะพัฒนา
วัคซีนเช้ือเป็นโดยการท า reverse genetic engineering โดยวิธี infectious clone จึงเป็นเรื่อง ยาก 
ตัวอย่างเช่นการเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมต าแหน่งโออาร์เอฟห้าสายพันธุ์รุนแรง และสายพันธุ์ที่อ่อน
ก าลังของ Tong-Qing An (An et al., 2011) พบว่าสายพันธุ์รุนแรง VR2332 (Parental) โปรตีน
ต าแหน่งท่ี  13  คือ R (Arginine) แต่สายพันธุ์วัคซีน Ingelvac PRRS MLV คือ Q (Glutamine) และ 
โปรตีนต าแหน่งท่ี 151 ของ VR2332 คือ  R (Arginine) สายพันธุ์วัคซีน Ingelvac PRRS MLV คือ G 
(Glycine)  ขณะเดียวกันส่วนของสายพันธุ์รุนแรง /สายพันธุ์ไม่รุนแรง (Parental / attenuate) สาย
พันธุ์อื่น (JAI42/Ingelvac ATP   CH-1a/CH-1R   HuN4/HuN4-F112  และ  JXA1-R/JXA1-R) 
ยังคงเป็น R (Arginine) ท้ังสองต าแหน่ง  นอกจากนี้วัคซีนเช้ือเป็นสามารถป้องกันโรคได้เฉพาะสาย
พันธุ์เดียวกับวัคซีน (Homologous) การป้องกันจากวัคซีนท่ีต่างสายพันธุ์ (Heterologous) สามารถ
ป้องกันได้เพียงบางส่วน  (Labarque et al., 2004 ; Lager et al., 1999 ; Meng, 2000 ; Mengeling 
et al., 2003)  ฉะนั้นการใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็น จึงไม่สามารถป้องกันได้ร้อยเปอร์เซนต์   เนื่องจากการ
เปล่ียนแปลงสายพันธุกรรมของไวรัสตลอดเวลา (Quasi-species) ขณะเดียวกันพบว่าไวรัสวัคซีนมี
โอกาสท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงสายพันธุ์ในไวรัสลูกท่ีมีความรุนแรงขึ้นมาใหม่ได้  (Botner et al., 
1997; Nielsen et al., 2001)  
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วัคซีนชนิดเชื้อตาย (Inactivated vaccine) 
          วัคซีนชนิดเช้ือตายนั้น  ได้จากการน าไวรัสปริมาณท่ีมากกว่าชนิดเช้ือเป็น  (>106 TCID50) มา
ท าให้ตายโดยไม่เสียโครงสร้างของโปรตีนไวรัส (Inactivate) ซึ่งมีหลายวิธี  เช่น formaldehyde หรือ 
binary ethylenimine (BEI) ต่อจากนั้นจึงน ามาผสมกับส่ือ (Adjuvant) เช่น อะลูมิเนียมไฮด๊อกไซต์   
น้ ามันในน้ า และน้ าในน้ ามัน ขึ้นอยู่แต่ละบริษัทได้ท าการทดลองมาว่าวัคซีนของแต่ละบริษัทเหมาะสม
ต่อชนิดไหน การใช้วัคซีนชนิดเช้ือตาย แม้พบว่าไม่สามารถท าให้เกิดไวรัสลูกได้ท าให้ไม่สามารถเปล่ียน
สายพันธุกรรมท่ีมีความรุนแรงขึ้นได้  แต่ให้ผลในการป้องกันโรคท่ีต่ ากว่า  (Meng, 2000 ; Nielsen et 
al., 1997) อาจเนื่องมาจากโดยท่ัวไปแล้ววัคซีนชนิดเช้ือตายกระตุ้นให้เกิดเฉพาะภูมิคุ้มกันแบบสารน้ า 
(Humoral Immunity) ต่างจากวัคซีนชนิดเ ช้ือเป็นกระตุ้นให้เกิดภูมิคุ้มกันท้ังชนิดสารน้ า และ
ภูมิคุ้มกันชนิดพึ่งเซลล์ (Cell mediated immunity) ฉะนั้นปัจจุบันจึงมีการใช้วัคซีนชนิดเช้ือตาย
น้อยกว่าการใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็น ฟาร์มที่มีการใช้วัคซีนชนิดเช้ือตายนิยมใช้ในช่วงแม่สุกรก่อนคลอด
เพื่อให้แม่สุกรมีภูมิคุ้มกันในน้ านมเหลือง (Maternal immunity) ท่ีสูงขึ้นเพื่อให้ลูกสุกรได้รับ
ภูมิคุ้มกันในน้ านมเหลือง เพื่อป้องกันการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสหลังจากลูกสุกรคลอด   
 
วัคซีนชนิดซับยูนิต (Subunit vaccine) 
          วัคซีนชนิดซับยูนิต (Subunit vaccine) เกิดจากการสร้างโปรตีนของไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน
ห้องปฏิบัติการซึ่งมีท้ังระบบจากการใช้เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli (E.coli) และการใช้ไวรัสชนิด 
baculovirus ในการสร้างโปรตีนของไวรัสพีอาร์อาร์เอส  โดยท่ีระบบการสร้างโดย Escherichia coli 
นั้นโปรตีนท่ีได้จะเป็นสายตรงไม่มีการโค้งงอ (Folding) เนื่องจากในระบบนี้ไม่เกิดขบวนการ 
glycosylation ฉะนั้นต าแหน่งท่ีเป็น epitope ท่ีเกิดจากการโครงงอของโปรตีนก็จะสูญเสียคุณสมบัติ
การเป็น epitope  ท าให้ไม่สามารถกระตุ้นภูมิต้านทานได้  ต่างจากการใช้ระบบการสร้างโปรตีนจาก 
baculovirus ในเซลล์แมลงซึ่งเกิดขบวนการ  glycosylation (ขบวนการผลิตมีความยุ่งยากมากกว่า )  
นอกจากนี้ เนื่องจากไวรัสมีต าแหน่ง epitope ท่ีกระตุ้นการเกิด นิวทรัลไลซ์ ซ์ซิ่งแอนติบอด้ีหลาย
ต าแหน่ง (Kim and Yoon, 2008) จึงท าให้ยากต่อการเลือกชนิดของโปรตีนเพื่อน ามาท าเป็นวัคซีน
ชนิดซับยูนิต (เนื่องจากไกลโคโปรตีนห้าเป็นต าแหน่งหลักท่ีส าคัญในการกระตุ้น นิวทรัลไลซ์ ซ์ซิ่งแอนติ
บอด้ีฉะนั้นวัคซีนชนิดซับยูนิตจึงเลือกใช้โปรตีนไกลโคโปรตีนห้า เป็นหลัก ) รวมท้ังไวรัสมีการ
เปล่ียนแปลงระหัสพันธุกรรมในไวรัสลูกตลอดเวลา  (Quasi-species) โดยเฉพาะการเปล่ียนแปลง
โปรตีนท่ีท าให้เกิดนิวทรัลไลซ์ซ์ซิ่งแอนติบอด้ี 



 
                                                                                                                                                                    

 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
ฟาร์มด าเนินการวิจัย 

ท างานวิจัยในฟาร์มสุกรขนาด 1,700 แม ่ ต้ังอยู่ในเขตจังหวัดภาคกลางของประเทศไทย โดย
ฟาร์มที่ด าเนินการวิจัยเป็นฟาร์มท่ีให้ผลบวกต่อไวรัสพีอาร์อาร์เอส  และไม่เคยมีประวัติการใช้วัคซีนพี
อาร์อาร์เอสท้ังชนิดเช้ือเป็นและเช้ือตายเพื่อควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอส   ก่อนด าเนินการวิจัย ฟาร์มมี
ระบบการเล้ียงแบบ 1 จุดการผลิต (one-site production system) หรือ คลอดถึงขุน (Farrow-to-
finish) ฟาร์มมีการเล้ียงสุกรทุกช่วงการผลิต ประกอบด้วยแม่สุกรพันธุ์  สุกรอนุบาล  และสุกรขุน อยู่
ในพื้นท่ีเดียวกันหมด แต่แบ่งช่วงของการผลิตต่างๆ  ออกเป็นโซน  และแต่ละ โซนการผลิตมีระยะห่าง
กันประมาณ 25 เมตร (ภาพที่ 7) โรงเรือนสุกรแม่ พันธุ์มีพื้นท่ีแยกออกจากโรงเรือนสุกรอนุบาล  และ
สุกรขุน ส่วนโรงเรือนสุกรอุ้มท้องแยกอยู่คนละหลังกับโรงเรือนสุกรเล้ียงลูก  

 

 
ภาพที ่7 แสดงแผนผังฟาร์มที่ด าเนินการวิจัย   
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โรงเรือนสุกรอนุบาลและสุกรขุน เป็นโรงเรือนแบบเปิด บรรจุสุกรได้ 500 – 600 ตัวต่อหนึ่ง
โรงเรือน ใช้ระบบการเล้ียงแบบเข้า-หมด ออก-หมด (All-in all-out) เป็นรายสัปดาห์ เพื่อสามารถน า
สุกรท้ังสัปดาห์การผลิต เข้าเล้ียง ได้ภายในหนึ่งโรงเรือนทุกโรงเรือน  เพื่อลดการถ่ายเช้ือระหว่างชุด  
และย้ายไปโรงเรือนสุกรขุนเมื่อสุกรอายุครบ 8 สัปดาห์    

ก่อนด าเนินงานวิจัย ฟาร์ม ควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอสโดย ใช้ระบบฝูงปิด (Closed herd 
system) ในการทดแทนสุกรสาว (replacement gilts) และมีอัตราการทดแทนท่ี 40 เปอร์เซนต์ต่อปี 
สุกรสาวทดแทนเป็นสุกรสาวที่ผลิตทดแทนเองภายในฟาร์ม (internal replacement gilts) และปรับ
สภาพสุกรสาวทดแทนก่อนเข้าฝูง (gilt acclimatization) โดยการเล้ียงรวมกับ แม่สุกรนางท้องแก่คัด
ท้ิง ด าเนินการปรับสภาพสุกรสาวทดแทนก่อนน าเข้าฝูงสุกรแม่พันธุ์ โดยโรงเรือนท่ีได้รับการออกแบบ
โดยเฉพาะ เพื่อให้มีระบบการปรับสภาพและการพักฟื้นอย่างเพียงพอ นอกจากนั้นฟาร์มยังใช้ระบบ
การแยกเล้ียงแม่สุกรท้องแรก (Parity segregation system) เพื่อควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอส  

ฟาร์มพบปัญหา การระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสใน ช่วงปลาย เดือน มกราคม  พ.ศ. 2553 
พบว่าอัตราการแท้งของแม่สุกรเพิ่มข้ึนเป็นประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์  สุกรอนุบาลจากเดิมท่ีมีอัตราการ
ตายและคัดท้ิงรวมแล้วไม่เกิน 3 เปอร์เซ็นต์ ต่อชุด เพิ่มข้ึนเป็นมากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ ต่อชุด เมื่อท า
การสุ่มเก็บตัวอย่างเลือด ในเดือนกุมภาพันธ์  พ.ศ. 2553 จากสุกรแม่พันธุ์ล าดับท้องละ 5 ตัวอย่าง 
และสุกรขุนที่ช่วงอายุ 4 6 8 12 16 18 และ 24 สัปดาห์  ช่วงอายุละ 5 ตัวอย่าง มาแยกซีรั่มและ
ตรวจวัด ระดับ แอนติบอด้ีด้วยวิธีอีไลซ่า (HerdChek PRRS 2XR, IDEXX Laboratories, 
Westbrook, Maine, USA) พบว่าแม่สุกร แต่ละล าดับท้อง ในช่วงท่ีพบการระบาด ของโรคพีอาร์อาร์
เอส มีระดับระดับแอนติบอด้ี ระหว่าง 2.1 – 2.8 และพบ seroconversion ท่ีสุกรอายุประมาณ  5 – 
6 สัปดาห์ และเมื่อน าตัวอย่างซีรั่มในแต่ละช่วงอายุมา รวม (pool) และตรวจหาไวรัส ในกระแสเลือด
โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส  (Polymerase chain reaction, PCR) พบว่าให้ผลบวก ทุกตัวอย่าง
ในสุกรอนุบาลและขุน และพบจ านวน 2 ใน 5 ตัวอย่างจากส่วนแม่พันธุ์  

หลังเกิดการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอส ฟาร์มด าเนินการฉีดวัคซีนโรคพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือ
เป็น (Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, USA) เพื่อควบคุมโรค โดยช่วงแรกด าเนินการ
ฉีดวัคซีน แบบปูพรม (Mass vaccination) ในสุกรแม่พันธุ์ทุกตัว โดยเริ่มฉีดเข็มแรก ในช่วง เดือน
กุมภาพันธ์ 2553 และท าการฉีดกระตุ้นซ้ า (booster) สุกรสาวทดแทนและสุกรแม่พันธุ์ทุกตัวเมื่อครบ 
1 เดือนในเดือนมีนาคม 2553 และหลังจากนั้นอีกทุกๆ 3 เดือน และฉีดวัคซีนชนิดเดียวกัน  (Ingelvac 
PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, USA) แบบโปรแกรมในลูกสุกรอายุ 10 – 14 วัน และสุกรสาว
ทดแทนทุกตัวก่อนเข้าฝูงจ านวน 2 ครั้งห่างกัน 1 เดือน (อายุ 18 และ 22 สัปดาห์ ) ในช่วงปรับสภาพ  
(acclimatization)  
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การเก็บตัวอย่างซีร่ัม 
เก็บตัวอย่างซีรั่ม ภายหลังการฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น  (Ingelvac PRRS MLV, 

Boehringer Ingelheim, USA) จ านวน 8 ครั้ง จากสุกร 4 กลุ่มอายุ กลุ่มอายุละ 5 ตัวอย่าง  โดย 6 
ครั้งแรกเก็บ ทุกเดือนต่อเนื่อง กัน 6 เดือน  (มีนาคม  ถึง สิงหาคม  2553) และอีก 2 ครั้ง ในเดือน 
ตุลาคม และ ธันวาคม 2553 โดยสุกร 4 กลุ่มประกอบด้วย  
             - สุกรสาวทดแทน อายุ 16 – 28 สัปดาห์ จ านวน 5 ตัวอย่าง  
             - ลูกสุกรอายุ 2 – 3 สัปดาห์ จ านวน 5 ตัวอย่าง   
             - สุกรอนุบาล อายุ 4 – 8 สัปดาห์หลังหย่านม จ านวน 5 ตัวอย่าง   
             - สุกรขุน อายุ 12 – 18 สัปดาห์ จ านวน 5 ตัวอย่าง  
 
การตรวจสอบไวรัส 

แบ่งตัวอย่างซีรั่มแต่ละตัวอย่างออกเป็น 2 ส่วน เก็บตัวอย่างซีรั่มส่วนแรกส ารองไว้ที่ตู้ แช่เย็น
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และน าส่วนท่ีสอง ประมาณ 200 ไมโครลิตรมา ตรวจหา เช้ือไวรัสพีอาร์
อาร์เอสโดยวิธี Virus isolation โดยแยกเช้ือไวรัสในเซลล์เพาะเล้ียง เนื้อเยื่อ  MARC 145 (Kim et al., 
1993)  ใน 96-well plate ท่ีมีเซลล์เจริญอยู่ ประมาณ  80% ของพื้นท่ี และ บ่มในตู้อบ 37 องศา
เซลเซียส 5% คาร์บอนไดอ๊อกไซด์  ในอาหารเล้ียงเช้ือ MEM ท่ีมี 2% FBS (Fetal bovine serum) 
เป็นเวลา 3 วัน จึงน ามาตรวจสอบ ผลการแยกเช้ือ ไวรัสด้วยวิธี IPMA และย้อมสีโดยใช้ Conjugate 
antibody HRP (Horseradish Peroxidase) หลังจากนั้นจึงน าตัวอย่างท่ีให้ผลบวกต่อเช้ือไวรัสไป
ตรวจสอบจีโนไทป์โดยวิธี  RT-PCR 
 
ปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เ รส (Reverse transcriptase polymerase chain reaction; RT-
PCR) 

น าตัวอย่างท่ีให้ผลบวก แต่ละตัวอย่าง มาตรวจสอบ สายพันธุ์ (Genotype) โดยวิธีปฎิกริยา
ลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (RT-PCR) แบบ Two step RT-PCR และใช้ไพรเมอร์ (Primers) ท่ีมีความจ าเพาะ
ต่อส่วน โออาร์เอฟห้า  เริ่มต้น โดยย่อ ด้วยการสกัดอาร์เอ็นเอ ท้ังหมดจากตัวอย่างซีรั่ม  ด้วยชุดสกัด 
Trizol (Molecular Research Center Inc., USA) จากนั้น น าตัวอย่าง อาร์เอนเอ ท่ีสกัดได้มา
สังเคราะห์ เป็น cDNA โดยใช้ชุดสังเคราะห์ส าเร็จรูป  (RevertAid Premium First Strand cDNA 
SYNTHESIS Kit, Fermentas Life Sciences, Canada) และใช้ปฎิกิริยาเริ่มต้น ท่ี 42 องศาเซลเซียส 
60 นาที ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 นาที 

น า cDNA ท่ีสังเคราะห์ได้มาผ่านขบวนการปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เ รส เพื่อตรวจสอบโออาร์
เอฟห้าต่อสองจีโนไทป์ ด้วย  Primers ท่ีจ าเพาะกับเช้ือไวรัส สายพันธุ์ยุโรป   (Forward TGA GGT 
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GGG CTA CAA CCA TT , Reward AGG CTA GCA CGA GCT TTT GT) และสายพันธุ์อเมริกา
เหนือ (Forward CCT GAG ACC ATG AGG TGG G , Reward TTT AGG GCA TAT ATC ATC 
ACT GG) ปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เ รสของเช้ือไวรัสสายพันธุ์ยุโรป  ใช้ปฎิกิริยาเริ่มต้น 95 องศา
เซลเซียส 4 นาที (initial denaturation) ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที (denaturation) 55 
องศาเซลเซียส 45 วินาที (annealing) 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที (extension) จ านวน 35 รอบ 
และส้ินสุดด้วย 72 องศาเซลเซียส 5 นาที (Final extension) ให้ผลผลิตปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เ รส 
(PCR products) ขนาด 702 ล าดับเบส (base pair, bp)  ส่วนปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เ รสของเช้ือ
ไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ใช้ปฎิกิริยาเริ่มต้น 95 องศาเซลเซียส 4 นาที ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 
30 วินาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที จ านวน 35 รอบ และส้ินสุดด้วย 
72 องศาเซลเซียส 5 นาที ให้ผลผลิตปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เ รส (PCR products) ขนาด 763 ล าดับ
เบส  

 
การถอดรหัสพันธุกรรมยีนโออาร์เอฟห้า 

น าผลผลิตปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (ORF5  PCR product) มาตรวจสอบใน agarose gel 
1.5% ท่ีกระแสไฟฟ้า 100 volt 30 นาที แยกช้ินส่วนโออาร์เอฟห้าดีเอ็นเอบริสุทธิ์จาก agarose gel 
1.5%  โดยชุดสกัดส าเร็จรูป  (NucleoSpin Purify Kits, Clontech Laboratories Inc, USA)   
เช่ือมต่อ (Ligation) เข้าไปยัง พลาสมิดพาหะ  (Plasmid) โดยใช้ pGEM-T Easy Vector (Promega, 
USA) และท าปฏิกิริยาตามคู่มือ ท่ีแนบมา โดย บ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง  ได้พลาสมิดท่ีมี
ช้ินส่วนโออาร์เอฟห้าดีเอ็นเอ  จึ งท าการ Transformation ไปยัง E.coli สายพันธุ์  JM109 โดยวิธี 
Heat Shock 42 องศาเซลเซียส 60 วินาทีตามด้วยอยู่ในน้ าแข็ง 2 นาที น าไปเล้ียงเพิ่มจ านวนใน
อาหารเหลว (LB broth) 800 มิลลิลตรที่มียาปฏิชีวนะชนิดแอมฟิซิริน (100 ไมโคร กรัมต่อ 1 
มิลลิลิตร) ในตู้อบแบบเขย่า 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง น ามาปั่นเหวี่ยง 5000 รอบ 5 นาที 
ท้ิง LB Media ส่วนบน (Supernatant) ให้เหลือ  LB Media อยู่รวมกับตะกอนจ านวน 100 
ไมโครลิตรท าให้ตะกอนแขวนลอย (Resuspend) ด้วย micropipett น ามาเข่ียกระจายเช้ือใน  LB 
Media ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมฟิซิริน  (100 ไมโครกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร )  เอ็กซ์กอล (Xgal) ขนาด 400 
ไมโครกรัม และ ไอพีทีจี (IPTG) ขนาด 1000 ไมโครกรัม  อบข้ามคืน 37 องศาเซลเซียส  ท าการแยก
โคโลนีเด่ียว (single colony) สีขาวเพราะจะมีส่วนของยีนท่ีต้องการของเราอยู่ในพลาสมิด   (ส่วน
โคโลนีสีฟ้าจะไม่มียีนของเรา  เนื่องจาก ยีนกาแลคโตซิเดสสามารถสร้าง เอนไซม์กาแลคโตซิเดส ให้
ท างาน ได้ในพลาสมิดท่ีไม่มียีนของเราท่ีเข้าไปแทรกอยู่ โดย การเปล่ียนสารเอ็กซ์กอลเป็นสีฟ้า )  
จ านวน 5 โคโลนีต่อหนึ่งตัวอย่าง  แต่ละโคโลนีท าการเพิ่มจ านวนใน LB broth 3 มิลลิลิตร ด้วยการ
เขย่าในตู้อบ 37 องศาข้ามคืน จากนั้นท าการสกัดพลาสมิดพาหะท่ีมีช้ินส่วนโออาร์เอฟห้าดีเอ็นเอด้วย
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ชุดสกัดส าเร็จรูป  (NucleoSpin Plasmid Kits, Clontech Laboratories Inc, USA) ส่งถอดรหัส
ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง Automated DNA sequencer ผ่านทางบริษัท Pacific Science Ltd. 
ส่งไปยังประเทศแคนาดา  
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
          น าข้อมูลรหัสพันธุกรรมมาตัดรหัสเฉพาะส่วนโออาร์เอฟห้า โดยเริ่มจากโคดอนเริ่มต้น (start 
codon; ATG) ถึงโคดอนส้ินสุด (stop codon; TAG) โดยโปรแกรม Chromas และน ารหัสพันธุกรรม
ท่ีตัดได้ มาตรวจส อบความถูกต้องโดยเทียบกับยีนของไวรัสต้นแบบสายพันธุ์ยุโรป Lelystad virus 
(LV) (Genbank Accession number M96262) และสายพันธุ์อเมริกาเหนือ  VR-2332 (Genbank 
Accession number U87392) น าข้อมูล ท้ังหมด ของสายพันธุกรรมมาจัดเรียง  (multiple 
alignment) โดยโปรแกรม Clustal W (Thompson et al., 1997) จากนั้นน ามา วิเคราะห์  
nucleotide และ amino acid similarities ด้วยโปรแกรม Bioedit และท าการวิเคราะห์สาย
พันธุกรรมของเช้ือในกลุ่มประชากรเดียวกัน  ท้ังช่วงเวลาเดียวกันและต่างช่วงเวลากัน โดยใช้ 
phylogenetic relationships ด้วยโปรแกรม MEGA 5 โดยใช้วิธี  Neighbor-Joining ค่า Bootstrap 
test ค านวณจาก 1000 replicates ซึ่งแสดงอยู่ท่ีแต่ละกิ่ง ค านวณ Evolutionary distances ด้วย
คอมพิวเตอร์ โดยใช้วิธี Kimura 2-parameter การจัดการ  gap ใช้วิธี Pairwise deletion option 
และตรวจสอบการเกิดรีคอมบิเนช่ัน (recombination) โดยใช้โปรแกรม SimPlot 
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สรุปแผนงานวิจัย  
 
          เก็บตัวอย่างซีรั่มก่อนการระบาดของโรคในฟาร์มสุกรท่ีไม่เคยมีประวัติการฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์
เอสมาก่อนน ามาวิเคราะห์รหัสส่วนโออาร์เอฟห้าของไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสายพันธุ์ยุโรปและสายพันธุ์
อเมริกาเหนือ 
 
          ฟาร์มสุกรระบบ One site system แม่สุกรขนาด 1700 แม่ และสุกรขุน 10,000 ตัว โดยมี
การทดแทนสุกรสาวภายในฟาร์ม (Internal replacement gilt) เกิดการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอส 
 
          ฉีดวัคซีนเช้ือเป็นพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ(Ingelvac PRRS MLV, Boehringer 
Ingelheim, USA) แบบปูพรมท้ังแม่สุกรสาวทดแทนและแม่สุกรนาง 2 ครั้งห่างกัน 1 เดือน หลังจาก
นั้นฉีดปูพรมในแม่สุกรนางทุก 3 เดือน ส่วนสุกรสาวทดแทนฉีด 2 ครั้ง ก่อนเข้าฝูง โดยครั้งท่ี 2 ก่อน
เข้าฝูง 3 เดือน ในสุกรดูดนมฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอส 1 ครั้ง ท่ีอายุ 2-3 สัปดาห์ เป็นโปรแกรม 
 
          เก็บตัวอย่างซีรั่ม สุกรสาว 5 ตัวอย่าง, สุกรดูดนม 5 ตัวอย่าง, สุกรอนุบาล 5 ตัวอย่าง, และ 
สุกรขุน 5 ตัวอย่าง ติดต่อทุกเดือนเป็นเวลา 6 เดือน ตามอีก 2 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 2 เดือน 
 
          น าตัวอย่างซีรั่มแต่ละตัวอย่างมาเพาะเล้ียงไวรัสในเซลเพาะเล้ียง MARC145 เก็บไวรัสส ารอง
ท่ี -80 C และท าการตรวจหาไวรัสโดยวิธี Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA)  
 
          ตัวอย่างให้ผลบวกโดยวิธี IPMA น ามาท าปฎิกิริยา RT-PCR ส่วนโออาร์เอฟห้าท้ังสายพันธุ์
ยุโรปและสายพันธุ์อเมริกาเหนือ 
 
          น าส่วนของ PCR product ส่วนโออาร์เอฟห้าโคลนเข้าพาหะ pGEM-T Easy Vector 
(Promega, USA) เพื่อน ามาเพิ่มจ านวน plasmid ใน อีโคไล JM109  
 
          ถอดรหัสพันธุกรรมส่วนโออาร์เอฟห้าไวรัสสายพันธุ์ยุโรปและสายพันธุ์อเมริกาเหนือจาก 
plasmid ด้วยเครื่อง Automated DNA sequencer ผ่านทางบริษัท Pacific Science Ltd. ส่งไปยัง
ประเทศแคนาดา 
 
          น ามาวิเคราะข้อมูลด้วยโปรแกรม Bioedit, MEGA5 และ SimPlot 



 
 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
จ านวนตัวอย่าง 
          จากการเก็บตัวอย่างเลือดสุกรสาวทดแทน ลูกสุกรดูดนม สุกรอนุบาล และสุกรขุน ต้ังแต่
เดือน มีนาคม ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2553 สามารถถอดรหัสสายพันธุกรรมส่วนโออาร์เอฟห้า ของเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสองสายพันธุ์ได้จ านวนรวมท้ังส้ิน 216 ตัวอย่าง แบ่งออกเป็นเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธุ์ยุโรปจ านวน 113 ตัวอย่าง และสายพันธุ์อเมริกา เหนือจ านวน 103 ตัวอย่าง  (ตารางท่ี  1 
และ 2) 
 เมื่อน าสายรหัสพันธุกรรม ส่วนโออาร์เอฟห้า ของเช้ือไวรัส พีอาร์อาร์เอส ท้ังสองสายพันธุ์มา
จัดเรียงตามล าดับนิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโน  พบว่าเช้ือไวรัส พีอาร์อาร์เอส ท่ีแยกได้มี ความ
หลากหลายใน สายรหัสพันธุกรรม  และพบ การกลายพันธุ์ชนิดการทดแทนส่วน ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(Substitution mutation) แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีบางสายรหัสพันธุกรรมท่ีมีล าดับนิวคลีโอไทด์ และ
กรดอะมิโน  มีความเหมือนกัน 100% ดังนั้นการ วิเคราะห์โดยวิธีแขนงกิ่งไม้ (Phylogenetic tree 
analysis) จึงมีความจ าเป็น ต้อง คัดสาย รหัสพันธุกรรมท่ี มีความเหมือนกันท้ังหมดออก จากการ
วิเคราะห์ เหลือไว้เพียง 1 สายรหัสพันธุกรรมท่ีเป็นตัวแทนในการวิเคราะห์ และจากการ คัดออกพบว่า
คงเหลือรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรป ท่ีมีความต่าง จ านวน 98 จากท้ังหมด 
113 ตัวอย่าง  และรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกา เหนือท่ีมีความต่าง กัน
จ านวน 60 จากท้ังหมด 103 ตัวอย่าง จากนั้นจึงน าสาย รหัสพันธุกรรม ท่ีมีความต่างกันจ านวน 158 
วิเคราะห์โดยวิธีแขนงกิ่งไม้ (Phylogenetic tree analysis) 
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ตารางที่ 1 แสดงจ านวนตัวอย่างแต่ละเดือนในแต่ละคลัสเตอร์ของสายพันธุ์ยุโรป 

  เดือน 

กลุ่มสุกร คลัสเตอร ์ 3 4 5 6 7 8 10 12 

สุกรพันธ์ุ/ สุกรดูดนม 1 3 4 6 4 - 5 1 1 

 2 - - - - - - 3 2 

สุกรอนุบาล 1 2 4 3 3 3 5 2 - 

 2 - - - - - - 3 4 

สุกรขุน 1 - 1 1 10 - 5 4 - 

 2 -    - - 2 - - 2 4 

สุกรสาวทดแทน 1 6 4 1 4 4 1 - - 

 2 - - 1 - 1 - - 4 

รวม      - 11 13 12 23 8 16 15 15 
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ตารางที่ 2 แสดงจ านวนตัวอย่างแต่ละเดือนในแต่ละคลัสเตอร์ของสายพันธุ์อเมริกาเหนือ 

  เดือน 

กลุ่มสุกร คลัสเตอร ์ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

สุกรพันธ์ุ/ สุกรดูดนม 1 3 6 2 - 1 - - - - 3 

 2 - - 2 - 1 - - - - - 

 3 7 - - - - - - - - - 

 4 - - 2 - 1 4 - 4 - 1 

สุกรอนุบาล 1 5 1 - 2 4 2 - 1  7 

 2 - - - - - - - - - - 

 3 - - - - - - - - - - 

 4 - - - 2 - - - - - - 

สุกรขุน 1 - 2 - 2 - - - 3 - 4 

 2 - - - - - - - - - - 

 3 - - - - - - - - - - 

 4 - - 6 - - 5 - - - - 

สุกรสาวทดแทน 1 4 5 - 2 1 - - - - 4 

 2 1 - - - 1 - - - - - 

 3 - - - - - - - - - - 

 4 - - - - 2 - - - -   - 

รวม      - 20 14 12 8 11 11 - 8 - 19 
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วิเคราะห์โดยวิธีแขนงก่ิงไม้ 

           น าสายรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสส่วนโออาร์เอฟห้าของท้ังสายพันธุ์ยุโรปและ

สายพันธุ์อเมริกาเหนือ ท่ีต่างกันท้ังหมดมาท าการวิเคราะห์ โดยวิธีแขนงกิ่งไม้ (Phylogenetic tree) 

โดยการวิเคราะห์ได้แยกการวิเคราะห์ของแต่ละสายพันธุ์ออกจากกัน ในการวิเคราะห์ของสายพันธุ์

ยุโรป ได้น าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรปจ านวน 2 ไอโซเลตท่ีแยกได้ก่อนฉีดวัคซีน (ไอโซเลต 

ASucprevac0110EU_1 และ ANprevac0110EU_2) มารวมในการวิเคราะห์ ในขณะท่ีการวิเคราะห์

ของสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ได้น าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือจ านวน 1 ไอโซเลต 

(AFprevac0110US) ท่ีแยกได้ก่อนฉีดวัคซีนมารวม 

จากการวิเคราะห์พบว่าสามารถแบ่งเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรปท่ีตรวจพบออกได้

เป็น 2 คลัสเตอร์ (ภาพที่ 8) โดยคลัสเตอร์ท่ี 1 และ 2 มีเปอร์เซนต์ความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และ

กรดอะมิโน 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% ตามล าดับ (ตารางท่ี 3) และพบเช้ือไวรัสท้ังสองคลัสเตอร์

นี้เท่านั้นในฝูงสุกรต้ังแต่ก่อนฉีดวัคซีนจนถึงส้ินสุดการเก็บตัวอย่างในเดือนธันวาคม 2553   ส่วนไวรัส

ก่อนท าวัคซีน ASucprevac0110EU1 พบอยู่คลัสเตอร์ท่ี 1 และ ANprevac0110EU2 พบอยู่ในคลัส

เตอร์ท่ี 2 และหลังท าวัคซีนพบส่วนของคลัสเตอร์ท่ี 1 ทุกเดือน (จ านวน 86 จาก 113) และ คลัสเตอร์

ท่ี 2 เริ่มพบในเดือนท่ี 5 (จ านวน 27 จาก 113) จนส้ินสุดการเก็บตัวอย่าง  

          ส าหรับเช้ือไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ จากการวิเคราะห์โดยวิธีแขนงกิ่งไม้พบว่าสามารถแบ่ง
เช้ือไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือออกได้เป็น 4 คลัสเตอร์ (ภาพที่ 9) เปอร์เซนต์ความเหมือนส่วนนิวคลี
โอไทด์และกรดอะมิโน ภายในคลัสเตอร์เดียวกัน พบว่ามากกว่า 99% และ 98% ตามล าดับ  แต่เมื่อ
เทียบต่างคลัสเตอร์ ส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนพบว่ามีความเหมือนต่ ากว่า 90% ท้ังสอง  ยกเว้น
ระหว่างคลัสเตอร์ 2 กับ 3 มีความเหมือน ส่วนนิวคลีโอไทด์  95.0-95.5% และส่วนกรดอะมิโน 91.5-
94.0% (ตารางท่ี 4) ส่วนไวรัสก่อนท าวัคซีน AFprevac0110US พบอยู่คลัสเตอร์ท่ี 1 
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ตารางที่ 3 แสดงความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนส่วนโออาร์เอฟห้า (Identity of 
nucleotide and amino acid) สายพันธุ์ยุโรป 

 

นิวคลีโอไทด์ \ กรดอะมิโน คลัสเตอร ์1 คลัสเตอร ์2 

คลัสเตอร ์1 98.5-100% \ 94.5-100% 85.0-86.5% 

คลัสเตอร์ 2 85.9-86.7% 99.5-100% \ 98.5-100% 

 

 

ตารางที่ 4 แสดงความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนส่วนโออาร์เอฟห้า (Identity of 
nucleotide and amino acid) สายพันธุ์อเมริกาเหนือ 
 

นิวคลีโอไทด์ \ กรดอะมิโน คลัสเตอร ์1 คลัสเตอร ์2 คลัสเตอร ์3 คลัสเตอร ์4 

คลัสเตอร ์1 99.5-100% \99..5-100% 89.0-90.0% 85.5-86.0% 85.5-87.0% 

คลัสเตอร ์2 88.5-89.5% 99-100% \ 98-100% 91.5-94.0% 86.0-88.0% 

คลัสเตอร ์3 88.3-88.5% 95.0-95.5% 99.6-100% \99-100% 83.5-85.5% 

คลัสเตอร ์4 85.5-86.5% 85.2-86.5% 84.2-85.0% 99.1-100% \98-100% 
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เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือในคลัสเตอร์ท่ี 1 พบว่าเป็นเช้ือไวรัสท่ีแยกได้
บ่อยท่ีสุด  และเป็นคลัสเตอร์ท่ีพบต้ังแต่ก่อนฉีดวัคซีนเช้ือเป็นพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ  
คลัสเตอร์ท่ี 2 พบเล็กน้อยในเดือนท่ี 3  5 และ 7 จ านวน 5 ใน 103 ตัวอย่าง (ภาพที่ 12) ส่วนคลัส
เตอร์ท่ี 3 พบว่ามีความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนเมื่อเทียบกับวัคซีนเช้ือเป็นพีอาร์
อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ (Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, USA) ท่ีฉีดในฟาร์ม
โดยพบเฉพาะลูกหมูดูดนมในเดือนท่ี 3 หลังจากนั้นไม่พบ และคลัสเตอร์ท่ี 4 เริ่มพบในเดือนท่ี 5 จน
ส้ินสุดการเก็บตัวอย่างจ านวน 27 ใน 103 ตัวอย่าง (ประมาณ 25%ของท้ังหมด )   ส่วนไวรัสก่อนฉีด
วัคซีน (AFprevac0110US) ในเดือนท่ี 1 จะพบอยู่ในเฉพาะกลุ่มท่ี 1 
 
การจัดกลุ่มของไวรัสโดยแขนงก่ิงไม้ (Clustering characterization) 
          จากการตรวจสอบล าดับล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน จากการจัดกลุ่มโดยแขนงกิ่งไม้ 
(Phylogenetic tree) และวิเคราะห์ต าแหน่ง   decoy epitope และ primary neutralizing 
epitope (PNE) ท่ีโออาร์เอฟห้าจากประมาณต าแหน่งท่ี 27 ถึง 48 ทางด้าน N-terminal และ
ต าแหน่ง N-linked glycosylation พบว่าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสในแต่ละคลัสเตอร์  จะมีต าแหน่ง ส่วน
นี้ท่ีเหมือนกัน  ท าให้สามารถแบ่งรูปแบบเช้ือไวรัสตามลักษณะของ decoy epitope และ primary 
neutralizing epitope ได้ 4 รูปแบบ ในส่วนของสายพันธุ์อเมริกาเหนือ (ตารางท่ี 5) ส่วนสายพันธุ์
ยุโรปแบ่งได้ 2 รูปแบบ หลักสอดคล้องกับการแบ่งท่ีได้จากการวิเคราะห์โดยแขนงกิ่งไม้  (ภาพที่ 8 
และ 9)  สายพันธุ์อเมริกาเหนือพบการเปล่ียนแปลงส่วน N-linked glycosylation ช่วงต าแหน่ง 30-
35 ทางด้าน N-terminal ดังนี้ 30NASNDS35, 30NASNTN35, 30DANNTS35 และ 30SASNNS35 จาก
กลุ่มท่ี 1-4 ตามล าดับ (ภาพที่ 10 ) การเกิด N-linked glycosylation พบต าแหน่งท่ี  N33 เหมือนกัน  
ท้ัง 4 กลุ่ม รวมท้ังวัคซีน  ในกลุ่มท่ี  1 (รวมวัคซีน ) และ กลุ่มท่ี  2 พบท่ีต าแหน่ง N30 เหมือนกันแต่
กลุ่มท่ี  2 พบเพิ่มอีก 1 ต าแหน่งท่ี N35 และส่วนกลุ่มท่ี   3 และ 4  พบเพิ่ม 1 ต าแหน่งท่ี N32 และ 
N34 ตามล าดับ  (ตารางท่ี 6 )  ส่วนสายพันธุ์ยุโรปไม่พบการเปล่ียนแปลงท้ังก่อนและหลังท าวัคซีน
ยกเว้นการเปล่ียนแปลงส่วนของการทดแทนนิวคลีโอไทด์ (Substitution mutation) ซึ่งมีการ
เปล่ียนแปลงท่ีมากกว่าสายพันธุ์อเมริกาเหนือโดยพบการเกิด  N-linked glycosylation ท่ี N35 ท้ัง
สองกลุ่มและพบ N37เฉพาะกลุ่มท่ี 2  
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การเปลี่ยนแปลงไวรัสภายในฝูง (Dynamic of PRRSV in a herd) 
          ก่อนการฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นภายในฝูง พบว่า มีไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์
อเมริกาเหนืออยู่ 1 คลัสเตอร์ แต่มีไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรปอยู่ 2 คลัสเตอร์ แต่หลังจากมีการ
ฉีดวัคซีนเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือ  พบว่าในสายพันธุ์อเมริกาเหนือกลับมี การเปล่ียนแปลงท่ี
มากกว่า สายพันธุ์ ยุโรป  โดยพบ รวมท้ังหมด 4 คลัสเตอร์ แต่ในทางตรงข้ามยังพบ ไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธุ์ยุโรปอยู่ 2 คลัสเตอร์เท่าเดิมไม่เปล่ียนแปลง โดยคลัสเตอร์ท่ี 1 พบท้ังก่อนและหลังการ
ฉีดวัคซีน  

หลังการฉีดวัคซีนเดือนท่ี 3 พบไวรัส กลุ่มท่ี  3 ซึ่งมีความเหมือนไวรัสวัคซีนถึง 99.5% เพียง
เดือนเดียว  หลังจากนั้นก็ไม่พบตลอดการทดลอง ส่วน กลุ่มท่ี 2 เริ่มพบในเดือนท่ี 5 โดยพบอยู่ 2-3 
เดือน หลังจากนั้นไม่พบตลอดการทดลอง แต่กลุ่มท่ี 4 เริ่มพบในเดือนท่ี 5 ช่วงเวลาเดียวกับกลุ่มท่ี  2 
หลังจากนั้นก็พบตลอดจนส้ินสุดการทดลอง (ภาพที่ 12) ท้ังหมดทุกคลัสเตอร์ มีความใกล้เคียงกันของ
รหัสพันธุกรรมรวมทั้งวัคซีน  
 
การเกิดรีคอมบิเนชั่นระหว่างไวรัส (Recombination) 
          เมื่อวิเคราะห์การผสมสารพันธุกรรมระหว่างไวรัส ด้วยโปรแกรม Simplot พบว่ามีเช้ือไวรัสพี
อาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรปจ านวน 1 ไอโซเลต (AN1010EU6/73-A02) ซึ่งเป็นตัวอย่างท่ีแยกได้จาก
สุกรช่วงอนุบาล ในเดือนท่ี 10 ของการเก็บตัวอย่าง ท่ีเกิดจากการผสมสารพันธุกรรมระหว่างเช้ือไวรัส
ในสายพันธุ์ยุโรปเอง (Intragenotype recombination) โดยการผสมสารพันธุกรรมระหว่างเช้ือไวรัส
นี้ เกิดจากการผสมระหว่างเช้ือไวรัสสายพันธุ์ยุโรปในคลัสเตอร์ท่ี 1และท่ี2  โดยพบว่าเช้ือไอโซเลต 
AN1010EU6/73-A02 นี้มีนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งท่ี 1 – 175 เหมือนกับเช้ือไวรัสสายพันธุ์ยุโรปในคลัส
เตอร์ท่ี 1 และเหมือนกับเช้ือไวรัสสายพัน ธุ์ยุโรปในคลัสเตอร์ท่ี  2 ต้ังแต่ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งท่ี 
176-606  (ภาพที ่11 ) การทดลองนี้ไม่พบการผสมสารพันธุกรรมระหว่างไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ
และไม่พบการผสมสารพันธุกรรมระหว่างไวรัสสายพันธุ์ยุโรปและอเมริกาเหนือ  (Intergenotype 
recombination) 
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ตารางที่ 5 Clustering of US strain by amino acid sequence of decoy epitope   N linked 
glycosylation and neutralizing epitope  แถวที่ 1 MLV vaccine  4 MLV-like   
3  5 6 7 สายพันธุ์อเมริกาเหนือท่ีพบ ;  Suc ลูกสุกรดูดนม   G สุกรสาว   N ลูกสุกร
อนุบาล และ F สุกรขุน 

 
คลัส

เตอร์ 

รูปแบบ

ท่ี 
กรดอะมิโนตามรูปแบบ 

เดือนท่ีเก็บตัวอย่าง 

3 4 5 6 7 8 10 12 

MLV  VLANASNDSSSHLQLIYNL         

I I VLANASNTNSSHFQLIYNL 10 14 1 6 6 2 4 18 

II II VLVDANNTSSSHFQLIYNL 1G - - - 2G,S - - - 

III III VLANASNDSSSHLQLIYNL 7S - - - - - - - 

IV IV-1 VLVSASNNSSSHLQLIYNL - - - 2N - 9F,S 4S 1S 

IV IV-2 VLVSASNNSSSHLLLSYNL - - 5S - - - - - 

IV IV-2 VLVSASNNSSSHLLLSCNL - - - - 3G,S - - - 

 

 

ตารางที่ 6 แสดงต าแหน่งการเกิด N-linked glycosylation ท้ังสายพันธุ์ยุโรปและอเมริกาเหนือ 
 

สายพันธุ์ คลัสเตอร์ 1 คลัสเตอร์ 2 คลัสเตอร์ 3 คลัสเตอร์ 4 

ยุโรป N35 N35,  N37 - - 

อเมริกาเหนือ N30,  N33 N30, N33, N35 N32, N33 N33, N34 
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ภาพท่ี 8  แสดงแขนงกิ่งไม้  (Phylogenetic tree) โออาร์เอฟห้า สายพันธุ์ยุโรป กลุ่มท่ี  1 และ 2; 

วงกลม  Asucprevac0110EU1 (ไวรัสก่อนท าวัคซีน อยู่ในส่วนของกลุ่มท่ี 1); สามเหล่ียม 
ANprevac0110EU2 (ไวรัสก่อนท าวัคซีนอยูใ่นส่วนของกลุ่มท่ี  2) 

 

 ASuc0510EU3/39-2

 AG0610EU4/6-3

 AN0310EU1/9-2

 AF0610EU4/16-4

 ASucprevac0110EU 1

 ASuc0510EU3/39-1

 AF1010EU6/79-F06

 ASuc0310EU1/8-2

 AG0510EU3/48-1

 ASuc0610EU3/77-3

 AG0310EU2/78-4

 ASuc0410EU2/43-2

 AG0410EU2/51-4

 AF0810EU5/69-706

 AN0510EU3/58-4

 AF1010EU6/77-F02

 AG0310EU2/78-5

 AN0410EU2/57-4

 AN0510EU3/58-1

 AF0410EU2/58-1

 AF0610EU4/16-3

 AG0710EU4/42-2

 ASuc0610EU3/77-2

 AF0610EU4/16-1

 AG0810EU5/56-687

 AN0810EU5/62-700

 AG0310EU2/78-6

 AN0310EU1/9-1

 AF0810EU5/69-709

 AG0410EU2/51-3

 AG0610EU4/6-2

 AN0410EU2/57-5

 AN0610EU4/20-2

 AN0710EU4/52-3

 ASuc0810EU5/53-693

 ASuc1210EU7/71-D06

 AF0810EU5/69-707

 AN0710EU4/52-2

 AN0610EU4/20-3

 ASuc0810EU5/53-695

 AN0610EU4/20-4

 AN1010EU6/73-D02

 AF1010EU6/77-H02

 ASuc0410EU2/43-1

 AF1010EU6/77-G02

 AF0510EU3/63-1

 AG0710EU4/42-5

 A2F0810EU5/69-708

 AN0810EU5/62-699

Cluster 1

 AG1210EU7/75-G05

 AG0510EU3/48-2

 AF0610EU4/16-2

 ASuc1010EU6/67-C01

 AF1010EU6/77-E02

 AG1210EU7/75-H05

 A2N 1210 EU7/59-B05

 AF1210EU7/66-H05

 ANprevac0110EU 2

 AN1010EU6/73-G01

 AG1210EU7/75-F06

 AN1210EU7/59-A05

 ASuc1010EU6/67-A01

 AG1210EU7/75-E06

 AN1010EU6/73-C02

 ASuc1010EU6/67-B01

 AN1010EU6/73-B02

 AF1010EU6/79-G06

 AG0710EU4/42-1

 ASuc1010EU6/67-F01

 ASuc1210EU7/71-C06

Cluster 2

0.02
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ภาพที่ 9 แสดงแขนงกิ่งไม้ (Phylogenetic tree)  โออาร์เอฟห้าสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ; กลุ่มท่ี  1  2  

3(MLV like vaccine) และ 4; วงกลม AFprevac0110US (ไวรัสก่อนการท าวัคซีน อยู่ใน
ส่วนของกลุ่มท่ี 1); ส่ีเหล่ียม RespPRRS-MLV-AF066183.4 (วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธุ์
อเมริกาเหนือ) 

 AG0410US2/53-1

 AN0410US2/56-1

 ASuc0410US2/46-1

 AN0310US1/24-1

 ASuc0310US1/8-1

 AFprevac0110US

 AF0610US4/25-2

 AG0610US4/7-2

 AN0610US4/20-2

 ASuc0410US2/43-2

 AN0610US4/20-1

 AG0310US2/80-742

 AN0310US3/1-1

 ASuc0510US3/38-751

 ASuc0410US2/43-1

 AG0710US4/55-776

 AN1010US6/73-H03

 ASuc1210US7/71-G03

 AN1210US7/55-F02

 AF1210US7/66-A03

 ASuc1210US7/71-D03

 AN1210US7/55-E02

 AF1210US7/66-H02

 ASuc0410US2/46-2

 AF0410US2/59-1

 AF0610US4/25-1

 AN0810US5/62-760

 AG0410US2/51-1

 ASuc0710US4/36-766

Cluster 1

 AG0310US2/80-703

 AG0710US4/46-775

 ASuc0510US3/38-1

 ASuc0710US4/36-769

Cluster 2

 RespPRRS-MLV-AF066183.4

 ASuc0310US1/41-2

 ASuc0310US1/41-6

 ASuc0310US1/41-1

 ASuc0310US1/41-3

 ASuc0310US1/41-5

Cluster 3

 ASuc0510US3/38-749

 AF0510US3/63-756

 AN0610US4/20-3

 ASuc0710US 4/36-772

 AG0710US4/46-780

 AF0510US3/63-4

 AF0510US3/63-757

 ASuc0810US5/53-212

 AF0810US5/69-E08

 ASuc1010US6/87-D03

 ASuC1210US7/71-F03

 AG0710US4/55-777

 AF0810US5/69-764

Cluster 4

0.02
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ภาพที่ 10  แสดงโปรตีนส่วนโออาร์เอฟห้าสายพันธุ์อเมริกาเหนือ 
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ภาพที่ 11 แสดงการเกิด รีคอมบิเนช่ัน  (Recombination) ระหว่างคลัสเตอร์ ท่ี 1 และ คลัสเตอร์ ท่ี 2 

สายพันธุ์ยุโรป; ลูกศรต าแหน่งท่ีเกิดการผสมสารพันธุกรรม  
 
 

10 20 30 40 50 60 70 80

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AN 1010 EU6/73-A02 ATGAGATGTTCTTGCAAATCGGAGCGTTTCTTGATTCCGCACTCTTGCTTCTGGTGGCTTTTTTTGCTGTGTACCGGCTT

B Cluster 1 EU ................................................................................

C Cluster 2 EU ............CA.....T..G...........C...A.........................................

90 100 110 120 130 140 150 160

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AN 1010 EU6/73-A02 GTCCTGGTCCTTTGCCGATGGCAACGGCAACAGCTCGACATACCAATACATATATAACCTGACGATATGCGAGCTGAATG

B Cluster 1 EU .......................G........................................................

C Cluster 2 EU ............................G.............................T.....................

170 180 190 200 210 220 230 240

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AN 1010 EU6/73-A02 GGACCGCCTGGCTGTCCAGCCATTTTGGTTGGGCAGTCGAGACCTTTGTGCTTTACCCAGTTGCCACTCATATCCTCTCA

B Cluster 1 EU ..................A.T.C...TA...............T....................G.....C.........

C Cluster 2 EU ......A....T....................................................................

250 260 270 280 290 300 310 320

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AN 1010 EU6/73-A02 CTGGGTTTTCTCACAACAAGCCATTTGTTTGACGCGCTCGGTCTCGGCGTTGTATCCACTGCAGGACTTGTTGGCGGGCG

B Cluster 1 EU ........C..T..G........C..C....................G.C...G..TGTCA.....T..TA..A.AAT..

C Cluster 2 EU ................................................................................

330 340 350 360 370 380 390 400

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AN 1010 EU6/73-A02 GTACGTACTCTGCAGCGTCTACGGCGCTTGTGCTTTCGCAGCGTTCGTATGTTTTGTCATCCGTGCTGCTAAAAATTGCA

B Cluster 1 EU A..T......A.......A.....T.....C..GC.A......C.T.C............T........A.....C..T.

C Cluster 2 EU ................................................................................

410 420 430 440 450 460 470 480

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AN 1010 EU6/73-A02 TGGCCTGCCGCTATGCCCGCACCCGGTTTACCAACTTCATTGTGGACGACCGGGGGAGAGTCCATCGATGGAAGTCTCCA

B Cluster 1 EU ....T...........T..T....................C...........A........T.....G............

C Cluster 2 EU ...........C....................................................................

490 500 510 520 530 540 550 560

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AN 1010 EU6/73-A02 ATAGTGGTAGAAAATTTGGGCAAAGCCGAAGTCGACGGCAACCTCGTCACCATTAAACATGTCGTCCTCGAAGGGGTTAA

B Cluster 1 EU ........G.....A..A.....G..T..C....G...TG....A..T.....C........T..T........A..C..

C Cluster 2 EU ................................................................................

570 580 590 600

....|....|....|....|....|....|....|....|....|.

AN 1010 EU6/73-A02 AGCTCAACCCTTGACGAGGACTTCGGCTGAGCAATGGGAGGCCTAG

B Cluster 1 EU ...........C...........................AAT....

C Cluster 2 EU ..............................................
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ภาพที่ 12  การเกิดขนาดแต่ละคลัสเตอร์ของไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือในแต่ละเดือน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 
 

 

บทที่ 5 
วิจารณ์และสรุปผล  

 
          จากรายงานปี คศ. 2004 ท่ีด าเนินการส ารวจสายพันธุ์ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสในฟาร์มสุกร 
ณ จังหวัดต่างๆของประเทศไทย พบว่าฟาร์มสุกรในประเทศไทยมี การติดเช้ือร่วมทั้งสองสา ยพันธุ์ใน
ฟาร์มเดียวกัน และตรวจพบสายพันธุ์ยุโรปมากกว่าสายพันธุ์อเมริกาเหนือ (Thanawongnuwech et 
al., 2004) แม้ว่าฟาร์มสุกรในประเทศไทยมีการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสองสายพันธุ์ แต่ยังไม่มี
รายงานความรุนแรงของการติดเช้ือร่วมเปรียบเทียบการติดเช้ือเพียงสายพันธุ์เดียว แต่ยังไม่มีรายง าน
ของการก่อโรคในประเทศไทยว่าสายพันธุ์ใดก่อให้เกิดอาการโรคท่ีรุนแรงกว่ากัน  

ปัจจุบันในประเทศไทยมีวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังชนิดเช้ือเป็นและเช้ือตายจ าหน่าย วัคซีน
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นมีท้ังสายพันธุ์ยุโรปและอเมริกาเหนือ ส่วนวัคซีนไวรัสพีอาร์อา ร์เอส
ชนิดเช้ือตายมีเฉพาะสายพันธุ์ยุโรป แต่ฟาร์มที่มี การใช้วัคซีนเพื่อควบคุมโรค พบว่าเกษตรกร นิยมใช้
วัคซีนพีอาร์อาร์เอส ชนิดเช้ือเป็นสาย พันธุ์อเมริกา เหนือ เพื่อการควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอสในฟาร์ม  
มากกว่า การใช้วัคซีน เช้ือเป็น สายพันธุ์ยุโรป  และใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอ สชนิดเช้ือเป็นมากกว่าการใช้
วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือตาย  จากการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น สายพันธุ์อเมริกาเหนือ
อย่างแพร่หลาย และมีรายงานการกลายพันธุ์ของวัคซีนเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือจากต่างประเทศ
เช่นประเทศเดนมาร์ก จนเป็นสาเหตุของการเกิดโรคในฟาร์ม (Botner et al., 1997 ; Nielsen et al., 
2001) จึงเป็นมูลเหตุจูงใจให้ด าเนินการวิจัยเพื่อศึกษา การเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม ของเช้ือไวรัสพี
อาร์อาร์ เอสในฟาร์มที่ใช้ วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น สายพันธุ์อเมริกาเหนือ เพื่อป้องกัน และ
ควบคุมโรค โดยการศึกษานี้ เน้นการติดตามการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส 
ส่วนโออาร์เอฟห้าท้ังสองสายพันธุ์หลังการใช้วัคซีนชนิดเช้ือ เป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือ หลังเกิดการ
ระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสในฟาร์ม 
          จากการติดตามลักษณะ การเปล่ียนแปลง ทางพันธุ กรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสภายใน
ฟาร์มที่ด าเนินการวิจัยเป็นเวลานานกว่า 6 เดือนก่อนการฉีดวัคซีน พบว่าฟาร์มท่ีด าเนินการวิจัยมีเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสองสายพันธุ์ โดยพบเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรป 2 คลัสเตอร์  คือคลัส
เตอร์ ท่ี 1 และ 2 แต่กลับพบเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกา เหนือเพียง 1 คลัสเตอร์ คือคลัส
เตอร์ ท่ี 1 เท่านั้น  ในกรณีของสายพันธุ์ยุโรปพบว่า คลัสเตอร์ ท่ี 2 เริ่มพบในช่วงท่ีเกิดการระบาดของ
โรค เนื่องจากฟาร์มท่ีด าเนินการวิจัยเป็นฟาร์มท่ีมีเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ในฝูงอยู่แล้วและเกิดการ
ระบาดซ้ าขึ้น  จึงเป็นไปได้ว่าเช้ือ ไวรัสพีอาร์อาร์เอส เอสสายพันธุ์ยุโรป คลัสเตอร์ ท่ี 1 และสายพันธุ์
อเมริกาเหนือคลัสเตอร์ท่ี 1  น่าจะเป็นเช้ือประจ าถิ่น  (endemic) ของฟาร์ม  ส่วนเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธุ์ยุโรปคลัสเตอร์ท่ี 2 น่าจะเป็นเช้ือท่ีก่อให้เกิดการระบาดของโรคขึ้นซ้ าภายในฟาร์ม   
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          หลังการใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกา เหนือ พบว่าเช้ือไวรัสท้ังสองสายพันธุ์ ท่ีแยกได้
ภายในฟาร์มมีการเปล่ียนแปลงท่ีไม่ข้ึนต่อกัน ท้ังสองสายพันธุ์มีการเปล่ียนแปลงอิสระในส่วนสายพันธุ์
เดียวกันเอง และการฉีดวัคซีนเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ไม่ได้ส่งผลต่อการเร่งการกลายพันธุ์ ของ
เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรป โดยเฉพาะในต าแหน่งส าคัญเช่นต าแหน่ง SN epitope ของเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสส ายพันธุ์ยุโรป  และจากตรวจพบ เช้ือจ านวน 2 คลัสเตอร์ เท่าเดิม เท่ากันกับ
จ านวนคลัสเตอร์ก่อนท่ีจะมีการฉีดวัคซีน เช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือ  แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า สาย
พันธุ์ยุโรปมีการเปล่ียนแปลงท่ีมากกว่าในการเปล่ียนแปลงชนิดการทดแทนส่วนนิวคลีโอไทด์  ใน
ต าแหน่งอื่นท่ีไม่ใช่ต าแหน่ง SN epitope ซึ่งจากผลการทดลองอาจสรุปได้ว่าการใช้วัคซีนเช้ือเป็นสาย
พันธุ์อเมริกาเหนือไม่ส่งผล Selective pressure (Borrego et al., 1993) ต่อเช้ือไวรัสสายพันธุ์ยุโรป  

แต่อย่างไรก็ตามพบว่า วัคซีนเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ท่ีแยกได้มากกว่า โดยในส่วนสายพันธุ์อเมริกาเหนือ มีการ
เปล่ียนแปลงท่ีพบเช้ือท้ังหมด 4 กลุ่มหลังฉีดวัคซีน เพิ่มมากกว่าจากเดิม 3 คลัสเตอร์ (คลัสเตอร์ ท่ี 2 – 
4) และการเปล่ียนแปลงท่ีส าคัญพบ ในส่วน decoy epitope และเกิดขบวนการ  N-linked 
glycosylation เช้ือไวรัสในคลัสเตอร์ท่ี 1 เป็นกลุ่มท่ีพบต้ังแต่ก่อนการใช้วัคซีน และยังคงพบทุกเดือน
ตลอดการทดลอง โดยเป็นเช้ือคลัสเตอร์หลักในฟาร์ม เหตุผลส าคัญไม่ทราบแน่ชัดด้วยสาเหตุเช่นไรจึง
พบเหมือนการแฝงอยู่ตลอดเวลา  สมมติฐานท่ีน่าเป็นไปได้คือเช้ือในคลัสเตอร์ท่ี 1 เป็นคลัสเตอร์ท่ี
น่าจะเป็นเช้ือประจ าถิ่น  (endemic) ของฟาร์ม สาเหตุเนื่องจากเช้ือไว รัสพีอาร์อาร์เอสมีการติดเช้ือ
ระยะยาวหรือถาวร  (Persistent infection) (Wills et al., 1997; Allende R. et al., 2000 ) คลัส
เตอร์ท่ี 2 พบหลังการใช้วัคซีน แต่พบไม่สม่ าเสมอ และมีเปอร์เซนต์ความเหมือน ท้ังระดับนิวคลีโอไทด์
และกรดอะมิโนกับ คลัสเตอร์ ท่ี 1 มากกว่าคลัสเตอร์  3 และ 4 จากการวิเคราะห์ โดยแขนงกิ่งต้นไม้  
(Phylogenetic tree) และล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน มีความเป็นไปได้ท่ี คลัสเตอร์ ท่ี 2 มี
วิวัฒนาการจากการเปล่ียนแปลงจาก คลัสเตอร์ ท่ี 1   ส่วนเช้ือไวรัสใน คลัสเตอร์ ท่ี 3 พบว่ามีความ
เหมือนไวรัสวัคซีนถึง 99.5% พบหลังจากใช้วัคซีนได้เพียง 1 เดือนหลังจากนั้นไม่พบ ซึ่ งอาจเกิดจาก
ไวรัสของวัคซีน เพราะเนื่องจากตรวจพบในลูกสุกรดูดนม  (ในลูกสุกรดูดนมได้รับวัคซีนช่วงอายุ 10 – 
14 วัน) และ ส่วน คลัสเตอร์ ท่ี 4 เป็นกลุ่มท่ีพบเพิ่มขึ้นหลังการใช้วัคซีน  และพบต่อเนื่อง จากการ
วิเคราะห์แขนงกิ่งต้นไม้พบว่ามีความเหมือนกับวัคซีนไวรัสอยู่ 99.95% มเีปอร์เซนต์ความเป็นไปได้ท่ีมี
วิวัฒนาการมาจากวัคซีนเช้ือเป็นหลังการใช้วัคซีน  
 จากการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโน ของเช้ือพบว่าสายพันธุ์อเมริกา เหนือ นอกเหนือจากการ
เพิ่มจ านวนของคลัสเตอร์ท่ีพบแล้ว ยังพบว่าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ มีการ
เปล่ียนแปลงมากในต าแหน่งกรดอะมิโนท่ี  26 – 39 (Dea, S et al., 2000) ซึ่งเป็นต าแหน่งท่ีมี  
decoy epitope และ neutralizing epitope โดยการเปล่ียนแปลงหลักพบว่ามีการเกิด   N linked 
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glycosylation สาเหตุหลักอาจเนื่องจากการที่บริเวณดังกล่าวมีผลในการกระตุ้น นิวทรัลไลซ์ ซิ่งแอนติ
บอด้ี (Ostrowski, M et al., 2002; Plagemann, P.G et al., 2002) และส่วนของการเกิด N-linked 
glycosylation มีผลต่อการหลบหลีกต่อ นิวทรัลไลซ์ ซิ่งแอนติบอด้ี  และการเกิด นิวทรัลไลซ์ ซิ่งแอนติ
บอด้ี (Chen Z et al., 2000; Jiang, W etal., 2007; Ansari, I.H et al., 2006; Faaberg, K.S et 
al., 2006) จึงเป็นแรงกดดันต่อไวรัส จากการคัดเลือกจากแรงกดดัน  (Selective pressure) ให้เกิด
การเปล่ียนแปลง (Borrego et al., 1993)    ส่วนของสายพันธุ์อเมริกาเหนือ เมื่อวิเคราะห์กรดอะมิโน
นอกเหนือจากบริเวณ N-linked glycosylation แล้ว โดยเฉพาะอะมิโนต าแหน่ง 13 และ 151 ซึ่ง
เป็นเพียงสองต าแหน่งในส่วนโออาร์เอฟห้าท่ีไวรัสต้นแบบ (VR2332) ท่ีถูกพัฒนามาเป็นวัคซีนชนิดเช้ือ
เป็นสายพันธุ์อเมริกา เหนือ  (Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, USA) ท่ีใช้ในการ
ทดลองมีความแตกต่างกัน ในส่วนของ VR2332 คือ R13 และ R151 แต่วัคซีนคือ  Q13  และ G151 
ตามล าดับ  (ภาพที่ 10) ในกลุ่ม 1 และ 2 ต าแหน่ง 13 พบ  R13 แต่กลุ่มท่ี 3 และ 4 พบ Q13  ส่วน
ต าแหน่งท่ี 151 ทุกกลุ่มพบ K151 ยกเว้นกลุ่มท่ี 3 พบ I151 (ซึ่งต่างจากวัคซีนท้ังท่ีกลุ่มนี้มีความเหมือน
วัคซีนถึง 99.5%) 
 ขบวนการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์ยุโรป  หลังการใช้
วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือ พบว่ามีความต่างจากเช้ือไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ  โดย
เกิดการเปล่ียนในต าแหน่งท่ีไม่ส าคัญ และเป็นการเปล่ียนแปลงแบบสุม (random mutation) ท่ี
เกิดขึ้นทั่วไปในเช้ือไวรัสท่ีมีคุณสมบัติเบบ quasi-species  เนื่องจากการเก็บตัวอย่างจากฟาร์มท่ีใช้
วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธุ์อเมริกาเหนือ  จึงยังสรุปไม่ได้ว่าถ้ามีการใช้ วัคซีนพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์
ยุโรปชนิดเช้ือเป็นในฟาร์มจะพบการเปล่ียนแปลงแบบเดียวกันหรือไม่ ฉะนั้นควรจะมีการศึกษาต่อ
โดยต้องด าเนินการศึกษาในรูปแบบเดียวกันในฟาร์มที่ได้ รับการฉีดวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์
ยุโรปชนิดเช้ือเป็นเป็นโปรแกรม 

การเกิด รีคอมบิเนช่ัน  (Recombination) หลังการใช้วัคซีนพบเฉพาะในสายพันธุ์ยุโรปใน
เดือนท่ี 10 แต่การตรวจไม่พบ การรีคอมบิเนช่ัน  (Recombination) ในสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ไม่ใช่
หมายความว่าไม่เกิด การรีคอมบิเนช่ัน  แต่การทดลองไม่สามารถตรวจพบได้ อาจเกิดเนื่องมาจาก
จ านวนตัวอย่างท่ีน้อยเกินไ ป การเกิด รีคอมบิเนช่ัน  (Recombination) สามารถพบได้  และได้มี
รายงานมาก่อนหน้านี้ (Li, B et al., 2009; Yuan, S et al., 1999)  

จากการสุ่มการเก็บตัวอย่างในแต่ละประชากรสุกรท้ัง 4 กลุ่ม (ลูกสุกรดูดนม   สุกรอนุบาล   
สุกรขุน และ สุกรสาวทดแทน ) เพื่อดูความหลากหลายพันธุ กรรมของไวรัส ท้ังสองสายพันธุ์ พบว่าใน
ส่วนสายพันธุ์ยุโรปไม่มีความแตกต่างในระหว่างประชากรสุกรแต่ละกลุ่ม ส่วนสายพันธุ์อเมริกาเหนือ
พบว่าในไวรัสกลุ่มท่ี 1 (คาดว่าเป็นเช้ือ endemic) ท่ีพบก่อนและหลังการใช้วัคซีนไม่มีความแตกต่าง
ในแต่ละกลุ่มประชากรสุกร  แต่ไวรัสกลุ่มท่ี 2 และ 4 ท่ีพบเพิ่มขึ้นหลังใช้วัคซีนจะพบในสัดส่วนท่ี
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มากกว่าในลูกสุกรดูดนมเม่ือเทียบกับสุกรกลุ่มอื่น  โดยเฉพาะไวรัสกลุ่มท่ี 4 ท่ีเริ่มพบในเดือนท่ี 5 จน
ส้ินสุดการเก็บตัวอย่าง ยังไม่ทราบเป็นเพราะสาเหตุใด ข้อน่าสังเกตุเนื่องจากการเก็บตัวอย่างเก็ บจาก
ลูกสุกรดูดนมอายุ 2 สัปดาห์ ซึ่งเป็นช่วงเวลาท่ีลูกสุกรอยู่ภายใต้อิทธิพลของ passive immune 
(Marternal immunity) จากแม่สุกรซึ่งยังไม่ทราบว่ามีความเกี่ยวข้องหรือไม่ต้องท าการศึกษาต่อไป  
          ผลท่ีได้รับจากการด าเนินการวิจัย พบว่าท้ังสองสายพันธุ์มีการเปล่ียนแปลงส่วนโออาร์เอฟห้า
ซึ่งเป็นส่วนการสร้างโปรตีนโครงสร้างแบบชนิดการเปล่ียนแปลงการทดแทนนิวคลีโอไทด์ ซึ่งสอด 
คล้องกับการพบว่าส่วน NSP2 ซึ่งไม่ใช่ส่วนโปรตีนโครงสร้าง สามารถเกิดการขาดหายหรือเพิ่มขึ้นของ
นิวคลีโอไทด์ โดยไวรัสยังคงสามารถด ารงอยู่ได้ (de Lima et al., 2008; Fang Y et al., 2008; Kim 
D.Y. et al., 2009) ต่างจากโปรตีนส่วนโครงสร้าง การเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไปมีผลต่อการด ารงชีวิตอยู่
ได้ของไวรัส (Meulenberg et al., 1998; Yoo D et al., 2004)  และพบการเปล่ียนแปลงลักษณะนี้
ในไวรัสสายพันธุ์ยุโรปมากกว่าสายพันธุ์อเมริกาเหนือ ส่วนวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น สาย
พันธุ์อเมริกาเหนือไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสสายพันธุ์ยุโรปในฟาร์ม แต่
ส่งผลโดยตรงต่อเช้ือไวรัสสายพันธุ์อเมริกาเหนือ โดยเร่งการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม โดยพบว่าการ
เปล่ียนแปลงท่ีส าคัญคือการเกิด N-linked glycosylation บริเวณต าแหน่ง 30-35 ทางด้าน N-
terminal ในส่วนของ ectodomain การเปล่ียนแปลงส่วนนี้อาจมีผลต่อการเกิดการหลบหลีกทาง
พันธุกรรมของเช้ือไวรัส และส่งผลต่อลักษณะอาการป่วยสุกรตลอดเวลา (small outbreak) ฉะนั้น
การวิวัฒนาการของการผลิตวัคซีนควรจะค านึงว่าจะท าอย่างไรไม่ให้เกิดการเปล่ียนแปลงส่วนนี้ 
 
สรุป 

ผลจากงานวิจัยนี้ท าให้สรุปได้ว่าการฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกาเหนือในฟาร์มที่มี
การติดเช้ือไวรัสท้ังสองสายพันธุ์ ไม่ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธุ์ยุโรป แต่ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกา
เหนือ โดยเร่งให้เกิดการกลายพันธุ์ในเช้ือท่ีมีอยู่เดิมก่อนเกิดการระบาด และการกลายพันธุ์พบใน
ต าแหน่งส าคัญคือต าแหน่ง Decoy และ neutralizing epitopes โดยมีขบวนการท่ีส าคัญคือการ
เปล่ียนแปลงของต าแหน่ง N-linked glycosylation การเปล่ียนแปลงนี้อาจส่งผลให้เช้ือไวรัสเดิม
สามารถหลบหลีกภูมิคุ้มกันของร่างกาย นอกจากนั้นแล้วยังพบว่าวัคซีนพีอาร์อาร์เอสสายพันธุ์อเมริกา
เหนือก่อให้เกิดไวรัสคลัสเตอร์ใหม่ภายในฟาร์ม โดยเป็นเช้ือไวรัสท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีคล้ายกับ
วัคซีน 
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การเตรียม minimal essential medium (MEM) 

- Eagle’s MEM powder    9.5  กรัม 

- โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3)   1  กรัม 

- เติมน้้ากล่ันท่ีผ่านการ autoclave จนครบ  1  ลิตร 

- ปรับความเป็นกรดด่างให้ได้ 7.2 ด้วยโซเดียมไบคาร์บอเนต 

- กรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน  

- เก็บในขวดท่ีผ่านการ autoclave แล้วในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

การเตรียม phosphate buffered saline (PBS) 

- โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)   8  กรัม 

- โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)  0.2  กรัม 

- โพแทสเซียมไฮโปฟอสเฟต (KH2PO3) 0.2  กรัม 

- โซเดียมไฮโปฟอสเฟต (NaHPO4)  1.15  กรัม 

- เติมน้้ากล่ันท่ีผ่านการ autoclave จนครบ  1  ลิตร 

- น้าไป autoclave แล้วเก็บในอุณหภูมิห้อง 
 

การเตรียม 0.25% trypsin 

- trypsin      0.25  กรัม 

- เติม PBS ท่ีผ่านการ autoclave จนครบ 100  มิลลิลิตร  

- น้าสารละลายไปป่ันท่ี 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 1,800 รอบ/นาที นาน 10 นาที 

- กรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน 

- เก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
การเตรียม 0.5% PBST 

- Tween20     10  มิลลิลิตร 

- 20xPBS     100  มิลลิลิตร 

- เติมน้้ากล่ันจนครบ    2  ลิตร 
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การเตรียม 4% formalin 

- 40% formalin    4 มิลลิลิตร 

- เติม 0.5% PBST จนครบ    100  มิลลิลิตร 

-  
การเตรียม 1% BSA ใน 0.5%PBST 

- BSA     1 กรัม 

- เติม 0.5% PBST จนครบ    100  มิลลิลิตร 
 

การเตรียม SDOW17 (1:300) 

- SDOW17    20 ไมโครลิตร 

- 1% BSA ใน 0.5%PBST   6 มิลลิลิตร 
 

การเตรียม Mouse IgG conjugate (1:300) 

- Mouse IgG conjugate   20 ไมโครลิตร   

- 1% BSA ใน 0.5%PBST    6 มิลลิลิตร 
 

การเตรียม Substrate 

- AEC solution    0.5 มิลลิลิตร 

- Acetate buffer    9.5 มิลลิลิตร 

- 30% H2O2    25 ไมโครลิตร 
 

การเตรียม AEC 

- 3-amino acid-9-ethylcarbazole 80 มิลลิกรัม 

- Dimethyl formamide   20 มิลลิลิตร 
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การเตรียม Acetate buffer 

- 0.1 M Glacial acetic acid  21 มิลลิลิตร 

- 0.1 M Sodium acetate   79 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม 1.5% agarose gel 

- Agarose     1.5  กรัม 

- เติม TBE จนครบ    150  มิลลิลิตร 
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