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งานวิจัยน้ีศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว (PBMC)  

ของสุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส ชนิดรุนแรงมากอนและกระตุนซํ้าดวยไวรัสสายพันธุตางชนิด 
โดยทําการใหเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ชนิดรุนแรงท่ีแยกไดในประเทศไทยกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) 
หรือกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3) แกสุกรจากฟารมท่ีปลอดโรคพี อาร อาร เอส  หลังจากน้ัน 3 สัปดาหทํา
การเก็บตัวอยาง PBMC นํามากระตุนซํ้าดวยไวรัสพี อาร อาร เอส สายพันธุตางๆ ในหองปฏิบัติการ ผล
การศึกษาพบวา เซลล PBMC ของสุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนสราง IL-10 ในระดับท่ี
สูงข้ึนท้ังในภาวะปกติและเม่ือไดรับการกระตุนเซลลซํ้าจากเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส     สายพันธุรุนแรง
ทุกสายพันธุ โดยพบวาประชากรเซลลลิมโฟไซตทุกชนิดท่ีทําการศึกษา (CD4+  CD8+ และ CD4+CD8+) 
สามารถสราง IL-10 ได   สําหรับการสราง IFN-♣  พบวาเซลลชนิด memTh (CD4+CD8+) จากสุกรท่ีเคย
ไดรับเชื้อไวรัสมากอนจะสราง IFN-♣    สูงข้ึนเฉพาะตอเม่ือไดรับการกระตุนโดยเช้ือไวรัสจากตางกลุม
สายพันธุ  งานวิจัยน้ียังไดทําการศึกษาการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC จากสุกรท่ีเคยไดรับวัคซีนกลุม
สายพันธุยุโรปชนิดเช้ือเปนมากอน ดวยเช้ือไวรัสสายพันธุตางๆ ในหองปฏิบัติการ พบวาการกระตุนเซลล
ดวยเช้ือไวรัสสายพันธุรุนแรงทุกสายพันธุไมมีผลตอปริมาณการสราง IL-10 และ IFN-♣ แตอยางไรก็ตาม
เม่ือนําสุกรทดลองท่ีไดรับวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรปชนิดเช้ือเปนจํานวน 2 คร้ังหางกัน 3 สัปดาห ตามดวย
การใหเช้ือไวรัสท่ีแยกไดในประเทศไทยชนิดรุนแรงท้ังสองกลุมสายพันธุหลังจากไดรับวัคซีนคร้ังท่ีสอง 3 
สัปดาห    พบวาเซลล PBMC จากสุกรท่ีไดรับวัคซีนมากอนและไดรับเช้ือไวรัสจากกลุมสายพันธุยุโรป มี
การสราง IL-10 ท่ีสูงข้ึน แตมีการสราง IFN-♣  ลดลง สําหรับสุกรกลุมท่ีไดรับวัคซีนตามดวยเช้ือไวรัสสาย
พันธุอเมริกาไมมีผลตอการสรางไซโตไคนเม่ือเปรียบเทียบกับสุกรกลุมควบคุม  จากผลการศกึษาในครัง้น้ี
ยืนยันไดวาเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส   ท้ังชนิดรุนแรงและวัคซีนมีผลเพ่ิมการสราง IL-10 โดยเซลล PBMC 
เม่ือไดรับเช้ือซํ้าในคร้ังถัดไป นอกจากน้ีการศึกษาน้ียังช้ีใหเห็นวาสายพันธุและความรุนแรงของเช้ือไวรัส
พี อาร อาร เอส มีผลตอปริมาณและรูปแบบของไซโตไคนท่ีสรางโดยเซลล PBMC ของสุกร 
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The objective of this study was to determine the effects of previous exposure to PRRSV on the 

cytokine production by porcine peripheral blood mononuclear cells (PBMC) upon in vitro re-activation 
with various PRRSV strains. PRRSV-seronegative pigs were intranasally inoculated with the Thai 
PRRSV isolates; US (01NP1) and EU genotype (02SB3). At 3 weeks post-inoculation, blood samples 
were collected, PBMC samples were isolated and in vitro cultured with various PRRSV strains. Results 
showed that previous exposure with virulent PRRSV increased background IL-10 production by the 
PBMC and increased IL-10 production upon re-activation with virulent PRRSV strains. All studied 
lymphocyte populations  (CD4+, CD8+ and CD4+CD8+) were found to produce IL-10. Enhanced IFN-♣ 
production by the memTh (CD4+CD8+ subpopulation) when activated with heterologous PRRSV strains 
was observed. In addition, PBMC from pigs previously vaccinated with PRRSV-EU- vaccine were in 
vitro activated with various PRRSV strains. Interestingly, significant effects on IL-10 and IFN-♣ 
productions were observed. In an in vivo experiment, pigs were vaccinated with modified live-PRRSV-
EU twice at 3 weeks interval. Three weeks after the 2nd vaccination, pigs were challenged with yhe 
virulent Thai PRRSV of both genotypes. The results demonstrated an enhanced IL-10 production, and a 
reduction of IFN-♣ production by the PBMC of vaccinated pigs when challenged with the homologous 
genotype. The heterologous challenge of vaccinated pigs did not have significant effect on the cytokine 
production when compared with the non-vaccinated challenged group. Our result confirmed that pre-
exposure with PRRSV could enhance IL-10 production by porcine PBMC. In addition, strains and 
virulence of PRRSV could influence the patterns and levels of cytokine production by porcine PBMC. 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา  

โรคพี  อาร  อาร  เอส  (Porcine  reproductive  and  respiratory  syndrome;  PRRS)  เปน
โรคระบาดที่สําคัญที่กอใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรเปนอยางมาก  
โดยมีลักษณะอาการที่สําคัญของโรค  2  กลุมอาการ  คือ  กลุมอาการที่เกี่ยวของกับระบบสืบพันธุใน
สุกรพอแมพันธุ  กอใหเกิดสภาวะการสืบพันธุลมเหลวในสุกรแมพันธุ  จะพบการแทงในทุกระยะ
ของการต้ังทอง  รวมถึงการผสมไมติด  สําหรับสุกรพอพันธุจะสงผลใหคุณภาพน้ําเชื้อต่ําลง 
(Mengeling et al., 1996)  และกลุมอาการที่เกี่ยวของกับปญหาระบบทางเดินหายใจในสุกรทุกชวง
อายุ  ซึ่งจะพบอาการมีไข  หอบ  หายใจลําบาก (Benfield et al., 2000,  Yoon and Stevenson, 2002) 
นอกจากนี้มักพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี  อาร  อาร  เอส    มีการติดเช้ือแทรกซอนไดงายข้ึนท้ังจาก
ไวรัสและแบคทีเรีย  โดยกอใหเกิดกลุมอาการที่เรียกวา      ปญหาโรคระบบทางเดินหายใจซับซอน  
(Porcine  Respiratory  Disease  Complex;  PRDC) (Yahara et al., 2002) ซ่ึงเปนปญหาทีสํ่าคัญของ
เกษตรกรผูเลี้ยงสุกรทั่วโลก  และเปนปญหาหลักของการผลิตสุกรในประเทศไทยในปจจุบัน 
(Thanawongnuwech et al., 2004) 
 ในป  พ.ศ.  2530 ไดมีการรายงานการระบาดของโรคพ ี  อาร  อาร  เอส  เปนคร้ังแรกท่ี
ประเทศสหรัฐอเมริกา ขณะน้ันยังไมทราบสาเหตุของปญหาที่แนชัดจึงเรียกวา  Mystery  Swine  
Disease ( Albina, 1997)     ตอมาพบการระบาดท่ีประเทศเยอรมันและเนเธอรแลนดในป พ.ศ.  2533  
และสามารถแยกเชื้อที่เปนสาเหตุของปญหาไดในป พ.ศ.  2534 (Snijder and Meulenberg, 1998)      
สําหรับประเทศไทยมีการรายงานพบเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ในตัวอยางซีร่ัมท่ีสงตรวจ  ณ  
สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติเปนครั้งแรกในป  พ.ศ.  2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996a)  
สาเหตุของโรคพี  อาร  อาร  เอส  เกิดจากเชื้อไวรัสชื่อ  Porcine  Reproductive  and  Respiratory  
Syndrome  virus  (PRRSV)        ปจจุบันมีการจัดกลุมของเชื้อไวรัสเปน  2  กลุมสายพันธุ 
(Genotype) ตามความแตกตางทางลกัษณะพนัธกุรรมและคณุสมบัติของแอนติเจน  คือ กลุมสาย
พันธุอเมริกา  (US)  และกลุมสายพันธุยุโรป (EU) และยงัสามารถพบความแตกตางทางพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสในกลุมสายพันธุเดียวกันดวย  โดยเฉพาะในกลุมสายพันธุอเมริกา  จึงมีการจัด
แบงกลุมยอยตามความรุนแรงของการเกิดโรค (Botner et al., 1999)    ทั้งนี้เนื่องจากไวรัสมีการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมไดอยางรวดเร็วมากในการติดเชื้อตามธรรมชาติ ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นมีทั้งในระดับกรดนิวคลิอิกของสารพันธุกรรม และในระดับกรดอะมิโน เรียก
คุณสมบัตินี้วา quasispecies (Chang et al., 2002; Goldberg et al., 2003)  ในประเทศไทยเดิมพบวา
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เชื้อไวรัสที่ระบาดมีลักษณะทางพันธุกรรมคลายคลึงกับกลุมสายพันธุอเมริกา 
(Damrongwatanapokin et al., 1996a) แตปจจุบันสามารถตรวจพบการระบาดของโรคจากเช้ือไวรัส
ทั้ง  2  กลุมสายพันธุในฟารมสุกร   (Thanawongnuwech et al., 2002)     โดยพบการระบาดของเช้ือ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากกวากลุมสายพันธุอเมริกา (Thanawongnuwech et al., 2004) 

เชื้อไวรัสพ ี  อาร  อาร เอส  สามารถติดตอผานทางการหายใจ  ระบบสืบพันธุ       รวมทั้ง
เข็มฉีดยา  เมื่อสุกรไดรับเชื้อไวรัสทางการหายใจผานเขาทางเยื่อบุโพรงจมูก  (nasal  epithelial  cell)  
และเขาสูเซลลมาโครฟาจที่ตอมทอนซิลและปอด    ไวรัสจะเพิ่มจํานวนในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด
โมโนไซต และมาโครฟาจ (Vanderheijden et al., 2003)  จากนั้นไวรัสแพรไปตามกระแสเลือดซึ่ง
สามารถตรวจพบเชื้อไดภายใน  12  ช่ัวโมงหลังติดเช้ือ   และเชื้อจะกระจายไปยังอวัยวะน้ําเหลือง
ตาง  ๆ  ทั่วรางกาย  และกอใหเกิดพยาธิสภาพตาง  ๆ    เชน  ปอดอักเสบ  กลามเนื้อหัวใจอักเสบ  
สมองอักเสบ และหลอดเลือดอักเสบ เปนตน (Rossow et al., 1995)         แมวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส 
กลุมสายพันธุยุโรปจะมีการกระจายของแอนติเจนในอวัยวะตาง  ๆ  มากกวากลุมสายพันธุอเมริกา 
(Laohasittikul et al., 2004)  แตสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาจะแสดงอาการทางคลินิก
ที่รุนแรงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรป (Liden et al., 2003) 

  สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี  อาร  อาร  เอส  จะเร่ิมแสดงอาการในชวง  48  ช่ัวโมงหลังติดเช้ือ  
และอาการจะคอย  ๆ  หายไปภายในเวลา  1  เดือน (Murtaugh et al., 2002) แมวาสัตวที่ติดเชื้อจะไม
แสดงอาการปวยแลว  แตจะยังสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสอยูในรางกายสัตวที่ติดเชื้อไดมากกวา  12  
สัปดาห   โดยสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสไดที่อวัยวะน้ําเหลืองตางๆ เชน ตอมนํ้าเหลอืง  มาม 
ทอนซิล เปนตน (Rossow et al., 1995; Wills et al., 1997) สัตวที่มีการติดเชื้อแฝงนี้  (persistent  
infection)  สามารถปลอยเชื้อออกสูภายนอกและแพรเชื้อไปยังสัตวตัวอื่นได         ซึ่งบงชี้ถึงความ
ลมเหลวในการทํางานของระบบภูมิคุมกันที่สรางขึ้นในสัตวที่ติดเชื้อ         ทั้งนี้อาจเนื่องจากเซลล
เปาหมายของเชื้อไวรัสเปนกลุมเซลลที่มีบทบาทสําคัญในการทํางานของระบบภูมิคุมกัน  โดยพบวา
เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส     ทําใหความสามารถในการเก็บกนิและทาํลายจุลชีพของเซลลมาโครฟาจ 
ลดลง (Thanawongnuwech et al., 1997; 1998)    นอกจากนี้ภายหลังการติดเชื้อพบวามีการสราง  
pro-inflammatory  cytokines  โดยเฉพาะ ทูเมอรเนโครซิส แฟกเตอร อัลฟา (Tomour necrosis 
factor –alpha; TNF-ϒ)   และ   อินเตอรเฟยรอน อัลฟา   (interferon-alpha; IFN-ϒ)  (Albina et al., 
1998; van Reeth et al., 2002)     ของเซลลมาโครฟาจที่ปอดในระดับที่ต่ําและชากวาการติดเชื้อจาก
ไวรัสชนิดอ่ืนๆ ในระบบทางเดินหายใจ   (Lopez-Feurtes et al., 2000)                      การกดการสราง 
pro-inflammatory cytokines เหลานี้สงผลใหการสรางไซโตไคนชนิดอ่ืน  ๆ  ลดลงดวย    ทําใหการ
ตอตานการติดเชื้อไวรัสที่ปอดและการพัฒนาของการตอบสนองทางภูมิคุมกันในขั้นตอไปไดไมดี
เทาที่ควร  ซึ่งอาจจะเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร  อาร  เอส  มีระยะการติดเช้ือท่ี
ยาวนานและเกิดการติดเชื้อแฝงไดงาย 
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 เปนที่ทราบกันทั่วไปวาเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส มีความสามารถควบคุมการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันของรางกายในดานกดการทํางานของระบบภูมิคุมกันของสุกร (Lager and 
Mengeling, 2000) แมมีรายงานวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ี  อาร  อาร  เอส  สามารถเหนี่ยวนําใหเกิด
การตอบสนองทางภูมิคุมกัน  (protective  immunity)  ทั้งในกลุมภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา  (humoral 
immunity)  และภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (cell-mediated  immunity)  ได  แตพบคอนขางชา     และ
ไมมีประสิทธิภาพ       นอกจากนี้ยังไมสามารถทําลายเชื้อไวรัสในกระแสเลือดในระยะแรกของการ
ติดเช้ือได  โดยพบวาเมื่อมีการติดเชื้อจะมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันโดยการเพิ่มจํานวนของ
แอนติบอดีชนิด  non-neutralizing  ในระยะแรกของการติดเชื้อ (Labarque et al., 2000)      อันเปน
กลไกหนึ่งที่สงผลใหมีการกระจายและเพิ่มจํานวนของไวรัสภายในเซลลไดงายขึ้นและเปนไปอยาง
ตอเน่ือง  เรียกกระบวนการนี้วา  antibody  dependent  enhancement  (ADE) (Yoon et al., 1996) 
สวนการตอบสนองของแอนติบอดีชนิด  neutralizing  มักจะชาและพบไดในระดับต่ําๆ      (Albina 
et al., 1998)      นอกจากเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส จะสงผลตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการ
ติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส เองไมดีแลว ยังมีรายงานอีกวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส มา
กอนจะสงผลใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการใหวัคซีนปองกันโรคอหิวาตสุกรในระดับที่ต่ํา
กวาสุกรที่ไมมีการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส (Li and Yang, 2003)       และพบวาการติดเชื้อไวรัส
พ ีอาร อาร เอส       ทําใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการทําวัคซีนปองกันโรค
พิษสุนัขบาเทียมในระดับที่ต่ําและชากวาสุกรที่ไมมีการติดเชื้อมากอน (Bruin et al., 2000) ขอมูล
เหลานี้ชี้ใหเห็นวาเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส มีความสามารถกดการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสุกร 
  ปจจุบันมีการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการติดเชื้อไวรัสพี อาร 
อาร  เอส  มากขึ้น  เนื่องจากเชื่อวานาจะมีความสําคัญในการปองกันและกําจัดเชื้อมากกวาภูมิคุมกัน
ชนิดสารนํ้า  (Bautista et al., 1997) จากการศึกษาที่ผานมาพบวาเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ทั้งชนิด
เชื้อเปนและเชื้อตายสามารถกระตุนใหมีการเพิ่มการแสดงออกของยีนที่สรางอินเตอรลิวคิน 10 
(interleukin; IL-10) ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว   (peripheral blood mononuclear 
cells; PBMC) ที่แยกไดจากเลือด และเซลลจากน้ําลางปอด (Suradhat et al., 2003, Suradhat and 
Thanawongnuwech, 2003) โดยที่ไมพบความแตกตางของจํานวนเซลลที่สราง IL-10 ในเซลลจากน้ํา
ลางปอดของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพ ี อาร อาร เอส ทั้ง 2 กลุมสายพันธุ (Thanawang et al., 2004)   
IL-10 เปนไซโตไคนที่สรางจากเซลลหลายชนิด  มีหนาที่กดการสราง pro-inflammatory cytokines 
ลดการอักเสบและกดการทําหนาที่ของเซลลในระบบภูมิคุมกัน จะสงผลใหมีการลดการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกันแบบจําเพาะในระยะตอมา (Moore et al., 2001)   ซึ่งสอดคลองกับขอมูลที่พบวาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส  มีระดับต่ําและตองใชเวลานาน            
นอกจากนี้แลวภูมิคุมกันที่สรางขึ้นยังไมมีประสิทธิภาพที่ดีพอในการกําจัดเชื้อออกจากรางกาย  และ
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การเพ่ิมข้ึนของ IL-10 ในระยะตนของการติดเชื้อ  อาจทําใหสุกรที่ติดเชื้อมีความไวตอการติดเชื้อ
ชนิดอ่ืนๆ ไดงายขึ้น  เน่ืองจากการกดการทํางานของ ของเซลลตางๆ ในระบบภูมิคุมกันท่ีเร็วเกินไป  

สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส สามารถปลอยเชื้อไวรัสออกสูภายนอกรางกายไดเปน
ระยะเวลานานแมไมแสดงอาการปวย   ทําใหมีการกระจายของเช้ือวนเวียนอยูในฟารมอยางตอเน่ือง 
รวมกับระบบการเลี้ยงสุกรในประเทศไทยสวนใหญจะเปนระบบเปดและเลี้ยงแบบตอเนื่อง    ดังน้ัน
สุกรจึงมีโอกาสในการรับเชื้อซ้ําอีกครั้งสูงไมวาจากเชื้อไวรัสสายพันธุเดิมหรือสายพันธุใหม  จึงมี
การศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการปองกันการติดเชื้อซ้ํารวมถึงการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่
รางกายสุกรสรางขึ้น โดยพบวาภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นสามารถปองกันการติดเชื้อจากไวรัสสาย
พันธุเดิมไดดีแตไมสามารถปองกันการติดเชื้อซ้ําจากไวรัสตางสายพันธุไดดีนัก (Botner et al., 1999)   

ปจจุบันมีการพัฒนาวัคซีนมาใชในการควบคุมปองกันการเกิดโรคกันอยางแพรหลาย  แตก็
พบวายังมีปจจัยหลายๆ อยางที่ทําใหการใชวัคซีนไมประสบความสําเร็จ  ไมวาจะเปนเร่ืองของความ
ปลอดภัยของวัคซีนเชื้อเปน  โดยมีรายงานวาสุกรที่ไดรับวัคซีนสามารถแพรเชื้อไวรัสไปสูสุกรที่
ไมไดรับวัคซีนและกอใหเกิดการระบาดของโรคในฟารมได (Botner et al., 1999)  แมวาเช้ือไวรัส
จากวัคซีนสามารถกอใหเกิดพยาธิสภาพและความรุนแรงของอาการทางคลินิกนอยกวาการติดเชื้อ
จากธรรมชาติ  แตก็เหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ชา (Choen and Chae, 2004)   
วัคซนีปองกันโรคพ ีอาร อาร  เอส  เหนี่ยวนําใหเกิดการสรางอินเตอรเฟยรอน แกมมา (interferon-
gamma; IFN-♣) ในระดับที่ตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับวัคซีนปองกันโรคพิษสุนัขบาเทียม (Meier et al., 
2003) แมจะมีรายงานวาวัคซีนเชื้อเปนมีประสิทธิภาพในการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่
ดีกวาวัคซีนเช้ือตาย (Chung and Chae, 2003)  แตก็พบวาสามารถปองกันการติดเชื้อเฉพาะสายพันธุ
เดิม (Neilsen et al., 1997) หรือแมแตการใชวัคซีนที่ประกอบดวยไวรัสหลายสายพันธุ เพ่ือหวังให
เกิดการสรางภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสหลายสายพันธุ  ก็พบวาไมสามารถปองกันการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร 
อาร เอส ในฟารมไดอยางสมบูรณ (Plana-Dura et al., 1997) นอกจากการทําวัคซีนไมสามารถ
ปองกันการติดเชื้อซ้ําจากไวรัสพ ี อาร อาร เอส แลว ยังมีรายงานวาการใชวัคซีนปองกันโรคพี อาร 
อาร เอส อาจสงผลใหสุกรมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนจากเชื้อแบคทีเรีย และอาจทําใหสุกร
แสดงอาการท่ีรุนแรงข้ึนอีกดวย     (Halbur et al., 2000) แสดงใหเห็นวาวัคซีนปองกันโรคพี อาร 
อาร เอส ชนิดเช้ือเปนสามารถกดการทํางานของระบบภูมิคุมกันไดเชนเดียวกับการติดเช้ือจาก
ธรรมชาติ 
 จากขอมูลขางตนจะเห็นไดวาความบกพรองของการตอบสนองทางภูมิคุมกันของสุกรจาก
การติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มีทั้งรูปแบบที่จําเพาะและไมจําเพาะตอเชื้อไวรัส ซึ่งนาจะมีสาเหตุ
จากการเหน่ียวนําการสรางไซโตไคนในระยะแรกของการติดเชื้อ เพื่อควบคุมการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกัน  และสงผลใหมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันเปนไปไดชาและไมมีประสิทธิภาพพอ  
ปจจุบันขอมูลเกี่ยวกับการติดเชื้อไวรัสซ้ําและขอมูลเกี่ยวกับวัคซีนที่นํามาใชมักจะเปนในดานของ
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ระบาดวิทยาและพยาธิวิทยา  โดยมีรายงานเกี่ยวกับลักษณะการตอบสนองทางภูมิคุมกัน โดยเฉพาะ
ในดานของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลและการกระตุนการสรางไซโตไคนอยางจํากัด         จึงเปนมูลเหตุ
จูงใจในการศึกษาถึงลักษณะการสรางไซโตไคนในเม็ดเลือดขาวของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ี อาร 
อาร เอส       หรือไดรับวัคซนีปองกนัโรคพี อาร อาร เอส มากอน      และถูกกระตุนซ้ําดวยไวรัส
สายพันธุตางชนิดกัน  รวมถึงศึกษาประชากรของเซลลเม็ดเลือดขาวที่สรางไซโตไคนดวย  เพ่ือสราง
ความเขาใจถึงผลกระทบตอการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส          
และเปนขอมูลที่นําไปใชประกอบการตัดสินใจในการวางมาตรการควบคุมโรคหรือการพัฒนา
วัคซีนที่สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางภูมิคุมกันตอโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
1.2 สมมติฐาน  
 การติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส หรือการทําวัคซีนปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส มากอนมีผล
ตอลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC เม่ือไดรับการกระตุนซํ้าดวยเช้ือไวรัส พ ี อาร อาร 
เอส สายพันธุตางชนิด 
 
1.3 วัตถุประสงค 

1.3.1 เพื่อศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ และ IL-10 ในเซลล PBMC ของ 
สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสตางสายพันธุใน
หองปฏิบัติการ 

1.3.2 เพื่อศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ และ IL-10 ในเซลล PBMC ของ
สุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันไวรัส พ ี อาร อาร เอส ชนิดเชื้อเปนตอการติดเชื้อซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ
ตางชนิด 
 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

1.4.1   ไดองคความรูใหมเกี่ยวกับลักษณะการสรางไซโตไคนในเม็ดเลือดขาวของสุกรที่เคย
ไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ  เพื่อเปนขอมูลใน
การศึกษาทางดานวิทยาภูมิคุมกันและพยาธิกําเนิดของโรคตอไป 

1.4.2 เปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาและพัฒนาวัคซีนที่ใชในการปองกันโรค พ ีอาร  
อาร เอส ที่มีประสิทธิภาพ  รวมทั้งแนวทางในการแกไข ควบคุม และปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส ใน
ฟารมสุกร 
 
 



บทท่ี 2 
 

เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
 โรคพี อาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) มีสาเหตุจาก
เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome virus; PRRSV) มีรายงาน
การระบาดคร้ังแรกในฟารมสุกรที ่North Carolina ในป พ.ศ. 2530      โดยพบวาเกิดปญหาในระบบ 
สืบพันธุของสุกรพอแมพันธุ รวมทั้งปญหาระบบทางเดินหายใจในสุกรหยานม สงผลใหสุกรมีอัตรา
การเจริญเติบโตลดลง หลังจากนั้นพบลักษณะกลุมอาการเดียวกันนี้ที่ประเทศเนเธอรแลนด  
ขณะนั้นยังไมทราบสาเหตุที่แนชัดจึงเรียกกลุมอาการนี้ตามลักษณะอาการที่พบ เชน โรค mystery 
swine   โรค porcine epidemic abortion and respiratory syndrome (PEARS)   โรค blue ear   โรค 
swine infertility and respiratory syndrome (SIRV)  รวมท้ัง พ ีอาร อาร เอส (Collin et al., 1992) 
 ในป พ.ศ. 2534 สามารถแยกเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุของโรคไดที่ประเทศเนเธอรแลนดเปน
คร้ังแรก   และตั้งชื่อวา  Lelystad virus  ซ่ึงจัดเปนตนแบบของเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส     สายพันธุ
ยุโรป (Snijder and Meulenberge, 1998) ตอมาสามารถแยกเช้ือไดท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา ในป พ.ศ. 
2535 ใชชื่อวา VR-2332 เปนตนแบบของสายพันธุอเมริกา (Collin et al., 1992) สําหรับประเทศไทย
มีรายงานการพบแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส  ในตัวอยางซีรั่มที่สงตรวจ   ณ     สถาบัน
สุขภาพสัตวแหงชาติเปนคร้ังแรก ในป  พ.ศ.  2532 (Damrongwatanapokin et al., 1996a)  และ
สามารถแยกเช้ือไวรัสไดในป พ.ศ. 2539 (Damrongwatanapokin et al., 1996b)  โดยพบวาเชื้อที่แยก
ไดมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกา  แตปจจุบันสามารถพบการ
ระบาดของโรคจากเช้ือไวรัสท้ัง  2  กลุมสายพันธุ (genotype) ในฟารมสุกร    (Thanawongnuwech 
et al., 2002)      โดยพบการระบาดของเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปรอยละ 66.42 และกลุมสายพันธุ
อเมริการอยละ 33.58 จากการตรวจดวยวิธี nested multiplex RT-PCR (Thanawongnuwech et al., 
2004)  จากการสํารวจทางซีรั่มวิทยาของสุกรในป พ.ศ. 2539 ถึง 2542   พบวารอยละของผลบวก
เพิ่มขึ้นจากรอยละ 8.6 ในป พ.ศ. 2539 เปนมากกวารอยละ 79 ในป พ.ศ. 2542      
(Thanawongnuewch et al., 2004) ซึ่งคาดวาการระบาดของเชื้อไวรัสมาจากการนําเขาสุกรพอแม
พันธุ 

 
2.1 เชื้อไวรัส 
 เชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส จัดอยูในกลุม Arterivirus  แฟมลิี่  Arteriviridae    ออรเดอร  
Nidovirales  โดยจัดอยูในกลุมเดียวกับ lactate dehydrogenase elevating virus (LDV)  ในหนู  
equine arteritis virus (EAV) และ simian hemorrhagic fever virus (Rowland et al., 1999)               
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ลักษณะสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส เปนชนิด สายบวก single stranded RNA ขนาด
ประมาณ  15  Kb  เช้ือไวรัสมเีปลือกหุม และมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 48-83  นาโนเมตร 
(Meng et al., 2000)  

องคประกอบของยโีนมของไวรัสประกอบดวย 8 open reading frames (ORFs)  คือ ORF 1a 
และ ORF 1b อยูดาน 5’ ของยีโนม เปนรอยละ 80 ของยีโนมท้ังหมดของไวรัส  และมีหนาที่สราง 
viral RNA polymerase สําหรับ ORF 2-5 สรางโปรตีนโครงสราง (structural protein) อยูดาน 3’ 
ของยีโนม  โดย ORF 2 ใหสวนโปรตีน GP2  มีขนาด  29-50 KD ORF 3 ใหสวนโปรตีน GP3  มี
ขนาด 45-50 KD ORF 4 ใหสวนโปรตีน GP4 มีขนาด 31-35 KD ORF 5 ใหสวนของโปรตีน E มี
ขนาด 25 KD ซึ่งเปนโปรตีนหลักของไวรัสที่เกี่ยวของกับการเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  
(Andreyev et al., 1997) ORF 6  ใหสวนโปรตีน matrix (M) มีขนาด 18-19 KD  และ ORF 7 ใหสวน
ของโปรตีน nucleocapsid (N)  มีขนาด 14-15  KD  สําหรับขนาดของลําดับกรดอะมิโนที่สรางจาก 
ORF 2-7 ของกลุมสายพันธุอเมริกา และกลุมสายพันธุยุโรป แสดงดังตารางที่ 1  

 
ตารางท่ี 1 แสดงองคประกอบของไวรัสพ ีอาร อาร เอส (ดัดแปลงจาก Yoon et al., 2002) 

ORF mRNA 
No. of amino 

acids Molecular  Location in virion Function 
  (Kb) EU US weight  (kD)       
1 11.5         Nonstructural Replicase complex 
2 3.3 249 256 29-30 Envelope (GP2) T cell epitope 
3 2.7 265 254 42-50 Structural (GP3) Linear B-cell epitopes 
4 2.2 183 178 31-35 Envelope (GP4) Neutralizing epitope 
              Linear B-cell epitopes 
5 1.7 201 200 25 Envelope (E, GP5) Cell receptor binding 
            Apoptosis 
            Neutralizing epitope 
              T cell epitope 
6 1.1 174 173 18-19 Matrix (M)   Neutralizing epitope 
            T cell epitope 
              Virulence 
7 0.7 128 124 15 Nucleocapsid (N) Cytopathogenesis 
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การศึกษาความใกลเคียงของลําดับพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเปรียบเทียบระหวางสายพันธุ

อเมริกาและสายพันธุยุโรป ของยีน ORF 2  3  4 และ 5 พบวามีความใกลเคียงของลําดับพันธุกรรม
เทากับรอยละ  65-67  61-64   63-66  และ 61-63   ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบลําดับพันธุกรรมใน
กลุมสายพันธุอเมริกาดวยกันพบวามีความเหมือนกันของลําดับพันธุกรรมของยีน ORF 2  3  4 และ 
5 เปนรอยละ 96-98  92-98  92-99  และ 90-98 ตามลําดับ สําหรับลําดับพันธุกรรมของเชื้อไวรัสจาก
ยีน ORF 7 พบวาเชื้อไวรัสในกลุมสายพันธุอเมริกามีความเหมือนกันรอยละ 95-100 ในขณะที่กลุม
สายพันธุยุโรปมีความใกลเคียงเพียงรอยละ 54-59  และพบวา ORF 6 เปนยีนที่มีความจําเพาะมาก
ที่สุดในกลุมสายพันธุอเมริกา  (Meng et al., 1995) 

ปจจุบันมีการจัดกลุมของเชื้อไวรัสเปน  2  กลุมสายพันธุ       ตามความแตกตางทางลักษณะ 
พันธุกรรมและคุณสมบัติของแอนติเจน  คือ กลุมสายพนัธุอเมริกา  (US)  และกลุมสายพันธุยุโรป 
(EU) โดยอาศัยความแตกตางของยีน ORF 5  จากศึกษาลําดับสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน
ประเทศไทยจากยีน ORF5  พบวาเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาที่แยกไดในประเทศไทยมีความ
ใกลเคียงทางพันธุกรรมกับเชื้อไวรัสจากประเทศแคนาดา (IAF-EXP91) (รอยละ 89-90)  ในขณะที่
เชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปที่แยกไดในประเทศไทยมีความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสตนแบบ 
(Lelystad virus) (รอยละ 87-97.5) (Thanawongnuwech et al., 2004)  จากการศึกษาเปรียบเทียบ
ลําดับพันธุกรรมของเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาที่แยกไดในประเทศไทยกับเชื้อไวรัสตนแบบ 
(VR2332) พบวามีความใกลเคียงทางพันธุกรรมในระดับกรดนิวคลิอิกเปนรอยละ 83.7-85.2 ในขณะ
ที่มีความใกลเคียงในระดับกรดอะมิโนเปนรอยละ 83.5-85.5 สําหรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปที่
แยกไดในประเทศไทยกับเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรป (Porcillis) มีความใกลเคียงกันรอยละ 
99 ในระดับกรดนิวคลิอิกของลําดับพันธุกรรม และรอยละ 98.6 ในระดับกรดอะมิโน 
(Thanawongnuwech et al., 2004)   
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2.2 พยาธิกําเนิด  

เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส เปนเชื้อที่มีความสามารถในการกอโรคไดสูง  โดยพบวาเชื้อไวรัส
ปริมาณ 10-40 อนุภาคก็สามารถกอโรคได (Nelson et al., 1994; Yoon et al., 1999) ในระบบการ
ผลิตสุกรพบวาเชื้อไวรัสสามารถแพรกระจายไดหลายรูปแบบ  เชน การสัมผัสโดยตรงทางน้ํามูก  
น้ําลาย  อุจจาระ  การแพรผานทางอากาศ  ทางน้ําเชื้อสุกรพอพันธุ  รวมทั้งการแพรกระจายผานทาง
เข็มฉีดยา  รถบรรทุก  เส้ือผา  รวมท้ังอุปกรณเคร่ืองใชภายในฟารม เปนตน (Otake et al., 2002)  
 เมื่อเชื้อไวรัสเขาสูรางกายสัตวผานการหายใจ  เช้ือไวรัสจะเพ่ิมจํานวนคร้ังแรกท่ีเย่ือบุโพรง
จมูก เซลลมาโครฟาจที่ระบบทางเดินหายใจหรือระบบน้ําเหลือง  โดยอาศัยตัวรับสองชนิดท่ีพบบน
ผิวเซลลมาโครฟาจ  คือ heparan sulphate glycosaminoglycans และ sialoadherin (Nauwynck et al., 
2003) เชื้อไวรัสจะเขาภายในเซลลดวยกระบวนการ endocytosis         จากการตรวจดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนจะพบเชื้อไวรัสอยูใน vesicle ท่ีเรียกวา clathrin-coated pits (Nauwynck et al., 
1999) หลังจากเชื้อเขาไปภายในเซลลแลว 3-6 ชั่วโมงเยื่อบ ุ vesicle จะเปลี่ยนแปลงเปนลักษณะ 2 
ช้ันเรียกวา replication complex อยูรอบๆ นิวเคลียสของเซลลที่ติดเชื้อ ซึ่งเปนคุณสมบัติทั่วไปของ
การเขาไปภายในเซลลของติดเชื้อไวรัสตระกูล Arterivirus จากการศึกษาในเชื้อไวรัส EAV พบวา
ผนังเยื่อบุนี้พัฒนามาจาก endoplasmic reticulum (Pedersen et al., 1999) เม่ือสวน nucleocapsid ของ
เช้ือไวรัสมีการแตกหนอ (budding) เขาไปในชองวางของ smooth endoplasmic reticulum หรือ 
ตําแหนงของ golgi หรือท้ังสองท่ีแลว  จะไดเชื้อไวรัสอนุภาคใหมโดยจะรวมอยูในถุง vesicle และ
เคลื่อนไปที่ไปเชื่อมกับ plasma membrane ของเซลลโฮสต เชื้อไวรัสก็จะถูกปลอยออกนอกเซลล 
(Mardassi et al., 1996; review Meulenberg, 2000) ใชเวลาประมาณ  9-12  ช่ัวโมงตอหน่ึงรอบของ
การเพ่ิมจํานวน (Rossow et al., 1995) หลังจากนั้นเชื้อไวรัสจะแพรกระจายไปตามกระแสเลือดและ
ไปยังอวัยวะน้ําเหลืองตางๆ จากการศึกษาดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีสามารถตรวจพบแอนติเจนของ
ไวรัสท่ีปอด หัวใจ  ตอมนํ้าเหลอืง  ทอนซลิ  ไทมัส มาม ลําไส  ไต ตับ  ตอมหมวกไต สมอง  และ
อัณฑะ  เปนตน และกอใหเกิดพยาธิสภาพตางๆ ขึ้น ไดแก ปอดอักเสบ กลามเนื้อหัวใจอักเสบ ตอม
นํ้าเหลอืงอักเสบ  ผนังเยื่อบุเสนเลือดอักเสบ เปนตน (Halbur et al., 1996; Rossow et al., 1996) โดย
พบวาเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปจะมีการกระจายตัวของแอนติเจนในอวัยวะตางๆ มากกวากลุม
สายพันธุอเมริกา (Laohasittikul et al., 2004)  

ลักษณะอาการของสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส จะแบงเปน  2 กลุมอาการ  คือกลุม
อาการที่เกี่ยวของกับระบบสืบพันธุในสุกรพอแมพันธุ โดยพบวาจะกอใหเกิดการแทงในแมสุกรทุก
ระยะของการต้ังทอง  โดยเฉพาะในระยะทายของการตั้งทอง  มีการเพิ่มขึ้นของมัมมี่  อัตราการตาย
แรกคลอด  หรือลูกสุกรออนแอหลังคลอด รวมถึงปญหาการกลับสัดของแมสุกรอีกดวย  นอกจากน้ี
เชื้อไวรัสยังสงผลใหคุณภาพน้ําเชื้อของสุกรพอพันธุมีคุณภาพต่ําลง (Mengeling et al., 1996)  กับ
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กลุมปญหาระบบทางเดินหายใจในสุกรทุกชวงอายุ โดยเฉพาะในสุกรอนุบาล  จะพบอาการมีไข 
หอบและหายใจลําบาก (Benfield et al., 2000; Yoon and Stevenson, 2002)  สุกรท่ีติดเช้ือจะพบ
ปญหาการติดเชื้อแทรกซอนไดงายขึ้นทั้งจากไวรัสและแบคทีเรีย เชน Streptococcus suis,  
Haemophilus parasuis,  Actinobacillus pleuropneumoniae,  Mycoplasma hyopneumoniae, 
Salmonella choleraesuis, Swine influenza หรือ Porcine circo virus เปนตน  โดยกอใหเกิดกลุม
อาการท่ีเรียกวา  ปญหาโรคระบบทางเดินหายใจซับซอน  (Porcine  Respiratory  Disease  Complex;  
PRDC)  (Yahara et al., 2002; Zimmerman, 2002) 

สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส จะเริ่มแสดงปวยหลังจากไดรับเชื้อประมาณ 48       
ช่ัวโมง  และอาการจะคอยๆ หายภายใน 1 เดือน (Murtaugh et al., 2002)     โดยพบวาสุกรท่ีติดเช้ือ
ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาจะแสดงอาการทางคลินิกที่รุนแรงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อสายพันธุยุโรป  
(Meng et al., 2000; Liden et al., 2003)  ความรุนแรงของอาการทางคลินิกที่เกิดขึ้นจากในกลุมสาย
พันธุเดียวกันก็มีความแตกตางกันไปขึ้นกับการเปลี่ยนแปลงของยีน ORF5 (Yang et al., 1996; 
Opriessing et al., 2002) สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดไดต้ังแต 12  ชั่วโมงหลังติดเชื้อ 
และคงอยูนานถึง 21 วันหลังติดเช้ือ (Rossow et al., 1995; Delputte et al., 2004) แตแมสัตวจะไม
แสดงอาการปวยก็สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสอยูในรางกายโดยเฉพาะที่ตอมทอนซิล ปอด ตอม
น้ําลาย  และไต ไดนานมากกวา 12 สัปดาห (Wills et al., 1997; Bayer et al., 2000; Rowland et al., 
2003)      นอกจากนี้ยังมีรายงานวาสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในน้ําลายไดนานกวา  42       วันหลัง
ติดเช้ือ ในน้ํามูก 21 วันหลังติดเช้ือและพบเช้ือไวรัสในนํ้าเช้ือไดนานถึง 92 วันหลังติดเช้ือ 
(Christopher-Henning et al., 1995)  ในบางรายงานสามารถพบเชื้อไวรัสในน้ําเชื้อไดนานถึง 150 วัน
หลังติดเช้ือ (Wills et al., 1997)         โดยสัตวที่มีการติดเชื้อแฝงนี้ยังสามารถปลอยเชื้อไวรัสออกสู
นอกรางกายและแพรไปยังสัตวตัวอื่นได (Meng, 2000) จึงเปนปจจัยที่ทําใหสัตวที่ติดเชื้ออยูแลว
ไดรับเชื้อซ้ําอยูเรื่อยๆ  

 
2.3 ภูมิคุมกันวิทยา 
 การตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสโดยทั่วไป  เมื่อไวรัสเขาสูรางกายแลวจะถูกจับกิน
และนําเสนอแอนติเจนใหแกเซลลในระบบภูมิคุมกัน สาํหรับเช้ือไวรัสพี  อาร  อาร  เอส  พบวา
สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  (protective  immunity)  ไดทั้งแบบไมจําเพาะ 
(innate immunity) และแบบจําเพาะ (acquire immunity) ทั้งชนิดสารน้ํา (humoral immunity) และ
ชนิดพึ่งเซลล (cell-mediated immunity)  รวมทั้งยังมีบทบาทในการสรางไซโตไคนชนิดตางๆ อีก
ดวย แตอยางไรก็ตามพบวาสุกรที่ติดเชื้อมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ชาและไมมีประสิทธิภาพที่
ดีพอในการปองกันการติดเชื้อไดอยางสมบูรณเมื่อมีการติดเชื้อซ้ํา    นอกจากน้ียังมีรายงานวาการติด
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เชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส สงผลทําใหการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการทําวัคซีนตอโรคอหิวาต
สุกรลดลงอีกดวย (Li and Yang, 2003) 

2.3.1 ผลของ PRRSV ตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดไมจําเพาะ (Innate immunity) 
เน่ืองจากโดยท่ัวไปแลวเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส เขาสูรางกายสุกรผานทางจมูกและทาง

ชองคลอด ดังนั้นการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะที่บริเวณเนื้อเยื่อจะเกิดขึ้นเปนขั้นตอน
แรกเพื่อเปนการปองกันหรือกําจัดเชื้อจุลชีพ กลไกในการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะนี้
ประกอบดวยหลายปจจัย เซลลที่เกี่ยวของกับการทํางานจะประกอบดวยเซลลหลายชนิด ไดแก เซลล
นิวโทรฟล (neutrophil) เนเจอรัลคิลเลอรเซลล (natural killer cell; NK cells) และเซลลเก็บกินที่มี
นิวเคลียสเดียว (mononuclear phagocytes) เชน เซลลมาโครฟาจ เปนตน ในชวงที่มีการติดเชื้อพบวา
เซลลชนิด NK cellsในกระแสเลือดสูงขึ้นหลังติดเชื้อ 5 วัน และที่ปอดในวันที ่ 7 หลังติดเช้ือ  
(Samsom et al., 2000) NK cells เปนเซลลที่มีหนาที่ในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อ  เชนเดียวกบัเซลล
มาโครฟาจซึ่งเปนเซลลอีกชนิดที่มีความสําคัญในการทํางานของระบบภูมิคุมกัน          และยังเปน
เปาหมายของเชื้อไวรัส สุกรที่มีการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส จะมีปริมาณเซลลมาโครฟาจที่ปอด
เพิ่มขึ้นหลังจากติดเชื้อ 5 วันถึง 52 วัน   ซึ่งพบวามากกวารอยละสามของเซลลเหลานี้จะมีเชื้อไวรัส 
อยูภายในเซลล (Larbarque et al., 2000) อยางไรก็ตามแมพบวามีปริมาณเซลลที่มีบทบาทในการ
กําจัดเชื้อเพิ่มสูงขึ้น  แตสุกรก็ไมสามารถปองกันการติดเชื้อหรือกําจัดเชื้อไดหมด จากการทดลองให
เชื้อไวรัสสายพันธุยุโรปรวมกับเซลลมาโครฟาจในหองปฏิบัติการ         สงผลใหเซลลที่ติดเชื้อมี
ประสิทธิภาพในการเก็บกินเชื้อ E.coli ลดลงรอยละ 40 หลังจากไดรับเชื้อเปนเวลา  48 ช่ัวโมง  
(Oleksiewicz et al., 1999)        เชนเดียวกับการศึกษาในสุกรที่พบวาเชื้อไวรัสเหนี่ยวนําใหเซลลมา
โครฟาจมีประสิทธิภาพในการเก็บกินเชื้อจุลชีพตางๆ ลดลง  (Thanawongnuwech et al., 1997; 
1998; 2000; Riber et al., 2004) การทํางานของเซลลที่ลดลงนี้อาจเกิดขึ้นเนื่องจากกลไกหลายๆ 
อยางรวมกัน โดยมีรายงานวาเชื้อไวรัสเหนี่ยวนําใหเกิดการตายแบบ apoptosis ของเซลลที่ติดเชื้อ
และยังมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของเซลลขางเคียงอีกดวย (Sur et al., 1997; Miller and Fox, 
2004)  เชื้อไวรัสสามารถยับยั้งการนําเสนอแอนติเจนของเซลล ทําใหเซลลของระบบภูมิคุมกันไม
สามารถรับรูได นอกจากนี้เชื้อไวรัสสามารถลดปริมาณการสรางไนตริกออกไซดซึ่งเปนปจจัยใน
การทําลายเชื้อภายในเซลลของเซลลมาโครฟาจไดอีกดวย (Pampusch et al., 1998; Riber et al., 
2004)  แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาปริมาณเซลลจากน้ําลางปอดของลูกสุกรที่คลอดจากแมที่ไดรับ
เชื้อผานทางชองคลอดพบวา ลุกสุกรจะมีปริมาณเซลลในน้ําลางปอด โดยเฉพาะเซลลมาโครฟาจล
ดลงที่อายุ 2 สัปดาห (Neilsen et al., 1996; Chiou et al., 2000)  
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2.3.2 ผลของ PRRSV ตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบจําเพาะ (Adaptive immunity) 

 2.3.2.1 การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (Humoral immunity) 
 ปจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับการสรางแอนติบอดีตอการติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส เปน
จํานวนมาก  หลังจากมีการติดเชื้อจะสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนิด IgM ในซีรั่มในวันที ่ 5-7 
สูงสุดในวันที่ 14 หลังติดเชื้อและลดลงอยางรวดเร็วใน 2-3 สัปดาห (Yoon et al., 1995)  แอนติบอดี
ชนิด IgG จะตรวจพบหลังจากติดเช้ือ 7-10 วัน (Yoon et al., 1995  Labarque et al., 2000) และพบ
สูงสุดในสัปดาหที่  2-4 หลังจากการติดเชื้อและคงอยูตลอดในระดับต่ําๆ นานกวา 300 วันหลังติด
เช้ือ (Nelson et al., 1994) สําหรับแอนติบอดีชนิด IgA สามารถตรวจพบไดในวันที่ 14 หลังจาก
ไดรับเช้ือ  และสูงสุดในวันที่  25 หลังจากการติดเชื้อและยังคงตรวจพบไดนานถึง 35 วันหลังติดเช้ือ 
(Labarque et al., 2000)    จากการศึกษาแอนติบอดีในนํ้าลางปอดพบวามีลักษณะเชนเดียวกันกับใน
ซีรั่ม  แมวาแอนติบอดีในนํ้าลางปอดอาจจะเปนตัวกําจัดเช้ือไวรัสจากปอด  แตพบวาไมสามารถ
กําจัดเช้ือไดท้ังหมด (Labarque et al., 2000) ทําใหสุกรที่ไดรับเชื้อมีโอกาสในการติดเชื้อแฝงไดงาย 
(Allende et al., 2000)    จากการศึกษาความจําเพาะของแอนติบอดีที่สุกรสรางขึ้นจากการติดเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมีความจําเพาะกับโปรตีน M  N และ GP5  ในขณะที่แอนติบอดีจากการติด
เช้ือไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาเปนโปรตีน M และ N (Delputte et al., 2004) 
 การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ํามีบทบาทสําคัญในการปองกันการติดเชื้อในเซลล
และปองกันการแพรกระจายของเช้ือจากสัตวท่ีติดเช้ือสูตัวอ่ืนๆ สําหรับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
หลังจากการติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส พบวามีการเพิ่มจํานวนของแอนติบอดีชนิด non-
neutralizing ในระดับสูงภายใน 7-10 วันหลังจากติดเชื้อ  แตจะพบแอนติบอดีชนิด neutralizing 
หลังจากการติดเชื้อไปแลว 3 สัปดาหโดยพบในระดับที่ต่ําๆ (Murtaugh et al., 2002) จากการศึกษา
ระดับแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสพ ี อาร อาร เอส ในฟารมสุกรที่มีปญหาการแทงจากเชื้อไวรัสพ ี อาร 
อาร เอส พบวาสุกรที่มีระดับแอนติบอดีชนิด neutralizing ที่สูงจะสามารถปองกันการแทงได 
(Osorio et al., 2002) แตอยางไรก็ตามบทบาทของแอนติบอดีในการปองกันโรคยังไมเปนที่เขาใจแน
ชัดนัก เพราะแมสุกรมีระดับแอนติบอดีสูงแตก็ยังสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดได 
(Christainson et al., 1992; Wills et al., 1997; Dee et al., 1998)  นอกจากน้ีการเหน่ียวนําการสราง
แอนติบอดีชนิด non-neutralizing สูงในระยะแรกของการติดเชื้ออาจจะเปนกลไกที่เรงการกระจาย
และเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัสภายในเซลลไดงายขึ้นและเปนไปอยางตอเนื่อง  เรียกกระบวนการน้ีวา 
antibody dependent enhancement (ADE) ซึ่งจะชวยทําใหไวรัสเขาสูเซลลเปาหมายที่ม ี Fc receptor 
ไดงายขึ้นโดยอาศัย antigen-antibody complex (Choi et al., 1992; Yoon et al., 1996)  ในระยะหลังมี
รายงานวาเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สามารถเหนี่ยวนําการเพิ่มจํานวนของ บ ีเซลล (B cells) ทั้งชนิด
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ที่จําเพาะและไมจําเพาะตอเชื้อไวรัสไดในระยะ 10 วันแรกหลังจากไดรับเชื้อ  (Lamontagne et al., 
2001) ซึ่ง B cells ที่ถูกกระตุนนี้จะพัฒนาเปนพลาสมาเซลล และสรางแอนติบอดีตอไป       ดังน้ัน
สุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส จึงมีปริมาณแอนติบอดีที่สูงขึ้น (Albina et al., 1998) อยางไรก็
ตามมีรายงานวาแอนติบอดีที่สุกรสรางขึ้นนั้นสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเขาในเซลลไดเฉพาะสายพันธุ
เดิม แตไมสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสตางกลุมสายพันธุได  (Molitor et al., 1997; Albina et al., 1998) 
อยางไรก็ตามกลไกตางๆ เหลานี้ก็ยังไมสามารถอธิบายไดแนชัด 
 

2.3.2.2 การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (Cell-mediated immunity) 
 ปจจุบันมีการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลกันมากขึ้น โดยเชื่อวาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีความสําคัญในการปองกันและกําจัดเชื้อไดดีกวาการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (Choi et al., 1992; Rossow et al., 1995; Bautista et al., 1997)  
 ท ี เซลล (T cells) เปนเซลลที่สําคัญในระบบการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล    
การติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส จะสามารถตรวจพบการพัฒนาการทํางานของ T cells หลังจากติด
เชื้อไปแลว 4 สัปดาห (Bautista and Molitor, 1997)     แตการเพิ่มจํานวนของเซลลที่จําเพาะตอเชื้อ
ไวรัสจะพบไดในสัปดาหที ่ 5-9 หลังจากติดเชื้อ และพบวาเซลลลิมโฟไซตชนิด CD4+ เปนเซลล
หลักในการตอบสนองหลังจากติดเชื้อไปแลว 10 สัปดาห (Lopez-Feurtes et al., 1999) สําหรับ
การศึกษาในหองปฏิบัติการโดยใชเซลล PBMC ของสุกรที่ไมเคยไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุน
ดวยเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส รวมกับ IL-2 พบวาเซลลชนิด CD8+ และ CD4+CD8+ เปนกลุมเซลลที่
ถูกกระตุน (Zuckermann and Husmann, 1996)  จากการศึกษาในน้ําลางปอดพบวามีประชากรยอย
กลุม CD8+ ซึ่งอาจจะเปนเซลลชนิด NK cells และ CTL มีปริมาณเพิ่มขึ้นสูงที่สุดวันที ่ 4 และ 21 
หลังจากติดเชื้อ (Samsom et al., 2000) 

2.3.3 ผลของ PRRSV ตอการสรางไซโตไคน 
ในชวงเวลาที่ผานมาความรูและความเขาใจเกี่ยวกับไซโตไคนที่มีบทบาทเกี่ยวกับภูมิคุมกัน

วิทยา  พยาธิวิทยา  สรีรวิทยาทั้งในคนและสัตวรวมทั้งสุกร  โดยพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร 
เอส จะมีบทบาทเกี่ยวกับการเหน่ียวนําการสรางไซโตไคนที่มีความสําคัญในการควบคุมการทํางาน
ของเซลลทั้งในระบบแบบไมจําเพาะและจําเพาะ  

ไซโตไคนที่สําคัญตอประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ ไดแก 
อินเตอรเฟยรอน ชนิด I (Type I interferon;  interferon- alpha/beta ; IFN-ϒ/′)  TNF-ϒ  
interleukin (IL)-1  IL-6  IL-10 และ IL-12  ซึ่งเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส  มีผลในการเหนี่ยวนําการ
สรางไซโตไคนแตละชนิดแตกตางกันไป 

เชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส จะลดระดับการสรางโปรตีนที่เกี่ยวของกับการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันภายในเซลล  โดยเฉพาะ Type I interferon  ทั้งในการศึกษา in vitro และ    in vivo (Albina 
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et al., 1998;  van Reeth et al., 1999) IFN-ϒ เปนไซโตไคนท่ีสรางจากเซลลมาโครฟาจ สวน IFN-′ 
สรางจากเซลลหลายชนิด เชน ไฟโบรบลาส  ไซโตไคนชนิดนี้มีหนาที่ในการยับยั้งการเพิ่มจํานวน
ของเชื้อไวรัสโดยกระบวนการสรางเอนไซมตางๆ เชน 2’,5’ oligoadenylate synthetase ไปขัดขวาง
กระบวนการถอดรหัสของ RNA หรือ DNAของเช้ือไวรัส เปนตน โดยเฉพาะ IFN-ϒ เปนไซโตไคน
ที่จําเปนตอการยับยั้งการติดเชื้อและปองกันการแพรกระจายของเชื้อไวรัสในระบบทางเดินหายใจ 
(van Reeth et al., 1999; Thanawongnuwech et al., 2001) และสามารถกระตุนการทํางานของเซลล
มาโครฟาจและ NK cells  ในการติดเชื้อไวรัสโดยทั่วไป  IFN-ϒ  ที่ถูกเหนี่ยวนําจะเปนตัวกระตุน 
nuclear transcription factor (NF-↔B)      ซึ่งมีบทบาทสําคัญเกี่ยวกับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
ชนิดไมจําเพาะ     โดยควบคุมการแปลรหัส (transcription) ของยีนที่เกี่ยวของกับการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันมากกวา 100 ชนิด  นอกจากน้ี Type I interferon  ยังมีบทบาทในการเพิ่ม
ความสามารถการแสดงโมเลกลุ MHC class I ซึ่งเปนตัวสําคัญในการเสนอแอนติเจนใหเซลลที่
เกี่ยวของกับการทํางานในระบบภูมิคุมกันไดอีกดวย จากการศึกษาที่ผานมาพบวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัส
พ ีอาร อาร เอส จะสามารถตรวจพบ IFN-ϒ ไดในชวง 3-10 วันหลังติดเช้ือ  ซึ่งชากวาการติดเชื้อ
ไวรัส influenza และ porcine respiratory coronavirus  และยังพบในระดับที่ต่ํากวาอีกดวย (van 
Reeth et al., 1999) นอกจากนี้ยังพบอีกวาเชื้อไวรัสในแตละสายพันธุมีความสามารถในการ
เหนี่ยวนําการสรางไซโตไคนที่แตกตางกันดวย (Chung et al., 2004) 

นอกจากนี้แลวเชื้อไวรัสยังกดการสรางไซโตไคนชนิด IL-1 และ TNF-ϒ (Choi et al., 
2002) ซึ่งมีบทบาทสําคัญในกระบวนการอักเสบที่เกิดจากการติดเชื้อ            โดยสรางมาจากเซลล
มาโครฟาจที่ถูกกระตุน นอกจากนี้ยังมีบทบาทในการทําลายเชื้อและกระตุนขบวนการ apoptosis 
ของเซลลท่ีติดเช้ืออีกดวย (van Reeth et al., 2002)  ดังนั้นการขาดไซโตไคนที่จําเปนรวมกับการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดไมจําเพาะที่ไมมีประสิทธิภาพ นาจะสงผลใหสุกรมีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันตอการติดเช้ือพี อาร อาร เอส ในข้ันตอไปไดไมดีนัก  

อยางไรก็ตามมีรายงานวาเชื้อไวรัสสามารถเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนที่แสดง IL-6 
(Thanawongnuwech et al., 2001) ซึ่งเปนไซโตไคนที่มีบทบาททั้งการทํางานในระบบภูมิคุมกันที่ไม
จําเพาะและจําเพาะตอการติดเชื้อ พบวาไซโตไคนชนิดน้ีสรางมาจากเซลลมาโครฟาจ  เซลลเยือ่บุ
ผนังเสนเลือด เซลลไฟโบรบลาส และเซลลที่ถูกกระตุนจากเชื้อจุลชีพโดยผานไซโตไคนชนิด IL-1 
และ TNF-ϒ และพบวาเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ยังสามารถเหนี่ยวนําการสราง IL-12 เพิ่มขึ้นใน
เซลลจากน้ําลางปอด (Thanawongnuwech et al., 2001)    IL-12   เปนไซโตไคนที่สําคัญในการ
เหนี่ยวนําการทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล โดยกระตุนการพัฒนาของ T cells ชนิด 
naïve T helper cells  เปน Th1 และกระตุนการทํางานของเซลลมาโครฟาจและเดนไดรติกเซลลได
ดวย ซ่ึงจะเห็นไดวาเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส นั้นสามารถเหนี่ยวนําลักษณะการสรางไซโตไคนทั้ง
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ในรูปแบบที่ลดความสามารถและเพิ่มประสิทธิภาพในการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอเชื้อได แตก็
ยังไมสามารถอธิบายถึงกลไกหรือการทํางานรวมกันของไซโตไคนชนิดตางๆ ไดชัดเจนนัก 

นอกจากเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส มีผลตอการสรางไซโตไคนตอการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะแลว  ยังพบวามีผลตอไซโตไคนในระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะอีกดวย 
โดยเฉพาะ IFN-♣ ซึ่งเปนอินเตอรเฟยรอน ชนิด 2 (type II interferon)       ที่มีความสําคัญในการบงชี้
ประสิทธิภาพการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการติดเชื้อไวรัสในสุกร (Zuckermann et 
al., 1998;  Suradhat et al., 2001) และมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการทํางานของกระบวนการ
อักเสบและการตอบสนองทางภูมิคุมกัน          นอกจากจะมีบทบาทสําคัญในการกําจัดเชื้อไวรัสแลว  
IFN-♣ ยังเปนตัวประสานการทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดไมจําเพาะกับการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบจําเพาะอีกดวย (Biron, 1998) จากการศึกษาชนิดเซลลที่สราง IFN-♣  โดยการกระตุน
เซลล PBMC ดวย PMA และ iodomycin และวิเคราะหผลดวยวิธีโฟลไซโตมิทรี พบวา IFN-♣ สราง
จากเซลลชนิด ϒ′ T cells   ♣⁄ T cells       และ โมโนไซต รอยละ 70  1 และ 2 ตามลําดับ 
(Rodriguez-Carreno et al., 2002)   ในสุกรท่ีติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส สามารถตรวจพบการเพิม่
การแสดงออกยีนท่ีสราง IFN-♣ ในเซลลท่ีตอมนํ้าเหลือง  ปอด (Rowland et al., 2001) และ PBMC 
(Lopez-Feurtes et al., 1999) โดยพบเซลลท่ีสราง IFN-♣ ที่จําเพาะตอเชื้อในวันที ่14  หลังจากติดเชื้อ  
และสูงที่สุด ในวันที ่ 28  หลังจากติดเชื้อ (Xiao et al., 2003) ซึ่งชากวาการติดเชื้อไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
เชน สามารถตรวจวัดไซโตไคนชนิดนี้ตอเชื้อไวรัสพิษสุนัขบาเทียมไดในวันที ่ 6 หลังไดรับเชื้อ 
(Hoegen et al., 2004) และไวรัสอหิวาตสุกรสามารถตรวจพบไดในชวงสัปดาหแรกของการติดเชื้อ 
(Suradhat et al., 2001) และพบวาลูกสุกรที่คลอดจากแมที่ไดรับเชื้อไวรัสผานทางชองคลอดแมวา
สามารถตรวจพบ IFN-♣ ในเซลล PBMC สูงข้ึนหลังคลอด 2 สัปดาหแตก็ลดลงที ่ 4 สัปดาหหลัง
คลอด (Aasted et al., 2002) จากการศึกษาโดยใชเซลลเพาะเลีย้ง พบวา IFN-♣ สามารถยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนของเชื้อไวรัสภายในเซลลได (Bautista and Molitor, 1999) ซึ่งในการศึกษาใหเชื้อไวรัสใน
สุกรที่เคยไดรับเชื้อมากอนนั้น สุกรจะไมแสดงอาการปวยใดๆ และสามารถลดปริมาณไวรัสใน
กระแสเลือดได    แสดงใหเห็นวาสุกรท่ีเคยติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส นาจะสามารถปองกันการติด
เชื้อซ้ําได  แตในหลายการทดลองกลับพบวาการติดเชื้อครั้งแรกในสุกรสามารถปองกันการติดเชื้อ
ครั้งที่สองไดเพียงบางสวน  และปองกันไดดีเฉพาะในสายพันธุเดิมเทานั้น (Lager et al., 1997; 
Mengeling et al., 2003)    แมการติดเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส สามารถเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ได  
แตก็ไมดีเทาที่ควรจึงสงผลใหสุกรที่เคยไดรับเชื้อมากอนไมสามารถปองกันการติดเชื้อซ้ํา (Lager et 
al., 1999)   

IL-10 เปนไซโตไคนที่มีบทบาทกับการทํางานของเซลลทั้งในระบบภูมิคุมกันแบบไม
จําเพาะและจําเพาะ รวมถึงการสรางไซโตไคนชนิดอ่ืนๆ โดยสรางไดจากเซลลหลายชนิด ไดแก 
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เคราติโนไซต (keratinocytes) โมโนไซต (monocyte) B cell หรือ T cells เปนตน (Abbas et al., 
2000)    สําหรับการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ  พบวา IL-10 มีบทบาทในระยะแรก
ของการตอบสนองทางภูมิคุมกัน              จากการกระตุนเซลล APC ดวยสารไลโปโพลีแซคคาไรด 
(Lipopolysaccharide; LPS) พบวาเซลลมีการแสดงออกของยีนสราง IL-10 ในระยะแรกๆ      จะมี
บทบาทในการยับยั้งการสรางไซโตไคนชนิด IL-12 และ TNF            ของเซลลมาโครฟาจที่ถูก
กระตุน เน่ืองจาก IL-12   เปนไซโตไคนที่สําคัญในการเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ดังน้ันแสดงให
เห็นวา IL-10 มีบทบาทสําคัญทางออมในการกดการสราง IFN-♣ ดวย (Abbas et al., 2000) 
นอกจากนี้พบวา IL-10 ยังมีบทบาทยับยั้งการนําเสนอแอนติเจนของเซลล   โดยเฉพาะเซลลมาโคร
ฟาจ และเซลลเดนไดรติก (Dendritic cells) (Morel et al., 2002)  สงผลใหสุกรที่ติดเชื้อมีการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบจําเพาะที่ไมด ี (Mocellin et al., 2003) แม IL-10 มีบทบาทในการกด
การตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  แตก็มีรายงานวา IL-10 สามารถกระตุนการพัฒนาของ
เซลลชนิด B cellsได (Abbas et al., 2000) นอกจากน้ี IL-10 ยังสามารถเหนี่ยวนําการทํางานของ
เซลลชนิด NK cells ในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อไดอีกดวย (Mocellin et al., 2003) 
 ปจจุบันมีรายงานวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สามารถเหนี่ยวนําการแสดงออกของ
ยีนที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรทั้งจากการศึกษาใน in vitro  และ  in vivo (Suradhat et 
al., 2003;  Suradhat and Thanawongnuwech, 2003) การเหน่ียวนําการสราง IL-10 สงผลให
ความสามารถในการนําเสนอแอนติเจนของเซลลมาโครฟาจลดลง  โดยการยับยั้งการนําเสนอ MHC 
class II ที่ผิวเซลล นอกจากนี้ยังพบวาการเพิ่มขึ้นของ IL-10 นั้นสัมพันธกับการลดลงของ
กระบวนการสรางไนตริกออกไซดภายในเซลลมาโครฟาจอีกดวย  (Pampusch et al., 1998; Johnsen 
et al., 2002) ในสุกรที่ติดเชื้อสามารถตรวจพบ IL-10 ในเซลลเม็ดเลือดขาวต้ังแตวันท่ี 1 ของการติด
เช้ือ และพบไดนานถึง 28 วันหลังการติดเชื้อ (Feng et al., 2003) สําหรับในเซลลน้ําลางปอดจะพบ
ไดในวันที ่9 และวันที ่15 หลังการติดเช้ือ  โดยไมพบความแตกตางในการเหนี่ยวนําการสราง IL-10 
จากเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส ทั้งสองกลุมสายพันธุ (Thanawang et al., 2004) นอกจากกดการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันแลวยังพบวา IL-10  มีบทบาทในการกระตุนการทํางานของ B cells  ใน
เซลลเม็ดเลือดขาวของมนุษยในหองปฏิบัติการไดอีกดวย  แตก็ยังไมทราบกลไกที่แนชัด (Abbas et 
al., 2000)  ในระยะหลังนี้มีรายงานวาสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สามารถกระตุนการทํางาน
ของ B cells   ในระยะตนของการติดเช้ือไดเชนกันโดยเฉพาะในตอมทอนซิล  ดังน้ันจึงพบ
แอนติบอดีตอการติดเช้ือไวรัสชนิดน้ีสูงในระยะแรกๆ     และพบไดเปนระยะเวลานานเน่ืองจากมี
การติดเช้ือแฝงในเน้ือเย่ือนํ้าเหลือง (Lamontagne et al., 2001) จากความสามารถในการเหนี่ยวนํา
การสราง IL-10    ของเชื้อไวรัสในระยะแรกๆ ของการติดเชื้อนี ้ อาจเปนปจจัยหน่ึงท่ีทําใหสุกรท่ีติด
เชื้อไวรัสมีการตอบสนองทางภูมิคุมกันทั้งแบบไมจําเพาะและจําเพาะที่ไมมีประสิทธิภาพ  
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2.4 วัคซีน  

การควบคุมปองกันและกําจัดโรคพ ี อาร อาร เอส ที่มีประสิทธิภาพยังคงเปนคําถามทีต่อบ
ไดยาก ปจจุบันมีการพัฒนาวัคซีนมาใชกันอยางแพรหลาย  แตก็ยังมีหลายๆ ปจจัยที่ทําใหการใช
วัคซีนไมประสบผลสําเร็จ  ไมวาจะเปนในดานของความปลอดภัยของวัคซีนเชื้อเปน  ประสิทธิผล
ของวัคซีนในการปองกันการติดเชื้อซ้ํา  รวมถงึความสามารถในการเหน่ียวนําการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของสุกร แมวาเชื้อไวรัสจากวัคซีนเหนี่ยวนําใหเกิดพยาธิสภาพและความรุนแรงของอาการ
ทางคลินิกนอยกวาการติดเชื้อจากธรรมชาติ แตก็เหนี่ยวนําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่ชา
กวา (Dee et al., 1997; Cheon and Chae, 2004)  แมมีรายงานวาวัคซีนเชื้อเปนจะมีประสิทธิภาพใน
การเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันสูงกวาวัคซีนเชื้อตาย (Chung and Chae, 2003) ก็พบวา
การเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ในระดับที่ต่ําเมื่อเทียบกับการกระตุนจากวัคซีนปองกันโรคพิษสุนัข
บาเทียม (Meier et al., 2003) และยังพบวาภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ที่สุกรสรางขึ้นนั้น
สามารถปองกันการติดเชื้อเฉพาะสายพันธุเดิม (Nielsen et al., 1997; Labarque et al., 2003; Lager et 
al., 2003 ) หรือแมแตการใชวัคซีนที่ประกอบดวยไวรัสหลายสายพันธุ เพ่ือหวังใหเกิดการสราง
ภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสหลายสายพันธุ  ก็พบวาไมสามารถปองกันการติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ใน
ฟารมไดอยางสมบูรณ (Plana-Dura et., 1997)   แมจะมีรายงานวาภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นอาจจะ
สามรถปองกันการติดเชื้อจากตางสายพันธุ (Mengeling et al., 2003) จากการศึกษาใชวัคซีนชนิดเชื้อ
เปนฉีดเขากลามสุกรจํานวน 2 ครั้งหางกัน 8 สัปดาหพบวาวัคซีนสามารถเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ 
ไดในครั้งแรกแตพบวาการสราง IFN-♣ หลังจากไดรับวัคซีนครั้งที่สองมีระดับที่ต่ําเมื่อเปรียบเทียบ
กับการไดรับวัคซีนคร้ังแรก  (Royaee et al., 2004) นอกจากการทําวัคซีนจะไมสามารถปองกันการ
ติดเชื้อซ้ําจากไวรัสพ ี อาร อาร เอส แลว ยังมีรายงานเกี่ยวกับการใชวัคซีนปองกันโรคพ ี อาร อาร 
เอส สงผลใหสุกรมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนจากเชื้อแบคทีเรีย และกอใหเกิดแสดงอาการที่
รุนแรงข้ึนอีกดวย (Halbur et al., 2000)  อยางไรก็ตามรายงานในดานภูมิคุมกันวิทยาเกี่ยวกับ
ประสิทธิภาพในการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นตอการติดเชื้อซ้ํานั้นยังมีไมมากนัก  จึง
ยังไมมีขอมูลในการอธิบายกลไกไดอยางชัดเจนนัก 

 
2.5 เซลลเม็ดเลือดขาวสุกร 

ในกระแสเลือดของสุกรประกอบดวยเซลลหลายๆ ชนิดจากการศึกษาโดยการใชแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแอนติเจนตางๆ ของเซลล พบวาเซลล PBMC ของสุกรประกอบดวยเซลลชนิด 
monocytes macrophage  กลุมเซลล polymorphor nuclear cells T cells  B cells  NK cells และ Null  
ดังแสดงในรูปที ่2 (Samsom et al., 2000) 
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2.5.1 เซลลเม็ดเลือดขาวชนิด ที ลิมโฟไซตในสุกร 
 โดยทั่วไปประชากรเซลลชนิด T cells จะมีแอนติเจนที่ผิวเซลลชนิด CD3 (cluster of 
differentiation 3) ซึ่งใชเปนตัวบงชี้ประชากรเซลลชนิดนี้ นอกจากนี้ยังม ี TCR ที่เปนตัวสงสัญญาณ 
(signal transduction) และกระตุนเซลลหลังจากรับรูแอนติเจนผานโมเลกุล major histocompatibility 
complex (MHC) ซึ่ง TCR ประกอบดวย heterodimer ของ ϒ และ ′ หรือ ♣ และ⁄ ในกระแสเลือด
สวนใหญจะพบชนิด ϒ และ ′ สําหรับ ♣ และ⁄  มักพบที่บริเวณเยื่อบ ุ นอกจากนี้เซลลแสดง 
♣⁄TCR  สามารถรับรูแอนติเจนโดยไมตองอาศัย MHC ปจจุบันมีการศึกษาการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของกลุมประชากรของ ท ี ลิมโฟไซตตอการติดเชื้อมากขึ้น และมกีารพัฒนาแอนติบอดีตอ
แอนติเจนบนผิวเซลลมากขึ้นเพื่อใหมีการศึกษาที่ชัดเจน จากการแบงชนิดเซลลลิมโฟไซตโดยใช
แอนติเจนชนิด CD4 และ CD8 และการรับรูแอนติเจนโดยการนําเสนอผาน MHC เปน  4  กลุม  คือ 
CD4+CD8-  CD4-CD8+  CD4-CD8-  และ CD4+CD8+  (Saalmuller et al., 1999) 
  

2.5.1.1  CD4+CD8- และ CD4+CD8+ ที ลิมโฟไซต 
เซลลลิมโฟไซตชนิด CD4 โมเลกุล มีลักษณะเปน monomeric glycoprotein ที่มีขนาด 55 

kD  เซลล CD4+ สามารถรับรูแอนติเจนผาน MHC class II เซลลชนิดน้ีจะแสดงแอนติเจนบนผิว
เซลลชนิด CD2 (Saalmuller et al., 1989) CD3 (Yang and Parkhouse, 1996)  CD5 และ CD6 
(Saalmuller et al., 1994) รวมดวย  ในสุกรพบวาประชากรเซลลชนิด CD4+ แตกตางจากสัตวชนิด
อ่ืนๆ  ซึ่งสามารถแบงเปน 2 กลุมคือ CD4+CD8- ซึ่งเปน T cells ชนิดตนแบบของ T helper cells พบ
ประมาณรอยละ 2-18 ของเซลลเม็ดเลือดขาวทั้งหมด มีหนาที่หลักคือการสรางไซโตไคนและ 
growth factor ที่กระตุนกลุมประชากรเซลลชนิดลิมโฟไซตที่จําเพาะ โดยเฉพาะการกระตุน B cell 
ใหสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเช้ือจุลชีพ  นอกจากนี้ยังมีหนาที่ควบคุมการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกันรวมถึงการทํางานของเซลลชนิด CTL,  NK cells และมาโครฟาจ  อีกดวย  เซลลอีกกลุมคือ 
เซลลที่เสนอแอนติเจนชนิด CD4+CD8+ พบประมาณรอยละ 8-60 ของเซลลเม็ดเลือดขาวทั้งหมด ซึ่ง
เปนเอกลักษณเฉพาะของสุกร  แมวาเซลลทั้งสองกลุมนี้สามารถตอบสนองตอสิ่งแปลกปลอมได แต
ในกรณีที่ไดรับเชื้อหรือสิ่งแปลกปลอมอีกครั้งเซลลชนิด CD4+CD8+ เทานั้นที่มีการตอบสนองตอสิ่ง
แปลกปลอม (Summerfield et al., 1996) จึงเรียกกลุมประชากรเซลลชนิดนี้วา memory T helper 
cells และพบวาประชากรเซลลของ CD8+ ที่อยูใน CD4+CD8+ น้ันเปนประชากรชนิด CD8low  
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2.5.1.2  CD4-CD8+ ที ลิมโฟไซต  
 CD8 โมเลกลุ (Cytotoxic T cell; CTL) เปน dimeric molecule มีขนาด 70 kD เซลล 

CD8+ รับรูแอนติเจนผาน MHC class I (Pescovitz et al., 1984) มีบทบาทสําคัญในการควบคุมและ
กําจัดการติดเชื้อไวรัสหลายชนิด แบงประชากรเซลลเปน 2 กลุมตามความหนาแนนของแอนติเจน 
คือกลุมที่มีความหนาแนนต่ํา (CD8low) จะไมม ีCD6 และกลุมที่มีความหนาแนนสูง (CD8high) พบวา
เซลลจะแสดง CD6  ในกระแสเลือดประมาณรอยละ 3-20 ประชากรเซลลกลุมน้ีรับรูแอนติเจนผาน 
MHC class I และมีหนาที่ในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อภายในเซลล จากการศึกษาหนาที่ของเซลลนี้
พบวา CD8low สามารถทํางานไดโดยไมผาน MHC หรือผาน MHC class II  และม ี TCR เปนชนิด 
ϒϒ TCR (Parel and Chizzolini, 2004) ในขณะที่กลุมประชากร CD8+ จะทํางานผานการรับรูของ 
MHC class I  นอกจากแอนติเจนแสดง CD8+ สามารถบงชี้ประชากรเซลลชนิด CTL แลว ยังอาจพบ
บนเซลลชนิด  NK cells และ lymphokine activated killer (LAK) ไดดวย 

 
2.5.1.3 CD4-CD8- ที ลิมโฟไซต 

 ประชากรเซลลชนิดลิมโฟไซตที่แสดงแอนติเจน CD4-CD8- ซึ่งมีประมาณรอยละ 5-30 ของ
เซลลเม็ดเลือดขาวทั้งหมด (Saalmuller et al., 1989) อาจจะประกอบดวยเซลลหลายชนิด เชน NK 
cells, Null cells,  B cells เปนตน  (Saalmuller et al., 1999) ปจจุบันยังมีขอมูลเกี่ยวกับหนาที่ของ
เซลลชนิดนี้ไมมากนัก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 21

 
 

Myeloid cells               lymphoid cells 
 
     SWC3+                       SWC1+                     SWC1- 
 
                                       CD2+                          CD2-                       CD2-  

 
       Monocyte         macrophage       PMN                      CD3+ cells         CD3- cells           Null cells             B cells 

 
                                                                               T cell              NK cells 
 

        SWC3+               SWC3+          SWC3+                           SWC1+              SWC1+     SWC1+                 SWC1- 
        SWC1+               SWC1+/-        SWC1+                        CD2+                 CD2+                   CD2-                       CD2-  
        517.2L+/-            517.2L+         517.2L-                            CD3+                 CD3-                     γδTCR+/-                CD3- 
        CD11b+              CD11b+/-                                                CD6+                 CD6-                     CD3+                     CD5+/- 
        CD14-                 CD14+/-                                                  CD5+                 CD5-/low                CD6-/low                  CD6- 
        MHCII+/-              MHCII+                                                 αβTCR+         CD8low                CD5+/low                 MHCIIhi 

                                                                                                        CD4-                     CD8+/-                     surface Ig 
                                               CD4-  

 
  T-cytotoxic cells        T-helper cells           memory T-helper cells      MHCI-unrestricted       In some cases                                                     
             lysis of target cell         MHCI-unrestricted 
                  lysis of target cell 
       SWC1+      SWC1+        SWC1+ 

       CD2+       CD2+        CD2+ 

       CD3+       CD3+        CD3+ 

       CD6+       CD6+        CD6+ 

       CD5+       CD5+        CD5+ 
       αβTCR+      αβTCR+       αβTCR+ 

       CD8+       CD8-        CD8low 
       CD4-       CD4+        CD4+ 

       CD45RC+     CD45RC+/-       CD45RC-/+low 
      MHCII+      MHCII+/-       MHCII+ 

 
MHCI-restricted cytokine secretion       memory 
lysis of target cell B-cell help 
 

ภาพท่ี 2  แสดงการจําแนกประเภทของเซลลเม็ดเลอืดขาวสุกรโดยใชแอนติเจนตางๆ (Samsom et 
al., 2000) 



บทท่ี 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 เซลลเพาะเลี้ยง 

MARC-145 (African green monkey kidney cell line)                ไดรับความอนุเคราะหจาก  
Dr. Eileen Thacker, Iowa State University ประเทศอเมริกา 

ทําการเพาะเลี้ยงเซลล MARC-145 ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 ลูกบาศกเซนติเมตร (Corning 
Incorporated, USA) โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลชนิด modified Eagle’s medium (MEM) ท่ีเติม  10% 
fetal calf serum (GIBCO/BRL, USA)  amphotericin B (GIBCO/BRL, USA) 0.25 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  penicillin G (GIBCO/BRL, USA) 100  ยูนิตตอมิลลิลิตร  และ streptomycin 
(GIBCO/BRL, USA) 100  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (GIBCO/BRL, USA)          ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 5% CO2  เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้นดูดอาหารเพาะเลี้ยงเซลลออกและลางเซลลดวย 
PBS  ยอยเซลลดวย trypsin versine (GIBCO/BRL, USA) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร    ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 5% CO2 นาน 2-3 นาท ีเพื่อแบงเซลลเพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงใหม 

 
3.2 ไวรัส  

ในการทดลองใชไวรัสทั้งหมด  6 ชนิด คือ  
3.2.1ไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา คือ  

3.2.1.1 01NP1 เปนไวรัสที่แยกไดในประเทศไทย (Thanawongnuwech  
et al., 2004) 

3.2.1.2 US vaccine (RespPRRS/Repro�; Boehringer Ingelheim)     เปนไวรัส 
วัคซีนไดรับความอนุเคราะหจาก หนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  

3.2.1.2 SVI-25  เปนไวรัสมาตรฐานไดรับความอนุเคราะหจาก         
สพ.ญ.ดร.สุดารัตน  ดํารงควัฒนโภคิน สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาต ิกรมปศุสัตว 

3.2.2 ไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป  คือ 
3.2.2.1  02SB3 เปนสายพันธุที่แยกไดในประเทศไทย ไดรับความอนุเคราะหจาก  

หนวยชันสูตรโรคสัตว  คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
3.2.2.2 EU vaccine (AMERVAC-PRRS�; Laboratories Hipra ; V1)  

(Mateu et al., 2003)  ไดรับความอนุเคราะหจาก   หนวยชันสูตรโรคสัตว     คณะสัตวแพทยศาสตร   
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
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3.2.2.3  I10 เปนสายพันธุไวรัสพ ีอาร อาร เอส ที่แยกไดจากประเทศเนเธอรแลนด  

(Conzelmann et al., 1993) ไดรับความอนุเคราะหจาก หนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 ทําการเพิ่มจํานวนไวรัสโดยผานเซลลเพาะเลี้ยง  MARC-145 โดยใชเชื้อไวรัสที่ความ
เขมขน 0.1  multiplicity of infection (moi) อบท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  เติมอาหารเลี้ยง
เซลลชนิด MEM (GIBCO/BRL, USA)   ที่ม ี  2% fetal bovine serum ปริมาณ 5 มิลลลิิตร    และอบ
ที ่   37 องศาเซลเซียส 5% CO2 นาน 4-5 วัน หลังจากนั้นนําไปแชแข็งที่ -70 องศาเซลเซียส และทํา
ใหละลายที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส 3 คร้ัง      เก็บเซลลใสหลอดนําไปปนเก็บสวนใสไวที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนไวรัสท่ีพรอมใชงาน 
 
3.3 Virus titration และการยอม Indirect immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) 
 
 3.3.1  นําเซลลเพาะเลี้ยงชนิด MARC-145 ที่ยอยดวย trypsin versine แลว ใสในเพลท
พลาสติกชนิด 96 หลุมปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลมุ และอบที ่  37 องศาเซลเซียส 5% CO2 จนได
เซลลเปนชั้นเดียวเต็มหลุม 

3.3.2    เติมตัวอยางไวรัสท่ีตองการตรวจ     และอบที่ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 นาน 48 
ช่ัวโมง 

3.3.3   สะบัดเอาอาหารเพาะเลี้ยงเซลลออกใหหมดทําการตรึงสภาพเซลลดวย 4%  
ฟอรมาลิน (เจือจางโดยใช 0.5% PBS Tween; PBST) หลุมละ 100 ไมโครลิตร เก็บไวทีอุ่ณหภูมิหอง
เปนเวลา 30 นาท ี

3.3.4   สะบัดเพลทเอาฟอรมาลีนออกใหหมด ลางดวย 0.5% PBST  ปริมาณ 150  
ไมโครลติรตอหลมุ เปนจํานวน 3 คร้ัง  โดยคร้ังท่ี 3 ทิ้งไว 3 นาท ี  

3.3.5    เติม  anti-PRRS monoclonal antibody    (เจือจาง 1:300   ดวย  0.5% PBST    ที่ม ี
1% bovine serum albumin; BSA) หลุมละ 50 ไมโครลติร  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
ลางดวย 0.5% PBST เชนเดียวกับขอ 4     

3.3.6 เติม monoclonal anti-mouse IgG conjugate (DAKO, USA) (เจือจาง 1:300 ดวย 
0.5% PBST ที่ม ี1% BSA) หลุมละ 50 ไมโครลติร  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  ลางดวย 
0.5% PBST เชนเดียวกับขอ 4 

3.3.7 เติม substrate หลุมละ 100 ไมโครลติรทุกหลมุ ทิ้งไวนาน 1 ช่ัวโมง 
3.3.8 สะบัดเพลทใหแหงแลวลางดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง  อานผลภายใตกลองจุลทรรศนชนิด 

แสงขาว 
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3.4 สัตวทดลอง 
 
 กอนทําการทดลอง experimental  protocol  ไดผานความเห็นชอบจากคณะกรรมการ 
จรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยแลว 
  
การทดลองที่ 1 

สุกร 3 สายอาย ุ  3  สัปดาห  เพศผู จากฟารมสุกรเอกชนที่ปลอดตอโรคอหิวาตสุกร           
โรคพิษสุนัขบาเทียม  และใหผลลบตอการตรวจแอนติบอดีตอโรคพ ี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี ELISA  
แบงสุกรเปน 2 กลุมการทดลอง กลุมละ  5   ตัว  ดังน้ี 
 กลุมที ่ 1 ใหเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส    กลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1)         ขนาด  5 
มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก 
 กลุมที ่2  กลุมควบคุม  ไดรับ mock infected MARC-145 lysate ขนาด 5  มิลลิลิตร  โดยการ
หยอดจมูกในวันเดียวกับการใหเชื้อไวรัสในกลุมที ่1 
 เก็บตัวอยางเลือดสุกรหลังจากไดรับเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา  3  
สัปดาห  พรอมกับกลุมควบคุมเพื่อนํามาศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคน  เม่ือกระตุนซํ้าดวยไวรัส
สายพันธุตางๆ  ในหองปฏิบัติการเปนเวลา 40  ช่ัวโมง  ดังแสดงในรูปที่ 3 
 
การทดลองที่ 2 3 และ 4    

1.  สุกรหยานมอาย ุ  3  สัปดาห  เพศผู  จากฟารมสุกรเอกชนที่ปลอดตอโรคอหิวาตสุกร  
โรคพิษสุนัขบาเทียม  และใหผลลบตอการตรวจแอนติบอดีตอโรคพ ี อาร อาร เอส ดวยวิธ ี ELISA      
แบงสุกรเปน  5 กลุมการทดลอง  กลุมละ  5  ตัว ดังน้ี 

กลุมที ่   1    กลุมควบคุม ไดรับ mock infected MARC-145 lysate ขนาด 5  มิลลิลิตรโดย
การหยอดจมูก ในวันที ่ 42  ของการทดลอง 

กลุมที ่ 2     ใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)           ขนาด 5  
มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที่  42  ของการทดลอง 

กลุมที ่ 3    ใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1)      ขนาด 5  
มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที่  42  ของการทดลอง 

กลุมที ่ 4      ใหวัคซีนเชื้อเปนปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1)   เขา
กลามเนื้อ  ขนาด 2  มิลลิลิตร ในวันที ่0 และ  21  ของการทดลอง  และใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุยุโรป (02SB3) ขนาด 5  มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที่ 42 ของ
การทดลอง 
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กลุมที ่  5  ใหวัคซีนเชื้อเปนปองกันโรคพ ีอาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1)     เขา
กลามเนื้อ  ขนาด 2  มิลลิลิตร ในวันที ่0 และ  21  ของการทดลอง  และใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุอเมริกา (01NP1) ขนาด 5  มิลลิลิตร (10 4.5 TCID50/ml)  โดยการหยอดจมูก ในวันที ่42 ของ
การทดลอง 

2.  เก็บตัวอยางเลือดสุกรดังนี้ 
2.1      การทดลองที ่2 เก็บตัวอยางเลือดสุกรกลุมที ่1  และ กลุมที่ 2      หลังจากให 

เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)   3  สัปดาห 
2.2 การทดลองที ่3 เก็บตัวอยางเลือดสุกรกลุมที ่1  และ กลุมที่ 4 หลังจากทํา 

วัคซีนครั้งแรก  3  สัปดาห 
2.3 การทดลองที ่4 เก็บตัวอยางเลือดสุกรทุกกลุมการทดลองในวันที่ 42  45  48   

51  54  60  66  และ  75  ของการทดลอง 
 

ตารางท่ี 2 สรุปการแบงกลุมสุกรที่ใชในการทดลองที ่ 2  3 และ 4  
   กลุมที ่  วัคซีน (V1)  D0, D21 PRRSV (01NP1) D42 PRRSV (02SB3) D42 

1 - - - 
2 - - + 
3 - + - 
4 + - + 
5 + + - 

 
3.5 สถานที่เลี้ยงสัตวทดลอง 
 ทําการเลี้ยงสัตวทดลองในหองเลี้ยงสัตวทดลองติดเชื้อ   ชั้น  3  อาคาร  60  ป               คณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่มีระบบควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ ดวยระบบ
ประตูล็อค 2 ชั้น รวมกับระบบระบายอากาศเขาออก ดวยพัดลมดูดอากาศ และทําการปรับอุณหภูมิ
ดวยเคร่ืองปรับอากาศอัตโนมติั 
 ในขณะทําการทดลองสุกรจะไดรับการให นํ้า อาหาร และกําจัดสิ่งปฏิกูล 2 คร้ังตอวัน  โดย
ในแตละครั้งของการเขาเลี้ยง ผูเลี้ยงสุกรจะตองทําการ อาบนํ้า สระผม เปลี่ยนชุด กอนและหลังเขา
ปฏิบัติงาน เมื่อเขาสูหองทดลองแตละหองจะตองทําการสวม หนากาก หมวก ถุงมือ และชุดปลอด
เชื้อแบบใชแลวทิ้งกอนปฏิบัติงาน และพนักงานเลี้ยงสุกรจะรับผิดชอบการเลี้ยงสุกรแตละหองแยก
ออกจากกัน 
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3.6 วิธีการเก็บตัวอยางและแยกเม็ดเลือดขาว 
3.6.1   เก็บตัวอยางเลือดสุกรจากการทดลองขางตน  โดยเจาะเลือดสุกรดวยเข็มเบอร 18  

ยาว 1.5 น้ิว จากเสนเลอืด  jugular vien  ปริมาณ 15  มิลลลิิตรตอคร้ัง เก็บในหลอดเก็บเลือดที่มีสาร
กันเลือดแข็งตัวท่ีมี heparin sodium (Vaccutte〉,Greiner Bio-one, Austria) 

3.6.2 นําเลือดมาปนแยกเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว ดวยวิธี density gradient 
centrifugation โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี ้

3.6.2.1 เจือจางเลือดดวย phostphate buffer saline (PBS)  ในอัตราสวน 1:1  จาก 
ทําการ overley เลือดบนสารแยกเม็ดเลือด Isoprep� (Robbins Scientific  Cooperation, USA) ปน
เหวี่ยงที่ 2,500 รอบตอนาที  ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 30  นาท ี  

3.6.2.1 ทําการดูดเอาเม็ดเลือดขาวที่แยกไดใสในหลอด polypropylene ขนาด 15  
มิลลิลิตร ลางดวย PBS โดยการปนเหวี่ยงที ่1,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ี  

3.6.2.2 เก็บตะกอนของเม็ดเลือดขาวมาเติมนํ้าเพ่ือทําลายเม็ดเลือดแดง ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร และตามดวย PBS  ความเขมขน  2  เทาทันท ีปนเหวี่ยงที่ 1,000 รอบตอนาที นาน  10 นาท ี  

3.6.2.4   ทําการลางอีกครั้งมาเชนเดียวกับขอ 2 
3.6.2.5   หลังจากได PBMC เก็บเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด RPMI 1640  

(GIBCO/BRL, USA)  ที่ม ี  10% calf serum (Starrate, Australia)  L-glutamine 2 มิลลิโมล 
(GIBCO/BRL, USA)  non-essential amino-acid 100 ไมโครโมล (GIBCO/BRL, USA)  sodium 
pyruvate 1 มิลลิโมล (GIBCO/BRL, USA) 2-mercaptoethanol 50 ไมโครลติร (Sigma Chemical 
Co., USA) และ 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร ของ penicillin G  100 ไมโครลติรตอมิลลิลิตร ของ 
Streptomycin  และ 0.25 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรของ amphotericin  B (GIBCO/BRL,USA) 

3.6.2.6 นับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวโดยการยอม trypan blue   
(GIBCO/BRL,USA) 

3.6.2.7 ทําการเพาะเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาวในเพลทพลาสติกชนิด 24 หลุม     โดย 
ใชเซลลปริมาณ  6 x10 6 เซลลตอมิลลิลิตรตอหลุม  

3.6.3 กระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ ความเขมขน  0.01 moi ในหองปฏิบัติการ        
เปนเวลา 40  ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2  ยกเวนการทดลองที่ 4  นําเม็ดเลือดขาวท่ี
แยกไดไปศึกษาตอในขั้นถัดไป 

     3.6.4   ศึกษาอัตราสวนกลุมประชากรของเซลลเม็ดเลือดขาว    (CD4+, CD8+,  
CD4+CD8+ และ CD4-CD8-) และยอมตรวจหาเซลลที่สราง IL-10   และ  IFN-♦  ดวยวิธ ี 
intracellular cytokine staining ตรวจวัดและวิเคราะหผลดวย FACSCAN cytometer (BD 
Bioscience, USA) 
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In vitro activation 
 

              การทดลองท่ี 1  การทดลองท่ี 2          การทดลองท่ี 3 
 
 Priming    
                  Control               01NP1 (US)    control       02SB3 (EU)      control                  V1 (EU vaccine)   
 
Reactivation    
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3.7 แอนติบอด ี
3.7.1  anti-swine CD8-PE-Cy5 conjugated mAb (76-2-11, IgG2a)   anti-swine CD25-PE  

conjuagted mAb (PGBL25A, IgG1)  และ anti-swine ♦∞TCR-FITC conjugate mAb (PGBL 22A-
F1)  ไดรับความอนุเคราะหจาก Dr. J. A. Roth จาก Iowa States University   

3.7.2  anti-swine CD4-FITC conjugated mAb (74-12-4, IgG2b)   anti-swine CD4-PE  
conjugated mAb (74-12-4, IgG2b) และ Biotinylated anti-swine IFN-♦ mAb (P2C11, IgG2a) จาก
บริษัท BD Biosciences (USA) 

3.7.3 streptavidin conjugated FITC  จากบริษัท Serotec (UK) 
3.7.4 anti-swine IL-10 mAb (954A4C437B1) จากบริษัท Biosource (USA)  
3.7.5  goat anti-mouse IgG1 FITC conjugate จากบริษัท Serotec (UK)  
 

3.8 ขั้นตอนการยอมผิวเซลล (surface staining) 
หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเซลลเม็ดเลือดขาว   
3.8.1 ทําการเก็บเซลลและลางดวย  PBS 1 คร้ัง  และลางดวย  PBS ที่ม ีsodium azide 0.1% 

และ 5% bovine serum albumin (FACS buffer; FB)   
3.8.2 ใชเม็ดเลือดขาวประมาณ 2x10 6  เซลล ใสในเพลทพลาสติกชนิด 96 หลุม  นําไปปน

เหวี่ยงที่ 1500 รอบตอนาที  เปนเวลา 2 นาท ี
3.8.3 เติม mAb ที่เจือจางในปริมาณที่เหมาะสม  (anti-CD4-FITC,   anti-CD8-PE-Cy-5  

และ  anti-CD25-PE  หรือ anti-CD8-PE-Cy-5  anti-♦∞TCR-FITC  และ anti-CD25-PE) ปริมาตร 
50 ไมโครลติร ทิ้งไวที ่4 องศาเซลเซียส  30  นาท ีในที่มืด  นําไปปนลาง  3  คร้ังดวย FACS buffer 
ปริมาณ 150  ไมโครลติรตอคร้ัง 

3.8.4 fix เซลลดวย 2% formaldehyde  ปริมาณ  200  ไมโครลติร  และวิเคราะหผลดวย 
Facscan cytometer (BD Biosciences, USA)  

 
3.9 ขั้นตอนการยอมภายในเซลล (intracellular cytokine staining) 
 ประยุกตจากวิธีการตรวจของ Pala และคณะ ในป 2000 โดยมีข้ันตอนดังน้ี 

เพ่ือตรวจวัดการสรางไซโตไคน กอนการเก็บเซลล 12 ช่ัวโมง ทําการเติมสารยับยั้งการหลั่ง
สารออกนอกเซลล monensin (GolgiStopTM; BD Biosciences, USA) และ incubate จนครบ 40      
ชั่วโมงในการทดลองที่ 1  2  และ 3  

สําหรับการทดลองที ่ 4  เติมสารยับยั้งการหลั่งสารออกนอกเซลล monensin ลงใน PBMC 
และทําการ incubate จนครบ  4   ช่ัวโมงกอนทาํการตรวจ  จากนั้นปฏิบัติตามขั้นตอนตอไปนี้ 
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     เก็บเซลลเม็ดเลือดขาวและทําการยอมผิวเซลล (CD4 และ CD8) ตามขั้นตอนยอมผิว 
เซลลขางตนหลังจากลางครั้งสุดทายทําการ fix และ permeabilize เซลลดวยสาร Cytofix/Cytoperm  
(BD Biosciences, USA) ปริมาณ  200 ไมโครลิตรตอหลุม ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง  ในที่มืด 3 ช่ัวโมง  

3.9.1 ยอมไซโตไคนภายในเซลลชนิด IFN-♦ โดยใช biotinylated anti-swine IFN-♦ mAb  
หรือ IL-10  ใช anti-swine IL-10 mAb ท่ีเจือจางใน Perm wash (BD Biosciences) ในปริมาณ 50 
ไมโครลติรตอหลมุ  ทิ้งไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

3.9.2 นําไปปนลางดวยสารละลาย Perm/wash  ปริมาณ 150  ไมโครลติรตอหลมุ  3  คร้ัง 
3.9.3 ยอมดวย streptavidin-FITC conjugate สําหรับ IFN-♦ หรือ goat anti-mouse IgG1 – 

FITC Conjugated mAb สําหรับ IL-10 ท่ีเจือจางใน Perm wash (BD Biosciences, USA) ทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

3.9.4  ลางดวย Perm wash 3 คร้ัง และขั้นสุดทาย fix เซลลดวย 2% formaldehyde  
วิเคราะหผลดวย Facscan cytometer (BD Biosciences, USA)  
 
3.10 วิธีการเลือกศึกษาประชากรเซลล 
 การศึกษาแอนติเจนบนผิวเซลลและประชากรยอยที่สรางไซโตไคนภายในเซลล         ทํา
การวิเคราะหจากเซลลจํานวน  10,000  และ 100,000 เซลล  ตามลําดับ โดยการเลือกศึกษาประชากร
เซลลชนิดลิมโฟไซตจะพิจารณาจากขนาดเซลล (FSC)  และความหนาแนนภายในเซลล (SSC)    ใน 
gate 1 (R1) ซึ่งพบวาในกลุมประชากรที่เลือกมาศึกษานั้นประกอบดวบเซลลชนิดลิมโฟไซตเปน
สวนใหญและมีประชากรเซลลชนิดโมโนไซต (SWC3+)รวมอยูประมาณรอยละ 3 ของประชากร
ทั้งหมด (ไมแสดงขอมูล) 
 การศึกษาชนิดประชากรยอยของเซลลลิมโฟไซต (CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD4-CD8-  และ 
CD4+CD8+) จะพิจารณาจากรอยละของประชากรเซลลชนิด CD4+  และ/หรือ CD8+ จาก R1  สําหรับ
การศึกษาแอนติเจนสีที่สาม (triple positive) จะเลือกศึกษาจากประชากรเซลลจากความหนาแนน
ภายในเซลลและ CD8+  (gate 2; R2) หรือ CD4+ (gate 3; R3) โดยพิจารณาประชากรเซลลที่แสดง 
CD4+ หรือ CD8+ และสีที่สาม คือ CD25 หรือไซโตไคน (IFN-♦ หรือ IL-10)  เนื่องจากประชากร
เซลลชนิด CD8+ ของสุกรมี 2 ชนิด คือ CD8low  และ CD8hi (Zuckermann, 1999) ดังนั้นการศึกษา
ประชากรเซลลที่แสดง CD4+CD8+CD25+ หรือ CD4+CD8+cytokine+ จึงเลอืกพิจารณาจาก R3  ดัง
แสดงในรูปที ่4 
 
3.11 การวิเคราะหผลและสถิติที่ใช 
 วิเคราะหผลความแตกตางของคาเฉลี่ยปริมาณการสรางไซโตไคนระหวางกลุมการทดลอง
ดวยวิธ ีANOVA โปรแกรม SPSS version 10.0  (Chicago, USA) โดยมีคาความเชื่อมั่นที ่p<0.05 
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ภาพท่ี 4  แสดงตัวอยางการเลือกประชากรเซลลในการศึกษาแอนติเจนบนผิวเซลล           และการ
สรางไซโตไคนภายในเซลล 

R1

R2
R3 



บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การทดลองท่ี 1  
  ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่เคยติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุอเมริกา (01NP1) มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ  
 หลังจากทําการใหเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส กลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) โดยการหยอด
จมูก พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อแสดงอาการซึม หายใจลําบาก หอบ  เยื่อตาขาวอักเสบ ในขณะที่สุกร
กลุมควบคุมไมแสดงอาการผิดปกติใดๆ ตลอดการทดลอง 
 ภายหลังทําการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรดวยเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สายพันธุตางๆ 
ในหองปฏิบัติการ  พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ในสุกรกลุมควบคุมกับ
สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน  (ภาพที่ 5a)     จากการศึกษาประชากรเซลลที่แสดง CD25 พบวาเซลล
ชนิด CD4+CD8- เปนประชากรหลักที่แสดง CD25 ทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมา
กอน โดยกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1  และ SVI-25  
จะพบระดับรอยละของเซลลชนิด CD4+CD25+  สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (รูปท่ี 
5b-d) 
 สําหรับการศึกษาปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IFN-♣    พบวาเซลล PBMC ของสุกรท่ี
ไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 มากอนและกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุ I10 
และ US vaccine สราง IFN-♣ ไดสูงกวาเซลลที่ไมไดรับการกระตุน และสูงกวาการกระตุนเซลลซ้ํา
ดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ SVI-25 ในกลุมเดียวกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
ในขณะที่ไมพบความแตกตางของปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในกลุมที่กระตุนดวยไวรัสสายพันธุ 
01NP1 และ SVI-25 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมที่ไมไดรับการกระตุน  (รูปท่ี 6a) ประชากรเซลลท่ีสราง 
IFN-♣  ในกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนเปนชนิด CD4+CD8+ ในขณะที่กลุมควบคุมประชากรเซลล
ชนิด CD4+ และ CD4+CD8+ เปนประชากรที่สราง IFN-♣ (ภาพที่ 6b-d) 
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ภาพท่ี 5 ปริมาณรอยละ
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กลุมสายพันธุอเมริกา (01
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มีความแตกตางทางสถิติอ
แตกตางทางสถิติอยางมีน
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ของเซลลที่แสดง CD25 ทั้งหมด (a) และกลุมประ
ที่แสดง CD25 จากเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไ
NP1) (01NP1-primed) และสุกรควบคุม (control)  ภาย
มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน
ดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่แสดง CD25 จากสุกรจํา
ยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมคว
ัยสําคัญ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ cell only 
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วน 5 ตัวตอกลุม * 
คุม  # มีความ
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ภาพท่ี 6 ปริมาณรอยละข
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สรา
สายพันธุอเมริกา (01NP1
สัปดาห นําเซลล PBMC 
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ความแตกตางทางสถิติอย
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องเซลลที่สราง IFN-♣ ทั้งหมด (a) และกลุมประช
ง IFN-♣ ในเซลล PBMC ของสกุรท่ีไดรับเช้ือไว
) (01NP1-primed) และสุกรควบคุม (control) 
มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเข
าเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IFN-♣  จากสุกรจ
างมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมคว
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 
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เมื่อพิจารณาปริมาณเซลลที่สราง IL-10 พบวาเมื่อกระตุนเซลล PBMC ดวยเชื้อไวรัสสาย
พันธุตางๆ มีการเหนี่ยวนําใหเซลลที่สราง IL-10 ในระดับที่สูงกวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุนั้นๆในกลุมควบคุม เมื่อพิจารณาในกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนดวยกันพบวาการกระตุน
เซลลซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ US vaccine ไมมีความแตกตางในระดับเซลลที่สราง IL-10 กับเซลลที่
ไมไดรับการกระตุน ในขณะที่การกระตุนเซลลซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ (01NP1  SVI-25 และ 
I10) เหนี่ยวนําใหเซลลสราง IL-10 ในระดับที่สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับการกระตุน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 7a) โดยพบวาประชากรเซลลทุกชนิด (CD4+, CD8+  และ 
CD4+CD8+)  สามารถสราง IL-10  ไดทั้งกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน (ภาพที่ 7b-d)         

โดยสรุปจากผลการศึกษาการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุ
อเมริกามากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางชนิด พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณ
เซลลที่แสดง CD25 ไมวาจะกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุใดก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล 
PBMC ของสุกรควบคุม จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ พบวาเซลลจากสกุรที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสมากอนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกาและเชื้อไวรัสตางกลุมสายพันธุมี
การสราง IFN-♣ ไดดี  โดยประชากรเซลลชนิด CD4+CD8+ เปนประชากรหลักที่สราง สําหรับการ
สราง IL-10 พบวาการกระตุนเซลลจากสุกรที่ไดรับเชื้อมากอนไมวาจะดวยเชื้อไวรัสสายพันธุใดก็
ตาม สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลสรางไซโตไคนชนิด IL-10 ไดสูงขึ้นกวากลุมควบคุม  จากประชากร
เซลลทุกชนิดที่ทําการศึกษา นอกจากนี้การกระตุนดวยไวรัสสายพันธุชนิดรุนแรงสามารถเพิ่มการ
สราง IL-10 สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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ภาพท่ี 7 ปริมาณรอยละข
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง
พันธุอเมริกา (01NP1) (01
นําเซลล PBMC มากระต
ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉ
แตกตางทางสถิติอยางมีน
สถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0
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องเซลลที่สราง IL-10 ทั้งหมด (a) และกลุมประช
 IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส
NP1-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายหล
ุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน 0.
ลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IL-10  จากสุกรจํานว
ัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 

c 

     * #       * #

         * *

 *

    *     *
 *

 *

control 01NP1-primed
        
SVI-25 I10 cell only
 

d 

        *
าก
พ
ังจ
01
น 
 

    
SVI-25 I10 cell only

 

รยอย CD4+ (b) CD8+ 
 ีอาร อาร เอส กลุมสาย
ากไดรับเชื้อ 3 สัปดาห 
 moi      เปนเวลา 40 
5 ตัวตอกลุม * มีความ
 # มีความแตกตางทาง

   * 
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4.2 การทดลองท่ี 2   
 ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่เคยติดเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส 
สายพันธุยุโรป (02SB3) และกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ 
 ภายหลังจากสุกรไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุยุโรป (02SB3) 3 สัปดาห สุกรไมแสดงอาการปวย
ใดๆ ทั้งในกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสและกลุมควบคุม      แตสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อสามารถตรวจพบเชื้อ
ไวรัสไดในกระแสเลือดหลังจากไดรับเชื้อ 6 วัน และสามารถตรวจพบรอยโรคที่ปอดทางมหพยาธิ
วิทยาและจุลพยาธิวิทยาไดเมือ่สิ้นสุดการทดลอง 

 เมื่อนําเซลล PBMC มากระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ ศึกษา
ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 พบวาทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนมี
ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ในเซลลที่ไมไดกระตุนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ
ตางๆไมแตกตางกัน นอกจากนี้ไมพบความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 เมื่อเปรียบเทียบ
ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน (ภาพที่ 8a)   เม่ือพจิารณาประชากรยอยของ
เซลลที่แสดง CD25 ในแตละกลุม  พบวาทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนมี
ประชากรเซลลที่แสดง CD25 สวนใหญเปน CD4+ และ CD4+CD8+ โดยพบวาในทุกกลุมมีปริมาณ
เซลลที่เปนชนิด CD4+ ในระดับที่สูงกวาเซลลชนิด CD8+ อยางมีนัยสําคัญแตไมแตกตางกับเซลล
ชนิด CD4+CD8+  และไมพบความแตกตางเมื่อเปรียบเทียบชนิดของประชากรเซลลในแตละชนิด
ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน (ภาพที่ 8b-d) 

จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในกลุมควบคุม   พบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อ
ไวรัสสายพันธุ SVI-25 มีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ต่ํากวาการกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US 
vaccine และ 02SB3 และยังพบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ V1 เหนี่ยวนําใหเซลล
สราง IFN-♣ ต่ํากวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
อีกดวย (p<0.05) แตอยางไรก็ตามการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสจากแตละสายพันธุเหนี่ยวนําให
เซลลสราง IFN-♣ ไมแตกตางกับเซลลที่ไมไดรับการกระตุน สําหรับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน
พบวา การกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 US vaccine และ SVI-25 เหนี่ยวนําใหเซลล
สราง IFN-♣ สูงกวาการกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ V1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แตไม
มีความแตกตางจากการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 02SB3 และเซลลที่ไมไดรับการกระตุน 
เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน           พบวากลุมที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 US vaccine   และ SVI-25  มีปริมาณ
เซลลที่สราง IFN-♣    สูงกวาในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 9a)  เม่ือ
พิจารณาประชากรเซลลท่ีสราง IFN-♣ พบวาเปนชนิด CD4+CD8+ ทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่
ไดรับเช้ือมากอน (ภาพที่ 9b-d) 
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ภาพท่ี 8 ปริมาณรอยละ
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ของเซลลที่แสดง CD25 ทั้งหมด (a) และกลุมประชากร
ดง CD25 จากเซลล PBMC ของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพ

3) (02SB3-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายห
C มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน
คาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่แสดง CD25  จากสุกรจํานวน

c 

control 02SB3-primed
V1 02SB3 cell only
 

d 
     
V1 02SB3 cell only
 

ยอย CD4+ (b) CD8+ 
 ีอาร อาร เอส    กลุม
ลังจากไดรับเชื้อ 3 
 0.01 moi เปนเวลา 

 5 ตัวตอกลุม  
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ภาพท่ี 9 ปริมาณรอยละ
(c) CD4+CD8+ (d) ที่ส
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ของเซลลที่สราง IFN-♣ ทั้งหมด (a) และกลุมประชาก
ราง IFN-♣  ในเซลล PBMC ของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวร
3) (02SB3-primed) และสุกรควบคุม (control) ภา
C มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขม
คาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IFN-♣  จากสุกรจําน
ยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบ

c 

  *  

control 02SB3-primed
    
-25 V1 02SB3 cell only
 

    d 
25 V1 02SB3 cell only

 

รยอย CD4+ (b) CD8+ 
สัพ ีอาร อาร เอส กลุม
ยหลังจากไดรับเชื้อ 3 
ขน 0.01 moi เปนเวลา 
วน 5 ตัวตอกลุม  * มี
คุม   
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สําหรับปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรกลุมควบคุมไมพบความ
แตกตางระหวางเซลลที่กระตุนดวยเชื้อไวรัสแตละสายพันธุกับเซลลที่ไมไดรับการกระตุน ในกลุมที่
ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine    มีปริมาณเซลลที่สราง 
IL-10 ต่ํากวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ รวมทั้งเซลลที่ไมไดรับการกระตุนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และการกระตุนเซลลดวยไวรัสสายพันธุ 01NP1   เหนี่ยวนําใหเซลล
สราง IL-10 สูงกวาการกระตุนเซลลดวยไวรัสสายพันธุ  US vaccine   V1  และเซลลที่ไมไดรับการ
กระตุนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) นอกจากนี้พบวาเซลลจากกลุมทดลองเมื่อถูกกระตุนดวย
เชื้อไวรัสทุกๆ สายพันธุ ยกเวน US vaccine รวมทั้งเซลลที่ไมไดรับการกระตุน มีปริมาณเซลลที่
สราง IL-10 สูงกวากลุมควบคุม (ภาพที่ 10a)  เมื่อพิจารณาประชากรเซลลที่สราง IL-10 ในกลุมที่
ไดรับเชื้อไวรัสมากอน พบวาสวนใหญเปนเซลลชนิด CD4+ และ CD8+ (ภาพที่ 10b-d) 

โดยสรุปจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC    ของสุกรที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุชนิดตางๆ ในหองปฏิบัติการ  
พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ไมวาจะกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ
ใดก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ พบวาเม่ือนํา
เซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนมาทําการกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสจากตางกลุมสาย
พันธุจะสราง IFN-♣ ไดสูงขึ้น    โดย IFN-♣ สวนใหญสรางจากประชากรเซลลชนิด CD4+CD8+  

สําหรับการศึกษาการสราง IL-10 พบวา เซลลจากสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวย
เชื้อไวรัสจากทุกสายพันธุ  ยกเวนไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกา มีการสราง IL-10 ไดสูงขึ้นกวา
กลุมควบคุม  โดยมปีระชากรเซลลชนิด CD4+ เปนเซลลหลักที่สรางไซโตไคน โดยไวรัสสายพันธุ
ชนิดรุนแรงกระตุนเซลล CD4+ จากสุกรที่เคยไดรับเชื้อไวรัสสายพันธุ 02SB3 มากอนมีการสราง 
IL-10 สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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ภาพท่ี 10 ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IL-10 ทั้งหมด (a) และกลุมประชากรยอย CD4+ (b) CD8+ 
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IL-10  ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส กลุมสาย
พันธุยุโรป (02SB3) (02SB3-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายหลังจากไดรับเชื้อ 3 สัปดาห 
นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน 0.01 moi      เปนเวลา 40 
ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IL-10  จากสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม  * มีความ
แตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  # มีความแตกตางทาง
สถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 
      

a   b 

c     d 

 * # 

*

*
*

*

* #

*

    * # 

* #

*

*
* * *

control 02SB3-primed
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4.3 การทดลองท่ี 3   
 ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพี อาร อาร 
เอส ชนิดเชื้อเปนสายพันธุยุโรป (V1) และกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ 
 เมื่อนําเซลล PBMC ของสุกรภายหลังไดรับวัคซีนเชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรป 3 สัปดาห มา
กระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางชนิดในหองปฏิบัติการ  พบวาทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับ
วัคซีนมากอนมีปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ไมแตกตางกัน นอกจากนี้ไมพบความ
แตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 เมื่อเปรียบเทียบระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับวัคซีน
มากอน (ภาพที ่11a)    เมื่อพิจารณาชนิดประชากรยอยของเซลลในแตละกลุมพบวาประชากรเซลลที่
แสดง CD25 เปนเซลลชนิด CD4+ ทั้งในกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับวัคซีน (ภาพที่ 11b-d) 

เมื่อนําเซลล PBMC ของสุกรกลุมควบคุมมากระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ พบวา
เซลลที่ไดรับการกระตุนดวย US vaccine สราง IFN-♣   ในระดับที่สูงกวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อ
ไวรัสสายพันธุ SVI-25  V1 และเซลลที่ไมไดรับการกระตุน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
สําหรับการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ พบวา
การกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุเดิมเหนี่ยวนําใหเซลลสราง IFN-♣ ไมแตกตางจากเซลลที่
ไมไดรับการกระตุนหรือเมื่อกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ SVI-25 แตพบวามี
ปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในระดับที่ต่ํากวาการกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ US vaccine และ 
02SB3    อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ระหวาง
กลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับวัคซีนมากอน พบวาการกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมา
กอนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 และ US vaccine จะมีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ต่ํากวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 12a)  จากการศึกษาประชากรเซลลพบวาเซลลทุก
ชนิดเปนเซลลที่สราง IFN-♣  ทั้งกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับวัคซีน (ภาพที่ 12b-d) 

สําหรับการสราง IL-10 พบวาเซลล PBMC    ของสุกรกลุมควบคุมที่นํามากระตุนซ้ําดวย
เชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine มีการสราง IL-10      สูงกวากลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุ  SVI-25  V1 02SB3  และ ไมไดรับการกระตุนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  สําหรับ
เซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนที่ไมไดถูกกระตุนพบวามีการสราง IL-10 ในระดับท่ีตํ่า
กวาเซลลในกลุมควบคุมที่ไมไดรับการกระตุนเชนกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  เซลล 
PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสจากทุกสายพันธุมีการสราง IL-10 
สูงกวากลุมที่ไมไดรับการกระตุนอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยพบวาเซลลที่ถูกกระตุนดวยไวรัส
สายพันธุ US vaccine  และ SVI-25   มีการสราง  IL-10  สูงกวาการกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ  
V1     อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   
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เมื่อเปรียบเทียบปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมที่ไดรับวัคซีนมา
กอน พบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine และ V1 ของสุกรที่ไดรับวัคซีนมา
กอนเหนี่ยวนําใหเซลลสราง IL-10  นอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (ภาพที ่ 13a)  
โดยพบวาประชากรยอยของเซลลที่สราง IL-10 สวนใหญเปนประชากรชนิด CD4+  และ CD8+ และ
เปนที่นาสนใจวาในกลุมที่กระตุนเซลลซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ US vaccine และกลุมที่ไมไดรับ
การกระตุนของสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนมีปริมาณเซลลชนิด CD4+IL-10+  และ CD8+IL-10+      ตํ่า
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  นอกจากนี้ยังพบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อ
ไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 ซึ่งเปนสายพันธุเดิมมีปริมาณรอยละของเซลลชนิด  CD4+CD8+ ที่สราง 
IL-10 ในกลุมที่ไดรับวัคซีนสูงกวากลุมควบคุม  ในขณะที่การกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุ SVI-25 
ในกลุมที่ไดรับวัคซีนมีระดับของ CD4+CD8+ ต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (ภาพที่ 13b-d) 

โดยสรุปจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC    ของสุกรที่ไดรับเชื้อ
ไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุชนิดตางๆ ใน
หองปฏิบัติการ พบวาไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลที่แสดง CD25      ไมวาจะกระตุนซ้ําดวย
เชื้อไวรัสสายพันธุใดก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  จากการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-
♣ พบวาเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนมากอนและทําการกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุ 01NP1 มีการสราง IFN-♣  ลดลง สําหรับการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IL-10 พบวา การ
ไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 มากอนไมเพิ่มการสราง IL-10 (เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม) 
อยางไรก็ตามการกระตุนเซลลซ้ําดวยไวรัสทุกสายพันธุสามารถเพิ่มการสราง IL-10 ไดอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติจากเซลล PBMC ของสุกรที่เคยไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนสายพันธุ V1 มากอน (เม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมเซลลที่ไมไดรับการกระตุน) โดย IL-10 สวนใหญสรางจากประชากรเซลลชนิด 
CD4+ และ CD8+ เปนหลัก 
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ภาพท่ี 11 ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ทั้งหมด (a) และกลุมประชากรยอย CD4+ (b) 
CD8+ (c) CD4+CD8+ (d) ที่แสดง CD25 จากเซลล PBMC ของสุกรท่ีไดรับวัคซีนปองกนัโรคพี อาร 
อาร เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1) (V1-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายหลังจากไดรับวัคซีน 
3 สัปดาห นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน 0.01 moi เปน
เวลา 40 ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่แสดง CD25 จากสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม  

a     b 

c d 

control V1-primed
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ภาพท่ี 12 ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IFN-♣ ทั้งหมด (a) และกลุมประชากรยอย CD4+ (b) CD8+ 
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IFN-♣  ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพ ีอาร อาร 
เอส กลุมสายพันธุยุโรป (V1) (V1-primed) และสุกรควบคุม (control) ภายหลังจากไดรับวัคซีน 3 
สัปดาห นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเขมขน 0.01 moi เปนเวลา 
40 ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IFN-♣  จากสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม * มี
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  # มีความแตกตาง
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 
 

a      b 

c     d 

*

 * 

   #

control V1-primed
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ภาพท่ี 13 ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IL-10 ทั้งหมด (a) และกลุมประช
(c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปอ
กลุมสายพันธุยุโรป (V1) (V1-primed) และสุกรควบคุม (control) ภา
สัปดาห นําเซลล PBMC มากระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางชนิดที่ความเข
40 ช่ัวโมง  กราฟแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของเซลลที่สราง IL-10   จากสุกรจ
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมคว
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ cell only 
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        # 
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SVI-25 V1 02SB3 cell only
 

ากรยอย CD4+ (b) CD8+ 
งกันโรคพี อาร อาร เอส 
ยหลังจากไดรับวัคซีน 3 
มขน 0.01 moi เปนเวลา 
ํานวน 5 ตัวตอกลุม  * มี
บคุม  # มีความแตกตาง
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ตารางท่ี 3  แสดงสรุปผลการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ ในเซลล PBMC ของ 

สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ ใน
หองปฏิบัติการ 

 
 

virulent US genotype attenuated US genotype virulent EU genotype attenuated EU genotype cell only  

01NP1 SVI-25 US vaccine I10 02SB3 V1  

virulent US genotype _ _  _  ND _ 
(01NP1)        

virulent EU genotype    ND _ _ _ 
(02SB3)        

attenuated EU genotype  _  ND _ _ _ 
(V1)        

 
หมายเหต ุ

      หมายถึง  ไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ 
      หมายถึง   ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมไมเกิน 2 เทา 

        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุม 2-2.5 เทา 
        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมมากกวา 2.5 เทา 

หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนตํ่ากวากลุมควบคุม 
      ND     หมายถึง  ไมไดทาํการศกึษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

re-activation

primed 
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ตารางท่ี 4  แสดงสรุปผลการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกร 

    ท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ ในหอง    
    ปฏิบัติการ 

 
 

virulent US genotype attenuated US genotype virulent EU genotype attenuated EU genotype cell only   

01NP1 SVI-25 US vaccine I10 02SB3 V1   
virulent US genotype         ND ND   

(01NP1)               

virulent EU genotype     _ ND       

(02SB3)               

attenuated EU genotype _ _   ND _     

(V1)               
 
หมายเหต ุ

      หมายถึง  ไมมีความแตกตางของปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ 
      หมายถึง   ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมไมเกิน 2 เทา 

        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุม 2-2.5 เทา 
        หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนมากกวากลุมควบคุมมากกวา 2.5 เทา 

หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนตํ่ากวากลุมควบคุมไมเกิน 2 เทา 
หมายถึง  ปริมาณเซลลท่ีสรางไซโตไคนตํ่ากวากลุมควบคุมมากกวา 2 เทา 

      ND หมายถึง  ไมไดทาํการศกึษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

re-activation
primed 
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4.4 การทดลองท่ี 4   
 ลักษณะการสรางไซโตไคนของเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพี อาร อาร 
เอส ชนิดเชื้อเปนสายพันธุยุโรป (V1) และกระตุนซ้ําดวยไวรัสสายพันธุอเมริกา (01NP1) หรือ  
สายพันธุยุโรป (02SB3) 
 หลังจากที่สุกรอายุ 3  สัปดาห  ไดรับวัคซีนไวรัสพ ี อาร  อาร  เอส         ชนิดเชื้อเปนกลุม
สายพันธุยุโรปไมพบสุกรที่แสดงอาการไขหรือมีปญหาระบบทางเดินหายใจทั้งจากการไดรับวัคซีน
ครั้งแรกและครั้งที่สอง เมื่อใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) หรือ       กลุม
สายพันธุยุโรป (02SB3)  เม่ืออายุ 9 สัปดาห หลังจากการไดรับวัคซีนครั้งที่ 2 เปนเวลา 3 สัปดาห 
พบวาสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนและไมไดรับวัคซีนไมแสดงอาการปวยใดๆ เชนกัน  แตอยางไรก็ตาม
พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสทุกลุมสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดไดหลังจากไดรับเชื้อ 3 
วันและอยูนานถึง 18 วัน  และสามารถตรวจพบระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสในชวง 6 ถึง 12 วัน
หลังจากไดรับเชื้อ  นอกจากนี้พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาจะมีปริมาณเซลลเม็ด
เลือดขาวลดลงหลังจากไดรับเชื้อไวรัสอีกดวย 
 เมื่อนําเซลล PBMC มาศึกษาปริมาณเซลลที่แสดง CD25 พบวาสุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนและ
ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปมีระดับเซลลที่แสดง CD25 ต่ํากวากลุมอื่นๆ แตไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบระดับเซลลที่แสดง CD25 ระหวางกลุมที่ไดรับวัคซีนกับ
กลุมที่ไมไดรับวัคซีนพบวา สุกรกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปชนิดรุนแรงอยางเดียวมี
ปริมาณเซลลที่แสดง  CD25     สูงกวากลุมที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสาย
พันธุยุโรปในวันที่ 12 หลังไดรับเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)      ในขณะที่สุกรไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาชนิดรุนแรงหลังจากไดรับวัคซีนจะพบปริมาณเซลลที่แสดง CD25 สูง
กวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนในวันที ่ 18 หลังจากไดรับเชื้อ (ภาพที่  14) 
 เมื่อศึกษาแยกกลุมประชากรเซลล พบวาสุกรท่ีไดรับวัคซีนและไดรับเช้ือไวรัสชนิดรุนแรง
กลุมสายพันธุยุโรปมีระดับเซลลชนิด CD4+ ที่แสดง CD25 ที่ต่ํากวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนตั้งแตวันที ่
3 ถึงวันที ่ 18 หลังจากไดรับเชื้ออยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  นอกจากนี้พบวาสุกรที่ไดรับ
วัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปมีปริมาณเซลลที่แสดง CD4+CD25+ ใน
ระดับที่ต่ํากวาสุกรกลุมควบคุมอีกดวย สุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุ
อเมริกามีปริมาณเซลลแสดง CD4+CD25+ ในระดับที่สูงกวาสุกรกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสเพียงอยาง
เดียวในวันท่ี 3 หลังจากไดรับเช้ือ  (ภาพที่ 15a) 
 ในการศึกษาปริมาณประชากรเซลลยอยชนิด CD8+ ที่แสดง CD25 พบวาไมมีความแตกตาง
ทางสถิติระหวางสุกรทุกกลุมการทดลอง แตอยางไรก็ตามพบวาประชากรเซลลชนิดนี้มีแนวโนม
สูงข้ึนเร่ือยๆ หลังจากไดรับเชื้อ 6 วัน (ภาพที่ 15b) สําหรับประชากรยอยเซลลชนิด CD4+CD8+ ที่
แสดง CD25 พบวาในวันที่ 3 หลงัจากไดรับเช้ือไวรัสชนิดรุนแรง   สุกรกลุมที่ไดรับวัคซีนและ
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ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปมีระดับต่ํากวากลุมอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  (ภาพที ่ 15c) และพิจารณาประชากรยอยของเซลล ♣⁄TCR+ พบวาไมมีความแตกตางกัน
ในสุกรแตละกลุมทดลอง  แตพบวาประชากรยอยเซลลชนิดนี้มีปริมาณที่ต่ํากวาประชากรเซลลชนิด
อ่ืนๆ  (ภาพที่ 15d) เมื่อเปรียบเทียบระดับปริมาณเซลลแตละชนิดที่แสดง CD25 ในสุกรพบวา
ประชากรเซลลยอยชนิด CD4+ และ CD4+CD8+ เปนประชากรสวนใหญท่ีแสดง CD25   
 สําหรับการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในระดับที่ต่ํากวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงเพียงอยางเดียวต้ังแตวันท่ี 6 หลงัจากไดรับเช้ือตลอดจนเสร็จสิน้การทดลอง แตไมพบความ
แตกตางในสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริการะหวางสุกรที่ไดรับและไมไดรับ
วัคซีน ยกเวนในวันที่ 6 หลังไดรับเชื้อพบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมีปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣  ใน
ระดับที่สูงกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สําหรับสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัส
ชนิดรุนแรงเพียงอยางเดียวพบวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ 
ในวันที ่ 6  24 และวันที่สิน้สุดการทดลองในระดับที่สูงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุม
สายพันธุอเมริกา  (ภาพที่ 16a) จากการพิจารณาประชากรยอยของเซลลที่สราง IFN-♣      พบวา
ประชากรเซลลทุกชนิดสามารถสราง IFN-♣ ได (ภาพที่ 16b-d) 
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ภาพท่ี 14  ปริมาณรอยละของเซลลที่แสดง CD25 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน
กลุมสายพันธุยุโรปและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)     หรือกลุมสายพันธุ
อเมริกา (01NP1) และกลุมควบคุม ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม * มี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) เปรียบเทียบกับสุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*
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ภาพท่ี 15  ปริมาณรอยละของประชากรยอยของเซลล CD4+ (a) CD8+ (b) CD4+CD8+ (c) ♣⁄TCR+ 
(d) ที่แสดง CD25 ในเซลล PBMC    ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรปและใหเชื้อ
ไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3) หรือกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) และกลุมควบคุม 
ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม 
 
 
 

      a b 

  c d 

control EU US Vac+EU Vac + US 
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ภาพท่ี 16   ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IFN-♣ ทั้งหมด (a)     และประชากรยอยชนิด CD4+ (b) 
CD8+ (c) CD4+CD8+ (d) ของเซลลที่สราง IFN-♣  ในเซลล PBMC  ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน
กลุมสายพันธุยุโรปและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป   (02SB3)หรือกลุมสายพันธุ
อเมริกา (01NP1) และกลุมควบคุม ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม 

   a b 

c d 

control EU US Vac+EU Vac + US 
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การศึกษาลักษณะการสราง IL-10 ในเซลล PBMC    ของสกุรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพ ีอาร อาร 
เอส ชนิดรุนแรงทั้งสองกลุมสายพันธุ พบวามีระดับที่สูงขึ้นในวันที่ 6 หลังไดรับเชื้อ โดยสกุรท่ี
ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกามีระดับที่สูงกวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบการสราง IL-10     ระหวางสุกรที่ไดรับวัคซีนและเชื้อ
ไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปกับสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงเพียงอยางเดียว พบวาสุกร
ที่ไดรับวัคซีนมากอนจะสราง IL-10 ในระดับที่สูงกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) ในวันที ่6 และ 9 หลังไดรับเชื้อ  ในขณะที่สุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสาย
พันธุอเมริกา  พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนมีปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ในระดับที่ต่ํากวาสุกรที่
ไมไดรับวัคซีน ในวันที่ 6 หลังจากไดรับเชื้อ  นอกจากนี้พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและไดรับ
เชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมีปริมาณเซลลที่สราง IL-10   สูงกวาสุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อ
ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาในวันที ่6 และวันที ่9 หลังไดรับเชื้อ (ภาพที่ 17a) 

จากการศึกษากลุมประชากรยอยชนิด CD4+ ที่สราง IL-10 ไมพบความแตกตางในแตละ
กลุมการทดลอง (ภาพที่ 17b) สําหรับประชากรเซลลยอยชนิด CD8+IL-10+     พบวาสุกรที่ไดรับเชื้อ 
ไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริกาทั้งที่ไดรับวัคซีนและไมไดรับวัคซีนมีปริมาณที่สูงกวาสุกร 
กลุมอื่นๆ ในวันที ่ 6 และ 24  หลังจากไดรับเชื้อ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p<0.05)  (ภาพที่ 17c)           
เม่ือพิจารณาประชากรยอยชนิด CD4+CD8+ ที่สราง IL-10  พบวาสุกรทดลองทุกกลุมที่ไดรับวัคซีน
และไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงมีปริมาณเซลลชนิด CD4+CD8+IL-10+ สูงกวาสุกรกลุมควบคุมใน
วันท่ี 6 หลังจากไดรับเชื้อ (ภาพที่ 17d) เมื่อเปรียบเทียบประชากรยอยของเซลลที่สราง IL-10 ใน
แตละชนิดพบวาประชากรเซลลชนิด CD8+ และ CD4+CD8+     เปนประชากรท่ีสราง IL-10 สวนใหญ 
จากผลการศึกษาสรุปไดวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนจะมีปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ในระดับตํ่า
เมื่อใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงซ้ําจากกลุมสายพันธุสายพันธุเดียวกัน ในขณะที่ไมพบการเปลี่ยนแปลง
ของปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ในสุกรที่ใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงซ้ําจากตางกลุมสายพันธุ  ใน
การศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣  พบวาการใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุเดียวกับเชื้อ
ไวรัสวัคซีนแกสุกรจะกดการสราง IFN-♣  แตไมพบความแตกตางของปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ 
ในสุกรที่ไดรับวัคซีนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงจากตางกลุมสายพันธุ สําหรับปริมาณเซลลท่ี
สราง IL-10 พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนมากอนและไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงในกลุมสายพันธุ
เดียวกันจะมีการสราง IL-10 ที่สูงขึ้น  ในขณะสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุมี
ปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ลดลง แตพบเฉพาะในวันที่ 6 หลังจากไดรับเช้ือเทาน้ัน  
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ภาพท่ี 17  ปริมาณรอยละของเซลลที่สราง IL-10 ทั้งหมด (a) และประชากรยอยชนิด CD4+ (b)  
CD8+ (c) CD4+CD8+ (d) ที่สราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปนกลุมสายพันธุ
ยุโรปและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3) หรือกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) 
และกลุมควบคุม ขอมูลแสดงคาเฉลี่ย (+SD) ของสุกรจํานวน 5 ตัวตอกลุม 
 

a   b 

c   d 

control EU US Vac+EU Vac + US 



บทท่ี 5 
 

สรุปผลการวิจัย  อภิปรายผล  และขอเสนอแนะ 
 
 งานวิจัยมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรที่
ไดรับเชื้อไวรัสมากอนและกระตุนซ้ําดวยไวรัสตางสายพันธุในหองปฏิบัติการ โดยศึกษาปริมาณ
เซลลที่สราง IFN-♣  ซึ่งเปนไซโตไคนที่สามารถใชเปนตัวบงชี้ประสิทธิภาพการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลตอการติดเชื้อไวรัสในสัตวหลายชนิด  รวมทั้งสุกรดวย (Zuckermann et al., 
1998;  Suradhat et al., 2001) เมื่อกระตุนเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงที่แยก
ไดในประเทศไทยทั้งกลุมสายพันธุอเมริกา (01NP1) และกลุมสายพันธุยุโรป (02SB3)    มากอนดวย
เชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ (การทดลองที่ 1 และ 2) ผลการศึกษาพบวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
จากตางกลุมสายพันธุเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดในระดับที่สูงกวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
กลุมสายพันธุเดิม   โดยสวนใหญสรางมาจากประชากรเซลลชนิด CD4+CD8+ ซึ่งเปน memory T 
helper cell  แสดงวาสกุรสราง IFN-♣ สูงข้ึนในการตอบสนองตอการติดเช้ือในคร้ังท่ีสองจากเช้ือ
ไวรัสตางกลุมสายพันธุ ทั้งๆที่พบวาเซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสในครั้งที่สองมีการสราง IL-10 ในระดับที่
สูงขึ้น ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อไวรัสที่ใชในการกระตุนมีสวนของ epitope ที่คลายคลึงกบัเชื้อไวรัสที่
สุกรไดรับมากอนแมจะเปนตางกลุมสายพันธุกันก็ตาม  แตในปจจุบันยังไมมีขอมูลวา epitope ใด
เปน epitope ที่สําคัญในการกระตุนการตอบสนองทางภูมิคุมกันโดยเฉพาะชนิดพึ่งเซลล  แตมี
รายงานวา ORF 2 5 และ 6 เปนยีนที่มีหนาที่เปน T cells epitope และพบวามีความคลายคลึงกันทาง
พันธกุรรมรอยละ 65-77  61-63 และ 70-81 ตามลําดับ ระหวางสายพันธุอเมริกาและยุโรป (Yoon et 
al., 2002) 
  สําหรับการศึกษาปริมาณเซลลที่สราง IL-10 ซึ่งเปนไซโตไคนที่มีบทบาทในการกดการ
ทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกัน และมีรายงานกอนหนานี้วาเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สามารถ
เหน่ียวนําการแสดงออกของยนีท่ีสราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรที่ไมเคยไดรับเชื้อมากอนได 
(Suradhat et al., 2003  Suradhat and Thanawongnuwech, 2003) แตในการศึกษาครั้งนี้พบวาการ
กระตุนเซลล PBMC ของสุกรท่ีไมเคยไดรับเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส มากอนในหองปฏิบัติการน้ัน  
ไมมีความแตกตางของระดับ IL-10 กับเซลลที่ไมไดกระตุน ท้ังน้ีอาจเน่ืองจากอายุหรือการจัดการ
สุกร  ระยะเวลาที่กระตุนเซลล อีกทั้งวิธีการศึกษาที่แตกตางกันดวยจึงทําใหไดผลที่แตกตางกัน แต
อยางไรก็ตามสังเกตพบวาปริมาณเซลลที่สราง  IL-10  จาก PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสมากอน
มีระดับสูงกวาสุกรกลุมควบคุม โดยสรางจากประชากรเซลลทุกชนิด (CD4+  CD8+ และ 
CD4+CD8+)    แสดงวาเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศไทยทั้งกลุมสายพันธุอเมริกาและกลุมสายพันธุ
ยโุรปสามารถเหน่ียวนําการสราง IL-10 ในเซลล PBMC ของสุกรท่ีติดเช้ือไดจริงเชนเดียวกับ
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การศึกษาในน้ําลางปอดของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสจากทั้งสองสายพันธุ (Thanawang et al., 2004)  
ดังนั้นนาจะมีปจจัยอื่นที่มีผลในการเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันในการสรางไซโตไคนใน
สุกรตางจากการศึกษาในหองปฏิบัติการ  หรือระยะเวลาการไดรับเช้ือไวรัสทีแ่ตกตางกัน เปนตน   

การศึกษาในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากอนนั้นจะพบ
การสราง IL-10 สูงขึ้นเมื่อกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 แตไมมีผลเมื่อกระตุนเซลล
ดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ ทั้งนี้อาจจะเปนไปไดวาสุกรที่ใชในการศึกษากลุมนี้มีอายุมากกวา
การศึกษาในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกามากอน การจัดการที่
แตกตางกัน ความสามารถในการกระจายตัวของเช้ือไวรัสและความสามารถในการกอความรุนแรง
ของโรคที่แตกตางกันระหวางเชื้อไวรัสสองกลุมสายพันธุ (Meng et al., 2000; Laohasittikul et al., 
2004) หรือความใกลเคียงทางลักษณะพันธุกรรมของเชื้อไวรัส เปนตน เปนที่นาสังเกตวา   เม่ือ
กระตุนเซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงจากทั้งสองกลุมสายพันธุมากอนดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุม
สายพันธุอเมริกานั้นเหนี่ยวนําการสราง IL-10 ลดลง   ทั้งอาจเนื่องมาจากคุณสมบัติของเชื้อไวรัสที่
นํามาใชเปนวัคซีน ซึง่มีรายงานการกระตุนเซลล PBMC     ของสุกรดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสาย
พันธุอเมริกานั้นสามารถลดการแสดงออกของยีนที่สราง IL-10 ไดในหองปฏิบัติการ (Suradhat et 
al., 2004)  ยืนยันไดวา IL-10 นาจะเปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการควบคุมการทํางานของเซลลในระบบ
ภูมิคุมกันเมื่อมีการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ซ้ํา  และอาจเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหมีการกดการสราง 
IFN-♣ ที่สังเกตไดจากผลการทดลองในครั้งนี ้ 

สําหรับการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิด
เชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรปมากอน พบวาแมเชื้อไวรัสวัคซีนจะสามารถเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣  
ไดแตก็ไมดีเทากับเชื้อไวรัสจากธรรมชาติเชนเดียวกับการศึกษาที่ผานมา  (Cheon and Chae, 2004; 
Xiao et al., 2004)  และกระตุนเซลล PBMC กลุมนี้ดวยเชื้อไวรัสสายพันธุตางๆ (การทดลองที่ 3)  
พบวาเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนสราง IFN-♣ ลดลง
เมื่อถูกกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 นอกจากนี้ไมพบความแตกตางของระดับ IFN-♣ 
จากการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัสสายพันธุอื่นๆ อีกดวยเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมไดรับการ
กระตุน  แสดงวาเชื้อไวรัสวัคซีนชนิดเชื้อเปนนั้นไมไดชวยเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ เม่ือไดรับเช้ือ
ไวรัสซ้ําในหองปฏิบัติการไมวาจะดวยเชื้อไวรัสสายพันธุใดก็ตาม ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ
การศึกษาในสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิดเชื้อเปนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงท่ีแยกไดในประเทศไทย (การทดลองที่ 4)    พบวาการไดรับวัคซีนมากอนไมสามารถ
เหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดเมื่อไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุซ้ํา     อีกทั้งยังลดการ
สราง IFN-♣ เมื่อไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุเดียวกันกับวัคซีนนั้น  ซึ่งอาจเกิดจากการ
กดการสราง IFN-♣  ของ IL-10 โดยพบวาเซลลที่ไดรับวัคซีนมากอนและกระตุนซ้ําดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุตางๆ ในหองปฏิบัติการมีการสราง IL-10 สูงขึ้น  และการศึกษาในสุกรทดลองที่ไดรับ
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วัคซีนมากอนตามดวยเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุเดิมมีการสราง IL-10 ที่สูงขึ้นเชนกัน    แม
จะพบวาเชื้อไวรัสวัคซีนจะสามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมีการสราง IL-10 ลดลงในหองปฏิบัติการก็
ตาม  จากผลการทดลองนี้นาจะบงชี้ไดวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอวัคซีนปองโรคพี อาร อาร 
เอส ชนิดเชื้อเปนนั้นมีผลตอการติดเชื้อซ้ําโดยเฉพาะจากเชื้อไวรัสสายพันธุเดิม ดังน้ันอาจจะเปน
เหตุผลหน่ึงที่สนับสนุนการศึกษาที่พบวาแมเชื้อไวรัสวัคซีนจะเหนี่ยวนําใหเกิดพยาธิสภาพและ
ความรุนแรงของอาการทางคลินิกนอยกวาการติดเช้ือจากธรรมชาติ (Cheon and Chae, 2004) แตการ
ทําวัคซีนสงผลใหสุกรมีความไวตอการติดเชื้อแทรกซอนได (Halbur et al., 2000) 

แมเชื้อไวรัสจะสามารถเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ได แตการสราง IFN-♣ จะเปนไป
คอนขางชาคือหลังจากไดรับเชื้อซ้ํา 6 ถึง 9 วัน และคอยๆ ลดลง ซึ่งเปนลักษณะเชนเดียวกับ
การศึกษาของ Meier และคณะ (2003) ทั้งนี้อาจเนื่องจากความสามารถในการเหน่ียวนําการสราง IL-
10 ในระยะแรกๆ หลังจากไดรับเชื้อ  ซึ่งนาจะเปนปจจัยสําคัญในการควบคุมการทํางานของเซลลใน
ระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส ดวยกลไกตางๆ ไมวาจะเปนการลด
ความสามารถในการนําเสนอแอนติเจนตอเซลลในระบบภูมิคุมกัน โดยเฉพาะเซลลลิมโฟไซตซึ่งจะ
ทําใหมีการกระตุนเซลลในการสรางไซโตไคนที่จําเปนตอการทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกัน
แบบจําเพาะลดลงไมวาจะเปนทางตรงหรือทางออม  

ผลที่ไดจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในสุกรที่ไดรับวัคซีนและเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงกลุมสายพันธุยุโรปในครั้งนี้สอดคลองกับการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในกระแส
เลือดดวยวิธ ีRT-PCR         ที่พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนและเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุยุโรป
สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสในกระแสเลือดกอนสุกรที่ไมไดรับวัคซีนหลังจากไดรับเชื้อและพบวามี
จํานวนตัวสุกรที่ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดที่มากกวาอีกดวย          และเม่ือตรวจหาเช้ือไวรัสใน
ตอมน้ําเหลืองและทอนซิลเมื่อสิ้นสุดการทดลอง     พบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนตรวจพบเชื้อไวรัส
มากกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน นอกจากนี้แลวยังพบอีกวาสุกรที่ไดรับวัคซีนแสดงรอยโรคทางมห
พยาธิวิทยาและจุลพยาธิวิทยามากกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีนอีกดวย   ในขณะที่สุกรที่ไดรับวัคซีน
และตามดวยเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงกลุมสายพันธุอเมริกาแมจะพบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน
กระแสเลือดนานกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน แตพบวาเม่ือส้ินสุดการทดลองตรวจพบสารพันธุกรรม
ของเชื้อไวรัสที่เนื้อเยื่อปอดและทอนซิลจํานวนตัวนอยกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน และยงัพบรอยโรค
ทางจุลพยาธิวิทยาที่นอยกวาอีกดวย (Panyathong et al., personal communication) จากสองการ
ทดลองนี้จะเห็นวาการทําวัคซีนมีผลตอการตอบสนองตอการติดเชื้อซ้ําจากเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุ
เดิม แตอยางไรก็ตามผลที่ไดจากการใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุซ้ํานัน้ แมการทํา
วัคซีนจะมีแนวโนมเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดดีขึ้นกลับพบวาจํานวนสุกรที่ตรวจพบสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสในกระแสเลือดของสุกรในกลุมนี้สูงกวาสุกรที่ไมไดรับวัคซีน ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Xiao และคณะ (2004) พบวาระดับของ IFN-♣ ในกระแสเลือดที่ไม
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สัมพันธกับปริมาณของเชื้อไวรัสนั้น อาจจะบงชี้ไดวาภูมิคุมกันที่สุกรสรางขึ้นนั้นสามารถปองกัน
หรือกําจัดเชื้อไดเฉพาะที่เทาน้ัน ดังนั้นการตรวจปริมาณเซลลที่สราง IFN-♣ ในกระแสเลือดเพียง
อยางเดียวในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส อาจจะไมสามารถบงชี้ถึงประสิทธิภาพในการ
ทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกันในบริเวณที่มีการติดเชื้อได (local tissue) เนื่องจากการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ขึ้นกับปจจัยหลายๆ อยาง  ไมวาจะเปน
การวางแผนการทดลอง  อายุสุกร  พันธุสุกร  สายพันธุและปริมาณของเชื้อไวรัส รวมถึงการ
เหนี่ยวนําการสรางไซโตไคนที่คอนขางซับซอนในแตละระยะของการเกิดโรค เปนตน (Horter et 
al., 2002) หรืออาจจะเปนไปไดวาสุกรท่ีมีการติดเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส มีกลไกในการหลบหลีก
การตอบสนองทางภูมิคุมกันในรูปแบบที่เรียกวา original antigenic sin ที่พบไดในไวรัสชนิดอ่ืน 
เชน เชื้อไวรัสไขหวัดใหญ เชื้อไวรัสไขเลือดออก      หรือ เช้ือไวรัส เอช ไอ วี เปนตน โดยมีสาเหตุ
จากการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมที่ตําแหนง epitope ของเชื้อไวรัสที่สําคัญตอการเหนี่ยวนําการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล  (Singh et al., 2002; Mongkolsapaya et al., 2003) แมจะ
สามารถเหนี่ยวนําการตอบสนองตอเซลลชนิด T cells แตก็ไมสามารถกําจัดเช้ือไวรัสไดหรือกําจัด
เชื้อไวรัสไดชาลง  

จากผลการศึกษาในหองปฏิบัติการครั้งนี้เปนที่นาสังเกตวา การกระตุนเซลล PBMC   ดวย
ไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกาของสุกรที่เคยไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงทั้งสองกลุมสายพันธุมา 
กอนนั้นสามารถเหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดดีกวาการกระตุนดวยไวรัสสายพันธุชนิดรุนแรงและ
จากไวรัสวัคซีนสายพันธุยุโรป  ในขณะที่มีการสราง IL-10  ที่ต่ํากวาการกระตุนเซลลดวยเชื้อไวรัส
สายพันธุอื่นๆ เชนเดียวกับการศึกษาของ Suradhat และคณะ (2004) ที่ศึกษาการแสดงออกของยีนที่
สราง IFN-♣ และ IL-10 ในเซลล PBMC ที่กระตุนดวยเชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกา   พบวา
เชื้อไวรัสวัคซีนกลุมสายพันธุอเมริกาเหนี่ยวนําการการแสดงออกของยีนที่สราง IFN-♣ ไดและ
เหน่ียวนําการแสดงออกของยนีท่ีสราง IL-10  ต่ํากวาวัคซีนสายพันธุยุโรปและเชื้อไวรัสชนิดรุนแรง 
จากผลการศึกษานี้อาจจะเปนไปไดวาการใหวัคซีนชนิดเชื้อเปนกลุมสายพันธุอเมริกาหลังจากสุกร
เคยไดรับเชื้อมากอนสามารถลดการแสดงอาการทางคลินิกและปริมาณเชื้อไวรัสในรางกายได 
(Juillard et al., 2004)  

ผลจากการศึกษาเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนและกระตุนดวยเชื้อไวรัสสายพันธุ 
01NP1 ในหองปฏิบัติการพบวามีการสราง IFN-♣ ต่ํากวากลุมควบคุมซึ่งขัดแยงกับการศึกษาในสุกร
ทดลองที่พบวาเมื่อใหเชื้อไวรัสสายพันธุ 01NP1 หลังจากไดรับวัคซีนมีระดับการสราง IFN-♣ ที่สูง
กวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสอยางเดียว ทั้งนี้อาจจะเนื่องมาจากความแตกตางของอายุสุกรที่ศึกษาโดย
การศึกษากระตุนเซลลในหองปฏิบัติการสุกรมีอาย ุ 6 สัปดาห ในขณะที่การใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรง
ในสุกรเมื่อสุกรอาย ุ12 สัปดาห  จํานวนครั้งที่สุกรไดรับวัคซีนซึ่งการกระตุนในหองปฏิบัติการสุกร
ไดรับวัคซีนเพียงครั้งเดียว แตสุกรไดรับวัคซีน 2 ครั้งกอนเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงในสุกร  เน่ืองจากมี



 59

รายงานวาหลังจากที่สุกรไดรับวัคซีนครั้งที่สองนั้น สุกรมีการสราง IFN-♣ ในระดับที่สูงขึ้นไมถึง 2 
เทาของระดับ IFN-♣ กอนทําการใหวัคซีนคร้ังท่ีสอง      ท้ังน้ีอาจจะเน่ืองจากเปนท่ีทราบกันวาเช้ือ
ไวรัสพี อาร อาร เอส น้ันลดการสราง IFN-ϒ ในเซลลมาโครฟาจ  ซึง่การลดลงของไซโตไคนชนิด
น้ี อาจจะสงผลใหเซลลมีการสราง IFN-♣  ในระดับที่ตํ่า (Royaee et al., 2004)  

ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส ท้ังชนิดรุนแรง
และวัคซีนมากอนจะสราง IL-10 ในระดับที่สูงขึ้นเมื่อไดรับเชื้อซ้ําไมวาจะเปนกลุมสายพันธุใดก็
ตาม ซึ่งจะพบในระยะแรกๆ ของการไดรับเช้ือ บงชี้ไดวา IL-10 นาจะเปนปจจัยสําคัญในการ
ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันในสุกรที่ติดเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ในระยะตนๆ ของการ
ติดเช้ือหรือการทําวัคซีน โดยอาจมีผลในการกดการสราง IFN-♣ แตก็เปนที่นาแปลกใจวาในการ
กระตุนเซลล PBMC   ของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงมากอนดวยไวรัสตางสายพันธุใน
หองปฏิบัติการนั้น แมจะมีการเหน่ียวนําการสราง IL-10 ในระดับที่สูงแตเซลล PBMC ยังสามารถ
เหนี่ยวนําการสราง IFN-♣ ไดในระดับที่สูง โดยเฉพาะในการทดลองท่ี 1 ดังน้ันอาจจะมีปจจัยอ่ืน ที่
ทําใหสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส มีความบกพรองในการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  หรือ
เกิดจากการกดการทํางานแบบจําเพาะของ IL-10 ตอสายพันธุของเชื้อไวรัสที่ไดรับ 

จากการศึกษาปริมาณเซลลที่แสดง CD25 ซึ่งบงชี้เซลลที่ถูกกระตุนนั้น พบวาไมมีความ
แตกตางระหวางกลุมการศึกษา แตเมื่อพิจารณาประชากรยอยของเซลลชนิดตางๆ ที่แสดง CD25 น้ัน
รวมกันแลวยังมีระดับที่ต่ํากวาปริมาณเซลลที่แสดง CD25 จากประชากรลิมโฟไซตทั้งหมด อาจจะ
เปนไปไดวาเชื้อไวรัสพ ี อาร อาร เอส นั้นกระตุนการทํางานของเซลลชนิดอื่นที่ไมไดทําการศึกษา
ในคร้ังน้ี เชน B cells หรือ NK cells เชนเดียวกับการศึกษาประชากรเซลลที่แสดง CD25       ในสุกร
ที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคไวรัสอหิวาตสุกรและสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรพบวาเซลลที่แสดง
แอนติเจนชนิด CD25 นั้นไมสัมพันธกับประชากรเซลลที่สราง IFN-♣ ในเซลลลิมโฟไซตในสุกร 
(Suradhat et al., 2005, in press) 

 จากศึกษากลุมประชากรยอยของเซลลที่สราง IL-10 พบวาประชากรเซลลทุกชนิด (CD4+ 
CD8+ และ CD4+CD8+) สราง IL-10 ได  แตในการศึกษาการกระตุนเซลลซ้ําดวยไวรัสสายพันธุตางๆ 
ในสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุยุโรปมากอนนั้น พบวาประชากรสวนใหญเปนชนิด CD4+ ที่
สราง IL-10 รวมกับการศึกษาเซลลที่แสดง CD25 พบวาสวนใหญเปนชนิด CD4+ เชนกัน โดยเซลล
ท่ีแสดงแอนติเจนชนิด CD25+CD4+ บนผิวเซลล ซึ่งมีประมาณรอยละ 5-10 ในกระแสเลือดของคน
นั้นจัดเปนเซลลชนิด regulatory T cells (Baecher-Allen et al., 2004) ซึ่งมีหนาที่เกี่ยวกับการพัฒนา
ของเซลลและการหลั่งไซโตไคนของเซลลกลุมอื่นๆ ซึ่งจากการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนใน
สุกรท่ีไดรับเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส น้ี มีลักษณะการตอบสนองที่คลายกับการติดเชื้อไวรัส HIV ใน
คน (Kinter et al., 2004) พบวาคนที่ติดเชื้อ HIV มีการกระตุนการทํางานของเซลลชนิดนี ้แตอยางไร
ก็ตามการศึกษาเซลลชนิดนี้ในสุกรยังเคยไมมีรายงานมากอน  ซึ่งอาจจะเปนไปไดวาเชื้อไวรัสพ ีอาร 
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อาร เอส สามารถกระตุนการทํางานของเซลลชนิด regulatory T cells ไดเชนกัน แตการบงชี้กลุม
ประชากรเซลลชนิดนี้อาจจะตองศึกษาโดยใชแอนติเจนหลายๆ อยางรวมกัน  เชน ศึกษาแอนติเจน
บนผิวเซลล ซึ่งนอกจาก CD25 ซึ่งในสุกรพบวามีเซลลที่แสดง CD25 บน ท ี เซลล ใน PBMC ใน
ระดับท่ีตํ่า  (Saalmuller et al., 2002) แลวอาจใชแอนติเจนชนิด CD45R, CD38,  CD62L  หรือ 
CD103 รวมดวย รวมทั้งไซโตไคนที่เซลลสราง  ไดแก IL-5,  IL-10,  IL-13  หรือ TGF-′ เปนตน   
เปนตัวบงชี้ประชากรเซลลชนิด  regulatory T cells (Mills and McGuirk, 2004) หรือมีการพัฒนา
วิธีการตรวจเพื่อบงชี้ชนิดของเซลลใหมีความแนชัดมากขึ้น เชน วิธ ี classical MHC-peptide 
tetramers เปนตน 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการไดรับเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส มากอนหรือการทํา
วัคซีนชนิดเชื้อเปนมากอนน้ันไมสามารถตอบสนองทางภูมิคุมกันตอการติดเชื้อซ้ําจากสายพันธุเดิม
ได     ดังนั้นมาตรการการใชวัคซีนชนิดเชื้อเปนในการควบคุมและปองกันโรคยังคงตองมีการศึกษา
เพ่ิมเติม แมปจจุบันมีการพัฒนาวัคซีนโดยเฉพาะ DNA วัคซีนโดยเลือกยีนที่สามาถกระตุนภูมิคุมกัน
ไดเพื่อเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกัน รวมกับมีการศึกษาเกี่ยวกับเชื้อไวรัสในระดับโมเลกุล
มากขึ้น  โดยพบวายีนสวน ORF2 และ ORF4 มีความสาํคัญตอการเพิ่มจํานวนภายในเซลล (Wan 
Welch et al., 2004) ORF5 เปนยีนท่ีใหโปรตีนท่ีเปนเปาหมายท่ีสําคัญของระบบภูมิคุมกัน (Jaing, 
2003)   ORF 6 เปนยีนที่ใหโปรตีนที่สําคัญตอการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลไดด ี
(Bautista et al., 1999) อีกทั้งมาตรการการหมัก  (acclimatization) สุกรสาวทดแทนกอนขึ้นผสมเพื่อ
เหนี่ยวนําการสรางภูมิคุมกันในการปองกันการติดเชื้อซ้ําหรือลดปญหาการแทงนั้นยังคงตองมี
การศึกษาเพิ่มเติมในดานภูมิคุมกันวิทยาที่เกิดขึ้น  เนื่องจากสุกรมีโอกาสที่จะไดรับเชื้อไวรัสซ้ําๆ 
อาจจะมีจะมีผลกระทบตอประสิทธิภาพการทํางานของระบบภูมิคุมกันอีกดวย  

จากการศึกษาครั้งนี้ยืนยันการศึกษาที่ผานมาวา เช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส ท้ังชนิดรุนแรง
และวัคซีนสามารถเหนี่ยวนําการสราง IL-10 ไดและนาจะเปนปจจัยสําคัญในการควบคุมการทํางาน
ของเซลลในระบบภูมิคุมกันของสุกรที่ไดรับเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ปจจุบันยังไมมีรายงานวายีน
สวนใดของเชื้อไวรัสที่เปนตัวสําคัญในการเหนี่ยวนําการสราง IL-10 ซึ่งเปนที่นาสนใจวาถามีขอมูล
นี้จะสามารถนํามาใชในการพัฒนาวัคซีนที่สามารถเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันโดยที่สุกร
ที่ไดรับวัคซีนจะลดสราง IL-10 หรือลดการกระตุนการทํางานของเซลลชนิด regulatory T cell ได 
และสามารถปองกันการติดเชื้อซ้ําไดอยางมีประสิทธิภาพ 

แตพบวาสุกรที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคพี อาร อาร เอส ชนิดเช้ือเปนมากอนน้ันนอกจากไม
สามารถเหน่ียวนําการสราง IFN-♣ ตอการไดรับเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงตางกลุมสายพันธุแลวยังกด
การสราง  IFN-♣ เม่ือไดรับเช้ือไวรัสชนิดรุนแรงจากสายพันธุเดิมอีกดวย  ซึ่งอาจจะเกิดจากผลของ
การเหน่ียวนําการสราง IL-10 ของเชื้อไวรัสไปกดการทํางานของเซลลในระบบภูมิคุมกันทั้งชนิดไม
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จําเพาะและจําเพาะ  ดังนั้นการจะนําวัคซีนชนิดเชื้อเปนมาใชในการควบคุมและปองกันโรคพี อาร 
อาร เอส ในฟารมสุกรนั้นควรจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
 
ขอเสนอแนะ 
 
 จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีจะเห็นไดวาการไดรับเช้ือไวรัสพ ี อาร อาร เอส ท้ังชนิดรุนแรง
และวัคซีนสงผลตอการสรางไซโตไคนการติดเชื้อซ้ํา อาจจะกระตุนการทํางานของเซลลชนิด 
regulatory T cell เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้มีขอจํากัดของแอนติบอดีและวิธีการตรวจวัดที่ใชใน
การศึกษา   ดังนั้นควรมีการพัฒนาวิธีการตรวจเพื่อจะบงชี้วาประชากรเซลลที่ถูกเหนี่ยวนําจากเชื้อ
ไวรัสพี อาร อาร เอส น้ันเปนชนิด regulatory T cell จริงหรือไม    
 ในการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรท่ีไดรับวัคซีนชนิดเช้ือ
เปนกลุมสายพันธุยุโรปมากอนและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงสายพันธุอเมริกาหรือสายพันธุยุโรปที่
แยกไดในประเทศไทยเทานั้น เพื่อใหไดขอมูลเกี่ยวลักษณะการสรางไซโตไคนที่ชัดเจนยิ่งขึ้นอาจจะ
ทําการศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในเซลล PBMC ของสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิดเชื้อเปนกลุม
สายพันธุอเมริกาและวัคซีนชนิดเชื้อตายมากอนและใหเชื้อไวรัสชนิดรุนแรงสายพันธุตางๆ หรือ
ศึกษาลักษณะการสรางไซโตไคนในสุกรที่ไดรับวัคซีนชนิดตางๆ   หลังจากที่ไดรับเชื้อไวรัสชนิด
รุนแรงมากอน  และศึกษารวมกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันชนิดสารน้ําเพื่อใหไดขอมูลที่
นาเชื่อถือมากขึ้น 
 ผลการศึกษาประชากรเซลลและลักษณะการสรางไซโตไคนชนิด IFN-♣ ในครั้งนี้ไม
สามารถบอกไดวาปริมาณของ IFN-♣  ที่ตรวจพบนั้นสัมพันธกับความสามารถในการปองกันหรือ
ทําลายเซลลที่มีการติดเชื้อไดจริงหรือไม  หรือจําเพาะตอเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส หรือไม ดังน้ัน
ควรมีการศึกษาการทํางานของเซลลดวยวิธ ี Cytotoxicity assay รวมดวยเพื่อสามารถบงชี้
ความสามารถของเซลลในการทําลายเซลลที่ติดเชื้อไดจริง  หรือทําการศึกษาความสัมพันธของ
วิธีการนี้กับปริมาณเซลลชนิด  CD8+ IFN-♣+   ดวยวิธีโฟลไซโตมิทรี  

กลไกการหลบหลีกการตอบสนองทางภูมิคุมกันของเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส อยางหน่ึง
อาจจะเปนลักษณะที่เรียกวา original antigenic sin  ดังนั้นการศึกษา epitope ท่ีสําคัญของเช้ือไวรัสท่ี
สามารถเหนี่ยวนําการตอบสนองทางภูมิคุมกันไมวาจะเปนทั้งชนิดสารน้ําหรือชนิดพึ่งเซลลนาจะมี
ประโยชน เนื่องจากจะเปนขอมูลในการพัฒนาวัคซีนที่สามารถแกปญหาการหลบหลีกการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันของเช้ือไวรัสได ไมวาจะเปนการใช ดี เอ็น เอ วัคซีนที่สรางจากสวน 
epitope ที่จําเพาะ  
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก 
 
การเตรียม phosphate buffered saline (PBS)(10x) 
 Sodium Chloride (NaCl)     80.0 กรัม 
 Potassium Chloride (KCl)        2.0  กรัม 
 Sodium phosphate ,dia, anhy (Na2HPO4)   11.5   กรัม 
 Potassium phosphate, mono (Kh2PO4)       2.0  กรัม 
  เติม Distilled water จนครบ                    1000   มิลลิลิตร 
 
 หลังจากผสมแลวปรับ pH 6.7 
 
การเตรียม phosphate buffered saline-Tween 0.5% (PBST ) 
 10x PBS        160 มิลลิลิตร 
 Tween20 (polyoxyethaylene 20 sorbitan monolauratal         10     มิลลิลิตร 
 เติม Distilled water จนครบ    2000    มิลลิลิตร 
 
การเตรียม RPMI-1640 complete media   
 Calf serum (free-anti-BVD, BVDV และ anti-SFV)         50    มิลลิลิตร 
 100X L-glutamine           5    มิลลิลิตร 
 100X antibiotic/antimycotic          5    มิลลิลิตร 
 100X non-essential amino acid          5    มิลลิลิตร 
 100X sodium pyruvate           5    มิลลิลิตร 
 50 mM 2-mercaptoethanol       0.5    มิลลิลิตร 

เติม RPMI-1640  จนครบ         500    มิลลิลิตร 
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การเตรียม acetate buffer  
Stock A  0.1 M acetic acid 

  Glacial acetic acid        5.75   มิลลิลิตร 
  Distilled water  จนครบ     1000   มิลลิลิตร 
 Stock B  0.1 M sodium acetate 
  Sodium acetate      13.16    กรัม 
  Distilled water      1000   มิลลิลิตร 
  

นํา Stock A ปริมาณ 21 มิลลิลิตร ผสมกับ Stock B ปริมาณ 79 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Amino acid –9- ethyl-carbazole (AEC) 
 AEC              4   กรัม 
 Dimethyl formalin        100   มิลลิลิตร 
 
การเตรียม FACS buffer 
 NaNH3            0.5   กรัม 
 BSA           2.5   กรัม 
 เติม PBS จนครบ                     500  มิลลิลิตร 
 
การเตรียม 2% formaldehyde 
 37% formaldehyde          54   มิลลิลิตร 
 เติม PBS จนครบ                   1000   มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นาย วีระศักดิ์  สะดะ เกิดวันท่ี 11 เดือน สิงหาคม พ.ศ. 2519 ณ จังหวัดตรัง  สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ในปการศึกษา 2544 ทํางานตําแหนงนายสัตวแพทยประจําโรงพยาบาลปศุสัตว คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหวิทยาลัย เปนเวลา 2 ป    และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต      สหสาขาวิชาจุลชีววิทยาทางการแพทย คณะบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546  
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