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 นางสาวละมูล โมลี : การประยุกตใชวิธี RT-PCR รวมกับการใชเอนไซมตัดจําเพาะ สําหรับการวินิจฉัย
โรคอหิวาตสุกรในประเทศไทย (APPLICATION OF RT-PCR AND RESTRICTION FRAGMENT 
LENGTH POLYMORPHISM FOR THE DIAGNOSIS OF CLASSICAL SWINE FEVER IN 
THAILAND) อ. ท่ีปรึกษา: ผูชวยศาสตราจารย สัตวแพทยหญิง ดร.สันนิภา สุรทัตต, อ. ท่ีปรึกษารวม 
สัตวแพทยหญิง ดร.สุดารัตน    ดํารงควัฒนโภคิน, 88 หนา. ISBN 974-17-5623-2 

 
 นําวิธี reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยใช primer 324 และ 326 ท่ี
จําเพาะตอสวน 5' noncoding region (5'NCR) ซึ่งเปนบริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกันมากที่สุดในกลุม 
Pestivirus มาทดสอบกับเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่ตรวจพบในประเทศไทย พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจหา   
สารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในประเทศทุก genogroups รวมท้ังเชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรที่ใช
อยูในประเทศทั้ง 9 ตัวอยาง ไพรเมอรคูนี้มีความจําเพาะสูง ไมทําปฏิกริยากับเชื้อไวรัสอื่นๆ ท่ีอาจตรวจพบไดใน
สุกร เปนวิธีท่ีมีความไวสูง สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรไดในระดับ 100 median tissue 
culture infective dose (TCID50) ตอ100 ไมโครลิตร เมื่อนําผลิภัณฑ PCR ท่ีไดมาทําปฏิกริยากับเอนไซมตัด
จําเพาะ Bgl I และ Ava I พบวาเอนไซม  Bgl I สามารถตัดลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกรไดทุกสายพันธุแตไมตัด
ลําดับเบสของ bovine viral diarrhea virus (BVDV) สวนเอนไซม Ava I สามารถตัดลําดับเบสของทั้ง BVDV ไว
รัสวัคซีนอหิวาตสุกรและไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในทองท่ีทุกตัวอยาง ยกเวนไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสองสาย
พันธุ (LOM และThiverval) และ สายพันธุอางอิง ALD 

ทําการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD, GPE-, LOM, Thiverval, เชื้อท่ี
แยกไดในประเทศ (NKP/01) และ เชื้อ BVDV สายพันธุ Nose และ Oregon ดวยวิธี DNA sequencing พบวา
ลําดับ     นิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรในบริเวณนี้มีความเหมือนกันสูงมากและมีความเหมือนกับลําดับของ 
BVDV ประมาณรอยละ 70 เมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรทั้ง 5 สาย
พันธุไปทําการวิเคราะหทาง phylogenetic เปรียบเทียบกับไวรัสท่ีเปนตัวแทนของแตละ subgenogroups พบวา
สามารถนําลําดับเบสของผลิตภัณฑ PCR ดังกลาวมาใชในการศึกษาดานระบาดวิทยาและคนหาที่มาของเชื้อท่ีเปน
สาเหตุของการระบาดได 

เมื่อพิจารณาถึงความไว ความจําเพาะ ความแมนยํา และความสะดวกรวดเร็วในการตรวจ วิธี RT-PCR 
โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 และการจําแนกเชื้อดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จึงเปนวิธีท่ีสามารถนํามาใชในการตรวจ
วินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรในประเทศไทยจากตัวอยางสิ่งสงตรวจได  
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 The reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), using the primer 324 and 326, 
specific to the highly conserved 5' noncoding region (5'NCR) was employed for the detection of classical 
swine fever virus (CSFV). Fifty field isolates from all 3 genogroups previously reported in Thailand and 9 
CSFV vaccines could be detected with this pair of primers. There was no cross-reaction with other pig 
viruses. The sensitivity of this method was at 100 median tissue culture infective dose (TCID50)/100µl. The 
differentiation between CSFV and bovine viral diarrhea virus (BVDV), another closely related Pestivirus 
found in Thailand, was perform by restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) using the restriction 
enzymes Ava I and Bgl I. PCR products of all CSFV isolates but not for BVDV were cut by Bgl I. The 
enzyme Ava I could cut PCR products of all the Pestivirus isolates, except the 2 CSF vaccines (LOM and 
Thiverval) and a reference virulent strain, ALD. 
               The genetic variability and phylogenetic analysis of 5 CSFV strains (ALD, GPE-, LOM, Thiverval 
and NKP/01) and 2 BVDV strains (Oregon and Nose) were studied by comparative nucleotide sequence 
analysis. The high degree of similarity was found among CSFV. However the virus exhibit 70% homology 
when compared with BVDVs. The nucleotide sequence and phylogenetic analysis of CSFVs were compared 
with the representative reference CSFV from each subgenogroup. The result indicated that RT-PCR detection 
and phylogenetic analysis of the product were useful for the rapid characterization of field isolates. 
 Considering of sensitivity, specificity and precision for detection of CSFVs, the RT-PCR of 5'NCR 
and RFLPs was suitable and reliable for laboratory diagnosis of clinical CSFV infected specimens of  
Thailand. 
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 วิทยานิพนธฉบับนี้สํ าเร็จลุลวงได  ดวยความกรุณาจากหลายฝายที่ เกี่ยวของ และขอ
ขอบพระคุณมา ณ โอกาสนี้  
 ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย สัตวแพทยหญิง ดร. สันนิภา  สุรทัตต อาจารยที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ และสัตวแพทยหญิง ดร. สุดารัตน  ดํารงควัฒนโภคิน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม ที่
กรุณาใหคําปรึกษา คําแนะนํา ขอคิดเห็น และกําลังใจตลอดจนใหความรูและขอเสนอแนะที่เปนประโยชนอยาง
ยิ่งตองานวิจัยนี้ดวยดีตลอดมา  
 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย นายสัตวแพทย ดร. โสมทัต  วงศสวางและ รอง
ศาสตราจารย ดร.วสันต  จันทราทิตย ประธานกรรมการและกรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่สละเวลามาสอบวิทยา
นิพนธครั้งนี้พรอมทั้งช้ีแนะใหคําแนะนํา ทําใหวิทยานิพนธ สมบูรณยิ่งขึ้น 
 ขอกราบขอบพระคุณ คณาจารยสหสาขาจุลชีววิทยาทางการแพทย ที่ไดประสิทธิ์ประสาทวิชา
ความรู ใหความชวยเหลือ และใหกําลังใจดวยดีตลอดมา 
  ขอขอบพระคุณ บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่กรุณาใหทุนอุดหนุนในการทํา
วิทยานิพนธครั้งนี้  
 ขอขอบคุณ โครงการวิจัยและการพัฒนาวิธีวินิจฉัย ควบคุมและปองกันโรคอหิวาตสุกร โดย  
สัตวแพทยหญิง ดร. สดุารัตน   ดํารงควัฒนโภคิน   ที่กรุณาใหทุนอุดหนุนในการทําวิทยานิพนธครั้งนี้  
 ขอขอบคุณ  สัตวแพทยหญิงวาสนา   ภิญโญชนม และ สัตวแพทยหญิง ดร. สุจิรา  ปาจาริยา
นนท ที่ใหโอกาส ใหความรู คําแนะนํา และเปนกําลังใจตลอดมา 
 ขอขอบคุณผูอํานวยการ หัวหนางานไวรัสวิทยาและเจาหนาที่สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ 
กรมปศุสัตว ที่ใหคําแนะนํา ชวยเหลือ และอํานวยความสะดวกในการวิจัยครั้งนี้ 
 ขอขอบคุณ Dr. Yoshihiro Sakoda และ นายสัตวแพทย ดร.วงศอนันต ณรงควาณิชการ ที่ให
คําแนะนําในเรื่องการทํา DNA sequencing รวมทั้งการวิเคราะหขอมูล 
 ขอขอบคุณ ศูนยโรคปากและเทาเปอย จังหวัดนครราชสีมา สํานักเทคนิคและวชิาการสัตวเลี้ยง 
บริษัทเครือเจริญโภคภัณฑ และบริษัทตัวแทนจําหนายวัคซีนอหิวาตสุกรที่ใหความอนุเคราะหตัวอยางและวัคซีน
ที่ใชในการศึกษา  

สุดทายขอขอบพระคุณ คุณพอ-คุณแม และขอขอบคุณพี่ๆ และนองชาย รวมทั้งเพื่อนๆ และ
นองๆ ทั้งที่สหสาขาจุลชีววิทยาทางการแพทยและที่ทํางาน ที่ไดใหการสนับสนุน   ชวยเหลือ และเปนกําลังใจ
ดวยดีตลอดมา 
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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 โรคอหิวาตสุกร (classical swine fever) หรือ hog cholera เปนโรคติดตอรายแรงใน
สุกร สรางความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่วโลก (Edwards et al., 2000) สําหรับ
ประเทศไทยโรคอหิวาตสุกรเปนปญหาสําคัญอันดับหนึ่งของการเลี้ยงสุกรภายในประเทศ         
(สุดารัตน และคณะ, 2543) เชื้อที่เปนสาเหตุของโรคคือ ไวรัสอหิวาตสุกร (classical swine fever 
virus; CSFV) จัดอยูใน genus Pestivirus family Flaviviridae (Thiel et al., 1996) ในกลุม Pestivirus 
นอกจากไวรัสอหิวาตสุกรแลวยังมี bovine viral diarrhea virus (BVDV) และ border disease virus 
(BDV) ไวรัสในกลุมนี้มีความใกลชิดกันมาก และเคยมีรายงานวาสุกรสามารถติดเชื้อ BVDV และ 
BDV ได (Van Oirschot, 1999) มีรายงานการติดเชื้อ BVDV ในแมสุกร ซ่ึงทําใหสุกรแสดงอาการ
ปวย ที่มีลักษณะคลายคลึงกับการติดเชื้ออหิวาตสุกรชนิดความรุนแรงต่ํา (Rice, 1996) เนื่องจาก    
ไวรัสในกลุมนี้มีโครงสรางและความเปนแอนติเจนที่เหมือนกันมาก ดังนั้นจึงทําใหมีความยุงยากใน
การจําแนกความแตกตางของไวรัสในกลุมนี้ดวยวิธีที่ใชอยูในหองปฏิบัติการทั่วไป (Wensvoort et 
al., 1989; Nishimoli et al., 1996) 

 โรคอหิวาตสุกรเปนโรคติดตอที่กอใหเกิดความเสียหายและทําใหเกิดโรคเฉพาะใน
สุกร ไวรัสทําใหเกิดโรคไดในสุกรทุกเพศ ทุกอายุ และทุกสายพันธุ การติดตออาจเนื่องจากการได
รับเชื้อทั้งทางตรงและทางออม ความรุนแรงของโรคมีความแตกตางกัน ขึ้นอยูกับความรุนแรง 
(virulence) ของไวรัส ปริมาณของเชื้อที่สุกรไดรับ รวมท้ังปจจัยอ่ืนๆ จากตัวสุกร เชน อายุ ระดับ
ภูมิคุมกัน การติดเชื้อชนิดที่มีความรุนแรงสูง ทําใหเกิดโรคแบบเฉียบพลัน ที่มีอัตราการปวยและ
ตายสูง เมื่อทําการตรวจชันสูตรซากสัตวปวยจะพบรอยโรคที่ชัดเจน เชน จุดเลือดออกตามผิวหนัง
และอวัยวะภายในตางๆ  ในแม สุกรที่ ได รับ เชื้อชนิดนี้  จะทํ าใหมีการติด เชื้อผ านทางรก 
(tranplacental infection) ไปยังตัวออน ซ่ึงจะทําใหเกิดความผิดปกติในตัวออน หรือเกิดการแทง 
การติดเชื้อชนิดที่มีความรุนแรงต่ําหรือปานกลาง จะทําใหสุกรปวยแบบเรื้อรัง โดยสุกรจะแสดง
อาการปวยเพียงเล็กนอย รอยโรคไมชัดเจน ระยะเวลาการปวยนานขึ้น ทําใหมีการแพรกระจายเชื้อ
ไดมากและเปนเวลานาน ซ่ึงในปจจุบันจะพบสุกรปวยในลักษณะนี้มากขึ้น (Thiel et al., 1996; Van 
Oirschot, 1999 ) การติดเชื้ออหิวาตสุกรจะทําใหเกิดการกดการทํางานของระบบภูมิคุมกัน ทําใหงาย
ตอการเกิดภาวะโรคแทรกซอนจากจุลชีพอ่ืน ในการวินิจฉัยโรคจึงมักแยกจุลชีพไดหลายชนิด      
ทําใหเกิดความสับสนถึงสาเหตุที่แทจริงของการปวย (สุพล, 2543) นอกจากนี้สุกรที่ เปนโรค       
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พิษสุนัขบาเทียม (Aujeszky's disease) มักมีอาการคลายคลึงกับโรคอหิวาตสุกร หรือแมแตการติด
เชื้อแบคทีเรีย Salmonella spp. หรือ Pasteurella sp. ชนิดเฉียบพลัน ที่มีรอยโรคคลายคลึงกับที่พบ
ในโรคอหิวาตสุกร การตรวจเบื้องตนเพียงอยางเดียวอาจทําใหการวินิจฉัยโรคผิดพลาดได ดังนั้น
การวินิจฉัยโรคที่ถูกตอง แมนยํา จึงจําเปนตองอาศัยการตรวจยืนยันที่แนนอนจากทางหองปฏิบัติ
การ (Taylor, 1999; Van Oirschot, 1999; OIE manual, 2000) 

 การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจะใชความแตกตาง
ของลํ าดับนิ วคลีโอไทด ในส วน  E2 ยีนห รือ  gp55 ในการจัดแบ งได เปน  genogroup และ 
subgenogroup เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณนี้มีความหลากหลายสูงในกลุมไวรัสอหิวาต
สุกรดวยกัน ซ่ึงปจจุบันสามารถแบงไดเปน 3 genogroups และ 10 subgenogroups โดย genogroup 1 
เปนเชื้อดั้งเดิมที่เคยมีการระบาดในสหรัฐอเมริกาและยุโรป แตยังพบมีการระบาดอยูในประเทศจีน
และไทย genogroup 2 พบในยุโรปและเอเชียและเปนสาเหตุสําคัญของการระบาดของโรคใน
ปจจุบัน  สวน  genogroup 3 พบในเอเชี ย  (Blacksell, 2000; Lu et al., 2000; Paton et al., 2000b; 
Paton, 2002; Jemersic et al., 2003) สําหรับประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้ออหิวาตสุกรทั้ง 3 
genogroups แล ะ  5 subgenogroups ซ่ึ งบ าง  subgenogroup ยั งส าม ารถ แบ งแ ยก ย อ ย ได อี ก 
(Parchariyanon et al., 2000a; 2000b; Paton et al., 2000b) แสดงใหเห็นวาเชื้อที่พบในประเทศไทยมี
ความหลากหลายมาก  

 การวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรในปจจุบันประกอบดวยการวินิจฉัยเบื้องตนและการ
ตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ การวินิจฉัยเบื้องตนตองอาศัยขอมูลทางระบาดวิทยารวมกับการซัก
ประวัติ การสังเกตอาการ การตรวจซากและการผาซากเพื่อตรวจรอยโรคของอวัยวะภายใน อยางไร
ก็ตามการวินิจฉัยเบื้องตนดังกลาวอาจทําใหสับสนกับโรคอื่นได การตรวจหาสาเหตุของโรคที่แมน
ยําจึงตองอาศัยวิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการ เชนการตรวจหาแอนติเจนของไวรัส การเพาะแยก
เชื้อในเซลลเพาะเลี้ยง และการตรวจหาแอนติบอดี (OIE manual, 2000) การตรวจหาแอนติเจนของ
ไวรัสสามารถตรวจโดยวิธี fluorescent antibody test (FAT) และ enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA) แตเนื่องจากความไวและความจําเพาะของทั้งสองวิธีนี้คอนขางต่ํา จึงตองตรวจยืน
ยันดวยการแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยง (Depner and Porntrakulpipat, 2000) เนื่องจากไวรัสอหิวาต
สุกรไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลล (cytopathogenic effect; CPE) ดังนั้นจึง
นิยมทําการพิสูจนเชื้อดวยวิธี immunoperoxidase test โดยใชโพลีโคลนอล หรือโมโนโคลนอล 
แอนติบอดี ซ่ึงการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีนี้อาจเกิดปฏิกริยาขามตอเชื้อ BVDV ได (Thiel et al., 
1996) อยางไรก็ตามไวรัสอหิวาตสุกรที่เปนสาเหตุการระบาดของโรคในปจจุบันมักมีปญหาในการ
แยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยง ไมสามารถแยกไวรัสไดทั้งๆ ที่พบรอยโรคหรือสุกรมีอาการทางคลินิก
ที่ชัดเจน (สุพล, 2543)  
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 การตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้ออหิวาตสุกร สามารถทําไดโดยวิธี 
neutralizing peroxidase-linked assay (NPLA) และ ELISA วิธี NPLA เปนการตรวจหา neutralizing 
antibody ตอไวรัสอหิวาตสุกร ซ่ึงบางครั้งอาจเกิดปฏิกริยาขามกับ BVDV นอกจากนี้ยังมีรายงาน
การปนเปอนแอนติเจนและแอนติบอดีตอ BVDV ใน calf serum ที่ใชสําหรับเล้ียงเซลล (Bolin and 
Ridpath, 1998) ดังนั้นซีร่ัมวัวที่ใชในงานเพาะเลี้ยงเซลลสําหรับการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรจึงตอง
เปนซีร่ัมชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอเชื้อ BVDV (BVDV antigen และ anti-BVDV 
free) ซ่ึงเปนซีร่ัมที่หายากและมีราคาแพง นอกจากนี้ประเทศไทยมีการใชวัคซีนในการควบคุมและ
ปองกันการระบาดของโรค ดังนั้นการตรวจหาแอนติบอดีจึงไมสามารถใชในการวินิจฉัยโรคได 
เนื่องจากไมสามารถแยกไดวาแอนติบอดีที่ตรวจพบมาจากการฉีดวัคซีนหรือการติดเชื้อ 

 ปจจุบันมีการพัฒนาเทคนิค RT-PCR ซ่ึงเปนการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัส
โดยตรงมาใชในการวินิจฉัยโรคมากขึ้น โดยอาศัยหลักการการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมเปาหมาย
ในหลอดทดลองในเวลาอันสั้นดวยไพรเมอรคูที่เหมาะสมและมีความจําเพาะ วิธีนี้เปนวิธีที่มีความ
ไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) สูง ทราบผลการตรวจไดรวดเร็ว ที่ผานมาเคยมีราย
งานการนําวิธี RT-PCR มาใชในการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร (Belak and Ballagi-pordany, 1993) 
โดยการตรวจหาสารพันธุกรรมในสวนตางๆ ของ genome ไวรัสอหิวาตสุกร พบวาไพรเมอรจาก
บริเวณ 5' noncoding region (5'NCR) สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากสิ่ง
สงตรวจไดดีกวาไพรเมอรจากบริเวณ enveloped 2 (E2),  nonstructural 5B (NS5B), nonstructural 3 
(NS3),  nonstructural 5A (NS5A)  และ nonstructural 2 (NS2) ตามลําดับ (Wirz et al., 1993; Vilcek 
et al., 1994; Vilcek et al., 1998; Fuqing et al., 2000 และ สรินนา, 2544) อยางไรก็ตาม เนื่องจาก
ทางดาน 5'NCR เปนบริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกันมากที่สุดในกลุม Pestivirus ดงันัน้จงึ
มีความจําเปนตองจําแนกความแตกตางระหวางไวรัส อหิวาตสุกรกับ Pestivirus อ่ืนๆ ในปจจุบันมี
หลายเทคนิ คที่ ส ามารถนํ ามาใช ในการจํ าแนกความแตกต างนี้ ได  เชน  RT-nested-PCR, 
hybridization, restriction fragment length polymorphism (RFLP) และ  DNA sequencing (Boye et 
al., 1991; Liu et al., 1991; Katz et al., 1993; Vilcek et al., 1994; Harding et al., 1996) โดยเทคนิค 
RFLP นี้จะอาศัยหลักการทํางานของเอนไซมตัดจําเพาะที่มีความแมนยํา เปนวิธีที่ทําไดงาย สะดวก
และรวดเร็วกวาเทคนิค  RT-nested-PCR, hybridization และ  DNA sequencing (Olive and Bean, 
1999) 

 Vilcek และคณะ (1994) ออกแบบไพรเมอรจากทางดาน 5'NCR (324 และ 326) ใน
การตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรจากสิ่งสงตรวจ พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจไดทุกตัวอยางเชื้อ 
และยังพบวาผลิตภัณฑ PCR จากไพรเมอรคูนี้มีตําแหนงที่จําเพาะตอเอนไซมตัดจําเพาะที่สามารถ
ใชในการจําแนกระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus อ่ืนๆ ได ดังนั้นจากการศึกษาทีผ่านมาการ
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ใชเทคนิค RT-PCR รวมกับ RFLP จึงนาจะสามารถนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยโรคอหวิาตสุกรและ
จําแนกความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ในประเทศไทยได 

 แนวทางในการศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน การทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค  
RT-PCR โดยการทดสอบหาความไว ความจําเพาะ นําวิธี RT-PCR มาตรวจเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่
แยกไดจากทองที่ เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกร และตรวจตัวอยางสิ่งสงตรวจ การจําแนกไวรัส      
อหิวาตสุกรจากเชื้อ BVDV ดวยเทคนิค RFLP และการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาต
สุกรและ BVDV ดวยวิธี DNA sequencing เปรียบเทียบกับเชื้อที่มีการบันทึกไวเปนฐานขอมูลใน 
GenBank โดยการทํา DNA sequencing ซ่ึงในการศึกษาครั้งนี้จะเลอืกทําเพียงบางตัวอยางเชื้อเทานั้น  
 

สมมุติฐาน 

 การใชเทคนิค RT-PCR โดยการใชไพรเมอร 324 และ 326 เพื่อเพิ่มจํานวนสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสโรคอหิวาตสุกรในสวน 5'NCR รวมกับการใชเทคนิค RFLP สามารถนํามา
ใชในการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรในประเทศไทยไดอยางถูกตอง 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อพัฒนาวิธีการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร โดยใชเทคนิค RT-PCR และ RFLP 

2. เพื่อศึกษา ความไว ความจําเพาะ และความแมนยํา ของเทคนิค RT-PCR และ 
RFLP ในการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่  2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

ประวัติความเปนมาของโรคอหิวาตสุกร 

 โรคอหิวาตสุกร  (classical swine fever)  เปนโรคติดตอรายแรงในสุกรที่สราง
ความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่วโลก  (Edwards et al., 2000)   เชื้อที่เปนสาเหตุคือ   
ไ ว รั ส อ หิ ว า ต สุ ก ร  (classical swine fever virus; CSFV) จั ด อ ยู ใ น  genus Pestivirus family 
Flaviviridae  ในอดีตชื่อของไวรัสอหิวาตสุกรคือ  hog cholera virus  หรือ  "HCV"  ซ่ึงชื่อยอของ 
ไวรัสอหิวาตสุกรนี้ไปพองกับชื่อยอของไวรัสตับอักเสบชนิด ซี (hepatitis C virus; HCV) ที่พบใน
คน โดยที่ไวรัสทั้งสองชนิดนี้จัดอยูใน family เดียวกันคือ Flaviviridae  ดังนั้นเพื่อไมใหเกิดความ
สับสนในการเรียกชื่อของไวรัสอหิวาตสุกรจึงไดนําชื่อ classical swine fever virus หรือ "CSFV"  
มาใชเรียกแทนชื่อเดิม (Van Oirschot, 1999) 

 Edwards และคณะ (2000) อธิบายถึงที่มาของการระบาดของโรคอหิวาตสุกรใน
คร้ังแรกนาจะมาจากทวีปยุโรป เนื่องจากในป พ.ศ. 2365 ซ่ึงเปนชวงตนศตวรรษที่ 19 มีรายงานการ
ระบาดของโรคอหิวาตสุกรในประเทศฝรั่งเศสเปนครั้งแรก ในป พ.ศ. 2376 มีรายงานการระบาด
คร้ังแรกในประเทศเยอรมันนี และสหรัฐอเมริกาจากรัฐ Ohio ซ่ึงสาเหตุการระบาดของโรคอหิวาต
สุกรในประเทศสหรัฐอเมริกานั้นนาจะเกิดจากการนําเขาสุกรที่มีการติดเชื้อจากยุโรป  ในป         
พ.ศ. 2405 ซ่ึงเปนชวงกลางศตวรรษที่ 19 มีรายงานการระบาดในสหราชอาณาจักร จากนั้นพบการ
ระบาดของโรคแพรกระจายไปทั่วยุโรป ซ่ึงการระบาดของโรคครั้งนั้นนาจะมีสาเหตุมาจากการ
คมนาคมทางรถไฟท่ีสะดวกขึ้น ทําใหการระบาดของโรคแพรไปไดอยางรวดเร็ว ในป พ.ศ. 2442 
และ 2443 มีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรเปนครั้งแรกในอเมริกาใตและแอฟริกาใตตาม
ลําดับ (Van Oirschot, 1999) 

 การระบาดของโรคอหิวาตสุกรในยุโรปยังคงเปนปญหาสําคัญในการเลี้ยงสุกร
ตลอดมา ดังนั้นตั้งแตป พ.ศ. 2533  เปนตนมา กลุมประเทศสหภาพยุโรป  (European Union; EU) 
จึงมีความพยายามที่จะกําจัดโรคนี้ใหหมดไปจากประเทศ แตอยางไรก็ตามยังพบการระบาดของโรค
ในหลายประเทศ โดยเฉพาะในชวงป พ.ศ. 2539-2541 มีรายงานการระบาดครั้งใหญในหลาย
ประเทศของยุโรป เชน เยอรมันนี เนเธอรแลนด อิตาลี สเปน และเบลเยี่ยม (Edwards et al., 2000; 
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De Smit et al., 2000; Stegeman et al., 2000) และในป พ.ศ. 2543 มีรายงานการระบาดอีกครั้งใน
ประเทศอังกฤษ (Paton, 2002) ทําใหสุกรปวย ตาย และถูกทําลายทิ้งเปนจํานวนมาก  

 ในทวีปเอเชียยังคงมีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในทุกประเทศ ยกเวน
ประเทศญี่ปุนที่สามารถกําจัดโรคนี้ใหหมดไปจากประเทศไดแลว (Edwards et al., 2000; Sakoda, 
2000)  

รูปท่ี 2.1 แสดงแผนภูมิประเทศตางๆ ที่ยังพบการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในปจจุบัน (Edwards 
et al., 2000) 

 

 

หมายเหตุ: สวนที่แรเงาแสดงถึงประเทศที่มีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกร ระหวางป    
พ.ศ. 2538-2541 ขอมูลจาก: Office International des Epizooties (OIE) 
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ไวรัสอหิวาตสุกรและโครงสรางทางพันธุกรรม 

 เชื้ อ ไวรั ส อหิ ว าต สุ ก ร  (classical swine fever virus; CSFV) จั ด อ ยู ใน  genus 
Pestivirus family Flaviviridae อนุภาคของไวรัสเปนลักษณะทรงกลมมีเปลือกหุม (envelope) มี
ขนาดประมาณ 40-50 นาโนเมตร โดยมี fringe-like projections อยูบนเปลือกที่มีความยาวประมาณ 
6-8 นาโนเมตร แกนกลางของอนุภาคเปนรูปทรงกลมหลายเหลี่ยม (icosahedal nucleocapsid) สาร
พันธุกรรมของไวรัสเปนชนิด  RNA สายเดี่ยว  (single-stranded RNA; ss-RNA) ท่ีมีความยาว
ประมาณ 12.3 กิโลเบส (Thiel et al., 1996) ในกลุม Pestivirus นอกจากไวรัสอหิวาตสุกรแลวยังมี 
bovine viral diarrhea virus (BVDV) และ border disease virus (BDV) ที่ทําใหมีการติดเชื้อไดในโค 
แพะ แกะ และสุกร ไวรัสในกลุมนี้มีความใกลชิดกันมากในดานรูปรางและความเปนแอนติเจน 
เนื่องจากโครงสรางของโปรตีนบริเวณเปลือกหุมที่เปนแอนติเจนสําคัญของไวรัสมีความคลายคลึง
กันมาก แมวาจะมีสวนประกอบและการเรียงตัวของกรดอะมิโนตางกันก็ตาม (Becher et al., 1998) 

 Meyers และคณะ (1989) ทําการศึกษาลําดับสารพันธุรรมทั้งหมดของไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุ Alfort พบวาสารพันธุกรรมของไวรัสประกอบดวย open reading frame (ORF) และ
จะถูกถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนตางๆ (polyprotein) ของไวรัส ที่มีความยาวประมาณ  3,900     
กรดอะมิโน ซ่ึงโปรตีนเหลานี้จะถูกตัดโดยการทํางานของเอนไซมจากโฮสทเซลลและจากไวรัส 
โดยลําดับเบสที่จะถูกถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนที่เปนโครงสรางของไวรัส (structural protein) จะ
อยูทางดาน 5' และลําดับเบสที่จะถูกถอดรหัสออกมาเปนโปรตีนที่ไมเกี่ยวกับการเปนโครงสราง 
(non-structural protein) จะอยูทางดาน 3' ของ ORF สวนปลายทางดาน 5' และ 3' ของ ORF นั้นจะ
เปนสวนที่ไมถูกถอดรหัสที่เรียกวา 5' และ 3' noncoding region (5'-, 3'NCR) โดยปลายทางดาน 
5'NCR มีความยาวประมาณ  400 นิวคลีโอไทด ซ่ึงเปนบริเวณที่มีลําดับใกลเคียงกันมากในกลุม 
Pestivirus (Ruggli et al., 1996) นอกจากนี้ยังมีตําแหนง internal ribosomal entry site (IRES) ที่มี
ความสําคัญตอขบวนการ transcription และ translation ของไวรัส และเมื่อเร็วๆ นี้ Fletcher and 
Jackson (2002) ไดรายงานวาลําดับทางดาน 5'NCR นี้มีความสําคัญมากตอการทําหนาที่ของ IRES 
ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความสําคัญของลําดับ 5'NCR ในขบวนการการเพิ่มจํานวนของไวรัส สวนปลาย
ทางดาน 3'NCR จะสั้นกวาทางดาน 5'NCR โดยมีความยาวประมาณ 200 นิวคลีโอไทด โครงสราง
ทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรดังแสดงในรูปที่ 2.2 
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รูปท่ี 2.2 แผนภูมิแสดงโครงสรางทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร และบริเวณที่ถูกเพิ่มจํานวน
ดวยไพรเมอร 324 และ 326 (ดัดแปลงจาก: Paton et al., 2000b) 
 

 การศึกษารายละเอียดของโครงสรางจีโนมของไวรัสพบวาประกอบดวยสารพันธุ
กรรมที่ควบคุมการสรางโปรตีน 2 ชนิด คือ โปรตีนโครงสราง (structural proteins) และโปรตีนที่
ไมใชโครงสรางของไวรัส (non-structural proteins) โดยโปรตีนชนิดแรกที่อยูทางดานปลาย 5' คือ 
Npro ซ่ึงจะทําหนาที่เปน autoprotease ตัดลําดับทางดาน C-terminal ทําใหไดโปรตีนที่เปนโครง
สรางสําคัญของไวรัส 2 ชนิด คือ nucleocapsid protein (C) และ envelope glycoproteins (E protein) 
3 ชนิด คือ Erns (gp44/48) E1 (gp33) และ E2 (gp55) โปรตีน Erns เมื่อถูกสรางขึ้นแลวจะถูกขับออก
มานอกเซลล (Thiel et al., 1996) โดยทั้งโปรตีน Erns และ E2 นี้สามารถกระตุนใหสุกรมีการสราง 
neutralizing antibody ที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรได โดยเฉพาะ E2 โปรตีน ที่ถือวาเปนแอนติเจน
ที่สําคัญของไวรัส (Wensvoort et al., 1989) สวนโปรตีนที่ไมเปนโครงสรางจะอยูทางดาน 3' ซ่ึงจะ
ประกอบดวยโปรตีน  p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A และ  NS5B ตามลําดับ  NS2-3 เปน
โปรตีนที่มีการจัดเรียงลําดับกรดอะมิโนใกลเคียงกันมาก เนื่องจากบริเวณนี้ถือวาเปน common 
antigen ของ Pestivirus สามารถกระตุนใหสุกรสรางแอนติบอดีตอไวรัสได และเมื่อเร็วๆ นี้ พบวา
บริเวณนี้มีลําดับกรดอะมิโนที่ เปน T-cell epitope ที่สําคัญ ที่กระตุนใหสุกรมีการสราง CSFV 
specific T-cell ทั้งชนิด helper T-cell และ cytotoxic T-cell ได (Armengol et al., 2002) นอกจากนี้
โปรตีน NS3 นี้ยังทําหนาที่เปน protease ที่สําคัญ ซ่ึงจะทําหนาที่ตัดโปรตีนตางๆ ที่อยูทางดาน 3' 
ทําใหโปรตีนเหลานั้นสามารถทําหนาที่ได โดยจะอาศัยการทํางานรวมกับโปรตีน NS4A (Becher et 
al., 1998) สวนโปรตีน NS5B เปนโปรตีนลําดับสุดทายที่อยูทางดาน 3' จะทําหนาที่เปนเอนไซม 
RNA-dependent RNA polymerase ที่ใชในการสราง RNA ของไวรัส (Thiel et al., 1996) 

 

Region sequenced
RT-PCR product284 

NS4A
Npro C  Erns   E1      E2     p7    NS2         NS3          NS4B  NS5A    

3'NCR5'NCR 

242 
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ความเปนแอนติเจนและการแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกร 

 เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรและไวรัสที่เปนสมาชิกในกลุม Pestivirus ไดแก BVDV 
และ BDV มีลักษณะทางดานรูปรางและความเปนแอนติเจนที่ใกลเคียงกัน ซ่ึงเปนประเด็นสําคัญที่
ไดรับความสนใจและมีการศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรใหมีความถูกตองแมนยาํ
ยิ่งขึ้น การจําแนกโดยอาศัยความแตกตางทางแอนติเจนของไวรัสในกลุมดังกลาวนี้เปนอีกวิธีที่นิยม
ปฏิบัติ  ดังเชนการทดลองของ  Nishimori และคณะ  (1996) ทําการจําแนกความแตกตางของ
แอนติเจนของไวรัสอหิวาตสุกรจาก BVDV โดยใช monoclonal antibody (Mab) 20 ชนิด พบวามี 
Mabs 19 ชนิด ที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร จากผลการทดลองดังกลาวสามารถแบงกลุม Mabs ทั้ง 
20 ชนิดไดเปน 7 กลุม โดยดูจากความสามารถของ Mab ในการทําปฏิกริยากับไวรัสที่แตกตางกัน 
คือ กลุม 1 จําเพาะตอ ไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV กลุม 2 จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรเทานั้น กลุม 
3 จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรทุกสายพันธุยกเวนไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสายพันธุ GPE- สวนกลุม 
4-6 จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรบางสายพันธุ และกลุม 7 จําเพาะตอไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสาย
พันธุ GPE- เทานั้น ผลจากการศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงความแตกตางทางแอนติเจนของ Pestivirus 
ซ่ึงสามารถนําไปใชในการจําแนกไวรัสในกลุม Pestivirus ได  

 จากความหลากหลายทางแอนติเจนของไวรัสอหิวาตสุกรดังกลาว จึงเปนแนวทาง
ใหมีการศึกษาถึงลักษณะของไวรัสอหิวาตสุกรในระดับพันธุกรรม ดังเชนการทดลองของ Ruggli 
และคณะ (1996) ซ่ึงไดทําการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมและลําดับกรดอะมิโนทั้งหมดของไวรัส 
อหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort/187 เมื่อเปรียบเทียบลําดับทางพันธุกรรมทั้งหมดของไวรัสอหิวาตสุกร
สายพันธุ Alfort/187 กับไวรัสสายพันธุ Alfort, Brescia, ALD และ GPE- พบวามีความเหมือนกัน
รอยละ 86.2, 94.8, 98.6 และ 99.2 ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของไวรัสดัง
กลาว พบวามีความเหมือนกันรอยละ 93.6, 97.6, 99.4 และ 99.2 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังมีการศึกษา
ในลักษณะเดียวกันนี้ ที่ทําการศึกษาเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนทั้งหมดของไวรัสอหิวาตสุกรกับ 
BVDV (Moormann et al., 1990) และ BDV (Becher et al., 1998) พบวามีความเหมือนกันรอยละ 70 
และ 80 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาลําดับดับกรดอะมิโนของไวรัสอหิวาตสุกรมีความเหมือนกันสูง
มากและมีความใกลชิดกับ BDV มากกวา BVDV 

 การศึกษาลําดับสารพันธุกรรมหรือลําดับกรดอะมิโนสําหรับเชื้ออหิวาตสุกร ใน
ระยะตอมามักนิยมทําเฉพาะบางสวนของจีโนมหรือบางโปรตีนเทานั้น ดังเชนการศึกษาของ Yu 
และคณะ (1993) ซ่ึงไดนํายีน E2 (gp55) ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Weybridge มาทําการหา
ลําดับกรดอะมิโนและทําการเปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Brescia และ Alfort พบวามี
ความเหมือนกันสูง คือ  รอยละ  94 และ  90 ตามลําดับ   และเมื่อนํามาเปรียบเทียบกับลําดับ           
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กรดอะมิโนจากบริเวณเดียวกันนี้ของ BVDV พบวามีคาคอนขางต่ํา คือ รอยละ 65 ถึงแมวาคาความ
แตกตางของกรดอะมิโนของไวรัสทั้งสองนี้จะแตกตางกันมากแตคาดังกลาวนี้อาจไมมีผลมากนัก 
ทั้งนี้เนื่องจากที่บริเวณดังกลาวของไวรัสทั้งสองมีกรดอะมิโนชนดิ cysteine อยูหลายตําแหนง ซ่ึงมี
ผลตอการจัดตัวของโปรตีนที่บริเวณเปลือกหุมและพบวาเปนสวนที่มีความหลากหลายต่ําใน 
Pestivirus ดังนั้นจึงทําใหเปลือกหุมของไวรัสทั้งสองนี้มีลักษณะคลายคลึงกันมาก 

 Paton และคณะ (2000b) ไดทําการศึกษาความสัมพันธของการเกิดการระบาดของ
โรคอหิวาตสุกรโดยใชวิธีทางดานพันธุศาสตร โดยทําการทดลองหาลําดับของสารพันธุกรรมจาก
บริเวณ 5'NCR, E2 และ NS5B ของไวรัสอหิวาตสุกร ดวยวิธี DNA sequencing และทําการวิเคราะห
หาลําดับเบสที่ได เปรียบเทียบกับลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอ่ืนในบริเวณ
ตําแหนงยีนเดียวกัน และนําไปสราง phylogenetic tree ผลจากการทดลองทําใหสามารถหาความ
สัมพันธของไวรสัที่นํามาวิเคราะหได และสามารถนําความสัมพันธที่ไดดังกลาวมาใชหาสาเหตุของ
การระบาดโดยเปรียบเทียบจากความใกลชิดของแตละสายพันธุเหลานั้นได ผลการทดลองจากทั้ง
สามบริเวณดังกลาวสามารถนํามาใชในการศึกษาหาสาเหตุของการระบาดโดยใหผลสอดคลองกัน 
โดยเฉพาะในสวน E2 ยีน ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความหลากหลายในไวรัสอหิวาตสุกรดวยกัน สามารถ
นํามาใชในการจัดแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรไดเปน 3 genogroups และ 10 subgenogroups โดยที่ 
genogroup 1 จะประกอบดวย 3 subgenogroups คือ 1.1, 1.2 และ 1.3 ซ่ึงเชื้อที่เปนสมาชิกในกลุมนี้
เคยระบาดในสหรัฐอเมริกาและยุโรปแตปจจุบันพบเฉพาะในเอเชีย genogroup 2 ประกอบดวย 3 
subgenogroups ไดแก 2.1, 2.2 และ 2.3 ซ่ึงพบวาเปนสาเหตุการระบาดในยุโรปและเอเชียในปจจุบัน 
สวน genogroup 3 ประกอบดวย 4 subgenogroups โดยท่ีเชื้อจาก subgenogroup 3.1 เคยพบในยุโรป
ในอดีต สวน subgenogroup 3.2, 3.3 และ 3.4 พบมีรายงานเฉพาะบางประเทศในทวีปเอเชียเทานั้น 
ซ่ึงไดแก เกาหลี ไทย และ ญี่ปุน ตามลําดับ 

 สําหรับประเทศไทย Parchariyanon และคณะ (2000a) ไดทําการศึกษาถึงความ
สัมพันธของเชื้ออหิวาตสุกรที่แยกไดในประเทศ โดยการวิเคราะหดวย phylogenetic tree โดยนําเชื้อ
อหิวาตสุกรที่แยกไดจากสุกรปวยในทองที่มาหาลําดับเบสในสวน E2 ยีน แลววิเคราะหหาลําดับ
กรดอะมิโนของไวรัสที่แยกไดในประเทศและทําการเปรียบเทียบความสัมพันธของลําดับเบสที่ได
กับเชื้อไวรัสสายพันธุตางประเทศ  พบวาสามารถจัดกลุมเชื้อที่แยกไดในประเทศไดเปน  3 
genogroups เชนเดียวกับการศึกษาของ Paton และคณะ (2000b) และพบวาเชื้อท่ีเปนสาเหตุของการ
ระบาดในประเทศมี 5 subgenogroups คือ 1.1, 1.2, 1.3, 2.2 และ 3.3 ดังแสดงในรูปที่ 2.3 สําหรับ
เชื้อใน subgenogroup 3.3 เปนเชื้อที่ยังไมเคยมีรายงานในประเทศอื่นมากอน พบเฉพาะในประเทศ
ไทยเทานั้น ซ่ึงมีรายงานการพบเชื้อนี้เปนครั้งแรกในป พ.ศ. 2533 เมื่อพิจารณาถึงลําดับกรดอะมิโน
ของไวรัสในแตละ subgenogroup โดยมีไวรัสอหิวาตสุกรที่เปนตัวแทนของแตละ subgenogroup  
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ดังนี้ คือ RBR/88 (1.1), BKK/91/1 (1.2), NKP/93 (1.3), CRB/96 (2.2) และ PTL/94 (3.3) ตามลําดับ 
ทําการเปรียบเทียบเชื้อจาก subgenogroup 1.1 กับตัวอยางเชื้อที่เปนตัวแทนของ subgenogroup อ่ืนที่
พบในประเทศ พบวามีความเหมือนกันรอยละ 97.3, 93.7, 90.5 และ 80.2 ตามลําดับ  

 นอกจากนี้ Parchariyanon และคณะ (2000b) ยังไดทําการจัดกลุมไวรัสอหิวาตสุกร
ที่แยกไดในประเทศไทยดวยวิธีทางพันธุศาสตร โดยทําการหาลําดับเบสบริเวณ E2 ยีน แลวทําการ
วิเคราะหดวยวิธี RFLP โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ  Ava II,  Ban II  และ Pvu II  พบวาสามารถแบง
ไวรัสอหิวาตสุกรไดเปนกลุมตางๆ เชนเดียวกับการทํา DNA sequencing นอกจากนี้ยังสามารถแยก
ไวรัสใน subgenogroup 3.3 ออกเปน 3 กลุมยอย คือ 3.3.1, 3.3.2 และ 3.3.3 ตามลําดับ ผลจากการ
ทดลองนี้อาจเนื่องมาจากมีการพบเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรในกลุมนี้ในประเทศไทยมาเปนเวลานาน
แลวและเชื้อไวรัสอาจมีวิวัฒนาการจนไดเปนกลุมใหม 

 

 
 
รูปท่ี 2.3 แสดงการจัด genogroup ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุประเทศไทย โดยใชความแตกตาง
ของลําดับสารพันธุกรรมในสวน E2 ยีน (Parchariyanon et al., 2000a) 
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ระบาดวิทยา 

 ในประเทศไทยมีรายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรเปนครั้งแรกในป พ.ศ. 
2493 จากฟารมสุกรในเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร ซ่ึงคาดวาเกิดจากการนําเขาสุกรจากตาง
ประเทศ (Kongsamak, 1980) ในระยะแรกการแพรระบาดของโรคอยูในบริเวณจํากัด ตอมาเมื่อการ
คมนาคมมีความสะดวกมากขึ้น ประกอบกับมีการเลี้ยงสุกรเพิ่มมากขึ้นจึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมี
การระบาดของโรคเพิ่มมากขึ้นในเขตภาคกลาง หลังจากนั้นพบการระบาดของโรคแพรกระจายไป
ยังพื้นที่ตางๆ ของประเทศและเริ่มมีการแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรไดจากสุกรปวย จึงทําใหโรค    
อหิวาตสุกรไดรับความสนใจมากขึ้น  (สมใจ และปรีชา, 2517; ศิรินทร และคณะ, 2524) 

 ปญหาการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในประเทศทวีความรุนแรงขึ้นเรื่อยๆ         
จนกระทั่งป พ.ศ. 2519 กรมปศุสัตวผลิตวัคซีนอหิวาตสุกรเพื่อปองกันและควบคุมการระบาดของ
โรค อยางไรก็ตามยังคงพบปญหาและความสูญเสียอันเนื่องมาจากโรคอหิวาตสุกรอยูอยางตอเนื่อง 
ในชวงป พ.ศ. 2529-2531 พบการแพรระบาดของโรคไปทั่วประเทศ ทําใหสุกรปวยและตายเปน
จํานวนมาก เนื่องจากวัคซีนที่ผลิตในประเทศไมเพียงพอกับความตองการ จึงเริ่มมีการนําเขาวัคซีน
จากตางประเทศ ซ่ึงหลังจากการนําวัคซีนเขามาใชเพื่อควบคุมการระบาดของโรคพบวารูปแบบของ
โรคเปลี่ยนแปลงไปมาก จากลักษณะการเกิดโรคแบบเฉียบพลันหรือกึ่งเฉียบพลัน ที่มีอัตราการปวย
และตายสูง  มีรอยโรคแบบจุดเลือดออกตามผิวหนังและอวัยวะตางๆ   กลายเปนการเกิดโรคแบบ
เร้ือรัง อัตราการตายต่ํา สุกรปวยมีลักษณะแคระแกร็น เจริญเติบโตชา หรือบางคร้ังอาจไมแสดง
อาการปวยแตจะเปนตัวแพรเช้ือใหกับสุกรตัวอ่ืนๆ ในฝูง (สุดารัตน และคณะ, 2543) ทําใหมีการ
ระบาดเปนเวลานานและกินพื้นที่กวางขึ้น 

 หลังจากการนํามาตรการการควบคุมโรคดวยการใชวัคซีนมาใช ทําใหรูปแบบการ
เกิดโรคเปลี่ยนไป ระยะเวลาการปวยนานขึ้นทําใหสุกรมีสุขภาพเสื่อมโทรมจึงงายตอการเกิดโรค
แทรกซอนจากการติดเชื้อจุลชีพอ่ืน บุญมี และคณะ (2534) ตรวจพบไวรัสพิษสุนัขบาเทียมในสุกรที่
ปวยดวยโรคอหิวาตสุกร สมใจ และ นิยมศักดิ์ (2535) รายงานการระบาดของโรคอหิวาตสุกรในเขต
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ระหวางป พ.ศ. 2525-2534 พบวาสุกรที่ปวยดวยโรคอหิวาตสุกรมีการติด
เชื้อแบคทีเรียรวมดวย เชื้อที่สําคัญ คือ Escherichia coli, Pasteurella multocida และ Salmonella 
spp. แสดงใหเห็นวาปญหาโรคอหิวาตสุกรมิไดเปนปญหาเชิงเดี่ยว แตเปนสาเหตุหลักที่มักมีจุลชีพ
อ่ืนหรืออาจมีปจจัยอ่ืนเปนองคประกอบรวมดวยทําใหโรคทวีความรุนแรงขึ้น ตั้งแตป พ.ศ. 2540 
เปนตนมา พบการระบาดของโรคเกือบทุกพื้นที่โดยเฉพาะพื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน ซ่ึง
เปนการระบาดชนิดรุนแรงมีอัตราการปวยและตายสูง พบรอยโรคที่เดนชัดรวมทั้งพบปญหาการติด
เชื้อในแมสุกรอุมทอง  ทําใหมีการแทง  ลูกสุกรตายแรกคลอดหรือลูกแรกคลอดออนแอแลวตาย
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ภายห ลัง  Parchariyanon และคณะ  (2000a) ไดทํ าการศึกษาเปรียบ เที ยบความหลากหลาย              
ทางพันธุกรรมกับเชื้อที่เคยมีรายงาน พบวาเชื้อที่เปนสาเหตุหลักของการระบาดคือเชื้ออหิวาตสุกร    
สายพันธุจาก subgenogroup 2.2 ซ่ึงมีรายงานการพบเชื้อนี้คร้ังแรกในเมืองไทยในป พ.ศ. 2539 
สันนิษฐานวานาจะมีสาเหตุเนื่องจากการนําเขาสุกรสายพันธุยุโรปที่มีการติดเชื้อเพื่อนํามาปรับปรุง
พันธุ ทั้งนี้เนื่องจากในขณะนั้นมีรายงานการระบาดของเชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุ subgenogroup 2.2 
ในยุโรปเชนกัน (สุดารัตน และคณะ, 2543) 

 ปจจุบันแมวาหลายประเทศในยุโรป สหรัฐอเมริกา แคนาดา ออสเตรเลีย และ     
นิวซีแลนด สามารถกําจัดโรคนี้ไดแลว แตยังมีอีกหลายประเทศทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทยที่ยังมี
การระบาดของโรคอยูเปนประจํา ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสถานะภาพการเลี้ยงสุกรภายในประเทศยัง
ไมเอื้อตอการควบคุมและกําจัดโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ  จึงเปนผลทําใหยังคงพบการระบาดของ
โรคอหิวาตสุกรอยางตอเนื่องตลอดมา ดังแสดงในตารางที่ 2.1 สรางความสูญเสียทางเศรษฐกิจแก       
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรในประเทศเปนอยางมาก 

 

ตารางที่ 2.1 แสดงจํานวนเคสที่สงตรวจหาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยวิธีแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยง 
ระหวางป พ.ศ. 2534-2544 (ขอมูลจาก: งานไวรัสวิทยา สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว) 
 

ป (พ.ศ.) จํานวนเคส จํานวนเคสที่ใหผลบวก ผลบวกเปนรอยละ 
2534 206 17 8.3 
2535 192 9 4.7 
2536 289 17 5.9 
2537 160 17 10.6 
2538 173 12 6.9 
2539 203 15 7.4 
2540 200 15 7.5 
2541 254 54 21.3 
2542 249 47 18.9 
2543 274 38 13.9 
2544 219 25 11.4 
รวม 2,419 266 10.6 
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การติดตอ 

 โรคอหิวาตสุกรเปนโรคที่ติดตอไดงาย อาจเนื่องจากการสัมผัสกันโดยตรงของ
สุกรที่ติดเชื้อกับสุกรที่ไวตอการติดเชื้อ สุกรที่ติดเชื้อสามารถขับเชื้อออกมาปริมาณมากแมวาจะยัง
ไมแสดงอาการปวย โดยสุกรจะขับเชื้ออกมาในสารคัดหล่ังตางๆ เชน น้ําลาย น้ํามูก อุจจาระ 
ปสสาวะ และน้ําเชื้อ สุกรปวยจะขับเชื้อออกมาตลอดเวลาจนกระทั่งตาย (Choi and Chae, 2002; 
Too and Seneque, 2002) โดยทั่วไปสุกรจะไดรับเชื้อโดยการกิน การหายใจ หรือโดยการฉีด ใน
กรณีการติดเชื้อชนิดรุนแรงสุกรสามารถแพรเชื้อไดปริมาณมากติดตอกันจนตาย สําหรับการติดเชื้อ
ชนิดที่มีการลดความรุนแรงลงทําใหเกิดโรคแบบเรื้อรัง สุกรปวยจะขับเชื้อออกมาเปนระยะๆ หรือ
อาจจะตลอดเวลา โดยที่สุกรแสดงอาการปวยเพียงเล็กนอยหรืออาจไมแสดงอาการปวยเลย (Van 
Oirschot, 1999) ทําใหมีการระบาดเปนบริเวณกวางและยากตอการตรวจวินิจฉัยโรค ซ่ึงเปนปญหา
สําคัญที่ทําใหการกําจัดโรคใหหมดไปจากประเทศไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร  

 สําหรับกลุมประเทศยุโรปที่สามารถกําจัดโรคนี้ใหหมดไปไดแลวปญหาสําคัญคือ 
การกลับมาระบาดใหม ซ่ึงมักทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก สาเหตุสําคัญที่ทํา
ใหเกิดการระบาดใหม มักมีสาเหตุมาจากการใชเศษอาหารที่ปนเปอนดวยเชื้ออหิวาตสุกรมาใชเล้ียง
สุกร นอกจากนั้นมีรายงานการตรวจพบเชื้ออหิวาตสุกรในเนื้อสุกรแชแข็ง และผลิตภัณฑจากเนื้อ
สุกร (Edwards, 2000) การระบาดที่เคยมีรายงานในสหราชอาณาจักรในป พ.ศ. 2516 พบวามีสาเหตุ
มาจากการใชเศษอาหารที่ปนเปอนในการเลี้ยงสุกรถึงรอยละ 22 (Van Oirschot, 1999) นอกจากนั้น
การระบาดครั้งใหญในยุโรปในชวงป พ.ศ. 2539-2540 ก็พบวามีสาเหตุมาจากการใชอาหารที่ปน
เปอนเชื้อไวรัสในการเลี้ยงสุกรเชนกัน โดยพบการระบาดครั้งแรกที่ประเทศเยอรมันนีจากนั้นโรค
ไดแพรไปยังประเทศที่มีพื้นที่ติดตอกัน เชน ประเทศเนเธอรแลนด สเปน อิตาลี และ เบลเยี่ยม ตาม
ลําดับ (Edwards et al., 2000) สําหรับประเทศในเอเชีย การนําเศษอาหารที่มีการปนเปอนเชื้อมาเลี้ยง
สุกรจัดเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมีการระบาดของโรคนี้เปนประจําในพื้นที่ (Too and Seneque, 
2002) นอกจากนี้การระบาดของโรคอหิวาตสุกรที่พบในหมูปาในหลายๆ ประเทศของยุโรปถือวา
เปนสาเหตุที่ สําคัญอีกอยางหนึ่ งที่ทํ าใหพบมีการกลับมาระบาดใหมในฟารมสุกร ดังนั้น           
หลายประเทศในยุโรปตะวันตกจึงใหความสําคัญในการกําจัดโรคอหิวาตสุกรในหมูปาไปพรอมๆ 
กัน (Kaden et al., 2000; Laddomada, 2000) 

 เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรโดยเฉพาะไวรัสที่ถูกขับออกมากับสิ่งคัดหล่ังจากสุกร
ปวยจะมีความตานทานไดดีตอสภาพแวดลอมทั้งยังมีความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชื้อสูง 
(Edwards, 2000) เชื้อจึงอาจแพรกระจายไปไดไกลๆ  พาหนะตางๆ  เชน  รถบรรทุกสุกร คน         
สัตวเล้ียง นก และแมลง จัดเปน mechanical vector ที่อาจเปนตัวแพรเชื้อได (สุพล, 2543) นอกจาก
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นี้ในพื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน  การติดตอของเชื้อทางอากาศก็อาจพบไดเชนกัน          
(Van Oirschot, 1999) 
 

อาการและรอยโรคทางพยาธิวิทยา 

 การระบาดของโรคอหิวาตสุกรมีความแตกตางกันมากทั้งทางดานอาการปวยและ
รอยโรค ซ่ึงจะขึ้นอยูกับความรุนแรงของเชื้อและปจจัยจากตัวสุกรเชน อายุ และความตานทานตอ
โรค Van Oirschot (1999) แบงลักษณะของโรคตามความรุนแรงของเชื้อที่เปนสาเหตุ คือ แบบเฉียบ
พลัน แบบเรื้อรัง และแบบเกิดโรคชา (late-onset) เชื้อที่มีความรุนแรงสูงจะทําใหเกิดโรคแบบ  
เฉียบพลันในสุกรที่ไมมีภูมิคุมกันตอโรค พบอัตราการปวยและตายสูงถึงรอยละ 100 เชื้อที่มีความ
รุนแรงปานกลางมักทําใหเกิดโรคแบบเรื้อรัง สวนการติดเชื้อชนิดความรุนแรงต่ําจะทําใหเกิดโรค
แบบชาๆ ซ่ึงเกิดจากแมสุกรไดรับเชื้อในขณะตั้งทองแลวทําใหมีการติดเชื้อในตัวออนผานทางรก 

 สุกรที่ติดเชื้อชนิดรุนแรงจะมีระยะเวลาฟกตัวประมาณ 2-10 วัน จากนั้นสุกรจะ
แสดงอาการปวย ซึม มีไขสูง 41-42 องศาเซลเซียส และมีภาวะเม็ดเลือดขาวต่ํา (ต่ํากวา 9,000 เซลล
ตอลูกบาศกมิลลิเมตร) ซ่ึงจะพบในวันที่ 2-6 หลังติดเชื้อ เยื่อบุตาอักเสบ ทองผูกสลับกับทองรวง
อยางรุนแรง ชัก มีจุดเลือดออกตามรางกายและอวัยวะตางๆ สุกรมักตายภายใน 10-20 วันหลังไดรับ
เชื้อ ในสุกรที่ปวยแบบเรื้อรัง อาการและรอยโรคที่พบไมคอยชัดเจนอยางในกรณีของการเกิดโรค
แบบเฉียบพลับ โดยอาการของโรคแบบนี้แบงไดเปนสามระยะคือ ระยะแรกสุกรมีไขแตไขไมสูง
มาก ระยะที่สองสุกรมีอาการดีขึ้น หายไข และพบวาสุกรอาจมีการสรางแอนติบอดีตอเชื้อได ระยะ
ที่สามเปนระยะที่สุกรแสดงอาการปวยอยางชัดเจน เนื่องจากระยะเวลาในการปวยคอนขางนาน ดัง
นั้นจึงมักพบมีการติดเชื้อแทรกซอนจากจุลชีพอ่ืนๆ ทําใหโรคมีความรุนแรงมากขึ้นและสุกรจะตาย
ภายใน 1-3 เดือน สวนการปวยแบบเกิดโรคชาเกิดในแมสุกรที่ติดเชื้อชนิดความรุนแรงต่ํา ทําใหเกิด
การติดเชื้อชนิด congenital persistent infection แมสุกรอาจแทง ลูกสุกรตายแรกคลอด หรือลูก
คลอดปกติแตมีภาวะติดเชื้อไวรัสในกระแสเลือด ซ่ึงในระยะแรกสุกรจะไมแสดงอาการปวยแตใน
ระยะทายจะแสดงอาการคลายกับการติดเชื้อแบบเรื้อรัง ระยะเวลาตั้งแตปวยจนถึงตายอาจนาน 2-11 
เดือน  ทําใหสุกรที่ติดเชื้อสามารถแพรกระจายเชื้อใหกับสุกรตัวอ่ืนไดเปนเวลานาน    และจัดเปน
กลไกที่สําคัญในการคงอยูของไวรัสในฝูงสุกร (Van Oirschot, 1999) 
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การเกิดโรค 

 โดยทั่วไปแลวสุกรติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรไดโดยการกินหรือการหายใจ 
(oronasal route) เมื่อไวรัสเขาสูรางกายเชื้อจะไปเจริญเพิ่มจํานวนที่ตอมท็อนซิล ตอจากนั้นจะแพร
เขาสูระบบเลือดและน้ําเหลืองทําใหเกิดภาวะติดเชื้อไวรัสในกระแสเลือด ซ่ึงจะตรวจพบไวรัสใน
เลือดน้ีไดหลังติดเชื้อประมาณ 12-24 ชั่วโมงหลังติดเชื้อ (สุพล, 2543) จากนั้นไวรัสจะไปเจริญและ
เพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในเซลลเอนโดธีเลียมของหลอดเลือดและหลอดน้ําเหลือง รวมท้ังเซลล 
macrophage ที่อยูในกระแสเลือดและในเนื้อเยื่อน้ําเหลือง และเซลลอิพิธีเลียมของอวัยวะภายใน
ตางๆ (Moenning, 2000) ซ่ึงจะสามารถตรวจพบไวรัสในอวัยวะภายในไดต้ังแต 48 ชั่วโมงหลังติด
เชื้อ จากนั้นไวรัสจะแพรไปยังอวัยวะตางๆ ทั่วรางกายโดยผานทางกระแสเลือดและน้ําเหลือง หลัง
ติดเชื้อประมาณ 5-6 วันจะเปนระยะที่มีปริมาณไวรัสในเลือดสูงสุดและจะเปนชวงที่สุกรเริ่มแสดง
อาการทางคลินิกใหเห็น (คูมือการปองกันและการใชวัคซีนรักษาโรคอหิวาตสุกร, 2535) ซ่ึงกอนที่
สุกรจะแสดงอาการทางคลินิกมักพบวามีการลดลงของจํานวนเม็ดเลือดขาวอยางรวดเร็ว ซ่ึงอาจลด
ลงเหลือประมาณ 9,000 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร หรือต่ํากวานั้น (สุพล, 2543) 

 เนื่องจากการติดเชื้ออหิวาตสุกรจะทําใหจํานวนเม็ดเลือดขาวของสุกรลดจํานวนลง
อยางรวดเร็ว นักวิจัยจึงมีความพยายามที่จะหาสาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงนี้ ซ่ึงจากการ
ทดลองของ Summerfield และคณะ (1998) พบวาสาเหตุสําคัญที่ทําใหจํานวนเม็ดเลือดขาวลดลง
อยางรวดเร็ว คือ ขบวนการ apoptosis ของ lymphocyte ทั้งชนิด T- และ B-lymphocyte โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในกลุม T-lymphocyte ซ่ึงพบไดทั้งชนิด CD4+ และ CD8+ T-lymphocyte การเปลี่ยนแปลงนี้
พบไดตั้งแต 2 วันหลังการติดเชื้อ โดยจํานวนเม็ดเลือดขาวจะลดลงต่ําสุดในวันที่ 7 หลังติดเชื้อ 
(Summerfield et al., 2001) 

 เมื่อทําการตรวจรอยโรคทางพยาธิวิทยามักพบวามีการฝอ (atrophy) ของ lymphoid 
organs ของสุกรอยางรุนแรง Sato และคณะ (2000) พบวาสาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พยาธิวิทยาที่สําคัญนี้ คือ ขบวนการ apoptosis ของ lymphocytes โดยเฉพาะในสวน cortex ของ 
thymus ที่พบวาถูกทําลายอยางมาก ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงนี้อาจมีความเกี่ยวของกับ cytokine ที่ทําหนา
ที่เปน mediator ที่สําคัญทําใหเกิดการ apoptosis ของ lymphatic organs  Sanchez-Cordon และคณะ 
(2002) พบวา cytokine หลายชนิดมีบทบาทสําคัญทําใหเกิด apoptosis ของ lymphocyte ใน thymus 
ของสุกรที่ติดเชื้ออหิวาตสุกรและตรวจพบการสราง tumor necrosis factor-alpha  (TNF-α) และ 
interleukine 1-alpha  (IL-1α)  โดย cytokine ทั้งสองชนิดนี้นาจะเปน mediator สําคัญที่มีบทบาทที่
ทําใหเกิด apoptosis ของ thymocytes โดยนาจะเกิดจากการทํางานรวมกันของ cytokine ทั้งสองชนิด 
นอกจากนี้ยังอาจไดรับการเสริมการทํางานจาก C1q complement component ดวย การทํางานของ 
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mediator เหลานี้และการกระตุนภาวะ apoptosis นาจะเปนกลไกสําคัญที่ทําใหเกิดรอยโรคทางพยาธิ
วิทยาที่อวัยวะดังกลาว 

 ภายหลังจากการไดรับเชื้อระบบภูมิคุมกันของสุกรจะมีการตอบสนองตอไวรัส ทั้ง
ทางดานภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (cell-mediated immunity, CMI) และภูมิคุมกันชนิดพึ่งแอนติบอดี 
(humoral immunity, HI) เนื่องจากการตรวจหาภูมิคุมกันหรือแอนติบอดีตอโรคอหิวาตสุกรไม
สามารถแยกความแตกตางระหวางภูมิคุมกันถายทอดที่ไดรับจากแมสุกรและภูมิคุมกันที่เกิดจากการ
ติดเชื้อหรือการฉีดวัคซีนได นอกจากนี้การเพิ่มขึ้นของระดับภูมิคุมกันที่สามารถใหความคุมโรคใน
สุกรไดตองใชเวลาอยางนอย 2 สัปดาห ดังนั้นปจจุบันจึงมีความสนใจศึกษาบทบาทของภูมิคุมกัน
ชนิดพึ่งเซลลในโรคอหิวาตสุกร รวมทั้งมีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดการทํางานของภูมิคุมกนัชนดิพึง่
เซลลขึ้นมาใชตรวจวัดรวมกับการตรวจวัดระดับแอนติบอดี  สันนิภา และสุดารัตน (2002) พัฒนา
วิธีตรวจวัดการทํางานของเซลลนี้ดวยวิธี ELISPOT และพบวาวิธีนี้สามารถนํามาใชในการตรวจหา 
CSFV-specific interferon-gamma (IFN-γ) secreting cells ในสุกรที่ฉีดวัคซีนอหิวาตสุกรไดตั้งแต 6 
วันหลังไดรับวัคซีน และยังสามารถตรวจพบไดจนกระทั่งถึงชวงทายของการขุน และเมื่อเร็วๆ นี้มี
รายงานการตรวจพบ  T-cells epitope ของไวรัสอหิวาตสุกร (Armengol et al., 2002) โดยพบวา 
epitope นี้ อยูระหวางกรดอะมิโนที่ 1446-1460 ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Glentorf ซ่ึง T-cells 
epitope นี้ อยูในสวน NS2-3 ของไวรัสและเปนสวนที่ conserve ในไวรัสอหิวาตสุกรดวยกัน ซ่ึงจาก
การทดลองพบวาสามารถกระตุนใหมีการสราง CSFV-specific IFN-γ ได และกระตุนใหมีการ
เสนอแอนติเจนรวมกับ major histocompatibility complex (MHC) molecule ตอ T-cells ได โดย
เฉพาะ MHC class II นอกจากนี้ยังพบวา CSFV-specific cytotoxic T-lymphocyte (CTL) ยังสามารถ 
lyse เซลลท่ี present peptide นี้ไดดวย จากการศึกษาของนักวิจัยทั้งสองกลุมแสดงใหเห็นวา การ
ทํางานของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลลมีบทบาทสําคัญในการตอตานการเกิดโรคอหิวาตสุกร และผลจาก
การศึกษาของนักวิจัยทั้งสองกลุมนี้สามารถนํามาใชในการติดตามประเมินผลการทําวัคซีน รวมทั้ง
การพัฒนานําไปทําวัคซีนเพื่อปองกันโรคตอไป 
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การตรวจวินิจฉัยโรค 

 โรคอหิวาตสุกรเปนโรคระบาดรายแรงที่สรางความเสียหายทางเศรษฐกิจแกผูเล้ียง
สุกรเปนอยางมาก การวินิจฉัยโรคที่ถูกตองรวดเร็วจะชวยใหการควบคุมและกําจัดโรคเปนไปได
อยางมีประสิทธิภาพและลดความสูญเสียเนื่องจากการตายของสุกรไดเปนอยางมาก การวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกรสามารถแบงไดเปน การตรวจวินิจฉัยโรคเบื้องตนและการวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติ
การ เมื่อเกิดการระบาดของโรคขึ้นการวินิจฉัยเบื้องตนจะตองอาศัยขอมูลทางดานระบาดวิทยารวม
กับการสังเกตอาการ การตรวจซากภายนอกและการผาซากเพื่อตรวจดูรอยโรคของอวัยวะภายใน 
อยางไรก็ตามการวินิจฉัยโรคเบื้องตน โดยการสังเกตอาการและตรวจดูรอยโรคอาจทําใหสับสนกับ
โรคอื่นๆ ได จึงตองมีการตรวจวินิจฉัยเพิ่มเติมทางหองปฏิบัติการเพื่อหาสาเหตุที่แทจริงของโรค 

 การวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรทางหองปฏิบัติการประกอบดวย การตรวจทางจุลพยาธิ
วิทยาและการตรวจทางไวรัสวิทยา ซ่ึงเปนการตรวจวินิจฉัยยืนยันโรคที่แนนอน โดยการตรวจหา
แอนติเจนจากอวัยวะภายใน รวมกับการตรวจดูการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาและขั้นตอน    
สุดทายโดยการแยกและพิสูจนเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยง ขบวนการทั้งหมดกวาจะทราบผลตองใชเวลา
อยางนอย 1 สัปดาห ซ่ึงจัดเปนปญหาที่สําคัญสําหรับการวินิจฉัยโรคที่ตองการทราบผลอยางรวด
เร็ว นอกจากนี้การตรวจหาแอนติเจนและการแยกเชื้อรวมทั้งการดูการเปล่ียนแปลงทางจุลพยาธิ
วิทยามักใหผลลบในกรณีที่มีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง เนื่องจากไมมีการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนและไม
สามารถแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยงได (Patchimasiri et al., 2000) ทําใหการวินิจฉัยผิดพลาดไดผล
ลบปลอม ดังนั้นการหาวิธีการวินิจฉัยที่สะดวกรวดเร็วรวมทั้งมีความแมนยํานาเชื่อถือจึงมีความจํา
เปนอยางยิ่ง สําหรับนํามาใชประกอบการวางแผนการควบคุมและกําจัดโรคใหมีประสิทธิผล 

 การวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรนอกจากการตรวจเบื้องตนแลวการตรวจยืนยันทางหอง
ปฏิบัติการเปนสิ่งสําคัญที่ควรปฏิบัติควบคูกันไป ในอดีตวิธีการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรใน
ประเทศยังไมสมบูรณ จึงมีคําแนะนําใหดูการเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของสมองรวมกับการ
ตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาว เนื่องจากสุกรที่ติดเชื้อนี้มักมีการเปล่ียนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาของ
สมองและการลดลงของจํานวนเม็ดเลือดขาว (ประกาย, 2504) ในปจจุบันพบวาสุกรที่ปวยดวยโรค
อหิวาตสุกรมักมีการติดเชื้อแทรกซอนจากจุลชีพอ่ืนโดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงเปนสาเหตุที่ทําให
เม็ดเลือดขาวเพิ่มมากขึ้นแทนที่จะลดลง (สุพล, 2543) นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา
ของสมอง และการลดลงของเม็ดเลือดขาวสามารถพบไดเนื่องจากการติดเชื้อไวรัสอ่ืนๆ ดังนั้นใน
ปจจุบันการตรวจทั้งสองวิธีดังกลาวนี้จึงใชเพื่อประกอบการชันสูตรโรคเทานั้น 
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 ในปจจุบันวิธีการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรที่เปนมาตรฐานคือ การแยกและพิสูจน
เชื้อในเซลลเพาะเลี้ยง หรือการตรวจหาแอนติเจนของไวรัสจากเนื้อเยื่อ อยางไรก็ตามทั้งสองวิธีนี้  
ยังมีขอจํากัดที่แตกตางกันทั้งทางดานระยะเวลาและความไวในการตรวจ ซ่ึงเปนปญหาที่สําคัญตอ
การควบคุมและกําจัดโรค ดังนั้นการหาวิธีการวินิจฉัยโรคที่รวดเร็วขึ้น รวมทั้งมีความแมนยํานาเชื่อ
ถือ จึงมีความจําเปนอยางยิ่งเพื่อใชในการประกอบการวางแผนควบคุมและกําจัดโรคอหิวาตสุกร 

 ในอดีตการแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรใชวิธีฉีดเชื้อเขาสัตวทดลอง แลวสังเกตอาการ
และตรวจดูรอยโรค ซ่ึงเปนวิธีที่ใชเวลานาน มีคาใชจายสูง มีความยุงยากในการปฏิบัติ ตอมามีการ
พัฒนาเซลลเพาะเลี้ยงมาใชแทนสัตวทดลอง ซ่ึงในระยะแรกๆ เปนเซลลชนิด primary cell เชน 
primary kidney cell และ primary swine testicle cell (ST cell) ซ่ึงเซลลเหลานี้ตองเตรียมจากไตหรือ
อัณฑะสุกร มีขั้นตอนการเตรียมที่ยุงยากและไมสะดวก จึงไดมีการพัฒนาปรับปรุง cell line ที่
สามารถเพาะเลี้ยงไดไมจํากัด พบวาเซลล PK-15 ซ่ึงเปนเซลลที่ไดจากไตสุกร เปนเซลลที่มีความไว
ตอเชื้ออหิวาตสุกรมากกวาเซลลชนิด primary และสามารถนํามาใชแยกเชื้ออหิวาตสุกรไดดี 
(Mengeling et al., 1963) ตอมา Sakoda และคณะ (1998a; 1998b) ไดทําการปรับปรุงเซลลเพาะเลี้ยง 
CPK-NS และ FS-L3 ซ่ึงเปนเซลลที่ไดจากไตสุกรที่สามารถเพาะเลี้ยงไดโดยไมตองใชซีร่ัม โดย
เซลลทั้งสองนี้มีคุณสมบัติพิเศษคือ ไวรัสอหิวาตสุกรบางสายพันธุ เชนสายพันธุ GPE- ซ่ึงเปนสาย
พันธุวัคซีน สามารถทําใหเซลลทั้งสองนี้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิ (cytopathogenic effect; 
CPE) ได สามารถใชจําแนกเชื้อสายพันธุวัคซีนและสายพันธุจากประเทศญี่ปุนซึ่งไมกอใหเกิด CPE 
ได  อยางไรก็ตาม วาสนา และคณะ (2541ก) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาของเชื้อไวรัส 
อหิวาตสุกรที่แยกไดจากประเทศไทย ที่แยกไดระหวางป พ.ศ. 2531-2540 พบวาไวรัสสายพันธุทอง
ที่บางสายพันธุมีคุณสมบัติทางชีววิทยาเหมือนกับเชื้อสายพันธุวัคซีน GPE- นอกจากนี้ยังพบวา     
ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุทองที่เจริญไดดีที่สุดใน SK-6 cell line รองลงมาคือ ST, CPK, FS-L3 
และ PK-15 ตามลําดับ ดังนั้น SK-6 cell line จึงเปนเซลลที่เหมาะสําหรับนํามาใชในการแยกเชื้อ   
ไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่มากที่สุด 

 โดยปกติไวรัสอหิวาตสุกรไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิของเซลล ดังนั้น
จึงจําเปนตองมีวิธีพิสูจนเชื้อที่แยกไดจากเซลลเพาะเลี้ยง Kumagai และคณะ (1961) ไดพัฒนาวิธี 
exaltation of Newcastle disease virus (END) เพื่อใชในตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกร โดยอาศัยหลัก
การสงเสริมการเกิด  CPE  ของไวรัส  Newcastle disease virus  (NDV)  สายพันธุ Miyadera  ดวย 
ไวรัสอหิวาตสุกร ซ่ึงจะทําใหเกิด CPE ไดเร็วขึ้น โดยทําการเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกรในเซลล
เพาะเลี้ ยงชนิด  ST cell หรือ  CPK หรือ  FS-L3 นาน  4 วัน  จากนั้น เติมไวรัส  NDV สายพันธุ 
Miyadera แลวทําการเพาะเลี้ยงตออีก 3-4 วันจึงจะอานผล CPE ได ผลการตรวจจะรายงานเปน 
END+ และ END- เนื่องจากวิธีนี้ตองใชเวลานานในการตรวจและคุณสมบัติของไวรัสอหิวาตสุกร 
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แตละสายพันธุมีความแตกตางกัน  ดังนั้นจึงไมเปนที่นิยมใชในการวินิจฉัยเพื่อชันสูตรโรค วิธี END 
มักนํามาใชสําหรับศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาของเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรมากกวา (วาสนา และคณะ
, 2541ก) ตอมาไดมีการนําวิธี immunofluorescense staining ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็วกวามา
ใชในการพิสูจนเชื้อ แตวิธีนี้ตองใชกลองจุลทรรศนชนิดแสงอัลตราไวโอเลตในการอานผล ดังนั้น
จึงเหมาะสําหรับหองปฏิบัติการที่มีความพรอมทางดานเครื่องมือและอุปกรณ ตอมาไดมีการพัฒนา
วิธี immunoperoxidase รวมกับการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร เพื่อ
ตรวจหาเชื้ออหิวาตสุกรในเซลลเพาะเลี้ยง (Terpstra, 1996) วิธีนี้เปนวิธีที่ใชกันอยางแพรหลาย 
เนื่องจากเปนวิธีที่มีความถูกตองแมนยํา สามารถอานผลไดดวยตาเปลาหรือใชกลองจุลทรรศนชนิด
ธรรมดาในการอานผล 

 สําหรับการแยกและพิสูจนเชื้อจากเซลลเพาะเลี้ยง จากเนื้อเยื่อ หรือจากตัวอยาง
ของเลือดสุกรเปนวิธีมาตรฐานสําหรับการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร (OIE manual, 2000) วิธีนี้มีความ
ไวสูงแตใชเวลาในการตรวจนานกวาจะทราบผล เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรสวนใหญมักไมทําให
เกิด CPE จึงตองทําการพิสูจนเชื้อที่แยกไดโดยการทดสอบดวย fluorescent antibody test (FAT) 
หรือ immunoperoxidase test รวมกับการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี  ซ่ึงมีขั้นตอนที่ยุงยาก         
ซับซอน ไมเหมาะสําหรับการตรวจตัวอยางจํานวนมากๆ ที่ตองการทราบผลรวดเร็ว โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในระยะที่มีการระบาดของโรค 

 การตรวจหาแอนติเจนของไวรัสจากเนื้อเยื่อ โดยการยอมดวยแอนติบอดีที่ติดฉลาก
ดวยสารเรืองแสง หรือที่เรียกวาวิธี fluorescent antibody test (FAT) เปนอีกวิธีที่ใชกันอยางแพร
หลาย  เนื่ องจากทํ าได ง ายสะดวกรวดเร็ว  สามารถทราบผลการตรวจได ใน  1-2 ชั่ วโมง                 
(Van Oirschot, 1999) อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอจํากัดในดานความไวของการตรวจ ซ่ึงบางครั้งอาจให
ผลลบปลอม นอกจากนั้นวิธีนี้ยังสามารถเกิดปฏิกริยาขามกับไวรัสในกลุมเดียวกันได จึงควรมีการ
ตรวจยืนยันผลการตรวจดวยการแยกเชื้อไวรัสจากเซลลเพาะเลี้ยงทุกครั้ง นอกจากนี้สุกรที่ไดรับ
วัคซีนยังสามารถตรวจพบแอนติ เจนของไวรัสที่ท็อนซิลไดดวยวิ ธีนี้ น านถึง  2 สัปดาห               
(OIE manual, 2000) 

 การตรวจหาแอนติเจนของไวรัสนอกจากการตรวจดวยวิธี FAT แลวยังสามารถใช
วิธี enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) มาใชตรวจแอนติเจนจากตัวอยางเนื้อเยื่อหรือ
เลือด เปนวิธีที่พัฒนามาเพื่อใชตรวจคัดกรอง (screening test) การติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกร โดย
เฉพาะในชวงที่กําลังมีการระบาดของโรค เปนวิธีที่สามารถนําเครื่องมืออัตโนมัติเขามาชวยทําให
สามารถตรวจตัวอยางไดเปนจํานวนมาก มีความสะดวกและรวดเร็วสามารถทราบผลไดภายใน 36 
ช่ัวโมง อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอจํากัดในเรื่องความไวในการตรวจที่ต่ํากวาวิธีการแยกเชื้อ (Paton et 
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al., 2000a) ความจําเพาะของวิธีนี้เปนขอจํากัดอีกอยางที่มักใหผลบวกปลอมสูง โดยเฉพาะในตัว
อยางเลือด (Van Oirschot, 1999; Too and Seneque, 2002)  

 การตรวจหาภูมิคุมกันหรือแอนติบอดีตอโรคอหิวาตสุกรสามารถทําไดหลายวิธี 
การตรวจหา neutralizing antibody ดวยวิธี fluorescent antibody virus neutralization test (FAVN) 
(OIE manual, 2000) เปนวิธีหนึ่งที่นิยมปฏิบัติกัน ซ่ึงเปนการนําซีร่ัมมา neutralize กับไวรัสอหิวาต
สุกร แลวทําการตรวจหาไวรัสที่เหลือดวยสารเรืองแสงรวมกับการใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่
จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร การอานผลระดับแอนติบอดีอานไดจากความเจือจางสูงสุดที่สามารถ 
neutralize ไวรัสไดหมด ซ่ึงการอานผลของวิธีนี้ตองใชกลองจุลทรรศนชนิดแสงอัลตราไวโอเลต จึง
ไมเหมาะกับหองปฏิบัติการที่ไมมีความพรอมดานอุปกรณ Parchariyanon และคณะ (1997) ได
พัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี neutralizing peroxidase-linked assay (NPLA) ซ่ึงมีวิธีการ
เชนเดียวกับวิธี FAVN แตการตรวจหาไวรัสใช immunoperoxidase รวมกับการใชโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จําเพาะ ซ่ึงเปนวิธีที่มีความสะดวกกวาวิธี FAVN มากสามารถอานผลไดดวยตาเปลา
หรือดวยกลองจุลทรรศนชนิดธรรมดา จึงเปนวิธีที่ใชกันอยางแพรหลายในปจจุบัน และใชเปนวิธี
มาตรฐานในการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้ออหิวาตสุกรในประเทศ ถึงแมวาทั้งสองวิธีนี้มี
ความไวสูงแตใชเวลาในการตรวจคอนขางนาน และมีขั้นตอนที่ยุงยากไมเหมาะสําหรับการตรวจตัว
อยางจํานวนมากๆ ปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีดวยวิธี ELISA ซ่ึงสามารถตรวจ
ตัวอยางไดจํานวนมากและทราบผลภายในวันเดียว แตวิธีนี้มีขอจํากัดในดานความไวในการตรวจ   
มีความไวต่ํากวาเมื่อเทียบกับการตรวจดวยวิธี NPLA (Depner and Porntrakulpipat, 2000) 

 ในประเทศที่มีการระบาดของโรคอหิวาตสุกรอยูเปนประจําและมีการใชวัคซีนเพื่อ
ควบคุมและปองกันโรค การตรวจหาแอนติบอดีไมสามารถนํามาใชในการวินิจโรค และกวาจะ
ตรวจพบการสรางแอนติบอดีตองใชเวลาอยางนอยนานถึง 2 สัปดาหขึ้นไปหลังจากที่สุกรไดรับเชื้อ 
(Moenning, 2000) นอกจากนี้วิธีทางหองปฏิบัติการยังไมสามารถแยกวาแอนติบอดีที่ตรวจพบเกิด
จากการไดรับวัคซีนหรือจากการติดเชื้อ ในประเทศไทยมีการนําวิธีการตรวจหาระดับแอนติบอดี  
มาใชประโยชนในดานการเฝาระวังและติดตามสถานการณของโรคภายในฟารมหรือติดตาม
ประเมินผลทั้งกอนและหลังการฉีดวัคซีน เพื่อใหการควบคุมและปองกันโรคอหิวาตสุกรเปนไป
อยางมีประสิทธิผลสูงสุด 
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 สําหรับประเทศไทยวิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการที่ใชในการตรวจวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกรในปจจุบัน บางวิธีมีความสะดวกรวดเร็วแตมีขอจํากัดในดานความไวในการตรวจ    
บางวิธีมีความไวสูงแตมีขั้นตอนที่ยุงยากและตองใชเวลานานในการตรวจ ซ่ึงสิ่งเหลานี้เปนปญหาที่
สําคัญของการวินิจฉัยโรคที่ตองการทราบผลการตรวจอยางรวดเร็ว ดังนั้นการหาวิธีตรวจวินิจฉัย
โรคท่ีสะดวกรวดเร็ว แมนยํา รวมทั้งมีความจําเพาะและความไวในการตรวจสูง จึงมีความจําเปน
อยางยิ่ง เพื่อใหการวางแผนควบคุมกําจัดโรคและลดความสูญเสียมีประสิทธิภาพสูงสุด  

 

วิธี RT-PCR และการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกร 

 ไดมีการศึกษาวิจัยอยางตอเนื่องในเรื่องการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยและจําแนก
ไวรัสอหิวาตสุกร เพื่อใหไดวิธีที่มีความถูกตองแมนยํา เนื่องจากไวรัสอหิวาตสุกรอยูในกลุม 
Pestivirus และมีไวรัสอีกสองชนิดที่เปนสมาชิกในกลุม คือ BVDV และ BDV เชื้อทั้งสามชนิดมี
ลักษณะทางดานรูปรางและความเปนแอนติเจนที่ใกลชิดกันมาก (Taylor, 1999) เนื่องจากโครงสราง
ของโปรตีนที่อยูบริเวณเปลือกหุมที่ถือวาเปนแอนติเจนที่สําคัญของไวรัสเหลานี้มีความคลายคลึง
กันมาก ดังนั้นการวินิจฉัยและจําแนกชนิดของไวรัสอหิวาตสุกรจึงตองใชวิธีที่มีความจําเพาะสูง   
วิธีทางชีววิทยาโมเลกุลจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่นิยมนํามาใช เนื่องจากสามารถตรวจแยกชนิดของเชื้อไว
รัสไดโดยใชความแตกตางทางดานพันธุกรรมของไวรัสโดยตรง จากความรูทางดานการจัดเรียง
ลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร BVDV และ BDV (Collett et al., 1988; Meyers et al., 
1989; Ishikawa et al., 1995; Becher et al., 1998) ทําใหทราบถึงความแตกตางของไวรัสในกลุมนี้ได  

 วธีิ reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) ซ่ึงเปนการตรวจหา
สารพันธุกรรมของไวรัสโดยตรงไดถูกนํามาใชในการวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกร โดยสามารถตรวจ
สอบสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรไดหลายๆ สายพันธุ โดยมีเปาหมายที่บริเวณ 5'NCR, 
NS2-3, E2 และ NS5B (Boye et al., 1991; Katz et al., 1993; Harding et al., 1994) RT-PCR เปนวิธี
ที่มีความไวและความจําเพาะสูง ทราบผลการตรวจไดภายในวันเดียว จึงเปนประโยชนตอการ
วินิจฉัยเพื่อการควบคุมและปองกันการแพรระบาดของโรค นอกจากนี้การใช RT-PCR เพียงวิธีเดียว
หรือ  RT-PCR รวมกับการใช เทคนิคอื่น  เชน  RT-nested-PCR, hybridization probe, restriction 
fragment length polymorphisms (RFLPs), multiplex RT-PCR และ DNA sequencing สามารถนํา
มาใชในการจําแนกสายพันธุของไวรัสไดอยางแมนยํายิ่งขึ้น (Hofmann et al., 1994; Vilcek et al., 
1994; Canal et al., 1996; Harding et al., 1996; Sandvik et al., 1997) ซ่ึงจะทําใหทราบถึงสาเหตุที่
แทจริงของการระบาดและนําไปใชประกอบการวางแผนควบคุมและกําจัดโรคนี้ตอไป 
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 ในชวงเวลาที่ผานมามีนักวิจัยหลายกลุมไดพัฒนาวิธี RT-PCR ขึ้นมาใชสําหรับการ
ตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกร โดยมีเปาหมายในการตรวจสอบสารพันธุกรรมในสวนตางๆ ของจีโนม
ไวรัส Liu และคณะ (1991) ไดนําวิธี RT-PCR มาใชในการตรวจโรคอหิวาตสุกรจากตัวอยางเนื้อเยื่อ
และเลือดโดยมีเปาหมายในการตรวจหาสารพันธุกรรมในสวน Erns พบวาไพรเมอรที่ใชในการตรวจ
มีความไวไมสูงมากนัก  แตอยางไรก็ตามสามารถเพิ่มความไวในการตรวจนี้ไดดวยการทํา           
RT-nested-PCR และการใชเทคนิค hybridization ดวย probe ที่จําเพาะตอเชื้ออหิวาตสุกร Katz และ
คณะ (1993) สามารถจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ไดโดยใชเทคนิค RT-nested-PCR โดย
ใชไพรเมอรจํานวน  4  คูที่จําเพาะตอสวน  5'NCR และ E2 ยีน  และสามารถจําแนกความแตกตาง
ของไวรัสทั้งสองชนิดนี้ไดโดยวิธี nested-PCR ถึงแมวาวิธี RT-nested-PCR และ hybridization      
จะสามารถตรวจและจําแนกชนิดไวรัสนี้ได และยังสามารถเพิ่มความไวของเทคนิคการตรวจไดแต
เปนวิธีที่มีความยุงยากตองใชเครื่องมือพิเศษและใชเวลาในการตรวจนานขึ้น นอกจากนี้ยังอาจเกิด
ปญหาเรื่องการปนเปอนของผลิตภัณฑได เนื่องจากเปนการทํา PCR ถึงสองครั้ง 

 Ridpath และคณะ (1993) ไดทําการตรวจหา BVDV และไวรัสอหิวาตสุกรดวยวิธี 
RT-PCR และทําการจําแนกไวรัสดวยเทคนิค hybridization probe โดยมีเปาหมายในการตรวจที่
บริเวณ 5'NCR ของไวรัส พบวาวิธีนี้ไมสามารถจําแนก BVDV จากไวรัสอหิวาตสุกรไดเนื่องจาก 
probe ที่ใชสามารถจับกับไวรัสอหิวาตสุกรดวย ดังนั้นจึงไมเหมาะที่จะนํามาใชในการจําแนกเชื้อ 
ไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV 

 Wirz และคณะ (1993) พัฒนาวิธี RT-PCR โดยไมตองทําการแยกสกัดสารพันธุ
กรรมของไวรัส โดยการนําตัวอยางเนื้อเยื่อและเซลลเพาะเลี้ยงไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียสนาน 5 นาที แลวนําไปทํา RT-PCR ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกและงาย โดยมีเปาหมายในการตรวจ
หาสารพันธุกรรมของไวรัสในสวน  5'NCR และ NS5A ยีน  พบวา ไพรเมอรจากสวน  5'NCR 
สามารถใชตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสไดดีกวาโดยเฉพาะในตัวอยางเนื้อเยื่อ อยางไรก็ตาม
เนื่องจากผลิตภัณฑที่ไดจากไพรเมอรคูนี้มีขนาดคอนขางเล็ก คือยาวเพียง 74 bp ทําใหมีความยุงยาก
ในการตรวจสอบ นอกจากนี้ความรอนสูงที่ใชในการแยกสกัดสารพันธุกรรมชนิด RNA อาจไป
ทําลายโครงสรางสารพันธุกรรมของไวรัสได Canal และคณะ (1996) พบวาการแยกสกัดสาร    
พันธุกรรมดวยความรอนนี้ทําใหความไวในการตรวจลดลง 10 เทา 

 Vilcek และคณะ (1994) ไดพัฒนาวิธี การตรวจและจําแนกไวรัสในกลุม Pestivirus 
ดวยวิ ธี  RT-PCR รวมกับวิ ธี  RFLPs โดยออกแบบไพรเมอรใหจําเพาะตอสวน  5'NCR ของ 
Pestivirus เพื่อใหไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I และ Ava I ที่
สามารถใชในการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรจาก  Pestivirus อ่ืนๆ  ได  ทําการเพิ่มจํานวนสาร         
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พันธุกรรมที่สกัดแยกไดจากตัวอยางดวยไพรเมอรที่ออกแบบ จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดจากการเพิ่ม
จํานวนเหลานั้นมาทําการวิเคราะหในเจลโดยวิธี gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบวาไดสาร     
พันธุกรรมที่ตองการหรือไม จากนั้นจึงทําการจําแนกชนิดของไวรัสดวย RFLPs ทําการตัดชิ้นสวน 
DNA ที่ผานการเพิ่มจํานวนแลวนั้นดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I และ Ava I จากนั้นตรวจดูรูปแบบ
การตัดดวย  gel electrophoresis   พบวาเอนไซม Bgl I จะตัดเฉพาะลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกร
เทานั้น สวนเอนไซม Ava I สามารถตัดลําดับเบสของ BVDV ไดทุกสายพันธุและตัดลําดับเบสของ     
ไวรัสอหิวาตสุกรและ BDV ไดบางสายพันธุเทานั้น จากรูปแบบการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะที่
แตกตางกันดังกลาว ดังนั้นจึงสามารถใชวิธี RFLPs นี้ในการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรและไวรัสอื่นๆ 
ในกลุม Pestivirus ไดสําเร็จ 

 นอกจากนี้ Vilcek และคณะ (1994) ยังไดทดสอบความสามารถของไพรเมอรที่
จําเพาะตอสวน 5'NCR นี้กับไพรเมอรอ่ืนๆ ท่ีเคยมีรายงานมากอน พบวาไพรเมอรนี้สามารถตรวจ
ไดทุกตัวอยางเชื้อและตั้งชื่อไพรเมอรคูนี้วา 324 และ 326 ซ่ึงจะใหผลิตภัณฑ PCR ขนาด 284 bp ซ่ึง
เปนขนาดที่งายตอการตรวจสอบ เปนที่นาสังเกตวาตําแหนงของ reverse primer หรือไพรเมอร 326 
ซ่ึงครอบคลุมในสวนที่เปน initiation codon ของ CSFV-ORF ไว และมีความใกลเคียงกันมากกับ
ไพรเมอรที่เคยมีรายงานโดย Boye และคณะ (1991), Katz และคณะ (1993) และ Hofmann และ
คณะ (1994) ไพรเมอรคูนี้ไดรับการออกแบบจากบริเวณลําดับที่ เหมือนกันของไวรัสในกลุม 
Pestivirus ถึง 36 ชนิด จึงสรุปไดวาบริเวณนี้เปนบริเวณที่จําเพาะตอไวรัสในกลุม Pestivirus ในการ
ศึกษานี้ยังไดทําการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการทํา annealing พบวาแตละอุณหภูมิ 
ใหผลไมแตกตางกัน และเมื่อเปรียบการสรางสาย cDNA จาก reverse primer กับ random primer 
พบวาใหผลไดไมแตกตางกัน ดังนั้นจึงนาจะนําไพรเมอรคูนี้มาประยุกตใชสําหรับการทํา one-step 
RT-PCR ได ซ่ึงจะชวยลดขั้นตอนในการปฏิบัติงานลงได 

 Hamel และคณะ (1995) ไดนํา one-tube RT-PCR assay หรือ one-step RT-PCR มา
ใชในการตรวจหาเชื้อ BVDV จากสิ่งสงตรวจ โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอสวน 5'NCR ซ่ึงเปนที่นา
สังเกตวา forward primer ที่ใชในการศึกษานี้มีตําแหนงที่ใกลเคียงกับไพรเมอร 324 ที่ Vilcek และ
คณะ (1994) เคยรายงานไว นอกจากนี้ยังพบวาสามารถนําวิธีนี้ไปใชตรวจตัวอยาง nasal swab และ
ซีร่ัมที่มีไวรัสปริมาณนอยๆได ดังนั้นวิธีนี้นาจะนําไปใชตรวจตัวอยางจากสุกรที่มีชีวิตได โดย
เฉพาะการตรวจสุกรกอนนําเขารวมฝูงซ่ึงอาจมีการติดเชื้อแบบเรื้อรังหรือแบบแอบแฝงที่ยังไม
แสดงอาการปวยใหเห็น ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการปองกันการแพรระบาดของโรค นอกจากนี้วิธีนี้
ยังเปนการทําปฏิกริยาทั้งขั้นตอนการสรางสาย cDNA และการเพิ่มจํานวนดวย PCR ในปฏิกริยา
เดียวกัน ซ่ึงจะชวยลดขั้นตอนและรนระยะเวลาในการตรวจใหเร็วขึ้น นอกจากนั้นยังชวยลดปญหา
การปนเปอนระหวางปฏิกริยาได 
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 Canal และคณะ (1996) นําวิธี  multiplex RT-PCR  มาใชในการตรวจและจําแนก
ไวรัสอหิวาตสุกรจากไวรัสในกลุม Pestivirus ดวยไพรเมอรจํานวน 3 เสนที่จําเพาะตอสวน 5'NCR 
โดยทําปฏิกริยาในหลอดเดียวกัน ซ่ึงจะไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดตางกันและสามารถแยกไวรัส
ทั้งสองนี้ได อยางไรก็ตามพบวา reverse primer ที่เรียกวา pan-reactive primer นี้ไมมีความจําเพาะ 
เนื่องจากสามารถทําปฏิกริยากับเชื้อ hepatitis C virus (HCV) ดวย และความไวของวิธีไมสูงนักตอง
ทําการเพิ่มจํานวนไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงกอน จึงไมเหมาะที่จะนํามาประยุกตใชในการวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกร 

 ในป 1998 Vilcek และคณะ เปรียบเทียบความสามารถในการตรวจสอบหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสอหวิาตสุกรดวยไพรเมอรที่จําตอสวนตางๆ พบวาไพรเมอรที่จําเพาะตอ E2 ยีน
ใหปริมาณผลิตภัณฑ PCR มากที่สุดเมื่อเทียบกับไพรเมอรที่จําเพาะตอสวน 5'NCR (324/326) และ 
NS5B ตามลําดับ Vilcek และ Belak (1998) รายงานการใชไพรเมอร 324 และ 326 ในการตรวจ    
ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุจากยุโรปและไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรได Fuqing และคณะ 
(2000) ทําการเปรียบเทียบความสามารถของไพรเมอรที่จําเพาะตอสวนตางๆ ของจีโนมของไวรัส 
อหิวาตสุกร พบวาไพรเมอร 324 และ 326 ที่จําเพาะตอสวน 5'NCR สามารถตรวจสอบตัวอยาง
เนื้อเยื่อสุกรที่ติดเชื้ออหิวาตสุกรไดจํานวนมากกวาไพรเมอรที่จําเพาะตอ E2 ยีน ซ่ึงใหผลตรงกันกับ
การศึกษาของ สรินนา (2544) Sakoda และคณะ (1999) พบวาสามารถใชไพรเมอร 324 และ 326 ใน
การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในประเทศญี่ปุนและเชื้อจากประเทศไทย
สายพันธุ CRB/93 ที่เคยมีรายงานวาไมสามารถตรวจไดดวยไพรเมอรที่รายงานโดย Wirz และคณะ 
(1993) Paton และคณะ  (2000a) ไดทําการเปรียบเทียบการตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรดวยวิธี        
RT-PCR จากหองปฏิบัติการตางๆ พบวาไพรเมอรที่จําเพาะตอสวน 5'NCR และ NS5B เปนบริเวณ
ที่เหมาะสําหรับใชในการตรวจสอบหาไวรัสอหิวาตสุกรมากที่สุด 

 จากการศึกษาที่ผานมาจึงกอใหเกิดแนวคิดที่จะประยุกตนําเอาวิธี one-step RT-
PCR รวมกับการใชเทคนิค RFLPs มาใชในการตรวจและจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรในประเทศไทย 
ซ่ึงเคยมีรายงานวาเชื้อที่แยกไดในประเทศมีความหลากหลายมาก (Parchariyanon et al., 2000a; 
2000b) โดยการประยุกตนําเอาวิธี one-step RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 ที่จําเพาะตอ
สวน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรรวมกับการใชเทคนิค RFLPs ตามวิธีของ Vilcek และคณะ 
(1994) มาใชในการตรวจและจําแนกไวรัส โดยเชื่อวาวิธีนี้เปนวิธีที่มีความสะดวกรวดเร็ว สามารถ
ตรวจตัวอยางจํานวนมากๆ และยังสามารถตรวจตัวอยางจากสุกรที่มีชีวิตได ซ่ึงจะเปนประโยชนตอ
การควบคุมและปองกันการระบาดของโรคในประเทศ 



บทที่  3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 

1. เชื้อไวรัสท่ีใชในการศึกษา 

1.1 เชื้อไวรัสสายพันธุอางอิง 

 ไวรัสอหิ วาต สุ กรสายพันธุ  ALD และ  GPE- เชื้ อ  bovine viral diarrhea virus 
(BVDV) สายพัน ธุ  Oregon และ  Nose และเชื้อ  Japanese encephalitis virus (JEV) ได รับความ
อนุเคราะหจาก National Institute of Animal Health (NIAH) ประเทศญี่ปุน  

 นําไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และ GPE- มาทําการเพาะเลี้ยงในเซลลเพาะ
เล้ียง SK-6 และตรวจสอบเชื้อดวย immunoperoxidase test สําหรับเชื้อ BVDV นํามาทําการเพาะ
เล้ียงในเซลลเพาะเลี้ยง bovine testicle cells (BT cells) และตรวจดูการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพ
ของเซลลหลังทําการเพาะเลี้ยง สวนเชื้อ JEV นํามาทําการสกัดแยกสารพันธุกรรมของไวรัสและ
ตรวจสอบดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเชื้อ JEV 

 ตัวอยาง  cDNA ของเชื้อโรคปากและเทาเปอย  (foot and mouth disease virus; 
FMDV) ไทป O, A และ Asia I ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยโรคปากและเทาเปอย จังหวัด
นครราชสีมา  

 ไวรัสโรคพิษสุนัขบาเทียม  หรือ Aujeszky's disease (pseudorabies virus; PRV) 
และเชื้อ porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) สายพันธุ European และ 
American ได รับความอนุ เคราะหจาก  National Veterinary Service Laboratory ประเทศสหรัฐ
อเมริกา  

 ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ PRV ในเซลลเพาะเลี้ยง SK-6 และตรวจสอบเชื้อดวย indirect 
fluorescent antibody test (IFA test) โดยใช Mab ที่จําเพาะตอเชื้อ PRV (สถาบันสุขภาพสัตวแหง
ชาติ กรมปศุสัตว) สวนเชื้อ PRRSV สายพันธุ European และ American ทําการสกัดแยกสารพันธุ
กรรมของไวรัสและทดสอบดวย RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเชื้อ  PRRSV 
(Damrongwatanapokin et al., 1996) 
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1.2 เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกร 

 เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรจํานวน  9 สายพันธุ คือ GPE- (Porcilis®, Intervet, 
India) Thiverval (Coglapest®, Sanofi Animal Health, Hungary) CL Chinese (Pestiffa®, Merial, 
France) Chinese (Pest-Vac®, Fort Dodge Saude Animal, Brazil) Lapinized Chinese (กองผลิตชีว
ภัณฑ  กรมปศุสัตว จังหวัดนครราชสีมา) LOM (Green Cross Veterinary Product, Korea) GPE- 

(BSL-HC®, Bestar, Singapore) PAV-250® และ WPE-/Th   (สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ   กรม
ปศุสัตว) 

1.3 เชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่  

 เชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่ใชในการศึกษาเปนเชื้อที่แยกไดจากซีร่ัมและเนื้อเยือ่บดของ
สุกรปวยจากทองที่ตางๆ ทั่วประเทศระหวางป พ.ศ. 2531-2544 เชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุ KPP/93 ที่
ทําใหเกิดโรคแบบเรื้อรัง ซ่ึงไดทําการแยกและพิสูจนเชื้อดวย immunoperoxidase test ที่สถาบันสุข
ภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว รวมทั้งตัวอยางเชื้อที่ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักเทคนิคและ
วิชาการสัตวเล้ียง บริษัทเครือเจริญโภคภัณฑ กรุงเทพมหานคร รวมทั้งส้ิน 50 ตัวอยางเชื้อ โดย 21 
ตัวอยางเชื้อ เปนเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2531-2540 ซ่ึงไดผานการ cloning และไดทําการศึกษา 
genogroups ไ ว แ ล ว  (Parchariyanon et al., 2000a; 2000b) จํ า น ว น  5 subgenogroups แ ล ะ  3 
subgenogroup ยอย สวนอีก 29 ตัวอยางเปนตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยที่แยกเชื้อ     
ไวรัสอหิวาตสุกรในระหวางป พ.ศ. 2540-2544 รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 3.1 และ 3.2 

 

2. เซลลเพาะเลี้ยง 

 เซลลเพาะเลี้ยงที่ใชคือเซลลไตสุกร (SK-6) และเซลลเพาะเลี้ยงจากอัณฑะโค 
(bovine testicle cells; BT) โดยนํามาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Eagle's minimum 
essential medium (MEM) ที่มี  bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอเชื้อ 
BVDV อยูรอยละ 5 แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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ตารางที่ 3.1 แสดงตัวอยางเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดระหวางป พ.ศ. 2531-2540 ที่มีการศึกษา 
genogroups แลว จํานวน 21 ตัวอยาง (Parchariyanon et al., 2000b) 
 

Genogroups หมายเลข Case เชื้อท่ีแยกได จังหวัดท่ีตรวจพบ 
1.1 1272/31 RBR/88 ราชบุรี 

 - KPP/93 กําแพงเพชร 
 360/36 NKR/93 นครราชสีมา 

1.2 687/37 CRB/94 ชลบุรี 
 686/34 BKK/91 กรุงเทพมหานคร 
 - Thai Hot กรุงเทพมหานคร 

1.3 1270/31 BKK/88 กรุงเทพมหานคร 
 27/31 NKP/88 นครปฐม 
 852/34 CRB/91 ชลบุรี 

2.2 1509/39 CRB/96 ชลบุรี 
 394/40 KKN/97 ขอนแกน 
 138/40 KKN/97 ขอนแกน 

3.3.1 412/37 NKR/94 นครราชสีมา 
 461/38 NKP/95 นครปฐม 
 6/36 CRB/93 ชลบุรี 

3.3.2 1691/39 RBR/96 ราชบุรี 
 683/37 NKP/94 นครปฐม 
 483/38 RBR/95 ราชบุรี 

3.3.3 520/38 NKP/95 นครปฐม 
 86/40 CCS/97 ฉะเชิงเทรา 
 1678/39 NKS/96 นครสวรรค 
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ตารางที่ 3.2 แสดงตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยที่แยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรไดใน
ระหวางป พ.ศ. 2540-2544 จํานวน 29 ตัวอยาง 
 

หมายเลข Case จังหวัดท่ีตรวจพบ หมายเลข Case จังหวัดท่ีตรวจพบ 
1546/40 เชียงใหม 423/44 นครนายก 
186/41 เชียงใหม 614/44-1 นครปฐม 
425/42 พัทลุง 614/44-2 นครปฐม 

SW99-PM0076* นครราชสีมา 621/44 ชลบุรี 
SW99-PM1547* อุตรดิตถ 625/44 กาญจนบุรี 
SW99-PM0175* - 663/44 สระบุรี 
SW00-PM2439* พัทลุง 690/44 กาญจนบุรี 
SW00-PM3190* ยะลา 762/44 ฉะเชิงเทรา 
SW00-PM7100* - 796/44 ประจวบคีรีขันธ 
SW00-PM7091* ฉะเชิงเทรา 818/44 (NKP/01) นครปฐม 
SW00-PM6672* ปราจีนบุรี 1260/44 นครปฐม 

905/43 ชลบุรี 1768/44 นครปฐม 
15/44-1 นครปฐม 1769/44 นครปฐม 
15/44-2 นครปฐม 1784/44 ชลบุรี 
410/44 ชลบุรี   

 
หมายเหตุ: * = ไดรับความอนุเคราะหจากสํานักเทคนิคและวิชาการสัตวเล้ียง   บริษัทเครือ
เจริญโภคภัณฑ  
  -  = ไมทราบประวัติ 
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วิธีการ 

1. การเตรียมตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด 

 นําตัวอยางอวัยวะภายในจากสุกรปวยที่ติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกร เชน ตอมท็อนซิล 
ตอมน้ําเหลือง ปอด หัวใจ ตับ มาม ลําไสเล็ก และสมอง มาเตรียมใหเปนรอยละ 10 ของเนื้อเยื่อ โดย
ตัดชิ้นเนื้อเปนชิ้นเล็กๆ ใสในโกรงที่มีทรายที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว บดใหละเอียดและเติม 
phosphate buffered saline (PBS) ที่ปลอดเชื้อจํานวน 10 มิลลิลิตร ปนแยกที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ตอนาที นาน 30 นาที เก็บสวนใส แลวเติมยาปฏิชีวนะที่มีองคประกอบของ เจ็นตาไมซิน เพ็นนิซิล
ลินและสเตร็ปโตไมซิน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้นเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ -30 องศา
เซลเซียส รอทําการแยกเชื้อตอไป 

 นําตัวอยางเลือดที่แข็งตัวไปปนแยก เก็บสวนที่เปนซีร่ัมและแชแข็งที่อุณหภูมิ -30 
องศาเซลเซียส 

 

2. การเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ในเซลลเพาะเลี้ยง 

2.1 การเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกร 

 นําไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ที่เขมขนมาทําใหเจือจางเปน 10 เทาในอาหาร
เล้ียงเซลลที่มี bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอ BVDV จากนั้นนําไปเติม
ในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 25 ตารางเซ็นติเมตร ที่มีเซลล SK-6 เจริญเต็มพื้นผิวขวด แลวนําไปบมใน 
carbondioxide (CO2) incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง หลังจากนั้นใชปเปต
ดูดไวรัสที่ไมถูก absorb ออกแลวลางดวย PBS 2-3 คร้ัง จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล และนําไปบม
ตออีกนาน 4 วัน เมื่อทําการเพาะเลี้ยงไวรัสครบ 4 วัน นําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส
และนํามาละลายทันที ทําซ้ําเชนนี้ 2 คร้ัง จากนั้นนําสารละลายทั้งหมดไปทําการปนที่ความเร็ว 
2,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10-15 นาที เก็บสวนใส แชแข็งที่อุณหภูมิ -70 
องศาเซลเซียสเพื่อใชในการทดสอบตอไป 
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2.2 การเพาะเลี้ยง BVDV  

 นําเชื้อ BVDV สายพันธุ Oregon และ Nose มาทําการเพาะเลี้ยงในเซลลเพาะเลี้ยง 
bovine testicle cells โดยมีขั้นตอนและวิธีการเชนเดียวกับการเพาะเลี้ยงไวรัสอหิวาตสุกร แตเนื่อง
จาก BVDV ทั้งสองสายพันธุนี้ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลล จึงสามารถ
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลลไดหลังจากเพาะเลี้ยงไวรัสเปนเวลา 2-3 วัน 
 

3. การตรวจหาปริมาณไวรัสดวย immunoperoxidase test 

 ทําการเจือจางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอางอิง ALD คร้ังละ 10 เทา ในอาหารเลี้ยง
เซลลชนิด MEM ที่มี bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและแอนติบอดีตอเชื้อ BVDV อยูรอย
ละ 5 ตั้งแตความเจือจางที่ 10-1 ถึง 10-7 เติมไวรัสแตละความเจือจางลงในเพลทเพาะเลี้ยงเซลลชนิด 
96 หลุม ที่มีเซลล SK-6 เจริญเต็มพื้นผิวแลว โดยเติมไวรัสแตละความเจือจาง 100 ไมโครลิตรตอ
หลุม โดยทําซ้ํา 8 หลุมตอความเจือจาง จากนั้นนําเพลทไปบมใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 5 วัน 

 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงไวรัสครบ 5 วัน นําเพลทเพาะเลี้ยงไปทําการยอมสีเพื่อตรวจ
หาปริมาณไวรัส โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี้  

3.1 นําเพลทมาสะบัดน้ําเลี้ยงเซลลออกใหหมด แลวตรึง (fix) เซลลเพาะเลี้ยงดวยสาร
ละลายรอยละ 4 ของ formalin ใน PBS ที่มี tween 20 อยูรอยละ 0.5 หลุมละ 100 ไมโครลิตร วางไว
ที่อุณหภูมิหองนาน 15-30 นาที  

3.2 สะบัดเพลทใหสารละลายในเพลทออกใหหมด แลวลางเพลทดวย PBS ที่มี tween 
20 อยูรอยละ 0.5 หลุมละ 200 ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง เคาะเบาๆ เพื่อใหเพลทแหง 

3.3 เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร (สถาบันสุขภาพสัตว
แหงชาติ กรมปศุสัตว) โดยทําการเจือจางในสารละลายรอยละ 1 ของ bovine serum albumin (BSA) 
ใน PBS ที่มี tween 20 อยูรอยละ 0.5 ในอัตราสวน 1 สวน ตอ 10 สวน โดยเติมทุกหลุมๆ ละ 50 
ไมโครลิตร วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง 

3.4 ทําซ้ําขั้นตอนที่ 3.2 

3.5 เ ติ ม  peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulins (DAKO, 
Denmark) โดยทําการเจือจางในสารละลายรอยละ 1  ของ bovine serum albumin (BSA) ใน PBS ที่
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มี tween 20 อยูรอยละ 0.5 ในอัตราสวน 1 สวนตอ 500 สวน โดยเติมทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
วางไวที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ช่ัวโมง 

3.6 ทําซ้ําขั้นตอนที่ 3.2 

3.7 เติมสารละลาย substrate ที่ประกอบดวย AEC solution, acetate buffer และรอยละ 
30 ของ hydrogen peroxide ในอัตราสวน  1 มิลลิลิตร ตอ 19 มิลลิลิตร และ 20 ไมโครลิตร ตาม
ลําดับ โดยเติมทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร วางไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที  

3.8 สะบัดเพลทใหสารละลายในเพลทออกใหหมด แลวลางเพลทดวยน้ําและสะบัด
เพลทใหแหงสนิท 

3.9 อานผลดวยตาเปลาหรือดูดวยกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับเซลลเพาะเลี้ยงที่ไม
ไดเติมไวรัส แลวคํานวณหาจํานวนไวรัสดวยวิธีของ Reed และ Muench (1938) 
 

4. การแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเซลลเพาะเลี้ยงและการพิสูจนเชื้อดวย immunoperoxidase test 

 ทําการเจือจางตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยที่ติดเชื้อไวรัสอหิวาตสุกร
คร้ังละ 10 เทา ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด MEM ที่มี bovine serum ชนิดที่ปราศจากแอนติเจนและ
แอนติบอดีตอเชื้อ BVDV รอยละ 5 ตั้งแตความเจือจางที่ 10-1 ถึง 10-3 เติมแตละความเจือจางลงใน
เพลทเพาะเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม ที่เพาะเลี้ยงเซลล SK-6 ไวเจริญเต็มพื้นผิวแลว โดยเติมความเจือ
จางละ 4 หลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําเพลทไปบมใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 5 วัน 

 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงไวรัสครบ 5 วัน นําเพลทเพาะเลี้ยงไปทําการยอมสีเพื่อตรวจ
หาไวรัส โดยใชโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรและ peroxidase-conjugated 
rabbit anti-swine immunoglobulins (DAKO, Denmark) โดยมีขั้นตอนดังที่ไดกลาวไวในขางตน 
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5. การสกัดแยกสารพันธุกรรมของไวรัส (RNA extraction) 

 สกัดแยกสารพันธุกรรมของไวรัสจากตัวอยางซีร่ัม เนื้อเยื่อบดและน้ําเลี้ยงเซลล
โดยใช  TriPure™ isolation reagent (Boehringer Mannheim, USA) ซ่ึ ง เป น  monophasic solution 
ของ phenol และ guanidine thiocyanate โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี้ 

5.1  เติมตัวอยางจํานวน 250 ไมโครลิตร ใน  microtube 

5.2 เติม TriPure™ จํานวน 750 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และตั้งไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 5 นาที 

5.3  เติม chloroform จํานวน 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันดี วางไวที่อุณหภูมิหอง
นาน 2-15 นาที และนําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที  

5.4 ใชปเปตดูดเก็บ aqueous phase ใสใน microtube หลอดใหม  

5.5 เติม iso-propanol จํานวน 500 ไมโครลิตร แลววางไวบนน้ําแข็งนาน 15 นาที และ
นําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

5.6 ใชป เปตดูด  iso-propanol ออกใหหมด  และเติม  ethanol รอยละ  75 จํานวน  1 
มิลลิลิตร และนําไปปนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อ
ปนลางตะกอน RNA 

5.7 ใชปเปตดูด ethanol ออกและทําซ้ําขั้นตอนที่ 5.6 อีกครั้งโดยใช absolute ethanol  

5.8 ใชปเปตดูด ethanol ออกใหหมด 

5.9 นําตะกอน RNA ที่ไดไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพื่อกําจัด 
ethanol  

5.10 จากนั้นละลายตะกอน  RNA ดวย  diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water 
จํานวน 10 ไมโครลิตร โดยใชปเปตดูดขึ้นลงเบาๆ  

5.11 เก็บ RNA ที่ไดแชแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื่อรอทําการตรวจดวยวิธี 
RT-PCR ตอไป 
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6. ไพรเมอรท่ีใชในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส 

 ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสในสวน 5'NCR บนลําดับ
นิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort (Meyers et al., 1989) ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR 
ที่มีขนาดเทากับ 284 bp (Vilcek et al., 1994) โดยไพรเมอรมีการจัดเรียงลําดับดังนี้ 

 324 (Forward) 5'-ATG CCC (T/A)TA GTA GGA CTA GCA-3' (99-119) 

 326 (Reverse)  5'-TCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC-3' (383-363) 

 

7. การเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR 

 เพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส (RNA) ดวย one-step RT-PCR kit (Access 
RT-PCR System, Promega Corporation, USA) โดยสรางสาย complementary DNA (cDNA) และ
ทํา PCR ในปฏิกริยาเดียวกัน เพื่อลดปญหาการปนเปอนของผลิตภัณฑ PCR และลดขั้นตอนในการ
ตรวจ โดยเตรียมสวนผสมของปฏิกริยาใน microtube ใหมีความเขมขนของสารละลายดังนี้ 1X ของ 
AMV/Tfl reaction buffer, 1 mM ของ MgSO4, 0.2 mM ของ dNTPs, 1 µM ของไพรเมอร 324 และ 
326, 0.1 unit ของ AMV reverse transcriptase, 0.1 unit ของ Tfl DNA polymerase และ RNA ที่แยก
สกัดไดจํานวน 5 ไมโครลิตร จากนั้นเติม RNase-free water ใหครบ 50 ไมโครลิตร นํา microtube ที่
เตรียมสวนผสมของปฏิกริยาพรอมแลวเขาเครื่อง PCR express thermal cycler (ThemoHybaid, 
England) โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาของปฏิกริยาในแตละขั้นตอนดังนี้ 

 ขั้นตอนการสรางสาย cDNA (cDNA synthesis) จากสาย RNA เปาหมาย 
    อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที 
    อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

 ขั้นตอนการเพิ่มจํานวนสาย cDNA (PCR amplification) ทําปฏิกริยา PCR จํานวน 
35 รอบ โดยในแตละรอบของปฏิกริยากําหนดอุณหภูมิและเวลาดังนี้ 
 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
 Annealing  ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
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 จากนั้นทําปฏิกริยาตอท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และเดินเครื่องตอ
ไปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไปทําการตรวจสอบผลดวยวิธี 
gel electrophoresis ที่มี agarose gel รอยละ1.5  

 

8. การตรวจหาผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis 

 เตรียม  agarose gel รอยละ  1.5 ใน  Tris-borate EDTA buffer (TBE buffer) ผสม
ผลิตภัณฑ PCR กับ 6X loding buffer (ที่มีสวนผสมของ bromophenol รอยละ 0.25 xylene cyanol 
รอยละ 0.25 และ glycerol รอยละ 30) ในอัตราสวน 1 สวน ตอ 5 สวน แลวเติมสวนผสมของผลิต
ภัณฑ  PCR และ  DNA มาตรฐาน  (molecular weigh marker 100 bp DNA ladder, BioLabs, New 
England) ลงใน  agarose gel ที่มี  ethidium bromide อยู 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นให
กระแสไฟฟาที่ 100 โวลตนาน 60 นาที ตรวจดูผลภายใตแสง ultraviolet (UV) และทําการบันทึก
ภาพดวยเครื่อง Photo-Print IP-008-SD (Vilber Lourmat, France) 
 

9. การทดสอบความไว (sensitivity) ของวิธี RT-PCR  

 นํ าไวรัสอหิ วาต สุ กรสายพั นธุ  ALD ที่ มี ความ เขมขน  106 TCID50 ตอ  100 
ไมโครลิตร มาทําการเจือจางครั้งละ 10 เทา ไปจนถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทํา
การสกัดแยก RNA ของไวรัสและทําการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR และ
ตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel electrophoresis ดังขั้นตอนที่ไดกลาวไวในขางตน โดยเปรียบ
เทียบกับตัวอยางเซลลเพาะเลี้ยง SK-6 

  การทดสอบความไวของวิธี RT-PCR ในเนื้อเยื่อบดและซีร่ัม 

 นําไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ท่ีความเขมขนตางๆ จํานวน 100 ไมโครลิตร
เติมลงในเนื้อเยื่อบดสุกรปกติ และ fetal calf serum จํานวน 150 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทําการ
สกัดแยก RNA ของไวรัส ทํา RT-PCR และตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ตามขั้นตอนดังที่กลาวไวใน
ขางตน โดยเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อบดสุกรปกติ และ fetal calf serum ตามลําดับ 
 
 
 



 36

10. การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี RT-PCR  

 นําไวรัสที่สามารถตรวจพบไดในสุกรปวย เชน PRV JEV FMDV และ PRRSV 
สายพันธุตางๆ มาทําการสกัดแยกสารพันธุกรรม แลวนําไปทํา RT-PCR นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไป
ตรวจสอบผลดวยวิธี gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และ 
BVDV สายพันธุ Oregon 

 

11. การตรวจหาไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR 

 นําวัคซีนอหิวาตสุกรชนิดเซลลเพาะเลี้ยงและชนิดผานกระตายทั้ง 9 สายพันธุ     
มาทําการละลายดวยอาหารเลี้ยงเซลล โดยใหมีปริมาณไวรัสเทากับ dose ปกติที่ผูผลิตแนะนําใหใช
ในพื้นที่ จากนั้นนําไปทําการสกัดแยกสารพันธุกรรมและทํา RT-PCR  เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาต
สุกรและ BVDV สายพันธุอางอิงและอาหารเลี้ยงเซลล 
 

12. การตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางสิ่งสงตรวจดวยวิธี RT-PCR 

 ตัวอยางเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ จํานวน 50 ตัวอยาง ซ่ึงประกอบ
ดวยเช้ือไวรัสอหิวาตสุกรที่มีการศึกษา genogroups แลว จํานวน 21 ตัวอยาง ตัวอยางซีร่ัมและ
เนื้อเยื่อบดสุกรปวยที่แยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรได จํานวน 29 ตัวอยาง นําตัวอยางทั้งหมดมาทําการ
สกัดแยกสารพันธุกรรมและทํา RT-PCR เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV สายพันธุ  
อางอิง และ SK-6 cell  
 

13. การจําแนกไวรัสอหิวาตสกุรและ BVDV ดวย RFLP 

 การตัดผลิตภัณฑ PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I 

 เตรียมสวนผสมของปฏิกริยาที่ใชในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงประกอบ
ดวย DNA จากผลิตภัณฑ PCR จํานวน 1 ถึง 5 ไมโครกรัม 60 mM ของ Tris-HCl (pH 7.5) 500 mM 
ของ NaCl 60 mM ของ MgCl2 10 mM ของ dithiothreitol (DTT) เอนไซมตัดจําเพาะ Ava I จํานวน 5 
unit (Promega, USA) จากนั้นเติมน้ํากลั่นใหครบ 15 ไมโครลิตร และนําไปอุนใน water bath ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
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 การตัดผลิตภัณฑ PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I 

 เตรียมสวนผสมของปฏิกริยาที่ใชในการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงประกอบ
ดวย DNA จากผลิตภัณฑ PCR จํานวน 1 ถึง 5 ไมโครกรัม 50 mM ของ Tris-HCl (pH 7.9) 100 mM 
ข อ ง  NaCl 10 mM ข อ ง  MgCl2 1 mM ข อ ง  dithiothreitol (DTT) acetylated BSA จํ าน ว น  10 
ไมโครกรัมเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I จํานวน 10 unit (BioLabs, New England) จากนั้นเติมน้ํากลั่น
ใหครบ 15 ไมโครลิตร และนําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

 ตรวจสอบรูปแบบการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะทั้งสองชนิดดวยวิธี agarose gel 
electrophoresis  
 

14. การทําผลิตภัณฑ PCR ใหบริสุทธ์ิ (PCR product purification) 

 โดยใช NucleoSpin® Extract (Macherey-Nagel, Germany) โดยมีวิธีการและขั้น
ตอนดังตอไปนี้  

14.1 ตัดเจลที่มีแถบ DNA ที่ตองการ โดยใหมีเนื้อเจลนอยที่สุด ใสในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตรที่สะอาดแลวนําไปชั่งน้ําหนัก  

14.2 เติม NT1 buffer จํานวน 300 ไมโครลิตรตอน้ําหนักเจล 100 มิลลิกรัม นําไปอุนใน 
water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 ถึง 10 นาที โดยเขยาทุกๆ 2 นาที เพื่อใหเจลละลาย  

14.3 นํา NucleoSpin extract column ใสในหลอดรองรับและเติมเจลที่ละลายดีแลวใน 
NucleoSpin  extract column นําไปปนที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  

14.4 เทสารละลายที่อยูในหลอดรองรับออกและใส NucleoSpin extract column ใน
หลอดรองรับอันเดิม  

14.5 เติม NT3 buffer จํานวน 600 ไมโครลิตร แลวนําไปปนที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที  

14.6 เทสารละลายที่อยูในหลอดรองรับออกและใส NucleoSpin extract column ใน
หลอดรองรับอันเดิมอีกครั้ง และเติม NT3 buffer จํานวน 200 ไมโครลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 
14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที  
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14.7 นํา NucleoSpin extract column ไปวางบน heat block ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 2-5 นาที เพื่อกําจัด ethanol  

14.8 นํา NucleoSpin extract column ใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่สะอาด และเติม 
elution buffer หรือ น้ํากลั่น จํานวน 25 ถึง 50 ไมโครลิตร ใน NucleoSpin extract column วางไวที่
อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที  

14.9 นําไปปนที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที  

14.10 เก็บผลิตภัณฑ PCR ที่ผานการทําใหบริสุทธ์ิแลวนี้แชแข็งไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชในการทํา DNA sequencing ตอไป 
 

15. การทํา DNA sequencing 

15.1 การติดฉลากผลิตภัณฑ PCR ดวย BigDye™ Terminator 

 เตรียมปฏิกริยาในหลอดสําหรับทํา PCR โดยใช BigDye™ Terminator Version 3 
(Applied Biosystem, USA) จํานวน 8 ไมโครลิตร ไพรเมอรที่มีความเขมขน 1.6 พิโครโมล จํานวน 
2 ไมโครลิตร ผลิตภัณฑ PCR ที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์แลวที่มีความเขมขนของ DNA 
ประมาณ 3 ถึง 10 นาโนกรัม จํานวน 5 ไมโครลิตร แลวปรับปริมาตรใหไดเทากับ 20 ไมโครลิตรตอ
หนึ่งปฏิกริยาดวยน้ํากลั่น ใชปเปตดูดสวนผสมขึ้นลงเบาๆ เพื่อใหสวนผสมเขากันดี แลววาง
หลอดปฏิกริยาบนน้ําแข็ง จากนั้นนําไปเขาเครื่อง PCR express thermal cycler โดยกําหนดเวลา 
อุณหภูมิ และจํานวนรอบของการทําปฏิกริยา ดังนี้ 

  Denaturation  ที่อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที 
  Annealing ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส นาน 5 วินาที 
  Extension ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 

 โดยทําปฏิกริยาจํานวน 25 รอบ และเดินเครื่องไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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15.2 การนํา BigDye™ Terminator ท่ีไมถูกติดฉลากออกจากผลิตภัณฑ PCR 

 นําผลิตภัณฑ PCR ที่ติดฉลากแลวออกจากเครื่อง PCR express thermal cycler จาก
นั้นทําการเอา BigDye™ Terminator ที่ไมถูกติดฉลากออกจากผลิตภัณฑ โดยมีวิธีการและขั้นตอน
ดังตอไปนี้ 

15.2.1 ใชปเปตดูดผลิตภัณฑ PCR ที่ติดฉลากแลวทั้งหมดใสในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร  

15.2.2 เติม  3M ของ   sodium acetate (pH 5.2) จํานวน  3 ไมโครลิตร   ethanol  
รอยละ 95 จํานวน 62.5 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น จํานวน 14.5 ไมโครลิตร แลวใชปเปตดูดสวนผสม
ขึ้นลงติดตอกันนาน 1 นาที  ถาขั้นตอนนี้ผสมกันไมดีอาจทําให BigDye™ Terminator บางสวน
เหลืออยู ซ่ึงจะไปรบกวนการตรวจสัญญาณของเครื่อง automate sequencer จากนั้นวางสวนผสมที่
ผสมเขากันดีแลวไวที่อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที และนําไปปนที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที นาน 
20 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

15.2.3 ใชป เปตดู ดส วน ใสออก  และ เติ ม  ethanol รอยละ  70 จํ านวน  250 
ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปนที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง  

15.2.4 ใชปเปตดูด ethanol ออกใหหมด แลวนําไปปนที่ความเร็ว 15,000 รอบตอ
นาที นาน 7 นาที โดยเปดฝาหลอด เพื่อใหแหงเร็วขึ้น 

15.2.5 จากนั้นนําไปวางบน  heat block ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที เพื่อกําจัด ethanol ใหหมดไป  

15.2.6 เติม TSR buffer จํานวน 25 ไมโครลิตร โดยใชปเปตดูดสวนผสมขึ้นลงให
เขากันดี นําไปผสมใหเขากันอีกครั้งดวยการ vortex นาน 1 นาที และนําไปปน 10 วินาที  

15.2.7 นําไปวางบน heat block ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพื่อให
สาย DNA  แยกจากกันเปนสายเดี่ยว  แลววางบนน้ําแข็งทันที ประมาณ 5 นาที   เพื่อปองกันการ
กลับมาจับกันเปน DNA สายคูอีกครั้ง จากนั้นนําไปปน 10 วินาที  

15.2.8 ใชปเปตดูดผลิตภัณฑทั้งหมดใสในหลอดสําหรับทํา DNA sequencing ซ่ึง
ขั้นตอนนี้ควรระวังอยาใหมีฟองอากาศ จากนั้นปดฝาหลอดแลววางบนน้ําแข็งและนําเขาเครื่อง 
automate sequencer (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystem, USA) 
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15.3 การวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus 
อ่ืนๆ  

 นําขอมูลที่ไดจากการตรวจสอบสัญญาณดวยเครื่อง automate sequencer มาเก็บไว
ในโปรแกรม microsoft notepad และทําการตัดลําดับเบสในสวนที่เปนไพรเมอรออกจํานวน 42 เบส 
จากนั้นทําการวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม Genetyx-Win Version 4 (Software Development 
Co., Ltd., Tokyo, Japan) เพื่อเรียงลําดับขอมูล หาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ 
Bgl I บนลําดับสารพันธุกรรมทางดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus อ่ืนๆ และทํา
การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับสารพันธุกรรมไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus กับที่เคยมี
รายงานไวใน GenBank ดังแสดงในตารางที่ 3.3  

 

ตารางที่ 3.3 แสดงรายชื่อไวรัสอหิวาตสุกร และ BDV ที่เคยมีรายงานการศึกษาลําดับสารพันธุกรรม
ทางดาน 5'NCR จาก GenBank 
 

ไวรัสอหิวาตสุกร GenBank accession  number 
Kanagawa/74 AB 019662 (Sakoda et al., 1999) 
Fukushima/80 AB 019661 (Sakoda et al., 1999) 
CRB/93 AB 019665 (Sakoda et al., 1999) 
KPP/93 AB 019654 (Sakoda et al., 1999) 
Brescia AF 091661 (Kyle et a., 1998, unpublished) 
Chinese Z 46258 (Moormann et al., 1996) 
Alfort J 04358 (Meyers et al., 1989) 
Alfort/187 X 87939 (Ruggli et al., 1995) 
VR 14762 L 42437 (Stadejek et al., 1996) 
Switzerland3/93/2 AF 045071 (Hofmann and Bossy, 1998) 
Switzerland4/93 AF 045072 (Hofmann and Bossy, 1998) 
96940 AF 521704 (Song et al., 2002, unpublished) 
BDV-Casimir AB 122085 (Harasawa et al., 2003, unpublished) 
BDV-Rudolph AB 122086 (Harasawa et al., 2003, unpublished) 

 



บทที่  4 

 
ผลการวิจัย 

 

การแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเซลลเพาะเลี้ยง 

 ในการเพาะแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดที่ใหผลบวก
ตอการแยกและพิสูจนเช้ือในเซลลเพาะเลี้ยงในครั้งแรกจํานวน 29 ตัวอยาง พบวาในการแยกเชื้อ    
ไวรัสอหิวาตสุกรครั้งที่ 2 นี้ มีตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบดวย immunoperoxidase test  
จํานวน 18  ตัวอยาง และอีก 11 ตัวอยางใหผลการทดสอบเปนลบ ผลการทดสอบดังแสดงในตาราง
ที่ 4.1 และ ตารางที่ 4.2 

ตารางที่ 4.1 ตารางแสดงผลการแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด เมื่อทําการ
ทดสอบดวย  immunoperoxidase test 

 
ผลการแยกเชื้อคร้ังที่ 1 ผลการแยกเชื้อคร้ังท่ี 2 ปท่ีเก็บตัวอยาง 

(พ.ศ.) จํานวนตัวอยาง 
ผลบวก ผลลบ ผลบวก ผลลบ 

2540 1 1 0 0 1 
2541 1 1 0 0 1 
2542 4 4 0 2 2 
2543 6 6 0 5 1 
2544 17 17 0 11 6 
รวม 29 29 0 18 11 
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ตารางท่ี 4.2 แสดงผลการตรวจหาไวรัสอหิวาตสุกรในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดของสุกรปวยดวย
วิธีแยกและพิสูจนเชื้อ และวิธี RT-PCR 
 

ผลการแยกและพิสูจนเช้ือ (TCID50/ml) หมายเลข Case 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2  

RT-PCR 

1546/40 + - + 
186/41 + - + 
425/42 + - + 

SW99-PM0076 + 3x101 + 
SW99-PM1547 + 2x101 + 
SW99-PM0175 + - + 
SW00-PM2439 + 5 + 
SW00-PM3190 + 3x103 + 
SW00-PM7100 + 5x102 + 
SW00-PM7091 + 3x102 + 
SW00-PM6672 + 5x102 + 

905/43 + - + 
15/44-1 + - + 
15/44-2 + - + 
410/44 + 4x102 + 
423/44 + - + 

614/44-1 + - + 
614/44-2 + 2x103 + 
621/44 + 2x102 + 
625/44 + 2x101 + 
663/44 + 2x103 + 
690/44 + - + 
762/44 + 2x101 + 
796/44 + >104 + 

818/44 (NKP/01) + 3x102 + 
1260/44 + >104 + 
1768/44 + - + 
1769/44 + 5x101 + 
1784/44 + 2x101 + 

 
หมายเหตุ: - =  ผลตรวจเปนลบ 

  + = ผลตรวจเปนบวก 
 TCID50  =  median tissue culture infective dose 
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การประเมินคุณภาพของวิธี RT-PCR 

1. ความไว (sensitivity) ของวิธี RT-PCR 

 ทําการทดสอบหาความไวของวิธี RT-PCR ในการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมทาง
ดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกร โดยใชไพรเมอร 324 และ 326  ซ่ึงใหผลิตภัณฑ  PCR  ขนาด 
284 bp นั้น โดยเจือจางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD คร้ังละ 10 เทาใหไดปริมาณไวรัสเริ่มตนที่ 
106 ถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร และทําการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR 
โดยเปรียบเทียบกับ RNA ที่สกัดจาก SK-6 cells ซ่ึงเปนตัวควบคุมผลลบ พบวาวิธีดังกลาวมีความ
ไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรไดในระดับ 100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร 
ผลที่ไดดังแสดงในรูปที่ 4.1  

 

 

รูปท่ี 4.1 แสดงความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ดวยวิธี 
RT-PCR ที่มีป ริมาณไวรัสตั้ งแต  106 ถึง  1 TCID50 ตอ  100 ไมโครลิตร  โดยเปรียบเที ยบกับ          
non-infected SK-6 cell lysate 

 

 

 

M    SK6   106     105    104     103     102     101      1 

284 bp 
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   ความไวของวิธี RT-PCR ในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด 

  จุดประสงคในการศึกษาครั้งนี้ เพื่อนําวิธี RT-PCRไปใชในการตรวจวินิจฉัยโรค
อหิวาตสุกรจากตัวอยางสิ่งสงตรวจ ดังนั้นจึงทําการทดสอบความไวของวิธีนี้ในการตรวจจากตัว
อยางซีร่ัม และเนื้อเยื่อบด ซ่ึงอาจมีปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลรบกวนปฏิกริยา RT-PCR การตรวจสอบความ
ไวของวิธี RT-PCR ในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด ทําโดยการเจือจางไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ 
ALD คร้ังละ 10 เทา แลวนําไป spike ใน fetal calf serum และเนื้อเยื่อบดสุกรปกติ และนําไปทําการ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR โดยเปรียบเทียบกับ fetal calf serum และเนื้อเยื่อ
บดของสุกรปกติ พบวา RT-PCR มีความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจาก
ตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดที่ระดับ 100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร ผลการทดสอบการตรวจหา
ความไวในซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดดังแสดงในรูปที่ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ 

 

 

รูปท่ี 4.2 แสดงความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรในตัวอยางซีร่ัมดวยวิธี 
RT-PCR ที่มีปริมาณไวรัสตั้งแต 106 ถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบกับ fetal calf 
serum ซ่ึงเปนตัวควบคุมผลลบ 

 

 

 

 

M        106     105     104     103     102      101      1     Control 

284 bp
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รูปท่ี 4.3 แสดงความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรในตัวอยางเนื้อเยื่อบด
ดวยวิธี RT-PCR  ที่มีปริมาณไวรัสตั้งแต 106 ถึง 1 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบกับ 
เนื้อเยื่อบดสุกรปกติ ซ่ึงเปนตัวควบคุมผลลบ 

 

2. ความจําเพาะของวิธี RT-PCR 

 ประเมินความจําเพาะของวิธี RT-PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัส  
อหิวาตสุกรและไวรัสในกลุม Pestivirus โดยนําสารพันธุกรรมจากเชื้อไวรัสตางๆ ที่สามารถตรวจ
พบไดในสุกร เชน PRV FMDV JEV และ PRRSV มาทําการทดสอบกับไพรเมอร 324 และ 326 
โดยเชื้อ FMDV ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนตัวอยาง cDNA ที่ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยโรค
ปากและเทาเปอย นครราชสีมา นอกจากนี้ตัวอยางสารพันธุกรรมของ JEV และ PRRSV สวนหนึ่ง
ไดนําไปทําการทดสอบดวยวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอเชื้อ JEV และ PRRSV 
ตามลําดับ เพื่อตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสไปพรอมกัน จากการศึกพบวาวิธี RT-PCR โดยใช
ไพรเมอร 324 และ 326 มีความจําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV เทานั้น และใหผลลบตอ  
ไวรัสอื่นๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.4  
 
 
 
 
 

M Control  106      105     104     103     102      101      1 

284 bp 
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รูปท่ี 4.4 แสดงความจําเพาะของวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 ในการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV เปรียบเทียบกับไวรัสตางๆ ที่อาจตรวจพบไดในสุกร
ปวย 

 M = 100 bp ladder marker 
1 = PRV 
2 = PRRSV (American strain) 
3 = PRRSV (European strain) 
4 = FMDV (type A) 
5 = FMDV (type Asia I) 
6 = FMDV (type O) 
7 = JEV 
8 = ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
9 = BVDV สายพันธุ Oregon 

 
 
 
 
 
 

 

M       1      2      3        4       5       6     7       8        9      M

284 bp 
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3. การตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR 

 นําไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรทั้ง 9 สายพันธุมาละลายดวยอาหารเล้ียงเซลล โดยใหมี
ปริมาณไวรัสเทากับ dose ปกติที่ผูผลิตแนะนําใหใชในพื้นที่ เชน วัคซีน BSL-HC® มีปริมาณไวรัส
วัคซีนสายพันธุ GPE- เทากับ 4x103 TCID50 ตอ dose จากนั้นนําไปทําการตรวจหาสารพันธุกรรม
ของไวรัสวัคซีนดวยวิธี RT-PCR เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกร และ BVDV สายพันธุอางอิง 
และอาหารเลี้ยงเซลล พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาต
สุกรไดทั้ง 9 สายพันธุ ผลที่ไดดังแสดงในรูป 4.5  

 

รูปท่ี 4.5 แสดงผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR เปรียบ
เทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV สายพันธุอางอิง และอาหารเลี้ยงเซลล 
 M = 100 bp ladder marker 
 1  = ตัวควบคุมผลลบ อาหารเลี้ยงเซลล 
 2 = CL Chinese strain (Pestiffa®) 
 3 = Thiverval strain (Coglapest®) 

4 = GPE- strain (BSL-HC®) 
5 = GPE- strain (Porcilis®) 
6 = LPC strain 
7 = LOM strain 
8 = PAV-250 strain 
9 = WPE-/Th strain 
10 = Chinese strain (Pest-Vac®)  
11 =ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
12 = BVDV สายพันธุ Oregon 

M     1      2     3      4      5       6     7     8      9     10   11    12   M 

284 bp
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4. การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรท่ีแยกไดจากทองที่ดวยวิธี RT-PCR 

 เมื่อนําวิธี RT-PCR มาใชในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรที่
แยกไดจากทองที่ทั้ง 3 genogroups จํานวน 21 ตัวอยาง และตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดที่แยกเชื้อ 
ไวรัสอหิวาตสุกรได จํานวน 29 ตัวอยาง พบวาวิธีดังกลาวสามารถตรวจตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกรที่
แยกไดจากทองที่ทั้ง 50 ตัวอยางและสามารถตรวจไดทุก genogroups รวมทั้งทุกตัวอยางเชื้อท่ียังไม
ไดศึกษา genogroups ดวย ผลที่ไดดังแสดงในตารางที่ 4.2 และ 4.3 และรูปที่ 4.6 แสดงการตรวจตัว
อยางไวรัสจากทั้ง 3 genogroups และตัวอยางไวรัสที่แยกเชื้อไดระหวางป พ.ศ. 2541-2544 
 

ตารางที่ 4.3 แสดงผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ดวยวิธี RT-PCR  
 

ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร ตัวอยางที่ใหผลบวกดวยวิธี RT-PCR 
ปท่ีแยกเชื้อ (พ.ศ.) จํานวนตัวอยาง  

2531-2540 22 22 
2541 1 1 
2542 4 4 
2543 6 6 
2544 17 17 
รวม 50 50 
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รูปท่ี 4.6 ผลการตรวจไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ทั้ง 3 genogroups และตัวอยางไวรัสที่
แยกเชื้อไดระหวางป พ.ศ. 2541-2544 ดวยวิธี RT-PCR เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ 
ALD และเชื้อ BVDV สายพันธุ Nose และ non-infected SK-6 cells  

 
 M = 100 bp ladder marker 
 1-3 =  ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร genogroups 1 (1.1, 1.2 และ 1.3 ตามลําดับ) 
 4 =  ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร genogroups 2 (2.2) 

5-7 =  ตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร genogroups 3  
     (3.3.1, 3.3.2 และ 3.3.3 ตามลําดับ) 

 8 =  ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2541 
 9 =  ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2542 
 10-11 = ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2543 
 12-13 = ตัวอยางเชื้อที่แยกไดในป พ.ศ. 2544 
 14 = ตัวควบคุมผลลบ non-infected SK-6 cells 
 15 = ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
 16 = BVDV สายพันธุ Nose 

 
 

M   1    2     3    4     5     6     7     8     9    10   11  12   13   14  15  16   M 

 1          2            3                      New isolates

284 bp

Genogroups 
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การแยกความแตกตางของไวรัสอหิวาตสุกรจาก BVDV ดวยวิธี RFLP 

 เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของ Pestivirus มีความใกลเคียงกัน
มาก ดังนั้นเมื่อทําการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสในบริเวณนี้จึงมีความจําเปนที่ตองแยก
ความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรกับ Pestivirus อ่ืน Vilcek และคณะ (1994) พบวาการเพิ่ม
จํานวนสารพันธุกรรมของไวรัสในบริเวณดังกลาวดวยไพรเมอร 324 และ 326 จะไดผลิตภัณฑ PCR 
ที่มีขนาดเทากับ 284 bp  ซ่ึงบริเวณนี้มีตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซมตัดจําเพาะ  Bgl I และ  
Ava I เอนไซมทั้งสองชนิดนี้สามารถนํามาใชในการจําแนกไวรัสอหิวาตสุกรจาก Pestivirus อ่ืนได
โดยเอนไซม Bgl I จะตัดเฉพาะลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกรทําใหไดแถบ DNA 2 ขนาด คือ 243  
และ  41 bp  สวนเอนไซม  Ava I จะตัดลําดับเบสของ BVDV  ทุกสายพันธุ  และไวรัสอหิวาตสุกร
บางสายพันธุ จะทําใหไดแถบ DNA 2 ขนาดเชนกัน คือ 168 และ 116 bp  ดังแสดงในรูปที่ 4.7  

 

รูปท่ี 4.7 แสดงแผนภาพการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไพรเมอร 324 และ 326 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Ava I และ Bgl I (Vilcek et al., 1994) 

ตารางที่ 4.4 แสดงลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I 
 

เอนไซมตัดจําเพาะ ลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
Ava I C/YCGRG 
Bgl I GCCNNNN/NGGC 

หมาย เหตุ : Universal degenerate code: M= A/C, R= A/G, W= A/T, S= G/C, Y= C/T, K= G/T,   
V= A/C/T, H= A/C/T, D= A/G/T, N= A/G/C/T 

 U    Ava I  Bgl I     M   U    Ava I  Bgl I

116 bp 

284 bp 
243 bp 

168 bp 

41 bp 
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 เมื่อทําการตัดผลิตภัณฑ  PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพื่อแยกความแตกตาง
ระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV พบวาเอนไซม Bgl I สามารถตัดลําดับเบสของไวรัสอหิวาต
สุกรไดทุกตัวอยาง จากเชื้อที่แยกไดจากทองที่ทั้ง 50 ตัวอยาง เชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรทั้ง 9 
strains และไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD แตไมตัดลําดับเบสของเชื้อ BVDV สวนเอนไซม Ava I 
สามารถตัดลําดับของ BVDV และไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ไดทุกตัวอยาง แตไมตัดลําดับผลิต
ภัณฑจากเชื้อไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสองสายพันธุ คือ LOM และ Thiverval  รวมทั้งไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุอางอิง ALD ผลที่ไดดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.8 และ 4.9 แสดงรูปแบบการ
ตัดผลิตภัณฑ PCR ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 

ตารางที่ 4.5 แสดงผลการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไพรเมอร 324 และ 326 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 

CSFV BVDV 
ALD GPE- Vaccine strain Field isolate  Oregon Nose Restriction 

enzyme 
  (9) (50)   

Ava I - + + (7) + (50) + + 
Bgl I + + + (9) + (50) - - 

 
หมายเหตุ:  - = ตัดผลิตภัณฑ PCRไมได 
      + = ตัดผลิตภัณฑ PCRได 
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รูปท่ี 4.8 แสดงรูปแบบการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ Bgl I และ Ava I เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และ BVDV สายพันธุ 
Oregon 
 
 M = 100 bp ladder marker 
 U = ผลิตภัณฑ PCR ที่ไมไดทําการตัด 
 A = ผลิตภัณฑ PCR ที่ทําการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ Ava I 
 B = ผลิตภัณฑ PCR ที่ทําการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I 
 1-3 = ผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
 4-6 = ผลิตภัณฑ PCR ของ BVDV สายพันธุ Oregon 
 7-16 = ผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ 

 
 
 
 
 

 

ALD         BVDV                         Field isolates CSFV

M   1     2      3     4     5    6     7     8     9   10   11   12   13  14    15   16   M

U   A      B   U     A   B    A    B    A    B    A    B    A    B     A    B

284 bp

243 bp

168 bp

116 bp

41 bp 
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รูปท่ี 4.9 แสดงรูปแบบการตัดผลิตภัณฑ PCR ของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรและเชื้อที่แยกไดจากทอง
ที่ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I เปรียบเทียบกับ BVDV สายพันธุ Oregon 
 
 M = 100 bp ladder marker 
 1 = Thiverval strain (Coglapest®) 
 2 = GPE- strain (Porcilis®) 
 3 = LPC strain  
 4 = LOM strain 
 5-11 = เชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ 
 12 = BVDV สายพันธุ Oregon 
 13 = ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD 
 
 
 
 
 
 
 

Vaccine CSF                   Field isolated CSFV 

M     1     2      3      4       5      6     7        8      9     10   11    12     13   M

284 bp

168 bp

116 bp
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การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมดวยเทคนิค DNA sequencing 

การหาตําแหนงจดจําบนลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV 

 ผลิตภัณฑ PCR ของตัวอยางที่ไมสามารถตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I จํานวน 
3 ตัวอยาง คือ ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ LOM, Thiverval และ ALD และตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกร
จากทองที่ NKP/01 ที่ทําการสุมเลือกจากตัวอยางที่แยกเชื้อไดในป พ.ศ.2544 ซ่ึงเปนเชื้อที่ยังไมมี
การศึกษาลําดับสารพันธุกรรมมากอน นําผลิตภัณฑ PCR ดังกลาวมาทํา DNA sequencing เพื่อ
ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ GPE- และ BVDV สายพันธุ 
Oregon และ Nose จากนั้นนําขอมูลลําดับสารพันธุกรรมที่ไดมาทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม 
Genetyx-Win เพื่อหาความเหมือนกันของลําดับเบสและวิเคราะหหาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัด
จําเพาะ 

 เมื่อทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort 
(Meyers et al., 1989) พบวามีตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I อยูที่ตําแหนง  
133-143 ซ่ึงเอนไซมนี้จะตัดที่ตําแหนง 139 และมีตําแหนงที่จําเพาะตอเอนไซม Ava I อยูที่ตําแหนง 
214-219 โดยเอนไซมนี้จะตัดที่ตําแหนง 214  ดังแสดงในรูปที่ 4.10 

 ทําการวิเคราะหหาตําแหนงจดจําของเอนไซม Bgl I บนลําดับของไวรัสอหิวาต
สุกร พบวามีตําแหนงที่จะถูกตัดดวยเอนไซมนี้ทั้ง 5 สายพันธุ อยูที่ตําแหนง 139 และเมื่อทําการ
วิเคราะหตําแหนงตัดของเอนไซม Ava I บนลําดับของไวรัสอหิวาตสุกร พบวาที่ตําแหนง 215 ของ
ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD, Thiverval และ LOM มีการเปลี่ยนแปลงของเบสจาก G เปน T ทํา
ใหเอนไซมไมสามารถจดจําตําแหนงดังกลาวนี้ได และทําใหลําดับของเชื้อทั้งสามสายพันธุนี้ไมถูก
ตัดดังแสดงในรูปที่ 4.10  

 เมื่อทําการวิเคราะหตําแหนงตัดของเอนไซม Bgl I และ Ava I บนลําดับของ 
BVDV สายพันธุ Oregon และ Nose พบวาไมมีตําแหนงจดจําของเอนไซม Bgl I แตมีตําแหนงจดจํา
ของเอนไซม Ava I ทั้งสองสายพันธุ โดยพบวาลําดับของ BVDV สายพันธุ Oregon มีตําแหนงจดจํา
ของเอนไซม Ava I ถึงสองบริเวณคือ ที่นิวคลีโอไทดที่ 212-217 และ 257-262 ทําใหเมื่อทําการตัด
ดวยเอนไซมนี้แลวจะไดแถบ DNA สามขนาด คือ 125, 114 และ 45 bp ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจาก
สายพันธุ Nose หรือไวรัสอหิวาตสุกรอื่นๆ ที่มีเพียงสองขนาดเทานั้น ดังแสดงในรูปที่ 4.8, 4.9 และ 
4.10  

 



55

       Bgl I        Ava I
CSFV Alfort 128 GACTAGCCGTAGTGGCGAGCT  148        211  CACCTCGAGATGC  223
CSFV ALD .....................                  ........T....
CSFV GPE- .....................                  .............
CSFV LOM .....................                  ........T....
CSFV Thiverval .....................                  ........T....
CSFV NKP/01 .....................                  .............
BVDV Nose .GG....AAC.....T...T.                  GGT..........
BVDV Oregon .GG....AAC.....T...T.                  GGT..........

*..****...*****.***.*                  ...*****.****

รูปท่ี 4.10 แสดงตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I บนลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV
หมายเหตุ: ลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I ดังแสดงในตารางที่ 4.4

ศึกษาการเรียงลําดับและความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด

นําขอมูลลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ GPE- เชื้ออหิวาตสุกร
ที่แยกไดจากทองที่ NKP/01 และเชื้อที่ไมสามารถตัดดวยเอนไซม Ava I ทั้งสามสายพันธุ รวมทั้ง
เชื้อ BVDV สายพันธุ Oregon และ Nose มาทําการจัดเรียงขอมูลและคํานวณหาความเหมือนกันของ
ลําดับเบส โดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีรายงานใน GenBank

เมื่อจัดเรียงขอมูลทางพันธุกรรมโดยอางอิงถึงลําดับของเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรสาย
พันธุ Alfort ซ่ึงเปนตัวแทนของเชื้อจาก genogroup 2 (Paton et al., 2000b) และเชื้อที่เปนตัวแทน
จาก genogroup ตางๆ ดังที่แสดงในตารางที่ 4.6 พบวาบริเวณที่ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอร 324 
และ 326 มีความยาวของเบสประมาณ 284-286 bp สวนลําดับของ BVDV และ BDV มีความยาว
ประมาณ 284-287 และ 284 bp ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาการเปลี่ยนแปลงของเบสในบริเวณนี้
สวนใหญจะเปนการเปลี่ยนแปลงแบบแทนที่ (substitution) ดังที่แสดงในรูปที่ 4.11
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                                 Bgl I
Alfort               120:AACGGAGGGACT-AGCCGTAGTGGCGAGCTCCCTGGGTGGTCTAAGTCCTGAGTA 174
Alfort-187           120:............-.......................................... 174
Ald                  120:............-.......................................... 174
Gpe-                 120:............-.......................................... 174
Kpp-93               120:............-..........................T............... 174
Lom                  120:............-.......................................... 174
Chinese              120:..AC.GA..GACT....A..................................... 175
Thiverval            120:............-.......................................... 174
Brescia              120:............-.......................................... 174
Hondurus             120:............-.......................................... 174
Vr14762              120:............-.......................................... 174
Switzerland 3-93-2   120:............-.......................................... 174
Fukushima 80         120:............-.......................................... 174
Nkp-01               120:G...........-.......................................... 174
Switzerland 4-93     120:............-.......................................... 174
CRB 93               120:..T.........-.......................................... 174
96940                120:G...........-.......................................... 174
Kanagawa 74          120:............-.......................................... 174
BDV-Casimir          120:.....GA.....AGCTTACGTG.TG-..A......A.............C..... 174
BDV-Rudolph          120:.....GA.....AGCTTACGTG.TG-..A......A.............C..... 174
BVDV Nose            120:T.AT.....GGGT...AAC.....T...T..GT...A...CT....C........ 175
BVDV Oregon          120:T.GC.....TAGC.A.---.....T...T..GT...A...CT....C........ 172
                         .*..*..**... .........*...**.**..**..**...****.**.*****

                                                                 Ava I
Alfort               175:CAGGACAGTCGTCAGTAGTTCGACGTGAGCACTAGCCCACCTCGAGATGCTACGT 229
Alfort-187           175:...............................GA............T......T.. 229
Ald                  175:...............................GA............T......T.. 229
Gpe-                 175:...............................GA...................T.. 229
Kpp-93               175:..............................TGA...................T.. 229
Lom                  175:...............................GA............T......T.. 229
Chinese              176:...............................GA...................... 230
Thiverval            175:.C.............................GA............T......T.. 229
Brescia              175:...............................GA...................... 229
Hondurus             175:..........................AG...TG....TG................ 229
Vr14762              175:...............................GG...................T.. 229
Switzerland 3-93-2   175:...............................GG...................T.. 229
Fukushima 80         175:.............................T.GA...................... 229
Nkp-01               175:.....T.........................GA...................T.. 229
Switzerland 4-93     175:................................C...................... 229
CRB 93               175:........................A......AA...T.................. 229
96940                175:...............................G....T..T............T.. 229
Kanagawa 74          175:.....................A....A...GGA...TTG...T............ 229
BDV-Casimir          175:.G..G................A...CA.TGTGG..TTGC.T.GAGATG-...... 228
BDV-Rudolph          175:.G..G................A...CA.TGTGG..TTGC.T.GAGATG-...... 228
BVDV Nose            176:....GT..........G........CCTTAGTATAAAGGT..........C.... 230
BVDV Oregon          173:....GT..........G........CCTTA..AT.AAGGT..........C.... 227
                         *.**..**********.****.**.................*.......*.* **

Alfort               230:GGACGAGGGCATGCCCAAGACACACCTTAACCCTGGCGGGGGTCGCTAGGGTGAA 284
Alfort-187           230:..................................A.................... 284
Ald                  230:..................................A.................... 284
Gpe-                 230:..................................A.................... 284
Kpp-93               230:..............................A...A.................... 284
Lom                  230:..................................A.................... 284
Chinese              231:...............A.GACACAC-.........A.................... 284
Thiverval            230:..................................A.................... 284
Brescia              230:...............................T..A.................... 284
Hondurus             230:...........A......................A..A................. 284
Vr14762              230:....................................................... 284
Switzerland 3-93-2   230:..............................................C........ 284
Fukushima 80         230:...................................................C... 284
Nkp-01               230:.....................................A........C....C... 284
Switzerland 4-93     230:....................................................... 284
CRB 93               230:..............................................C........ 284
96940                230:..............................................C..A..... 284
Kanagawa 74          230:..............................................C........ 284
BDV-Casimir          229:.........................T....................C........ 283
BDV-Rudolph          229:.........................T....................C........ 283
BVDV Nose            231:...........C......AG....T.......TGA............CA..C... 285
BVDV Oregon          228:...........C......AG....T....G...GA............C..AC... 282
                         ***********.***.*.........***..... **.********......***

รูปท่ี 4.11 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของ Pestivirus
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Alfort               285:ATCACATTATGTGATGGGGGTACGACCTG-ATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTAG 338
Alfort-187           285:......CC.C........A..........-........................T 338
Ald                  285:......CC.C........A..........-........................T 338
Gpe-                 285:......CC.C........A..........-........................T 338
Kpp-93               285:......CC.C........A..........-..................T.....T 338
Lom                  285:...C.TCC.C........A..........-........................T 338
Chinese              285:......CC.C........A..........-......C.................T 338
Thiverval            285:......CC.C........A..........-........................T 338
Brescia              285:......CC.C........A..........-......C.................T 338
Hondurus             285:......CC.C........A.....G....-........................T 338
Vr14762              285:......CC.....................-........................A 338
Switzerland 3-93-2   285:......CC.....................-........................A 338
Fukushima 80         285:......CA.C...................-........................A 338
Nkp-01               285:......CA.....................-......................... 338
Switzerland 4-93     285:.............................-......................... 338
CRB 93               285:......CC..........A..........-..............G.........T 338
96940                285:......C.GC...................-........................T 338
Kanagawa 74          285:......C.......G...A..........-..............G.........T 338
BDV-Casimir          284:C....C.A...GTG.T...A.TAC.G.CTG......................GCA 338
BDV-Rudolph          284:C....C.A...GTG.T...A.TAC.G.CTG......................GCA 338
BVDV Nose            286:.G..GT...ACCA.CT.TTACGAATA.A.CC.GATAG.G...T.CA.AGGC.C.C 340
BVDV Oregon          283:.A..GT..GATCA.CT.CTACGAATA.A.CC.GATAG.G...T.CA.AGGC.C.C 337
                         ..*...... ......*. .......*.. .*.....*.***.*..*....*...

Alfort               339:CAGGCTAGTATAAAAATCTCT-GCT--                             362
Alfort-187           339:T....................-...--                             362
Ald                  339:T....................-...--                             362
Gpe-                 339:T....................-...--                             362
Kpp-93               339:T....................-...--                             362
Lom                  339:T....................-...--                             362
Chinese              339:T....................-...--                             362
Thiverval            339:T....................-...--                             362
Brescia              339:T....................-...--                             362
Hondurus             339:T....................-...--                             362
Vr14762              339:.....................-...--                             362
Switzerland 3-93-2   339:.....................-...--                             362
Fukushima 80         339:................ATCTC-TGCT-                             363
Nkp-01               339:................AA...-CTGCT                             364
Switzerland 4-93     339:.....................-...--                             362
CRB 93               339:T....................-...--                             362
96940                339:T....................-...--                             362
Kanagawa 74          339:T...............A....-...--                             362
BDV-Casimir          339:T.A..................-...--                             362
BDV-Rudolph          339:T.A..................-...--                             362
BVDV Nose            341:TGTA..GC..CT....ATCTCT...--                             365
BVDV Oregon          338:TGTAT.GC..CT....ATCTCT...--                             362
                         .....*..**..****..... ...

รูปท่ี 4.11 (ตอ)

เมื่อทําการวิเคราะหเปรียบเทียบความเหมือนกันของลําดับเบสที่ยาวประมาณ 242 
เบสของไวรัสอหิวาตสุกรที่เปนตัวแทนของเชื้อจาก genogroup ตางๆ (Sakoda et al,. 1999; Paton et 
al., 2000b) เปรียบเทียบกับลําดับของเชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort ดังที่แสดงในตารางที่ 4.6   
พบวาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจาก genogroup 1, 2 และ 3 มีความเหมือนกับไวรัสสายพันธุ Alfort อยู
รอยละ 93.4-95.9, 96.3-99.6 และ 93.0-95.4 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ BVDV สายพันธุ Nose
และ Oregon พบวามีความเหมือนอยูรอยละ 72.0 และ 73.6 ตามลําดับ และมีความเหมือนกับ BDV 
สายพันธุ Rudolph และ Casimir อยูรอยละ 83.1  ดังแสดงในตารางที่ 4.6
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ตารางท่ี 4.6 แสดงการเปรียบเทียบความเหมือนกันเปนรอยละของลําดับนิวคลีโอไทดไวรัสอหิวาต
สุกรจาก  genogroup ตางๆ  และ  Pestivirus เปรียบเทียบกับไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ  Alfort 
(Meyers et al., 1989) 
 

CSFV BVDV BDV 
Genogroup 1 Genogroup 2 Genogroup 3   

Alfort/187    95.5 VR14762               97.5 96940              95.4 Nose             72.0 Rudolph      83.1 
ALD            95.5  Switzerland3/93/2 97.1 CRB/93           95.0 Oregon         73.6 Casimir       83.1 
GPE-            95.9 Fukushima/80       96.3 Kanagawa/74  93.0   
KPP/93        94.2  Switzerland4/93    99.6    
LOM            95.0     
Chinese        95.0     
Thiverval      95.0     
Brescia          95.5     
Hondurus      93.4     

 
 เมื่อทําการวิเคราะหลําดับเบสของตัวอยางไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดจากทองที่ใน
ป พ.ศ. 2544 ที่มีการระบาดในเขตพื้นที่จังหวัดนครปฐม (NKP/01) ซ่ึงเปนพื้นที่ที่มีการเลื้ยงสุกร
อยางหนาแนนและมีการระบาดของโรคอหิวาตสุกรเปนประจํา เปรียบเทียบกับตัวแทนของเชื้อ    
ไวรัสอหิวาตสุกรจาก genogroup ตางๆ พบวาลําดับของเชื้อดังกลาวมีความเหมือนกับลําดับของเชื้อ
จาก genogroup 2 มากกวา genogroup 1 และ 3  คือมีความเหมือนกับเชื้อใน genogroup 2  อยูรอยละ 
95.5-96.7 ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
 
ตารางที่ 4.7 แสดงการเปรียบเทียบความเหมือนกันเปนรอยละของลําดับนิวคลีโอไทดเชื้อไวรัส   
อหิ วาต สุ กรที่ แ ยกได จ ากท องที่  NKP/01 กับ เชื้ อไว รัสอหิ วาต สุ กรจาก  genogroup และ 
subgenogroup ตางๆ 
 

Genogroup 1 Genogroup 2 Genogroup 3 
1.1 Alfort/187                 94.7 2.1 VR14762                     96.3 3.2 96940                        94.3 
1.1 KPP/93                     93.4 2.1 Switzerland3/93/2       96.7 3.3 CRB/93                     93.8 
1.1 Chinese                     93.4 2.2 Fukushima/80             95.5 3.4 Kanagawa/74            92.4 
1.2 Brescia                      93.9 2.3 Alfort                          96.7  
1.3 Hondurus                  91.8   
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 เมื่อนําลําดับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุตางๆ  ไปทําการ
วิเคราะหทาง phylogenetic tree โดยใช Neighbor-joining (NJ) method ดังแสดงในรูปที่ 4.12 พบวา
สามารถแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรไดเปน 3 กลุม ดังนี้ 

  กลุม 1 ประกอบดวยไวรัสอหิวาตสุกร genogroup 1 เชน ไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุ Alfort/187, ALD, Brescia, Hondurus, เชื้อสายพันธุวัคซีน รวมทั้งเชื้อ KPP/93 ซ่ึงเปน
เชื้อที่แยกไดจากประเทศไทย  

  กลุม 2 ประกอบดวยไวรัสอหิวาตสุกร genogroup 2 เชน ไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุ Alfort, เชื้อจากประเทศสวิตเซอรแลนด, Fukushima/80, VR14762 และเชื้อที่แยกได
จากทองที่ NKP/01  

  กลุม 3 ประกอบดวยไวรัสอหิวาตสุกร genogroup 3 เชน ไวรัสอหิวาต
สุกรสายพันธุประเทศเกาหลี 96940, Kanagawa/74 และเชื้อจากประเทศไทย CRB/93  
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รูปท่ี 4.12 แสดง phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกร
สรางโดยวิธี Neighbor-joining (NJ) method 

หมายเหตุ:  - ตัวเลขดานหนาแสดงคา bootstrap  
- เสนแนวตั้งแสดงสัดสวนความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางสายพันธุ 
- ตัวเลขในวงเล็บแสดงการจัด genogroup โดยใช E2 ยีน (Paton et al., 2000b) 



บทที่ 5 

 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

ความไว (sensitivity) ของวิธี RT-PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร 

 จากการศึกษาครั้งนี้พบวาวิธี  RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 มีความไวใน
การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD ซ่ึงเปนเชื้อบริสุทธิ์ ไดในระดับ 
100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร กลาวไดวาเปนวิธีที่มีความไวในการตรวจสูง ซ่ึงกอนหนานี้การ
ทดสอบหาความไวของไพรเมอรคูนี้เคยมีการศึกษาไวเชนกัน พบวาความไวในการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรในครั้งนั้นเทากับ 100 TCID50 ตอ 100 ไมโครลิตร (สุดารัตน, ขอ
มูลสวนบุคคล) นอกจากนี้เมื่อทดลองนําวิธี RT-PCR มาใชตรวจตัวอยางสิ่งสงตรวจจากสุกรที่ติด
เชื้อไวรัสอหิวาตสุกร พบวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรได 
บงชี้วาวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรคูนี้มีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการตรวจตัวอยางสิ่งสง
ตรวจโดยตรง โดยไมตองนําไปเพาะเลี้ยงในเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนกอน 

 เนื่องจากตัวอยางที่สงตรวจชันสูตรโรคทางหองปฏิบัติการไวรัสวิทยาทางดาน 
สัตวแพทยสวนใหญเปนตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบดจากสุกรปวยหรือตายที่สงสัยวามีการติดเชื้อ 
อหิวาตสุกร ซ่ึงตัวอยางทั้งสองชนิดนี้มีโอกาสสูงที่จะมีการปนเปอนดวย heme จากเลือด หรือปจจัย
อ่ืนๆ  เชน  เอนไซม  RNase และเอนไซมตางๆ  ที่อาจไปรบกวนหรือยับยั้งปฏิกริยา RT-PCR     
Lopez และคณะ (1991) รายงานวา heme จากเลือดอาจมีผลไปรบกวนปฏิกริยา RT-PCR ได ในการ
ศึกษาครั้งนี้ไดทําการทดสอบความไวในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ 
ALD ในตัวอยางซีร่ัมและเนื้อเยื่อบด และพบวาความไวในการตรวจจากตัวอยางทั้งสองชนิดใหผล
ไมแตกตางกันและใหผลสอดคลองกับความไวในการตรวจเชื้อบริสุทธิ์ แสดงวา heme และปจจัย
อ่ืนๆ ที่มีในตัวอยางทั้งสองชนิดนี้ไมมีผลตอปฏิกริยา RT-PCR 

 นอกจากนี้ในบางครั้งตัวอยางชิ้นเนื้อหรือซีร่ัมของสุกรปวยอาจถูกสงมาถึงหอง
ปฏิบัติการลาชาและไมไดแชเย็น หรือสุกรตายตั้งแตอยูที่ฟารมแลวจึงนํามาผาซากเพื่อชันสูตรโรคที่
หองปฏิบัติการ ตัวอยางไมสด อาจเสื่อมสภาพหรือเนาเสียตั้งแตยังมาไมถึงหองปฏิบัติการ ตัวอยาง
ที่เร่ิมเนาเสียหรือเสื่อมสภาพจะมีเอนไซม ribonuclease ที่พบในเซลลออกมายอยสลาย DNA ของ
เซลล รวมทั้งทําลาย RNA ของไวรัส เปนสาเหตุทําใหประสิทธิภาพในการตรวจดวยวิธี RT-PCR 
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ลดลง หรือไมสามารถตรวจไดเลย Hamel และคณะ (1995) พบวาตัวอยางที่มีคุณภาพไมดี เชน     
ตัวอยางเลือดที่ hemolysed ตัวอยางที่เก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน หรือตัวอยางที่เนาเสียมีผล
ทําใหความไวของเทคนิค RT-PCR ลดลง อยางไรก็ตาม Fuging และคณะ (2000) ไดทําการทดลอง
เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อสุกรปวยดวยโรคอหิวาตสุกรจากประเทศลาว โดยทดลองเก็บตัวอยางไวที่
อุณหภูมิหองที่ระยะเวลาตางๆ พบวาเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 สามารถตรวจ
ตัวอยางที่ใหผลบวกไดนานถึง 6 วัน ซ่ึงแสดงวาไพรเมอรคูนี้มีความไวในการตรวจสูง เหมาะที่จะ
นํามาใชในการตรวจโรคอหิวาตสุกรในประเทศที่มีภูมิอากาศรอนชื้น ที่อาจทําใหตัวอยางเนาเสียได
งายอยางประเทศไทย นอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชตรวจตัวอยางจากสุกรที่มีชีวิต เชน เลือด ซีร่ัม 
nasal swab และ tonsil scraping ได โดยเฉพาะการตรวจสุกรกอนนําเขารวมฝูง ซ่ึงอาจมีการติดเชื้อ
แบบเรื้อรังหรือแบบแอบแฝงโดยสุกรไมแสดงอาการปวยใหเห็น ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการควบ
คุมและปองกันการระบาดของโรคเปนอยางมาก 
 

ความจําเพาะ (specificity) ของวิธี RT-PCR ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกร
และ BVDV  

 การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร  324 และ  326 ในการตรวจหาสาร         
พันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV โดยเปรียบเทียบกับไวรัสตางๆ ที่อาจตรวจพบไดใน
สุกรปวย เชน PRV, FMDV, PRRSV และ JEV โดยเฉพาะไวรัส JEV ซ่ึงจัดอยูใน family เดียวกับ 
ไวรัสอหิวาตสุกร และ BVDV พบวาไพรเมอรคูนี้ไมทําปฏิกริยากับเชื้อไวรัสอื่นๆ ที่อาจตรวจพบได
ในสุกร นอกจากนี้ Vilcek และคณะ (1994) ไดทําการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรคูนี้กับเชื้อ 
bovine herpes virus type 1 ไมพบวาเกิดปฏิกริยาขามเชนกัน  ดังนั้นไพรเมอรคูนี้จึงมีความจําเพาะ
สูงทําปฏิกริยาเฉพาะกับเชื้อในกลุม Pestivirus เทานั้น 
 

การเพาะแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเซลลเพาะเลี้ยง 

 ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการเพาะแยกเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรจากตัวอยางซีร่ัมและ
เนื้อเยื่อบดควบคูไปพรอมกับการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสดวยวิธี RT-PCR ทําการเพาะ
เล้ียงไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด SK-6 และทําการตรวจพิสูจนเชื้อดวย immunoperoxidase test   
ในการตรวจแยกเชื้อครั้งที่ 2 นี้ พบวามีบางตัวอยางตรวจพบไวรัสในปริมาณนอยมาก และบางตัว
อยางไมสามารถตรวจหาไวรัสได สวนการตรวจดวยวิธี RT-PCR ใหผลเปนบวกทุกตัวอยาง อยางไร
ก็ตามในการตรวจดวยวิธีเพาะแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยงในครั้งแรกไมไดบันทึกผลการตรวจหา
ปริมาณไวรัสเอาไว จึงทําใหไมสามารถเปรียบเทียบความไวในการตรวจของทั้งสองวิธีนี้ได เพียง
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แตแสดงใหเห็นวาวิธี RT-PCR ใหผลการตรวจสอดคลองกับการเพาะแยกเชื้อที่ทําการตรวจสอบใน
คร้ังแรก 

 จากการศึกษาครั้งนี้เปนที่นาสังเกตวาตัวอยางเนื้อเยื่อบดที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -30 
องศาเซลเซียส เปนเวลานาน และผานขบวนการ freeze-thaw หลายครั้ง สามารถแยกและพิสูจนเชื้อ
ในครั้งที่สองนี้ไดเพียง 11 ตัวอยางจาก 21 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 52 จากตัวอยางทั้งหมด ซ่ึง
ตรงกับรายงานของ Rice และคณะ (1996) ที่รายงานวาไวรัสที่ผานการ freeze-thaw หลายครั้ง จะทํา
ใหความสามารถในการทําใหเกิดการติดเชื้อลดลง สวนตัวอยางที่ไดจากสํานักเทคนิคและวิชาการ
สัตวเล้ียงเปนตัวอยางชิ้นเนื้อที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส ซ่ึงกอนทําการตรวจไดเตรียมให
เปนเนื้อเยื่อบด พบวาตัวอยางกลุมนี้สามารถแยกเชื้อได  7  ตัวอยางจากทั้งหมด  8  ตัวอยาง   ซ่ึงคิด
เปนรอยละ 89 ของตัวอยาง ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการเก็บตัวอยางที่อุณหภูมิไมเหมาะสมจะมีผลตอ 
infectivity ของไวรัสเปนอยางมาก ดังนั้นถาตองการเก็บตัวอยางเปนเวลานานควรเก็บไวที่อุณหภูมิ 
-70 องศาเซลเซียส จึงจะสามารถรักษา infectivity ของไวรัสไดดี  
 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR 

 การระบาดของโรคอหิวาตสุกรในประเทศไทยยังพบอยูเปนประจําโดยเฉพาะใน
พื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน ดังนั้นการควบคุมและการปองกันโรคจึงมุงเนนไปที่การใช
วัคซีน ซ่ึงวัคซีนที่ใชสําหรับการควบคุมโรคอหิวาตสุกรในปจจุบันเปนวัคซีนชนิดเชื้อเปน นอกจาก
นี้วัคซีนที่ใชอยูในประเทศยังมีหลากหลายสายพันธุ จากการศึกษาครั้งนี้พบวาวิธี RT-PCR โดยใช     
ไพรเมอร 324 และ 326 สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรที่มีใชใน
ประเทศไดทุกสายพันธุ อยางไรก็ตามเนื่องจากวัคซีนแตละชนิดมีปริมาณไวรัสตอ dose ไมเทากัน 
(ซ่ึงขึ้นอยูกับบริษัทผูผลิตที่เปนผูกําหนดปริมาณไวรัสวัคซีนในแตละ dose และขึ้นอยูกับแตละชุด
ของการผลิตวัคซีนดวย)  จึงทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ที่มากนอยตางกันในการศึกษาครั้งนี้ 

 Vilcek และ Belak (1998) ศึกษาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรที่แยกไดในยุโรปและเชื้อ   
ไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรที่ใชอยูในทวีปยุโรป อเมริกา และเอเชีย พบวาไพรเมอร 324 และ 326 
สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากยุโรปไดทั้งหมด และไวรัสวัคซีนได 11 
สายพันธุ จากทั้งหมด 13 สายพันธุ แสดงวาไพรเมอรคูนี้สามารถตรวจและเพิ่มจํานวนไวรัสวัคซีน
อหิวาตสุกรไดเกือบทุกสายพันธุที่ใชอยูในปจจุบัน นอกจากนั้นนักวิจัยกลุมนี้ยังพบวาลําดับนิวคลี
โอไทดของไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรดังกลาวมีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bbr PI แตลําดับ
นี้ไมพบในเชื้ออหิวาตสุกรสายพันธุยุโรปที่เปนสาเหตุการระบาดในปจจุบัน ดังนั้นจึงสามารถใช
เอนไซมตัดจําเพาะนี้ในการจําแนกระหวางเชื้อสายพันธุยุโรปและสายพันธุวัคซีนได อยางไรก็ตาม 
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เนื่องจากเชื้อสายพันธุวัคซีนเปนเชื้อที่อยูใน genogroup 1 แตเชื้อที่มีการระบาดอยูในยุโรปใน
ปจจุบันเปน genogroup 2 ดังนั้นจึงสามารถใชเทคนิค RFLP นี้ในการจําแนกไวรัสทั้งสองกลุมใน   
ยุโรปได แตสําหรับประเทศไทยการระบาดของเชื้อพบทั้งสาม genogroups ซ่ึงรวมทั้งเชื้อ KPP/93 
ที่มีความใกลชิดกับเชื้อสายพันธุวัคซีน ดังนั้นการใชเอนไซม Bbr PI นี้จึงไมเหมาะที่จะนํามาใชใน
การจําแนกเชื้อสายพันธุวัคซีนและเชื้อจากทองที่ที่แยกไดในประเทศไทย 

 เนื่องจากในปจจุบันยังไมมีวิธีทางหองปฏิบัติการที่สามารถแยกแอนติบอดีที่เกิด
ขึ้นเนื่องจากการฉีดวัคซนีอหิวาตสุกรและการติดเชื้อโดยธรรมชาติจากกันได (Van Oirschot, 1999) 
จึงมีการศึกษาวิจัยและพัฒนาวัคซีนชนิดใหมขึ้นมาทดแทนวัคซีนเชื้อเปนที่ใชอยูในปจจุบัน วัคซีน
ชนิดใหมที่ไดรับความสนใจมากคือ subunit vaccine ที่สรางจาก envelope glycoprotein E2 (An et 
al., 1998; Moormann et al., 2000; Van Oirschot, 2003) ที่ ส าม า ร ถ ก ร ะ ตุ น ให มี ก า ร ส ร า ง 
neutralizing antibody แอนตบิอดีที่เกิดขึ้นเนื่องจากการฉีด subunit vaccine นี้สามารถแยกความแตก
ตางจากแอนติบอดีที่เกิดขึ้นเนื่องจากการติดเชื้อโดยธรรมชาติได โดยการตรวจหาแอนติบอดีที่
จําเพาะตอ Erns  ดวยเทคนิค ELISA แตอยางไรก็ตามสามารถตรวจหาแอนติบอดีนี้จะตรวจพบไดตั้ง
แต 14 วันหลังไดรับเชื้อ (An et al., 1998; Moormann et al., 2000) ซ่ึงใชเวลานานกวาจะตรวจพบ
ทําใหไมสามารถควบคุมการระบาดของโรคไดทันการ ดังนั้นถาหากมีการนําวัคซีนชนิดใหมนี้เขา
มาใชในประเทศไทย   วิธี RT-PCR  โดยใชไพรเมอร 324  และ 326  นี้  ซ่ึงเปนการตรวจหาสาร
พันธุกรรมของไวรัสโดยตรง นาจะเปนวิธีที่สามารถใชในการชันสูตรโรคไดตั้งแตในระยะแรกของ
การติดเชื้อ ซ่ึงทําใหสามารถควบคุมการระบาดของโรคไดทันเวลา  
 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรจากทองที่ดวยวิธี RT-PCR 

 จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 สามารถ
ใชตรวจตัวอยางเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศทั้ง 3 genogroups ที่เคยมีรายงานในประเทศโดย 
Parchariyanon และคณะ (2000a; 2000b) รวมทั้งเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ KPP/93 ที่ทําใหเกิด
โรคแบบเรื้อรังที่ไมสามารถแยกเชื้อดวยเซลลเพาะเลี้ยงได นอกจากนี้ยังสามารถตรวจตัวอยางซีร่ัม
และเนื้อเยื่อบดที่แยกเชื้ออหิวาตสุกรไดในป พ.ศ. 2540-2544 ทั้ง 29 ตัวอยาง ถึงแมวาบางตัวอยาง
ไมสามารถแยกเชื้อไดในครั้งที่สองก็ตาม 

 สําหรับตัวอยางที่ไมสามารถแยกเชื้อในครั้งที่สองนี้ได ผลิตภัณฑของ PCR ที่พบ 
มีแถบ DNA ที่มีลักษณะบางไมคมชัด ซ่ึงบงชี้วาตัวอยางที่ใชตรวจอาจไมเหมาะสม DNA ของเซลล
และ RNA ของไวรัสบางสวนอาจถูกทําลาย จึงทําใหเห็นแถบ DNA เปนปนยาว (smear) อยางไรก็
ตามจากการทดลองนี้ไดแสดงใหเห็นวาวิธี RT-PCR ใหผลการตรวจที่ดีกวาวิธีแยกเชื้อโดยใชเซลล



 65

เพาะเลี้ยง Paton และคณะ (2000a) รายงานวาวิธี RT-PCR มีความไวมากกวาการแยกเชื้อดวยเซลล
เพาะเลี้ยงถึง 10 เทา และความไวของวิธี RT-PCR จะยิ่งมีความไวมากขึ้นถาตัวอยางเนื้อเยื่อที่ตรวจมี
ความสดใหม 

 ที่ผานมามีนักวิจัยหลายกลุมนําไพรเมอรคูนี้ไปใชในการตรวจหาสารพันธุกรรม
ของไวรัสอหิวาตสุกรจากพื้นที่ตางๆ ทั่วโลก และไดมีการศึกษาเปรียบเทียบความสามารถของ   
ไพรเมอรคูนี้กับไพรเมอรจากบริเวณอื่นๆ ของไวรัสอหิวาตสุกร (Vilcek et al., 1994; Vilcek and 
Belak, 1998; Vilcek et al., 1998; Sakoda et al., 1999; Fuqing et al., 2000 และ สรินนา, 2544) ซ่ึง
ใหผลสอดคลองและสนับสนุนผลการศึกษาครั้งนี้ ดังนั้นจึงกลาวไดวาไพรเมอรคูนี้มีความเหมาะสม
ที่จะนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรดวยวิธี RT-PCR ในพื้นที่ที่มีความหลากหลายของ
เชื้ออยางประเทศไทย 
 

การจําแนกความแตกตางของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ดวยเทคนิค RFLP 

 เนื่องจากลําดับสารพันธุกรรมทางดาน 5'NCR ของ Pestivirus มีลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่ใกลเคียงกันมาก (Becher et al., 1998) ดังนั้นเมื่อทําการเพิ่มจํานวนสารพันธุกรรมของไวรัส
ในบริเวณนี้จึงมีความจําเปนตองแยกความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรจาก Pestivirus ชนดิอ่ืน 
จากรายงานของ Vilcek และคณะ (1994) พบวาบริเวณที่ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอร 324 และ 326 
มีตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I และ Bgl I โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I จะตัดเฉพาะ
ลําดับของไวรัสอหิวาตสุกร สวนเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I จะตัดลําดับของ BVDV ทุกสายพันธุ 
และตัดลําดับของไวรัสอหิวาตสุกรไดบางสายพันธุ จากการศึกษาพบวาเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I 
สามารถตัดลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรไดทุกสายพันธุ สวนเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I 
สามารถตัดลําดับนิวคลีโอไทดของ BVDV ไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกร และไวรสัอหิวาตสุกรที่แยกได
จากทองที่ทุกตัวอยาง ยกเวนไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และไวรัสวัคซีนอหิวาตสุกรสายพันธุ 
LOM และ Thiverval นอกจากนี้จากการวิเคราะหลําดับเบสพบวาไวรัสอหิวาตสุกรทั้งสามสายพันธุ
นี้มีลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณที่เปนตาํแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I แตกตางไปจาก
ไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอ่ืนๆ 

 Yamaguchi และคณะ (1997) และ Sakoda (2000) รายงานวาสามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ที่แยกไดในประเทศญี่ปุน ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
Bgl I และ Pst I ดังนั้นจากการศึกษาของ Vilcek และคณะ (1994) Yamaguchi และคณะ (1997) และ 
Sakoda (2000) จึงใหผลสอดคลองกับการศึกษาครั้งนี้ และช้ีใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทดของ       
ไวรัสอหิวาตสุกรบริเวณที่ ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอร 324 และ 326 มีตําแหนงที่จําเพาะตอ
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เอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I และอาจกลาวไดวาสามารถใชเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I เพียงชนิดเดียวใน
การจําแนกความแตกตางระหวางไวรัสอหิวาตสุกรและ Pestivirus อ่ืนๆ ได 

 นอกจากนี้การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ Pestivirus ในสวน 5'NCR พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้ออหิวาตสุกรมีความแตกตางจาก Pestivirus อ่ืนๆ อยูหลายบริเวณโดย
เฉพาะบริเวณตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I ที่มีความจําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรเทา
นั้น ดังแสดงในรูปที่ 4.11 ซ่ึงลําดับเบสบริเวณนี้อาจนํามาออกแบบไพรเมอร (forward primer) ที่
จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกรได ซ่ึงจะชวยลดขั้นตอนในการตรวจและชวยลดคาใชจายในการตรวจ
ลงได เนื่องจากไมตองทําการจําแนกไวรัสหลังจากการทํา RT-PCR อยางไรก็ตาม เนื่องจากบริเวณ
ดังกลาวเปนบริเวณที่มีลําดับเบสใกลเคียงกันมากที่สุดในกลุม Pestivirus และยังพบวามีการเปลี่ยน
แปลงของเบสแบบแทนที่ (substitution) ดังนั้นการออกแบบไพรเมอรใหมจึงควรทําดวยความ
ระมัดระวงัเปนอยางยิ่ง  

  เนื่องจากไพรเมอรเปนสวนสําคัญที่สุดที่จะเปนตัวกําหนดความสําเร็จ หรือความ
ลมเหลวในการเพิ่มจํานวน DNA ดั้งนั้นการออกแบบไพรเมอรใหมีความเหมาะสม นอกจากจะ
เลือกไพรเมอรที่มีการจัดเรียงตัวของเบสตางๆ เหมือนกับลําดับเบสที่ตองการเพิ่มจํานวนแลว ควร
คาํนึงถึงปจจัยตางๆ เชน ควรหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่มี polypurines หรือ polypyrimidine และควรมี คา 
GC content ไมนอยกวารอยละ 50 ควรหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่จะเกิด secondary structure เชน hairpin 
และความยาวของไพรเมอรควรมีขนาด 17-30 นิวคลีโอไทด ควรหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่จะทําใหเกิด 
primer dimer นอกจากนี้ปลายทางดาน 3' ของไพรเมอรทั้งสองเสนจะตองไม complementary กัน  
(ทวีศักดิ์, 2541) 

ปจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอรสําหรับออกแบบไพรเมอรหลายโปรแกรม เชน 
Oligo® และ Genetyx-Win จึงทําใหมีความสะดวกมากขึ้น อยางไรก็ตามไพรเมอรที่ไดมาจะตองนํา
มาทดลองใชในปฏิกริยา PCR กอน จึงจะสามารถสรุปไดวาเปนไพรเมอรที่มีความเหมาะสมหรือไม  
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การศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรดวยเทคนิค DAN sequencing 

การหาตําแหนงจดจําบนลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV 

 จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน  5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรและ 
BVDV ทําใหสามารถหาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะได ผลจากการศึกษาครั้งนี้พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ ALD และไวรัสสายพันธุวัคซีน LOM และ 
Thiverval มีบริเวณตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I ที่แตกตางไปจากไวรัสอหิวาตสุกร  
สายพันธุอ่ืนที่เคยมีรายงานไว โดยเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัสสายพันธุ Alfort 
ดังที่แสดงในรูปที่ 4.10 และ 4.11 ที่ตําแหนง 219 จะเปน G ขณะที่ลําดับของไวรัสทั้งสามสายพันธุ
นี้เปน T นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงเชนเดียวกันนี้ในไวรัสสายพันธุ Alfort/187 จึงทําให
เอนไซมไมสามารถจดจําตําแหนงดังกลาวได 

 จากการศึกษาเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่ เคยมีรายงาน  ทําใหทราบวาลําดับ         
นิวคลีโอไทดของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Kanagawa/74 ซ่ึงเปนเชื้อจากประเทศญี่ปุน ที่ตําแนง 
216 มีการเปลี่ยนแปลงจาก C เปน T (ดังแสดงในรูปที่ 4.11) จึงทําใหเอนไซม Ava I ตัดไมไดเชน
กัน แสดงวาตําแหนงจดจําของเอนไซมนี้ที่พบบนลําดับของไวรัสอหิวาตสุกรนั้น ไมใชตําแหนงที่
จําเพาะตอไวรัสอหิวาตสุกร 

 Vilcek และคณะ  (1994) รายงานวาลําดับเบสทางดาน  5'NCR ของ  BVDV มี
ตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซม Ava I ซ่ึงถือวาเปนบริเวณที่จําเพาะตอเชื้อ BVDV จากการศึกษา
พบวามีความสอดคลองกับรายงานนี้ คือ พบตาํแหนงจดจําของเอนไซมนี้ในลําดับเบสของทั้งไวรัส
สายพันธุ Nose และ Oregon อยางไรก็ตาม บนลําดับเบสของไวรัสสายพันธุ Oregon มีตําแหนงจด
จําของเอนไซมนี้ถึงสองตําแหนง คือ ที่บริเวณนิวคลีโอไทดที่ 216-221 และ 261-266 เนื่องจาก
ตําแหนงจดจําเบสลําดับที่ 2 และ 5 ของเอนไซม Ava I สามารถเปลี่ยนแปลงได คือ C หรือ T และ A 
หรือ G ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 จึงทําใหเอนไซมมีตําแหนงจดจําไดหลายตําแหนง อยาง
ไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไมพบการเปลี่ยนแปลงดังกลาวในลําดับของไวรัสสายพันธุ Nose แสดง
วาตําแหนงจดจําบริเวณ ลําดับที่ 261-266 นี้ ไมใชบริเวณที่จําเพาะตอ BVDV แตเปนบริเวณที่ 216-
221 เนื่องจากมีตําแหนงจดจําที่จําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ Ava I ตอ BVDV ทั้งสองสายพันธุ ซ่ึง
ใหผลสอดคลองกับรายงานของ Vilcek และคณะ (1994) 
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 จากการวิเคราะหหาตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ Bgl I ในลําดับนิวคลีโอ
ไทดของไวรัสอหิวาตสุกรเปรียบเทียบกับสายพันธุที่เคยมีรายงาน เมื่ออางอิงถึงลําดับนิวคลีโอไทด
ของไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุ Alfort ดังที่แสดงในรูปที่ 4.11 พบวามีตําแหนงจดจําของเอนไซมนี้
ที่บริเวณนิวคลีโอไทดที่ 133-143 และพบวาไวรัสอหิวาตสุกรทุกสายพันธุมีตําแหนงนี้ แสดงวา
ลําดับนิวคลีโอไทดทางดาน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรมีตําแหนงจดจําที่จําเพาะตอเอนไซมตัด
จําเพาะ Bgl I ซึ่งใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Vilcek และคณะ (1994) และ Yamaguchi และ
คณะ (1997) 

 จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณตําแหนงจดจําของเอนไซม Bgl I ของ    
ไวรัสวัคซีนสายพันธุ Chinese พบมีความแตกตางจากไวรัสอหิวาตสุกรสายพันธุอ่ืนๆ คือ ที่ลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ 137 มีการเปล่ียนแปลงจาก G เปน A เนื่องจากลําดับจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ 
Bgl I (ดังแสดงในตารางที่ 4.4) สามารถเปลี่ยนแปลงไดมาก คือเบสลําดับที่ 4-8 สามารถเปนไดทั้ง 
A หรือ C หรือ G หรือ T  ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงนี้จึงไมมีผลตอการทํางานของเอนไซมดังกลาว 
 

การศึกษาการเรียงลําดับของนิวคลีโอไทดและการวิเคราะหทาง phylogenetic tree 

  ศึกษาการจัดเรียงลําดับขอมูลทางพันธุกรรมของไวรัสอหิวาตสุกรและ BVDV ใน
สวน 5'NCR พบวาเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยกันพบมีความเหมือนกันสูงมาก คือ 
รอยละ 93.0-99.6 ขณะที่เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับ BDV และ BVDV พบมีคาความเหมือนกันต่ํากวา 
คือ รอยละ 83.1 และ 72.0-73.6 ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Ruggli และคณะ (1996) 
และ Becher และคณะ (1998) ที่ศึกษาเปรียบเทียบลําดับสารพันธุกรรมทั้งจีโนมของ Pestivirus ใน
การศึกษาครั้งนั้นพบวาไวรัสอหิวาตสุกรมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับ BDV และ BVDV 
ประมาณรอยละ 80 และ 70 ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาไวรัสอหิวาตสุกรมีความใกลชิดกับ BDV 
มากกวา BVDV นอกจากนี้ Hofmann และคณะ (1994) พูดถึงความแตกตางของลําดับสารพันธุ
กรรมในสวน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรนี้ อาจสะทอนใหเห็นถึงความแตกตางในสวนอ่ืนๆ ของ
จีโนม โดยเฉพาะบริเวณที่มีความหลากหลาย เชน E2 ยีน  

 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดในสวน 5'NCR ของไวรัสอหิวาตสุกรไปทําการวิเคราะห
ทาง phylogenetic โดยอางอิงถึงเชื้อที่เคยมีรายงานการจัดแบงเปน genogroup และ subgenogroup 
ตางๆ โดยใชความแตกตางในสวน 5'NCR และ E2 ยีน (Sakoda et al., 1999; Paton et al., 2000b) 
พบวาในการศึกษาครั้งนี้สามารถจัดแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรไดเปน 3 กลุม ซ่ึงใหผลสอดคลองกับ
ที่เคยมีรายงาน ดังนี้ คือ  
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 กลุม 1 คือเชื้อจาก genogroup 1 ซ่ึงประกอบดวย  
  subgenogroup 1.1  เชื้อที่เปนตัวแทน คือ Alfort/187, ALD,  
   ไวรัสสายพันธุวัคซีน และเชื้อจากประเทศไทย KPP/93 

  subgenogroup 1.2  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ Brescia  
  subgenogroup 1.3  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ Hondurus  

 กลุม 2 คือเชื้อจาก genogroup 2 ซ่ึงประกอบดวย 
  subgenogroup 2.1  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศมาเลเซีย VR14762  
   และ Switzerland 3/93/2  
  subgenogroup 2.3  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ Alfort และ Switzerland 4/93 

 กลุม 3 คือเชื้อจาก genogroup 3 ซึ่งประกอบดวย  
  subgenogroup 3.2  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศเกาหลี 96940  
  subgenogroup 3.3  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศไทย CRB/93  
  subgenogroup 3.4  เชื้อที่เปนตัวแทนคือ เชื้อจากประเทศญี่ปุน Kanagawa/74  

  เมื่อพิจารณาถึงลําดับเบสของไวรัสอหิวาตสุกรแตละสายพันธุ พบวาการเปลี่ยน
แปลงของเบสในบริเวณนี้สวนใหญจะเปนการเปลี่ยนแปลงแบบชนิดแทนที่ (substitution) ซ่ึงสอด
คลองกับรายงานของ  Sakoda และคณะ  (1999) นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อจากประเทศญี่ปุน 
Fukushima/80 และตัวอยางเชื้อจากประเทศไทย (NKP/01) มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ยาวขึ้น คือ มี A 
เพิ่มขึ้น 1 และ 2 เบส ตามลําดับ ที่ลําดับนิวคลีโอไทด 355-356 ซ่ึงไมพบในไวรัสอหิวาตสุกรอ่ืน 
สําหรับเชื้อ Fukushima/80 เปนเชื้อที่เคยระบาดในญี่ปุนในป 1980 จัดเปนเชื้อที่อยูใน genogroup 
เดียวกับเชื้อ Switzerland3/93/2 และ Alfort แตอยูตาง cluster กัน (Sakoda et al.,1999) เมื่อวิเคราะห
จากคาความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดและการวิเคราะหทาง phylogenetic tree เชื้อสายพันธุ 
Fukushima/80 และ NKP/01 นาจะอยูใน genogroup เดียวกัน  ดังแสดงในรูปที่ 4.12 

 สําหรับตัวอยางเชื้อจากทองที่  NKP/01 ซ่ึงเปนเชื้อที่แยกไดจากพื้นที่จังหวัด
นครปฐม ซ่ึงเปนเขตพื้นที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอยางหนาแนน เปนเชื้อที่มีความรุนแรงสูง เมื่อทําการ
ศึกษาเปรียบเทียบกับเชื้อที่เคยมีรายงานในประเทศไทย คือ KPP/93 ซ่ึงเปนเชื้อชนิดความรุนแรงต่ํา 
และเชื้อ CRB/93 ซ่ึงเปนเชื้อที่มีความรุนแรงสูง พบวามีความเหมือนกันต่ํามาก ผลการวิเคราะห 
phylogenetic tree ชี้ใหเห็นวาเชื้อทั้งสามอยูคนละ genogroup กัน นอกจากนี้ Parchariyanon และ
คณะ (2000a) เคยรายงานวาเชื้อที่ระบาดอยูในประเทศไทยตั้งแตป พ.ศ. 2539 เปนตนมา เปนเชื้อ
จาก subgenogroup 2.2 ซ่ึงเปน subgenogroup เดียวของ genogroup 2 ท่ีมีการระบาดในประเทศไทย 
ซ่ึงรายงานนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Blacksell (2000) ที่ทําการศึกษาเชื้ออหิวาตสุกรจาก
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ประเทศลาว และการศึกษาของ Lu และคณะ (2000) ที่ศึกษาเชื้ออหิวาตสุกรในประเทศจีน พบวา
เชื้อจาก subgenogroup 2.2 เปนสาเหตุของการระบาดของโรคในพื้นที่เชนกัน ซ่ึงชี้ใหเห็นวาเชื้อใน 
subgenogroup 2.2 เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหมีการระบาดของโรคในภูมิภาคนี้ อยางไรก็ตาม เนื่อง
จากลําดับเบสบริเวณนี้มีความใกลเคียงกันมาก ดังนั้น เมื่อนําไปวิเคราะหทาง phylogenetic จึงทําให
ไดคา bootstrap คอนขางต่ํา โดยเฉพาะระหวาง genogroup ดังแสดงในรูปที่ 4.12 Paton และคณะ 
(2000b) รายงานวาคาความเชื่อมั่นและความถูกตองในการจําแนกสายพันธุจะสูงยิ่งขึ้นถาคา 
bootstrap มีคามากกวาหรือเทากับรอยละ 70 ดังนั้น กอนที่จะสามารถสรุปไดวาไวรัสอหิวาตสุกร 
NKP/01 เปนเชื้อใน genogroup ใด ควรตองทําการศึกษาลําดับสารพันธุกรรมในสวนอื่นๆ รวมดวย 
เชน E2 ยีน ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความหลากหลายมากกวาบริเวณ 5'NCR เพื่อใหไดคา bootstrap ที่สูง
กวา มีความถูกตองและนาเชื่อถือมากกวา (Paton et al., 2000b)  

 การวิเคราะห phylogenetic tree ของไวรัสอหิวาตสุกรในครั้งนี้ทําใหสามารถจัด
แบงกลุมไวรัสไดเปน 3 กลุม ซ่ึงใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Sakoda และคณะ (1999) ที่ทํา
การศึกษาเชื้อจากประเทศญี่ปุน โดยใชไพรเมอร 324 และ 326 เชนกัน และผลจากการศึกษาในครั้ง
นี้ยังสอดคลองกับการศึกษาของ Paton และคณะ (2000b) ที่จัดแบงกลุมไวรัสอหิวาตสุกรโดยใช
ความหลากหลายในสวน E2 ยีน อยางไรก็ตาม เนื่องจากบริเวณ 5'NCR มีลําดับเบสที่ใกลเคียงกัน
มาก ดังที่ไดแสดงไวในเบื้องตน การใชลําดับเบสในบริเวณนี้ในการจัดแบงกลุมเชื้อไวรัสที่มีความ
ใกลชิดกันมากๆ เชนการแบงเปน subgenogroup จึงไมเหมาะสมเทากับการใชลําดับเบสในบริเวณ 
E2 ยีน ซ่ึงเปนบริเวณที่มีความหลากหลายสูงกวา จึงอาจบอกความแตกตางไดดีกวา นอกจากนี้
จํานวนตัวอยางที่นํามาใชในการวิเคราะหอาจมีจํานวนนอยเกินไป ทําใหไมสามารถแยกความแตก
ตางของเชื้อในแตละกลุมไดอยางชัดเจน ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมกอนที่จะสรุป 

 โดยสรุป เมื่อพิจารณาถึงความสะดวกรวดเร็ว ความจําเพาะ และความไวของการ
ตรวจหาเชื้อไวรัสอหิวาตสุกรดวยเทคนิค RT-PCR และ RFLP คร้ังนี้ พบวาวิธีนี้มีความเหมาะสม
สําหรับนํามาใชเปนทางเลือกอีกวิธีหนึ่ง สําหรับใชในการวินิจฉัยและตรวจหาเชื้ออหิวาตสุกรจาก
ส่ิงสงตรวจในระดับหองปฏิบัติการ โดยไมตองนําไวรัสมาเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยงกอน ซ่ึงจะ
เปนประโยชนอยางยิ่งสําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาตสุกรที่พบมีการระบาดอยูเปนประจําอยาง
ประเทศไทย  
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลและสารเคมีท่ีใชในงานเพาะเลี้ยงเซลล 

1. การเตรียม 10X phosphate buffered saline (PBS) 

   NaCl     80.0  กรัม 
   KCl       2.0 กรัม 
  NaHPO4     11.5 กรัม 
  KH2PO4       2.0  กรัม 
 เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร กวนใหละลายและปรับ pH ใหเทากับ 7.2 นําไปนึ่งฆา
เชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและ
เก็บที่อุณหภูมิหอง 

2. การเตรียม 1X phosphate buffered saline (PBS) 

  10X phosphate buffered saline (PBS) 100 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น     900 มิลลิลิตร 
 กวนใหเขากันและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและเก็บที่อุณหภูมิหอง 

3. Eagle's minimum essential medium (MEM) 

  Eagle's minimum essential medium (Nissui®, Japan) 8.14 กรัม 
  น้ํากลั่น (DW3)      1 ลิตร 
 กวนใหละลาย และแบงใสขวดๆ ละ 410 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและ เก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
 
 
 
 



 82

4. การเตรียม 7% NaHCO3 

  NaHCO3    7.0 กรัม 
  น้ํากลั่น     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหเขากันและแบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและเก็บที่
อุณหภูมิหอง 

5. การเตรียม 3% L-glutamine 

  L-glutamine    3.0 กรัม 
  น้ํากลั่น     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย กรองดวยเครื่องกรองขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝา
เกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

6. การเตรียมยาปฏิชีวนะสําหรับงานเพาะเลี้ยงเซลล 

  Penicillin 
    Penicillin   2,000,000 IU 
    น้ํากลั่น    100 มิลลิลิตร 
  Streptomycin 
    Streptomycin   1.0  กรัม 
    MEM    100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย กรองดวยเครื่องกรองขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝา
เกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

7. การเตรียม stock 2.5 % trypsin 

   Trypsin     2.5 กรัม 
  PBS     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลายนานหนึ่งคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กรองดวยเครื่องกรอง
ขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 
องศาเซลเซยีส 
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8. การเตรียม stock 1% versene (EDTA) 

  EDTA     1 กรัม 
  น้ํากลั่น     100 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย และแบงใสหลอดฝาเกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและ เก็บแช
แข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

9. การเตรียม versene-trypsin (VT) 

   2.5% trypsin    5  มิลลิลิตร 
   1% versene (EDTA)   2.5 มิลลิลิตร 
   PBS     92.5 มิลลิลิตร 
 กวนใหเขากัน กรองดวยเครื่องกรองขนาด 0.2 ไมครอน และแบงใสหลอดฝา
เกลียว หลอดละ 5 มิลลิลิตร เก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส 

10. Tryptose phosphate broth (TPB) 

  Tryptose phosphate     29.5 กรัม 
  น้ํากลั่น (DW3)     1 ลิตร 
 กวนใหละลาย และแบงใสขวดๆ ละ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็นและเก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 

11. อาหารเลี้ยงเซลลชนิดมีซีร่ัมอยูรอยละ 5 

  Eagle's minimum essential medium (MEM)  410 มิลลิลิตร 
  Tryptose phosphate broth (TPB)      50 มิลลิลิตร 
  3% L-glutamine           5 มิลลิลิตร 
  Antibiotic           5 มิลลิลิตร 
  7% NaHCO3          5 มิลลิลิตร 
  Fetal calf serum (BVDV antigen and atibody-free serum)    25 มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารเคมีสําหรับการทดสอบดวยวิธี immunoperoxidase test 

1. การเตรียม washing solution (0.5% PBS-Tween 20) 

  PBS      1 ลิตร 
  Tween-20     5 มิลลิลิตร 

2. การเตรียม fixative (4% formaldehyde) 

  40% formalin     10 มิลลิลิตร 
  0.5% PBS-Tween-20    90 มิลลิลิตร 

3. การเตรียม 1% bovine serum albumin (BSA) 

  Bovine serum albumin    1 กรัม 
  0.5% PBS-Tween-20    100 มิลลิลิตร 

4. การเตรียม acetate buffer (pH 5.2) 

  สารละลาย A (0.1 M acetic acid) 
    Glacial acetic acid   5.75  มิลลิลิตร 
    เติมน้ํากลั่นใหครบ     1 ลิตร 
  สารละลาย B (0.1 M sodium acetate) 
    Sodium acetate    13.61 กรัม 
    เติมน้ํากลั่นใหครบ      1  ลิตร 
 ผสมสารละลาย A และ B ในอัตราสวน 21 สวนตอ 79 สวน แลวปรับ pH ใหเทา
กับ 5.2 และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5. สารละลาย AEC 

   3-Amino-9-ethylenecarbazole   30 มิลลิกรัม 
   N, N-dimethylformamide   75 มิลลิลิตร 
 เขยาใหละลายและเก็บในขวดหุมดวยอะลูมินัมฟอยล เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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6. การเตรียม AEC ซับสเตรท 
   สารละลาย AEC    0.75 มิลลิลิตร 
   Acetate buffer     14.25  มิลลิลิตร 
 กวนสารละลายใหเขากัน กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน และเติม
รอยละ 30  ของ H2O2 15 ไมโครลิตร 



ภาคผนวก ข 

 

การเตรียมสารเคมีสําหรับเจลอีเล็คโทรโฟรีซีส 

1. การเตรียม 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

  Disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA)  93.05 กรัม 
  เติมน้ํากลั่นใหครบ    400 มิลลิลิตร 
 กวน ให ล ะล าย  ป รับ  pH ให เท ากั บ  8.0 โดยใช  sodium hydroxide (NaOH) 
ประมาณ 20 กรัม นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที ปลอยใหเย็น เก็บที่อุณหภูมิหอง 

2. การเตรียม 5X tris-borate EDTA buffer (TBE) 

  Tris base     54.0  กรัม 
  Boric acid     27.5 กรัม 
  0.5 M EDTA     20 มิลลิลิตร 
  เติมน้ํากลั่นใหครบ       1 ลิตร 
 กวนสารใหละลาย นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็น เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3. การเตรียม 1X tris-borate EDTA buffer (TBE) 

  5X TBE      200 มิลลิลิตร 
  เติมน้ํากลั่นใหครบ       1 ลิตร 

4. การเตรียม 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ethidium bromide 

  Ethidium bromide    100 มิลลิกรัม 
  น้ํากลั่น      10 มิลลิลิตร 
 กวนใหละลาย ใสในขวดสีชาหรือหอดวยอะลูมินัมฟอยล เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 



 87

5. การเตรียม 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ethidium bromide 

  Ethidium bromide (10 mg/ ml)   1 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น      9 มิลลิลิตร 
 ผสมใหละลาย ใสในขวดสีชาหรือหอดวยอะลูมินัมฟอยล เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

การเตรียมสารเคมีท่ีใชตกตะกอนผลิตภัณฑ PCR สําหรับทํา DNA sequencing 

การเตรียม 3M sodium acetate (pH 5.2) 

  Sodium acetate (NaC2H3O2.3H2O)   40.81 กรัม 
  น้ํากลั่น      80 มิลลิลิตร 
 กวนสารใหละลาย และปรับ pH ใหเทากับ 5.2 โดยใช glacial acetic acid แลวเติม
น้ํากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ปลอยใหเย็น เก็บที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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