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บทคัดยอ 

 

 เชื้อไวรัสพีอารอารเอส เปนเชื้อท่ีกอใหเกิดความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลกรวมท้ัง

ประเทศไทย เชื้อไวรัสพีอารอารเอสแบงออกเปน 2 สายพันธุหลัก ไดแก สายพันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกา

เหนือ สําหรับประเทศไทยสามารถพบเชื้อไวรัสไดท้ังสองสายพันธุ และยังสามารถแบงออกเปนกลุมของเชื้อ

ไวรัสออกเปนกลุมยอย (คลัสเตอร) ไดหลายกลุมในแตละสายพันธุอีกดวย ในการศึกษาวิจัยนี้มีวัตถุประสงค

เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฝูงสุกรของประเทศไทย โดยมุงเนนไป

ท่ีสายพันธุกรรมสวนยีนโออารเอฟ 5 (ORF5) ซ่ึงเปนสวนท่ีมีความหลากหลายและมีการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมมากท่ีสุด และยังเปนสวนท่ีมีตําแหนงของนิวทรัลไลซ่ิงอิพิโทปซ่ึงสําคัญตอการกระตุนภูมิคุมกันแบบ

นิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดีอีกดวย 

 จากการศึกษาพบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุของประเทศไทยมีการวิวัฒนาการจน

กลายเปนเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีจําเพาะและแตกตางไปจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอสประเทศอ่ืน 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุสามารถอยูรวมกันไดโดยไมสงผลกระทบในดานการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมซ่ึงกันและกัน โดยในแตละสายพันธุจะมีเชื้อไวรัสท่ีพัฒนาจนกลายเปนเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะทาง

พันธุกรรมท่ีเดน อีกท้ังยังพบวาสายพันธุกรรมสวนยีน ORF5 จะมีการเปลี่ยนแปลงอยูเสมอจากกระบวนการ 

N-linked glycosylation ของกรดอะมิโนท่ีอยูบนนิวทรัลไลซ่ิงอิพิโทป ซ่ึงอาจเก่ียวของกับการกระตุน

ภูมิคุมกันแบบการสรางนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดี ความรูจากการศึกษานี้สามารถใชเปนขอมูลพ้ืนฐานเพ่ือใชใน

การวางแผนการควบคุมโรคและใชในการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสรูปแบบใหมท่ีมีประสิทธิภาพ

มากยิ่งข้ึน 
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Abstract 

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is a causative agent in 

swine production worldwide including Thailand. PRRSV is classified into two distinct 

genotypes, type 1 or European genotype and type 2 or North American genotype. In 

Thailand, two genotypes of PRRSV had been recognized and can be classified into subgroups 

or clusters in each genotype. The objective of this study was to monitor genetically change 

in PRRSV genome, in particular ORF5 gene, which is the most variable regions and associated 

with the neutralizing epitope. The results of this study demonstrated that both Thai PRRSV 

genotypes had evolved separately with temporal influence on strain development. Thai 

PRRSV type 1 and type 2 isolates developed their own clusters that separate from those of 

other countries and showed dominant cluster in each genotype. N-linked glycosylation at 

neutralizing epitope is the major cause of diversity in the ORF5 gene which can be 

influenced on host immune response. The results of this study can be used for one of 

PRRSV control strategies and provide for vaccine development. 

 

 

  



 
 

v 
 

สารบัญเรื่อง (Table of Contents) 

 

เรื่อง หนา 

กิตติกรรมประกาศ 

บทคัดยอ (ภาษาไทย) 

Abstract 

บทท่ี 1 บทนํา 

     1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

     1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

     1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

บทท่ี 2 วรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 

บทท่ี 3 วิธีดําเนินงานวิจัย 

     3.1 ข้ันตอนการดําเนินงานวิจัย 

          3.1.1 สวนท่ี 1 ติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

          3.1.2 สวนท่ี 2 สํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

          3.1.3 การตรวจสอบไวรัสและการถอดรหสัพันธุกรรมของยีน ORF5 

          3.1.4 การวิเคราะหขอมูล 

บทท่ี 4 ผลการทดลอง 

     4.1 สวนท่ี 1 ติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

     4.2 สวนท่ี 2 สํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

บทท่ี 5 วิจารณและสรุปผล 

บรรณานุกรม 

 

 

i 

iii 

iv 

1 

1 

3 

3 

5 

8 

8 

8 

8 

11 

12 

14 

14 

18 

22 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

vi 
 

 

 

 

 

 

สารบัญภาพ (List of Illustration) 

 

ภาพท่ี หนา 

1. แสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย 

2. แผนภูมิตนไมวงศวาน (phylogenetic tree) ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สายพันธุยุโรป ท่ีแยก

ไดในฟารมสุกรของประเทศไทย 

3. แผนภูมิตนไมวงศวาน (phylogenetic tree) ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สายพันธุอเมริกาเหนือ 

ท่ีแยกไดในฟารมสุกรของประเทศไทย 

4 

 

20 

 

21 

 

 

  



vii 

สารบัญตาราง (List of Table) 

ตารางท่ี หนา 

ตารางท่ี 4.1 จํานวนตัวอยางเลือดสุกรท้ังหมดท่ีเก็บจากฟารมสุกร 6 แหงในพ้ืนท่ีการเลี้ยงสุกรท่ี

สําคัญในประเทศไทย 

ตารางท่ี 4.2 จํานวนตัวอยางตอกลุมตัวอยางท่ีทําการสุมเก็บเลือด 

15 

16 



1 
 

บทที่ 1 

บทนํา (Introduction) 

 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 1992b) เปนอารเอ็นเอไวรัสชนิดสาย

เดี่ยวและมีเปลือกหุม จัดอยูใน genus Arterivirus ตระกูล Arteriviridae (Cavanagh, 1997) กอใหเกิดโรคท่ี

เรียกวา พีอารอารเอส ซ่ึงเปนปญหาหลักท่ีสรางความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลกในปจจุบัน สุกร

ท่ีติดเชื้อจะแสดงอาการผิดปรกติทางระบบสืบพันธุและระบบทางเดินหายใจ 

โครงสรางทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ประกอบไปดวย 10 open reading frames (ORFs) 

คือ ORF1-7 และแบงออกเปน 2 สายพันธุหลัก (genotype) คือ สายพันธุยุโรป (European genotype หรือ 

genotype I) และสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American genotype หรือ genotype II) ตามทวีปท่ีมีการ

คนพบครั้งแรก โดยพบการระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปในประเทศทวีปยุโรปเปนหลัก และพบ

การระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือในประเทศแถบทวีปอเมริกาเหนือเชน สหรัฐอเมริกา 

และ แคนาดา เปนหลัก 

สําหรับประเทศไทยพบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ตั้งแตป พ.ศ. 2532 พบฟารมท่ีมีการติดเชื้อท้ังสาย

พันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกาเหนือ โดยรายงานเม่ือประมาณป พ.ศ. 2548 พบวามีสายพันธุยุโรปประมาณ 

66.42% ซ่ึงมีความชุกมากกวาสายพันธุอเมริกาเหนือท่ีพบประมาณ 33.58% (Thanawongnuwech et al., 

2004) แตจากรายงานในป พ.ศ. 2554 พบวาฟารมสุกรสวนใหญของประเทศไทยมีการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส

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

พันธุใดสายพันธุหนึ่งเปนหลัก นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุอยูรวมกันโดยท่ีไมมีสาย

พันธุใดเดนกวากัน โดยแตละสายพันธุมีการกลายพันธุท่ีไมข้ึนตอกัน อีกท้ังเชื้อไวรัสท้ังสองสายพันธุของประเทศ

ไทยยังมีวิวัฒนาการตอเนื่องทําใหเกิดความแตกตางจากไปจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศอ่ืนอีกดวย 

(Nilubol et al., 2012) 

แมวาจะพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุหลักไดในประเทศไทย แตเชื้อไวรัสในแตละสายพันธุ

สามารถแบงออกไดเปนคลัสเตอรยอยหรือกลุมของเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะคลายกันไดอีกเปนจํานวนหลายคลัสเตอร 

จากการติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของผูวิจัยมากวา 6 ป (พ.ศ. 2549-

2555) สามารถแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจากฟารมจํานวนมากกวา 200 ฟารมในประเทศไทย พบวาสามารถแบง

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปออกไดเปน 2 คลัสเตอรยอย (ภาพท่ี 1) และสามารถแบงเชื้อไวรัสสายพันธุ

อเมริกาเหนือออกไดถึง 4 คลัสเตอรยอย (ภาพท่ี 1) โดยภายในแตละคลัสเตอรจะมีความตางกันของลําดับนิวคลีโอ
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ไทดอยูท่ีประมาณ 10% และจากการวิเคราะหพบวาเชื้อไวรัสท้ังสองสายพันธุมีอัตราการกลายพันธุท่ีใกลเคียงกัน 

แตมีกลไกการกลายพันธุ ท่ีแตกตางกัน เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปมีการกลายพันธุ ท่ี ตําแหนง 

neutralizing epitope นอยกวาสายพันธุอเมริกาเหนือ ทําใหตลอดระยะเวลา 3 ปท่ีสํารวจจึงยังพบเชื้อไวรัสสาย

พันธุนี้แค 2 คลัสเตอร ในทางตรงขามเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือมีกลไกการกลายพันธุท่ีสําคัญ 2 

ประการ คือการเปลี่ยนตําแหนงของ N-linked glycosylation ท่ีลําดับกรดอะมิโนตําแหนง 31-35 ของสวนไกล

โคโปรตีน 5 (GP5) ทําให neutralizing epitope มีการเปลี่ยนแปลงรูปราง สงผลโดยตรงตอภูมิคุมขามสายพันธุ 

(cross protection) และการเขามาของเชื้อไวรัสไอโซเลตใหมท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางจากเชื้อไวรัสไอโซ

เลตเดิมท่ีมีอยูในฟารม ดังตัวอยางท่ีแสดงในภาพท่ี 1 ท่ีเชื้อไวรัสในคลัสเตอร 1 ซ่ึงเปนคลัสเตอรดั้งเดิมของ

ประเทศไทยท่ีพบมาตั้งแตป พ.ศ. 2547 แตในป พ.ศ. 2550-2551 และ 2553 พบการอุบัติข้ึนของเชื้อไวรัสในคลัส

เตอร 2 และ 3 จากการตรวจสอบพบวาเชื้อไวรัสในคลัสเตอร 2 เปนเชื้อไวรัสท่ีมีความคลายกับเชื้อไวรัสพีอารอาร

เอสสายพันธุรุนแรงจากประเทศจีน (HP-PRRSV) ท่ีมีการระบาดในประเทศตั้งแตป พ.ศ. 2553 (Nilubol and 

Tripipat, 2012) มีความคลายกับวัคซีนเชื้อเปนท่ีมีจําหนายในประเทศตั้งแตป พ.ศ. 2548 จากการติดตามเพ่ิมเติม

พบวาฝูงสุกรท่ีพบเชื้อไวรัสท้ัง 3 คลัสเตอรนี้รวมกัน (คลัสเตอร 1, 2 และ 3) มีอัตราการกลายพันธุท่ีสูงกวาปรกติ 

นอกจากนั้นฟารมท่ีสํารวจมากกวา 50% พบการติดเชื้อไวรัสท้ัง 7 คลัสเตอรและเปนฟารมมีผลผลิตท่ีต่ํากวา

มาตรฐานอีกดวย  

จากการดําเนินการวิจัยเรื่องการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ประเทศไทยมาอยางตอเนื่อง ทําใหทีมผูวิจัยสรุปเบื้องตนไดวาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน

ประเทศไทยเปนผลมาจากการจัดการเปนหลัก มีการใชวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสชนิดเชื้อเปนในฟารม เคยมี

การระบาดของเชื้อ HP-PRRSV หรือเคยมีประวัติการระบาดจากเชื้อไวรัสท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรมไปจาก

เชื้อไวรัสดั้งเดิมท่ีอยูในฟารม และวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมนั้นมีอิทธิพลมาจากการนําเชื้อ

ไวรัสใหมท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรมไปจากเชื้อไวรัสดั้งเดิมท่ีพบในฟารม 

ในฟารมสุกรแหงเดียวกันจะมีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสหลายสายพันธุหรือหลายตนตอดวยกัน เชน มีสาย

พันธุยุโรปอยู 2 คลัสเตอร จึงเปนสาเหตุใหเกิดขอสงสัยหลายประการ กลาวคือเชื้อไวรัสจะมีวิวัฒนาการอยางไรใน

ฟารม เชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังหมดสามารถอยูรวมกันไดหรือไม หรือสามารถกลายพันธุจนสงผลใหเกิดการ

ระบาดซํ้าไดหรือไม เชื้อไวรัส HP-PRRSV จะพัฒนากลายเปนเชื้อไวรัสสายพันธุท่ีเดนกวาเชื้อไวรัสเดิมท่ีมีอยูใน

ฟารมหรือหายไปจากฟารมเลยหรือไม หรือเกิดการผสมขามสาย (recombination) กับเชื้อไวรัสสายพันธุทองถ่ิน 

นอกจากนั้นการท่ีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยมีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก การควบคุมโดยวิธีการ

จัดการรูปแบบเดิม เชน การปรับสภาพแมสุกรสาวทดแทนกอนเขาฝูง (acclimatization) ดวยแมคัดท้ิงหรือแม

กระท้ังใชวัคซีนแบบเชื้อเปน จะยังใหผลสําเร็จในการควบคุมโรคหรือไม 
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เนื่องจากผูวิจัยมีฐานขอมูลของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสอยูเปนจํานวนมากจึงมีความสนใจท่ีจะติดตามการ

เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทยตอไป และจะพัฒนาเปนระบบฐานขอมูลท่ี

บุคคลอ่ืนสามารถนําไปใชประโยชนได จากเหตุผลดังกลาวนี้จึงเปนมูลเหตุจูงใจใหผูวิจัยมุงศึกษาการเปลี่ยนแปลง

ทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมสุกรของประเทศไทย เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงและเฝาระวัง

สาเหตุของการระบาดซํ้า โดยเนนในดานการศึกษาพันธุกรรมสวนยีน ORF5 เนื่องจากมีการกลายพันธุสูงและเปน

สวนท่ีมีบทบาทสําคัญในการกระตุนภูมิคุมกันแบบนิวทรัลไลซซ่ิงแอนติบอดี 

ในข้ันตอนของการวิจัยจะแบงการทดลองออกเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 จะเปนการติดตามการ

เปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมสุกรของประเทศไทยจํานวน 6 ฟารม เปนเวลา 8 เดือน และสวน

ท่ี 2 จะสํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฟารมสุกรของประเทศไทยอีกจํานวน 

20 ฟารม การศึกษานี้ถือเปนการศึกษาการกลายพันธุของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฝูงสุกร นอกจากทําใหรูถึงการ

กลายพันธุท่ีเกิดข้ึนในฝูงสุกรและขอมูลพ้ืนฐานเพ่ือใชในการวางแผนควบคุมโรคแลว ผูวิจัยคาดวาผลการศึกษานี้

จะเปนสวนหนึ่งในการพัฒนาวัคซีนรุนใหมเพ่ือปองกันและ/หรือการควบคุมโรคพีอารอารเอสรูปแบบใหมท่ีมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน 

 

1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

 

- ติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สวนยีน ORF5 ในฝูงสุกรของประเทศ

ไทย 

- จัดตั้งศูนยหรือหนวยวิจัยเพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศ

ไทย 

- จัดทําระบบฐานขอมูลสําหรับการเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสใน

ประเทศไทย 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

เฝาระวังและตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมพรอมท้ังสํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสวนยีน ORF5 ในฝูงสุกรของประเทศไทย และจัดตั้งศูนยอีกจํานวน 20 ฟารม 
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ภาพท่ี 1 แสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมสวนยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศไทย  
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บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เกี่ยวของ (Literature Review) 

 

โรคพีอารอารเอส (PRRS) เปนโรคติดเชื้อทางระบบสืบพันธุและระบบทางเดินหายใจของสุกร ท่ีในปจจุบัน

ยังคงเปนปญหาหลักท่ีสรางความเสียหายแกอุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรท่ัวโลก โดยประสิทธิภาพการผลิตสุกรของ

ฟารมท่ีมีการติดเชื้อจะลดต่ําลง เนื่องจากการติดเชื้อในแมพันธุจะทําใหพบปญหาการแทงในแมสุกรทุกระยะของ

การตั้งทอง การกลับสัดไมตรงรอบ ลูกกรอก ลูกแรกคลอดออนแอ และตายสูงเนื่องจากอัตราการตายท่ีเพ่ิมสูงข้ึน

มากในหมูชวงอนุบาล ถึงหมูรุนขุน จากอาการปวยดวยโรคในทางเดินหายใจ (Hill, 1990) 

โรคพีอารอารเอสเกิดจากการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ซ่ึงเปนอารเอ็นเอไวรัสชนิดสายเดี่ยวและมีเปลือก

หุม (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 1992b) จัดอยูใน genus Arterivirus ตระกูล Arteriviridae

(Cavanagh, 1997) โดยถูกจัดใหอยู ในกลุมเดียวกับ Lactate dehydrogenase-elevating virus, Equine 

arteritis virus และ Simian hemorrhagic fever virus เชื้อไวรัสพีอารอารเอส แบงออกเปน 2 สายพันธุหลัก 

คือ สายพันธุยุโรป (European genotype หรือ genotype I) และสายพันธุอเมริกาเหนือ (North American 

genotype หรือ genotype II) ตามทวีป ท่ี มีการคนพบครั้งแรก โรคพีอารอารเอสพบครั้งแรกท่ีประเทศ

สหรัฐอเมริกาเม่ือป พ.ศ. 2528 สวนในยุโรปพบในป พ.ศ. 2531 แตยังไมสามารถหาสาเหตุได จนในป พ.ศ. 2533 

สามารถแยกเชื้อไวรัสไดเปนครั้งแรกในประเทศเนเธอรแลนด และทําการตั้งชื่อวา Lelystad virus ซ่ึงเปนตนแบบ

ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป (European prototype) และในประเทศสหรัฐอเมริกาก็สามารถแยก

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดในปถัดมาและตั้งชื่อวา ATCC VR-2332 ซ่ึงเปนตนแบบของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสาย

พันธุอเมริกาเหนือ (North American prototype) (Collins et al., 1992) ในประเทศแถบทวีปอเมริกาเหนือเชน 

ประเทศสหรัฐอเมริกาและแคนาดา จะพบการระบาดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือเปนหลัก 

เคยมีรายงานการคนพบสายพันธุยุโรปบางเม่ือประมาณป พ.ศ. 2542 แตก็ไมไดสรางความเสียหายมากนัก 

หลังจากนั้นก็ไมเคยมีรายงานการคนพบอีกเลย สวนในประเทศแถบทวีปยุโรปจะพบการระบาดของเชื้อไวรัสพีอาร

อารเอสสายพันธุยุโรปเปนหลัก ยกเวนในบางประเทศเชนประเทศเดนมารก ท่ีสามารถพบเชื้อไวรัสพีอารอาร

เอสสายพันธุอเมริกาเหนือได ซ่ึงมีสาเหตุมาจากใชวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือชนิดเชื้อ

เปน (Botner et al., 1994; Botner et al., 1997) 

สําหรับประเทศไทย พบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสตั้งแตป พ.ศ. 2532 และสามารถแยกเชื้อไวรัสได

เปนครั้งแรก ในป พ.ศ. 2540 ซ่ึงเปนเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือ และการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในประเทศ

ไทยจะพบท้ัง 2 สายพันธุ ท้ังสายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือ โดยพบวามีสายพันธุยุโรปอยูมากกวาสายพันธุ

อเมริกาเหนือ (Thanawongnuwech et al., 2004) แตในปจจุบันพบวาท้ังสองสายพันธุมีสัดสวนของการติดเชื้อ

ท่ีใกลเคียงกัน (Nilubol et al., 2012) 
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เชื้อไวรัสพีอารอารเอส มีขนาดมวลโมเลกุล 15 kDa มีสายพันธุกรรมประกอบไปดวย 10 open reading 

frames (ORFs) คือ ORF1-7 (Cavanagh, 1997; Meulenberg, 2000; Meulenberg et al., 1997) โดยสวนท่ี

มีขนาดใหญท่ีสุดคือ ORF1a และ ORF1b ท่ีมีขนาดเปน 80% ของสายพันธุกรรมท้ังหมด สวนนี้จะเปนโปรตีนท่ี

ไมใชสวนประกอบโครงสราง (non-structural protein) โดยสวนใหญจะทําหนาท่ีเปน non-coding sequence 

และเอนไซม อยูท่ีปลายดาน 5’ ของสายพันธุกรรม สวน ORF2-7 ทําหนาท่ีเปน coding sequence อยูท่ีปลาย

ดาน 3’ ของสายพันธุกรรม สวนของ ORF2-5 มีขนาด 29-50, 45-50, 31-35 และ 25 kDa ตามลําดับ โดย 

ORF2-5 นี้จะใหสวนประกอบของโปรตีนบนผนังเซลล ท่ีเรียกวาไกลโคโปรตีน 2-5 (glycoprotein 2-5 หรือ GP2-

5) สวน ORF6 มีขนาด 18 kDa จะใหสวนของ M protein และ ORF7 มีขนาด 15 kDa ใหสวนของ N protein 

ท่ีอยูในนิวเคลียส 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสองสายพันธุหลัก คือ สายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือมีความเหมือนกันของสาย

พันธุกรรมอยูท่ีประมาณ 55-79% (Murtaugh et al., 1995) และในแตละสายพันธุก็สามารถแบงออกไดอีกหลาย

ไอโซเลต (isolates) ซ่ึงมีความแตกตางทางพันธุกรรมอยูท่ีประมาณ 2.5-7.9% (Murtaugh et al., 1998) โดย

กลุมของเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกาเหนือจะมีความแตกตางทางพันธุกรรมมากกวากลุมของเชื้อไวรัสสายพันธุยุโรป 

สวนของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท่ีมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมมากท่ีสุด คือ สวนของ ORF5 และ Nsp2 สวนท่ี

มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมนอยท่ีสุด คือ สวน ORF1b, ORF6 และ ORF7 

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสเปน quasi-species กลาวคือทุกครั้งท่ีเชื้อไวรัสเพ่ิมจํานวน สวนของ progeny 

viruses ท่ีเกิดข้ึนจะมีหลายตัว (isolates) และแตละตัวจะมีพันธุกรรมท่ีแตกตางจากเชื้อไวรัสตัวต้ังตนมากหรือ

นอยแตกตางกันไป (Domingo, 1992) โดยมีสาเหตุหลักมาจากการท่ีเชื้อไวรัสพีอารอารเอสเปนอารเอ็นเอไวรัส ไม

มีขบวนการ proof-reading ในระหวางการเพ่ิมจํานวนสายพันธุกรรมและทําใหเกิดการกลายพันธุ และอาจจะมี

ขบวนการ recombination รวมดวย แตอยางไรก็ตามยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวา progeny viruses ท่ีเกิดข้ึน

เหลานี้ จะมีการเปลี่ยนแปลงอยางไรและมีการดํารงอยูในรูปแบบใด ยกตัวอยางเชน progeny viruses ทุกตัว

สามารถดํารงอยูดวยกันไดในทุก ๆ ครั้งท่ีเกิดการเพ่ิมจํานวนหรือจะมีเชื้อไวรัสเพียงบางไอโซเลตเทานั้นท่ีอยูรอด

และพัฒนาไปเปนเชื้อไวรัสสายพันธุใหมท่ีแตกตางไปจากสายพันธุเดิมอยางสิ้นเชิง ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ทางการเปนแอนติเจนและสงผลใหภูมิคุมกันท่ีเกิดข้ึนตอเชื้อไวรัสไอโซเลตเดิมไมสามารถจดจําได ทําใหเกิดการติด

เชื้อไดใหมอีกครั้ง ซ่ึงอาจจะเปนเหตุผลท่ีทําใหฟารมท่ีเคยผานการระบาดของโรคพีอารอารเอสมากอน ยังสามารถ

เกิดการระบาดใหมไดจากเชื้อไวรัสไอโซเลตเดิมหรือไอโซเลตใหมก็ได ทําใหโรคพีอารอารเอสเปนโรคท่ียากตอการ

ควบคุมและปองกัน 

นอกจากนั้นยังพบวา สุกรหนึ่งตัวสามารถติดเชื้อไวรัสไดมากกวาหนึ่งสายพันธุหรือหนึ่งไอโซเลต ซ่ึง

สามารถเปนไดท้ังสายพันธุอเมริกาเหนือท้ังคู หรือสายพันธุยุโรปท้ังคู หรืออาจจะเปนการติดเชื้อรวมกันของสาย

พันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุยุโรป ในกรณีท่ีมีการติดเชื้อรวมของท้ังสองสายพันธุ พบวา progeny viruses ท่ี
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เกิดข้ึนหลังจากท่ีไวรัสเพ่ิมจํานวนของท้ังสองสายพันธุสามารถดํารงอยูดวยกันได โดยแตละสายพันธุจะมีการกลาย

พันธุแยกจากกันและจะมีบางสวนท่ีเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรม (genetic recombination) ระหวางสาย

พันธุได อยางไรก็ตามจะมีสายพันธุใดสายพันธุหนึ่งเดนข้ึนมาหรือไม (dominant mutants) ยังเปนท่ีถกเถียงกัน

อยู ซ่ึงการติดเชื้อรวมกันของท้ังสายพันธุอเมริกาเหนือและสายพันธุยุโรปนั้นยังไมมีการรายงานถึงผลท่ีเกิดข้ึน 

การศึกษาของ Chang และคณะในป ค.ศ. 2002 (Chang et al., 2002) พบวาเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

เม่ือมีการเพ่ิมจํานวนจะมีเชื้อไวรัสตัวใหมเกิดข้ึนหลายตัวและจะมีการกลายพันธุเกิดข้ึน การกลายพันธุท่ีเกิดข้ึน

เปนแบบสุม (random mutation) ไมมีรูปแบบท่ีแนนอนและไมมีสวนใดสวนหนึ่งท่ีมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา 

โดยสวนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงมากท่ีสุดคือ ORF5 และในเชื้อไวรัสตัวใหมหลายตัวท่ีเกิดข้ึนจะมีตัวหนึ่งท่ีเปนตัวท่ี

สามารถแยกไดทุกครั้ง (dominant variant) ในขณะเดียวกันก็มีรายงานวา เชื้อไวรัสพีอารอารเอสหลายตัวท่ีมี

ความแตกตางทางพันธุกรรมแตยังอยูในกลุมของสายพันธุอเมริกาเหนือ ถาอยูรวมกันจะทําใหเกิดไวรัสตัวใหมท่ีมี

การแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมกันได (genetic recombination) (Mengeling et al., 2000; Mengeling et al., 

2003a; Mengeling et al., 2003b) 

ฟารมสุกรในประเทศไทยสวนใหญพบการติดเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท้ังสองสายพันธุ ในฟารมเดียวกัน

สามารถพบการติดเชื้อท้ังสายพันธุเดียว คือ สายพันธุอเมริกาเหนือหรือสายพันธุยุโรป และในฟารมท่ีติดเชื้อสาย

พันธุเดียวยังสามารถแยกเชื้อไวรัสไดอีกหลายไอโซเลต แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวาการติดเชื้อท่ีพบสวน

ใหญจะเปนการติดเชื้อรวมของท้ังสองสายพันธุ นอกจากนั้นในประเทศไทยมีการนําวัคซีนปองกันโรคพีอารอารเอส

ชนิดเชื้อเปนซ่ึงผลิตจากเชื้อไวรัสสายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือมาใชในการปองกันโรค แตขอจํากัดของวัคซีน

ชนิดนี้ คือ การปลอยเชื้อไวรัสวัคซีนของสุกรท่ีฉีดวัคซีนไปยังสุกรท่ีไมไดฉีดวัคซีน ทําใหเกิดการแพรกระจายของ

เชื้อไวรัสอยูอยางตอเนื่อง และการนําวัคซีนไปใชในฟารมท่ีมีการติดเชื้ออยูแลวอาจเปนการสรางปญหาใหแกฟารม 

และอาจจะทําใหวัคซีนไวรัสเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมกับเชื้อท่ีมีอยูในฟารม ทําใหมีโอกาสสูงท่ีจะเกิดเชื้อ

ไวรัสสายพันธุใหมท่ีเกิดจากการกลายพันธุ สรางปญหาและเกิดความสูญเสียใหแกฟารมมากยิ่งข้ึน 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินงานวิจัย 

 

3.1 ข้ันตอนดําเนินการวิจัย 

 

แบงการดําเนินงานวิจัย ออกเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 เปนการตามการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ

เชื้อไวรัสพีอารอารเอส และสวนท่ี 2 เปนการสํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 

 

3.1.1 สวนท่ี 1 ติดตามการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

ฟารมทดลองและการเก็บตัวอยางซีรั่ม 

คัดเลือกฟารมสุกรขนาด 1,000-5,000 แม จํานวน 6 ฟารม จาก 6 พ้ืนท่ีการเลี้ยงสุกรท่ี

สําคัญในประเทศไทย ประกอบดวยภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลางตอนบน ภาค

ตะวันออก ภาคตะวันตก และภาคใต โดยทําการเก็บตัวอยางซีรั่มเดือนละครั้ง จํานวน 8 ครั้ง

ติดตอกัน (เก็บเดือนละ 1 ครั้ง แบบตอเนื่อง) จากกลุมสุกรท้ังหมด 3 กลุม ประกอบดวย 

กลุมท่ี 1 เก็บตัวอยางจากสุกรสาวทดแทนท่ีอายุ 18-30 สัปดาห ครั้งละ 5 ตัวอยาง 

กลุมท่ี 2 เก็บตัวอยางจากแมสุกรครั้งละ 5 ตัวอยาง โดยเก็บตามลําดับทอง ตั้งแตทองท่ี 

1-5 ลําดับทองละ 1 ตัวอยาง 

กลุมท่ี 3 เก็บตัวอยางจากสุกรอนุบาล และสุกรขุน จากสุกร 5 ชวงอายุ ครั้งละ 5 

ตัวอยางตอ ชวงอายุ ประกอบดวย ชวงท่ี 1 คือ 4-6 สัปดาห ชวงท่ี 2 คือ 7-9 สัปดาห ชวงท่ี 3 

คือ 10-12 สัปดาห ชวงท่ี 4 คือ 13-15 สัปดาหและชวงท่ี 5 คือ 16-18 สัปดาห 

นําตัวอยางเลือดท่ีไดมาปนแยกซีรั่ม และแบงตัวอยางซีรั่มเก็บใสในหลอดแชแข็ง หลอด

ละ 0.5 มล. กอนนําไปเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เพ่ือหลีกเลี่ยงการทําใหตัวอยางละลายหลาย

ครั้ง (freeze-thaw) กอนนําไปตรวจหาเชื้อไวรัสดวยการเพาะแยกเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ และการตรวจหาสายพันธุกรรมดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา (molecular technique) 

 

3.1.2 สวนท่ี 2 สํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

สุมคัดเลือกฟารมสุกรจํานวน 20 ฟารม จาก 6 พ้ืนท่ีการเลี้ยงสุกรท่ีสําคัญในประเทศไทย 

ประกอบดวยภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลางตอนบน ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก และ

ภาคใต โดยทําการเก็บตัวอยางซีรั่ม 1 ครั้ง จากกลุมสุกรท้ังหมด 4 กลุม จํานวน 4 ตัวอยางตอกลุม 

ประกอบดวย กลุมสุกรสาวทดแทน กลุมแมสุกรพันธุ กลุมสุกรอนุบาล และกลุมสุกรขุน 
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นําตัวอยางเลือดท่ีไดมาปนแยกซีรั่ม และแบงตัวอยางซีรั่มเก็บใสในหลอดแชแข็ง หลอดละ 0.5 

มล. กอนนําไปเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เพ่ือหลีกเลี่ยงการทําใหตัวอยางละลายหลายครั้ง (freeze-thaw) 

กอนนําไปตรวจหาเชื้อไวรัสดวยเทคนิคทางอนูชีววิทยา 

 

3.1.3 การตรวจสอบเช้ือไวรัสและการถอดรหัสพันธุกรรมของยีน ORF5 

เริ่มจากการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปและอเมริกาเหนือ จากตัวอยางซีรั่มสุกร 

(virus isolation) ในเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ MARC-145 (African green monkey kidney cell line, 

ATCC®, CRL12231™, USA) ท่ีเปนเซลลเพาะเลี้ยงท่ีใชในการเพ่ิมจํานวนเชื้อไวรัสพีอารอารเอสได เริ่ม

จากการเตรียมเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยทําการเพาะเลี้ยงในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 ลูกบาศก

เซนติเมตร (75 cm2 tissue culture flask, Corning Incorporated, USA) โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 

Modified Essential Medium (Gibco™ MEM, USA) ท่ีเติมสารเสริม ไดแก ซีรั่มวัว 5 เปอรเซ็นต (5% 

Gibco™ Fetal bovine serum, USA) กรดอะมิโนกลูตามีน 1 เปอรเซ็นต (1% Gibco™ GlutaMax™ 

100X, USA) และยาปฏิชีวนะ-ยาตานเชื้อรา 1 เปอรเซ็นต (1% Gibco™ Antibiotic-antimycotic 

100X, USA) เรียกอาหารเลี้ยงเซลลชนิดนี้วา complete Medium (CM) แลวนําไปเลี้ยงในตูบมเซลลท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) แบบมีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต (5% CO2) เปนเวลา 3 วัน 

จนไดเซลลท่ีมีความหนาแนน ประมาณ 90 เปอรเซ็นต (90% confluence) และมีการเจริญเติบโตแผ

กระจายเปนชั้นเดียว (monolayer) เม่ือสองดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (inverted microscope) 

ในการแยกเชื้อไวรัสพีอารอารเอสจากตัวอยางซีรั่มสุกร จะใชเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อชนิด MARC-

145 ท่ีมีการเจริญเติบโตแผกระจายเปนชั้นเดียว (monolayer) และมีความหนาแนนของเซลล ประมาณ 

90 เปอรเซ็นต (90% confluence) เริ่มจาก ลางเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ MARC-145 ดวยสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร (1X PBS, pH 7.4) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จํานวน 2 ครั้ง ตามดวยอาหารเลี้ยงเซลล 

MEM ท่ีเติมสารเสริมยกเวนซีรั่มวัว ปริมาตร 10 มิลลิลิตรจํานวน 1 ครั้ง ตามดวยการเติมตัวอยางซีรั่ม

สุกร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในขวดเลี้ยงเซลลพรอมกับนําไปเลี้ยงท่ีตูบมเซลลท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส (37ºC) แบบมีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต (5% CO2) เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือใหเชื้อไวรัส

ท่ีอยูในตัวอยางซีรั่มเขาสูเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (virus absorption) เม่ือครบเวลา ดูดซีรั่มท้ิงพรอมกับ

เติมอาหารเลี้ยงเซลลชนิด CM ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงไปในขวดเลี้ยงเซลลและนําไปเลี้ยงท่ีตูบมเซลลท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) แบบมีคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต (5% CO2) เปนเวลา 5-7 

วัน โดยจะตรวจการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทุกวัน จากการสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงลักษณะรูปรางของเซลลท่ีติดเชื้อ ท่ีเรียกวา cytopathic effects (CPE) คือ สภาวะท่ีเซลลมี

รูปรางและลักษณะท่ีผิดปกติไปจากเดิมซ่ึงเปนผลมาจากการเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัส โดยจะประเมินเปน
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เปอรเซ็นตของความผิดปกติท่ีเกิดข้ึน (% CPE) เม่ือสองดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ โดยเฉลี่ยแลว

ปริมาณของเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อท่ีสูงท่ีสุดจะอยูท่ี CPE เทากับ 70-90 เปอรเซ็นต เม่ือทํา

การเพาะเลี้ยงไดประมาณ 3-5 วัน จากนั้นเก็บขวดเลี้ยงเซลลไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) 

ท้ิงไวขามคืน 

ลําดับตอมา เปนการเก็บเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท่ีอยูภายในเซลลดวยวิธีแชแข็งสลับกับทําละลาย

ไปเรื่อย ๆ จํานวน 2 รอบ (freeze-thaw cycles) เริ่มจาก นําขวดเลี้ยงเซลลท่ีเก็บไวมาละลายในอางน้ํา

ควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC water bath) ทันทีเปนเวลา 5 นาที พรอมเขยาขวด

เลี้ยงเซลลไปดวยเพ่ือใหเซลลแตกและเชื้อไวรัสภายในเซลลละลายออกมาอยูอาหารเลี้ยงเซลล จากนั้น

เก็บขวดเลี้ยงเซลลไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) ท้ิงไวขามคืนอีกครั้งและเริ่มการทําละลายอีก

รอบ (รวมเปน 2 รอบ) ตอมา ถายอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมีเชื้อไวรัสอยูใสหลอดปนขนาด 50 มิลลิลิตร (50 

ml centrifuge tube, Corning, USA) แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 2,500 รอบตอนาที (2,500 

rpm) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (4ºC) เปนเวลา 15 นาที เพ่ือตกตะกอนเศษเซลลเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

แลวแบงเก็บสวนใสท่ีมีเชื้อไวรัสสวนหนึ่งไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) และนําสวนใสท่ีมีเชื้อ

ไวรัสสวนหนึ่งไปตรวจสอบสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

(molecular technique) และวัดปริมาณของเชื้อไวรัส (virus titration) ดวยวิธีอิมมูโนเปอรออกซิเดส 

โมโนเลเยอร (IPMA, Immunoperoxidase monolayer assay) (Wensvoort et al., 1992) ในเพลท 

ชนิด 96 wells ดวย monoclonal antibody ท่ีจําเพาะกับเชื้อไวรัสพีอารอารเอส (SDOW-17) 

การตรวจสอบสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา เริ่มจากทํา

การส กัดอาร เอ็ น เอของเชื้ อ ไวรั ส  (viral RNA extraction) ด วยชุ ดส กัดอาร เอ็ น เอสํ า เร็ จ รู ป 

(NucleoSpin® RNA virus, Macherey-Nagel, Germany) ตามขอแนะนําของบริ ษัท  ใน ข้ันตอน

สุดทายทําการละลายอารเอ็นเอดวยน้ําบริสุทธิ์ท่ีไมมีเอนไซมไรโบนิวคลีเอส (RNase-free H2O) ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 จี (8,000 g) เปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นเก็บอารเอ็นเอ

ท่ีส กัดได ไว ท่ี อุณ หภู มิ  -80 องศาเซล เซียส  (-80ºC) จนกว าจะนํ ามาเปลี่ ยน เป นดี เอ็น เอ คู สม 

(complementary DNA, cDNA) เพ่ือปองกันไมใหอารเอ็นเอเสียหายและเปนการยืดอายุการเก็บรักษาไว

ไดเปนเวลานาน จากนั้นเปลี่ยนอารเอ็นเอท่ีสกัดไดใหเปนดีเอ็นเอคูสม (cDNA) โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลี

เมอ เรสแบบยอนกลับ  (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) ด วยชุ ด

ปฏิ กิริยาสําเร็จรูป ซ่ึงภายในหลอดปฏิกิริยาจะประกอบไปดวยบัฟเฟอร (1X M-MLV Reverse-

transcriptase Reaction Buffer, Thermo-Fisher, USA) ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟต (0.5 

mM dNTPs, Thermo-Fisher, USA) ไพ ร เมอร ท่ี ไม จํ า เพ าะ เจาะจ ง (2.5 µM Random primer, 

Thermo-Fisher, USA) สารยับยั้งการทํางานของเอนไซมไรโบนิวคลีเอส (13.2 U RNase inhibitor, 
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RiboLock™, Fermentous, Lithuania) เอนไซม  Mouse Maloney Leukemia Virus รี เวิ รสทราน

สคริปเทส (6.6 U M-MLV reverse transcriptase, New England Biolab, Ipswich, UK) อารเอ็นเอท่ี

สกัดได (0.5 ไมโครกรัม) และปรับปริมาตรใหได 25 ไมโครลิตร ดวยน้ําบริสุทธิ์ท่ีไมมีเอนไซมไรโบนิว-คลี

เอส (RNase-free H2O) แลวนําหลอดปฏิกิริยาใสในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler, PCR 

machine) ท่ีตั้งคาของอุณหภูมิไวท่ี 42 องศาเซลเซียส (42ºC) เปนเวลา 60 นาที ตามดวยการหยุด

ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส (95ºC) เปนเวลา 10 นาที ซ่ึงอุณหภูมิและระยะเวลาดังกลาวเปน

อุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเอนไซมสามารถทํางานไดเต็มประสิทธิภาพมากท่ีสุดตามคําแนะนําของ

ผลิตภัณฑ จากนั้น นําดีเอ็นเอคูสมท่ีสังเคราะหไดเก็บไวท่ี -80 องศาเซลเซียส (-80ºC) จนกวาจะนําไป

ตรวจสอบสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส (polymerase chain 

reaction, PCR) ลําดับตอมาเปนการตรวจสอบสายพันธุกรรมสวนยีนโออารเอฟ 5 (ORF5) ของเชื้อไวรัส

พีอารอารเอส สายพันธุยุโรปและสายพันธุอเมริกาเหนือดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส เริ่มจากการเตรียม

หลอดปฏิกิริยา ซ่ึงในหลอดปฏิกิริยาจะประกอบไปดวย สวนผสมสําเร็จรูปของปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส 

(1X GoTaq® Green Mastermix, Promega, USA) คูไพรเมอรท่ีจําเพาะกับสวนยีนโออารเอฟ 5 ของ

เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป (ORF5 EU primers) ประกอบดวย ไพรเมอรคูหนา (2.5 µM 

Forward primer 5´-TGAGGTGGGCTACAACCATT-3´) และไพรเมอรคูหลัง (2.5 µM Reverse primer 

5´-AGGCTAGCACGAGGCTTTTGT-3´) ตามลําดับ หรือคูไพรเมอรของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุ

อเมริกาเหนือ (ORF5 US primers) ประกอบดวย ไพรเมอรคูหนา (2.5 µM Forward primer 5´-

CCTGAGACCATGAGGTGG-3´)  แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร คู ห ลั ง  ( 2.5 µM Reverse primer 5´-

TTTAGGGCATATATCATCACTGG -3´) ตามลําดับ ดี เอ็นเอคูสมท่ีสังเคราะหได (ความเขมขน 0.1 

ไมโครกรัม) และปรับปริมาตรสุดทายใหได 50 ไมโครลิตรดวยน้ําบริสุทธิ์ (deionized water, DI water) 

แลวนําหลอดปฏิกิริยาใสในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอซ่ึงตั้งคาไวท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส (94ºC) เปน

เวลา 45 วินาที ตามดวยอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (55ºC) เปนเวลา 45 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส (72ºC) เปนเวลา 45 วินาที และจะทําซํ้าตั้งแตอุณหภูมิแรกจนถึงอุณหภูมิสุดทายเปนจํานวน 

35 รอบ (35 cycles) แลวสิ้นสุดปฏิกิริยาท้ังหมดท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส (72ºC) เปนเวลา 5 นาที 

จนไดปริมาณผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR product) ในปริมาณท่ีมากพอ ซ่ึงจะเก็บไวท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (-20ºC) เพ่ือปองกันการเสียหายหรือถูกทําลายจนกวาจะนําไปตรวจสอบ

ขนาด (size) ดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิสในตัวกลางท่ีเปนวุนอะกาโรส (agarose gel electrophoresis) 

การตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซิสใน

ตัวกลางท่ีเปนวุนอะกาโรส (agarose gel electrophoresis) จะเริ่มจากทําการละลายวุนอะกาโรส 

(agarose gel) โดยใชความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (1 กรัมในปริมาตร 100 มิลลิลิตร) ในสารละลายทีบีอี
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บัฟเฟอร (0.5X TBE buffer) ใหเปนเนื้อเดียวกันโดยการใหความรอนดวยเครื่องไมโครเวฟ เม่ือวุนเริ่มอุน

จะผสมสียอมดีเอ็นเอ (RedSafe™ Nucleic acid staining solution, iNtRON technology, Korea) ใน

อัตราสวน 2.6 ไมโครลิตรของสียอมดีเอ็นเอตอ 100 มิลลิลิตรของปริมาตรท้ังหมด จากนั้นเทลงบนถาด

พลาสติก (plastic tray) ท่ีมีหวี (comb) ตั้งอยูในแนวดิ่ง รอจนวุนแข็งตัวแลวดึงหวีออก พรอมกับนําไป

วางไวในภาชนะ (chamber) ท่ีมีสารละลายทีบีอีบัฟเฟอรอยู จากนั้นเติมตัวอยางผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอเรส ลงในหลุม หลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยมี 100 bp ladder® (Thermo-Fisher, USA) เปนตัว

บงชี้ขนาดของดีเอ็นเอ (DNA marker) จากนั้นตั้ง คาแรงดันไฟฟาคงท่ีท่ี 100 โวลต (100V) เปนเวลา 30 

นาที ซ่ึงดีเอ็นเอจะวิ่งจากข้ัวลบไปยังข้ัวบวก เม่ือครบเวลานําไปอานผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลตดวย

เครื่อง UV-transluminator แลวบันทึกภาพเพ่ือทําการวิเคราะหผล โดยผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอ

เรสจะถูกเปรียบเทียบกับตัวบงชี้ขนาดของดีเอ็นเอ ตัวอยางจากกลุมควบคุมบวก (positive control) ซ่ึง

เปนพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมีชิ้นสวนยีนโออารเอฟ 5 ของเชื้อไวรัสแตละสายพันธุ (ORF5 plasmid control) 

และตัวอยางควบคุมลบ (negative control) ซ่ึงเปนน้ําบริสุทธิ์ โดยตัวอยางท่ีใหผลบวก (positive) จะมี

ขนาดของผลิตภัณฑปฏิ กิริยาลูกโซ โพลี เมอเรส (PCR product ) ประมาณ 700 คู เบส (700 bp) 

(Nilubol et al., 2012) 

นํา PCR product ไปทําการ ligate เขาพลาสมิดโดยใช pGEM-T easy vector (Promega, 

USA) โดยผสมสารเคมีตาง ๆ ตามคูมือของชุดทดสอบ หลังจากนั้นทําการ transform พลาสมิดเขาไปใน

เชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ JM 109 ดวยเทคนิค heat shock จากนั้น ทําการเลี้ยงแบคทีเรียท่ี แลว

ใน LB agar ท่ี มีส วนผสมของ IPTG และ X-gal (Millipore, USA) เตรียมโดยใส  agar technical 

(Becton Dickinson, USA) 17 กรัม ตอ  DifcoTM LB Broth (Becton Dickinson, USA) ปริมาตร 1 

ลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการเลือกโคโลนีสี

ขาว (white colonies) จํานวน 5 โคโลนีตอหนึ่งตัวอยางและทําการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียดวยการเลี้ยงใน 

DifcoTM LB Broth ปริมาตร 6 มล. บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (37ºC) นาน 12-16 ชั่วโมง และนํา

แบคที เรียมาส กัดพลาส มิดด วยชุดสกัดสํ าเร็จรูป  (NucleoSpin® Plasmid, Macherey-Nagel, 

Germany) แลวทําการสง sequence เพ่ือหาลําดับเบส (1st BASE, Singapore) และใชเปนขอมูลของ

เชื้อไวรัสตั้งตนท้ัง 2 ชนิดตอไป 

 

3.1.4 วิเคราะหขอมูล 

วางเปาหมายใหไดอยางนอยสายพันธุกรรมจํานวน 20 สายของยีน ORF5 ในแตละเดือน นํา

ขอมูลของสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสมาจัดเรียงโดยโปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1997) 

แลวทําการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมของลําดับของนิวคลีโอไทด (nucleotide similarity) 
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และลําดับของกรดอะมิโน (amino acid similarity) อีกท้ังทําการวิเคราะหสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสใน

กลุมประชากรเดียวกันท้ังชวงเวลาเดียวกันและตางชวงเวลากัน โดยใช phylogenetic relationships 

จาก distance-based neighbor-joining (MEGA5) และใชคา bootstrap 1000 replicates พรอมท้ัง

ตรวจสอบการผสมขามสายพันธุ ดวยโปรแกรม SimPlot และวิเคราะหอัตราการกลายพันธุโดยดวย

โปรแกรม BEAST 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 สวนท่ี 1 ติดตามการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

 

จํานวนตัวอยางเลือดสุกรท่ีเก็บจากฟารมขนาด 1,000 – 5,000 ตลอดระยะเวลา 8 เดือนท่ีใชใน

การศึกษานี้มีจํานวนท้ังสิ้น 1,629 ตัวอยาง โดยแบงเปนตัวอยางจากฟารมสุกรภาคเหนือ 269 ตัวอยาง จากฟารม

สุกรภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 277 ตัวอยาง จากฟารมสุกรภาคกลางตอนบน 271 ตัวอยาง จากฟารมสุกรภาค

ตะวันออก 273 ตัวอยาง จากฟารมสุกรภาคตะวันตก 270 ตัวอยาง และตัวอยางจากฟารมสุกรภาคใต 269 

ตัวอยาง (ตารางท่ี 1) เม่ือจําแนกจํานวนตัวอยางเลือดสุกรท่ีเก็บไดรายเดือน มีคาดังนี้ เดือนท่ี 1 เก็บตัวอยางได

ท้ังหมด 210 ตัวอยาง เดือนท่ี 1 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 210 ตัวอยาง เดือนท่ี 1 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 210 

ตัวอยาง เดือนท่ี 2 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 203 ตัวอยาง เดือนท่ี 3 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 210 ตัวอยาง เดือนท่ี 4 

เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 196 ตัวอยาง เดือนท่ี 5 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 198 ตัวอยาง เดือนท่ี 6 เก็บตัวอยางได

ท้ังหมด 203 ตัวอยาง เดือนท่ี 7 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 209 ตัวอยาง และเดือนท่ี 8 เก็บตัวอยางไดท้ังหมด 209 

ตัวอยาง (ตารางท่ี 1) ซ่ึงสามารถจําแนกตัวอยางเลือดสุกรท่ีเก็บไดตามกลุม แสดงในตารางท่ี 2 

เม่ือทําการตรวจหาสายพันธุกรรมของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยาใหผลบวกตอ

เชื้อไวรัสพีอารอารเอส ท้ังหมด 254 ตัวอยาง โดยแบงเปนสายพันธุยุโรป จํานวนท้ังสิ้น 119 ตัวอยาง และสาย

พันธุอเมริกาเหนือ จํานวนท้ังสิ้น 135 ตัวอยาง ซ่ึงตัวอยางจากกลุมสุกรอนุบาล/ขุน ท่ีชวงอายุ 4-6 สัปดาห เปน

กลุมตัวอยางท่ีสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสพีอารอารเอสไดมากท่ีสุด รองลงมาคือกลุมแมสุกร (ทองท่ี 1) และกลุม

สุกรสาวทดแทน ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 4.1 จํานวนตัวอยางเลือดสุกรท้ังหมดท่ีเก็บจากฟารมสุกร 6 แหงในพ้ืนท่ีการเลี้ยงสุกรท่ีสําคัญในประเทศไทย 

 

 
เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี 5 เดือนท่ี 6 เดือนท่ี 7 เดือนท่ี 8 

รวม 

(ตอฟารม) 

ภาคเหนือ 35 35 35 35 25 35 35 34 269 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 35 35 35 32 35 35 35 35 277 

ภาคกลางตอนบน 35 33 35 35 33 30 35 35 271 

ภาคตะวันออก 35 35 35 35 35 35 28 35 273 

ภาคตะวันตก 35 33 35 27 35 35 35 35 270 

ภาคใต 35 32 35 32 35 33 32 35 269 

รวม (ตอเดือน) 210 203 210 196 198 203 200 209 1,629 
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ตารางท่ี 4.2 จํานวนตัวอยางตอกลุมตัวอยางท่ีทําการสุมเก็บเลือด 

 

ภาคเหนือ เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี 5 เดือนท่ี 6 เดือนท่ี 7 เดือนท่ี 8 

กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 4 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 25 25 25 15 25 25 25 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 25 25 22 15 25 25 25 

ภาคกลางตอนบน 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 23 25 25 23 20 25 25 

ภาคตะวันออก 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 25 25 25 15 25 18 25 
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ตารางท่ี 4.2 จํานวนตัวอยางตอกลุมตัวอยางท่ีทําการสุมเก็บเลือด (ตอ) 
 
ภาคตะวันตก เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 เดือนท่ี 5 เดือนท่ี 6 เดือนท่ี 7 เดือนท่ี 8 

กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 23 25 17 15 25 25 25 

ภาคใต 

 กลุมท่ี 1 สุกรสาวทดแทน 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 2 แมสุกร 5 5 5 5 5 5 5 5 

กลุมท่ี 3 สุกรอนุบาล/ขุน 25 22 25 22 15 23 22 25 
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4.2 สวนท่ี 2 สํารวจความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอารอารเอส 

 

จากการวิเคราะหสายพันธุกรรมของยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของฝูงสุกรในประเทศไทย 

ผูวิจัยสามารถรวบรวมสายพันธุกรรมแบบสมบูรณของยีนสวน ORF5 ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส ท้ังสองสายพันธุ 

จากฟารมสุกรท่ีคัดเลือกแลว ไดท้ังสิ้น 185 สาย เปนของสายพันธุยุโรป 149 สาย และเปนของสายพันธุอเมริกา

เหนือ 32 สาย จากนั้นเม่ือตัดสายพันธุกรรมท่ีซํ้ากัน 100% ออก พบวาสายพันธุยุโรปจาก 149 สาย เหลือเพียง 

77 สายท่ีแตกตางกัน ในขณะท่ีสายพันธุอเมริกาเหนือท้ัง 32 สายนั้นมีความเหมือนกัน 100% จึงเลือกเอามาเพียง

หนึ่งสาย เปนตัวแทนของสายพันธุอเมริกาเหนือ หลังจากนั้นนําสายพันธุกรรมท่ีรวบรวมไดท้ังหมดฝากเขาไปใน

ฐานขอมูล GenBank ซ่ึงสายพันธุยุโรปมี accession number คือ KX361347 ถึง KX361423 ในขณะท่ีสายพันธุ

อเมริกาเหนือมี accession number คือ KX361346 

นําสายพันธุกรรมของยีนสวน ORF5 ของแตละสายพันธุท่ีรวบรวมได ไปสรางเปนแผนภูมิตนไมวงศวาน 

(phylogenetic tree) ผลท่ีไดพบวา เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปมีการวิวัฒนาการออกเปน 3 คลัสเตอร 

(cluster) ไดแก คลัสเตอรท่ี 1 2 และ 3 ตามลําดับ (ภาพท่ี 1) ซ่ึงในแตละคลัสเตอร จะมีคา nucleotide 

identity อยูท่ีประมาณ 85.6-93.8% และ amino acid identity อยูท่ีประมาณ 85.1-92.5% ในคลัสเตอรท่ี 1 

ประกอบดวย 100 ไอโซเลต (isolates) ท่ีสามารถแยกไดในชวงกอนและหลังการระบาดของโรคพีอารอารเอส 

สวนคลัสเตอรท่ี 2 ประกอบดวย 35 ไอโซเลต และคลัสเตอรท่ี 3 ประกอบดวย 14 ไอโซเลต ซ่ึงท้ังสองคลัสเตอรนี้

เปนไวรัสไอโซเลตท่ีพบภายหลังการระบาดของโรคพีอารอารเอส แตในขณะเดียวกันเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสาย

พันธุอเมริกาเหนือ พบเพียง 1 คลัสเตอรเทานั้น ซ่ึงก็คือ คลัสเตอรท่ี 1 (ภาพท่ี 2) และมีคา nucleotide identity 

อยู ท่ีป ระมาณ  99.9-100% และ amino acid identity อยู ท่ี ประมาณ  99.5-100% ในคลัส เตอร ท่ีพบนี้

ประกอบดวย 32 ไอโซเลต ซ่ึงสามารถแยกไดในชวงกอนและหลังการระบาดของโรคพีอารอารเอส 

จากนั้นทําการติดตามรูปแบบของการเกิดวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในฝูงสุกร พบวาเชื้อไวรัส

สายพันธุยุโรป คลัสเตอรท่ี 1 มีความคงท่ี สามารถพบไดกอนและหลังการเกิดการระบาดของโรคพีอารอารเอส 

หลังจากเกิดการระบาดของโรคพีอารอารเอสไปหนึ่งเดือน ก็พบคลัสเตอรท่ี 2 ปรากฏออกมา และเม่ือการระบาด

ผานไป 7 เดือน คลัสเตอรท่ี 2 ท่ีเคยมีอยูกลับหายไป กลับพบคลัสเตอรท่ี 3 ปรากฏออกมา ท้ังนี้เชื้อไวรัสพีอาร

อารเอส สายพันธุอเมริกาเหนือนั้น ไมพบการเกิดวิวัฒนาการ 

นําสายพันธุกรรมของยีนสวน ORF5 ท่ีแยกไดไปวิเคราะหลําดับของกรดอะมิโน พบวาเชื้อไวรัสพีอารอาร

เอส สายพันธุยุ โรปท้ัง 3 คลัสเตอรนั้น จะมีตําแหนง glycosylation ท่ีคงท่ีไม เปลี่ยนแปลง (conserved 

glycosylation) ท้ังหมด 3 ตําแหนง ไดแก กรดอะมิโนลําดับท่ี 35 ลําดับท่ี 46 และลําดับท่ี 53 ท้ังนี้ ในคลัสเตอร

ท่ี 2 และ คลัสเตอรท่ี 3 จะเกิดการกลายพันธุของกรดอะมิโนแบบแทนท่ี (substitution mutation) โดยท่ีคลัส

เตอรท่ี 2 กรดอะมิโนลําดับท่ี 32 ท่ีเปนอะลานีน (alanine, A) ถูกเปลี่ยนเปนวาลีน (valine, V) (32A เปน 32V) 
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ในขณะท่ี คลัสเตอรท่ี 3 กรดอะมิโนลําดับท่ี 37 จะพบ N-linked glycosylation โดยการเปลี่ยนจากเซอรีน 

(serine, S) เปนแอสพาราจีน (asparagine, N) (37S เปน 37N) โดยคลัสเตอรท่ีปรากฏข้ึนมาใหมสวนใหญสามารถ

แยกไดจากกลุมสุกรอนุบาล ท้ังนี้เชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุอเมริกาเหนือนั้นไมพบการเปลี่ยนแปลงของลําดับ

กรดอะมิโนแตอยางใด 

ผูวิจัยไดนําขอมูลของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป ไปหาอัตราการกลายพันธุของกรดอะมิโน ผลท่ี

ไดพบวา อัตราการกลายพันธุของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสในตัวอยางประชากรท่ีสุมเก็บมานั้น มีคาเฉลี่ยเทากับ 3.28 

x 10-4 ตอตําแหนง ตอเดือน จากนั้นหาอัตราการกลายพันธุของเชื้อไวรัสในชวงกอนและหลังการเกิดการระบาด

ของโรคพีอารอารเอส พบวา ในเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรป มีอัตราการกลายพันธุของกรดอะมิโน ชวง

กอนการระบาด เทากับ 3.45 x 10-4 ตอตําแหนง ตอเดือน และหลังการระบาด เทากับ 4.61 x 10-4 ตอตําแหนง 

ตอเดือน และอัตราการกลายพันธุของกรดอะมิโนชวงกอนและหลังการระบาดนั้น มีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.0001) ท้ังนี้  ผลท่ีไดเปนของเชื้อไวรัสพีอารอารเอสสายพันธุยุโรปเทานั้น 

เนื่องจากขอมูลของสายพันธุอเมริกาเหนือ ไมเพียงพอตอการวิเคราะหดังกลาว 
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ภาพท่ี 2 แผนภูมิตนไมวงศวาน (phylogenetic tree) ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สายพันธุยุโรป ท่ีแยกไดใน

ฟารมสุกรของประเทศไทย 
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ภาพท่ี 3 แผนภูมิตนไมวงศวาน (phylogenetic tree) ของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส สายพันธุอเมริกาเหนือ ท่ีแยก

ไดในฟารมสุกรของประเทศไทย  



22 
 

บทที ่5 

สรุปผล 

 

 จากการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและวิวัฒนาการของสายพันธุกรรมสวนยีน ORF5 ของเชื้อ

ไวรัสพีอารอารเอสของฝูงสุกรในประเทศไทยพบวา เชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศไทยท้ังสองสายพันธุไดมีการ

วิวัฒนาการจนกลายเปนเชื้อไวรัสพีอารอารเอสท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีจําเพาะสําหรับประเทศไทย ท่ีมีความ

แตกตางไปจากเชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศอ่ืน เชื้อไวรัสพีอารอารเอสของประเทศไทยท้ังสองสายพันธุอยู

รวมกันไดโดยไมสงผลกระทบในดานการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมซ่ึงกันและกัน และในแตละสายพันธุมีเชื้อไวรัส

ท่ีพัฒนาจนกลายไปเปนไอโซเลตท่ีมีลักษณะทางพันธุกรราท่ีเดน การเปลี่ยนแปลงและวิวัฒนาการของสาย

พันธุกรรมสวนยีน ORF5 ของแตละสายพันธุเกิดโดยขบวนการ N-linked glycosylation 
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