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บทคัดย่อ 
 
       เช้ือเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในสุกร (Porcine circovirus type 2; PCV2) จัดเป็นโรคท่ีก่อให้เกิด

ความสูญเสียทางด้านเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเล้ียงสุกรท่ัวโลกรวมท้ังประเทศไทย เนื่องจากเป็น

สาเหตุหลักของหลากหลายกลุ่มอาการท่ีเรียกโดยรวมว่า Porcine circovirus type 2 associated 

disease (PCVAD) ซึ่งกลุ่มอาการลูกสุกรทรุดโทรมหลังหย่านม (Postweaning multisystemic 

wasting syndrome; PMWS) ถือเป็นกลุ่มอาการท่ีส่งผลกระทบต่อระบบการเล้ียงสุกรมากท่ีสุด  

การศึกษาครั้งนี้จึงได้การพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่า (I-ELISA) ขึ้นเพื่อใช้เป็นเครื่องมือในการ

ตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 อันจะเป็นประโยชน์ในการช่วยประเมินสถานการณ์ของโรคได้

อย่างมีประสิทธิภาพและมีราคาถูก โดยใช้แอนติเจนท่ีได้จากการสกัดแยกโปรตีน ORF2 ออกจาก

วัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในสุกรชนิดซับยูนิตด้วยวิธีอัลตร้าฟิลเตรช่ันโดยการใช้

อุปกรณ์ Microsep 3K เพื่อใช้สำหรับเคลือบลงบนโซลิทเฟส แล้วจึงหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมในการ

ทำปฏิกิริยาของการทดสอบด้วยวิธี Checkerboard titration ผลท่ีได้พบว่าการใช้แอนติเจนท่ีความ

เข้มข้น 0.5 µg/ml ร่วมกับการเจือจางซีรั่มท่ี 1:200 และคอนจูเกตท่ีระดับการเจือจาง 1:60,000 มี

ความเหมาะสมมากท่ีสุดเมื่อตรวจวัดด้วยความยาวคล่ืน 450 nm โดยมีค่า Cut-off ท่ีเหมาะสมอยู่ท่ี 

0.36 ชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นนี้มีค่า Sensitivity เท่ากับ 81.67% และมีค่า Specificity เท่ากับ 90% 

เมื่อทำการตรวจตัวอย่างท้ังส้ิน 120 ตัวอย่างเทียบกับชุดตรวจท่ีผลิตเป็นการค้า (SK105; BioChek; 

UK) ค่ามัธยฐานของค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนจากการทดสอบตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลบวก 6 

ตัวอย่างและซีรั่มควบคุมผลลบ 6 ตัวอย่าง ด้วยวิธี Intra-assay อยู่ท่ี 3.296% และ 4.385% ส่วนวิธี 

Inter-assay อยู่ ท่ี  4.678% และ 5.718% สำหรับค่าความสอดคล้อง (Agreement) หรือค่า

สหสัมพันธ์ (Correlation) เมื่อเปรียบเทียบกับผลจากชุดตรวจทางการค้าอยู่ท่ี 79% เมื่อทดสอบด้วย
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ABSTRACT 
 

       Porcine circovirus type 2 (PCV2) is one of the most important causes of 

infectious diseases in swine leading to considerable economic losses in the swine 

industry worldwide, including in Thailand. PCV2  is the causative agent of several 

different diseases summarized as porcine circovirus type 2 associated disease 

(PCVAD), which postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) is the most 

impact on the swine production system. In this study, indirect ELISA (I-ELISA) was 

developed as a tool for detecting the level of immunity against PCV2, which will be 

useful in assessing the disease situation efficiently with low price. The open reading 

frame 2 (ORF2) protein was extracted from subunit vaccine against PCV2 infection by 

ultrafiltration method using Microsep 3K, then used as an antigen for coating on solid 

phase. Finally, the reaction was optimized by checkerboard titration. As a result, the 

optimal condition was obtained when ORF2 protein antigen concentration was 0.5 

µg/ml, with serum dilution at 1:200, and conjugate dilution at 1:60,000 while 450 nm 

of wavelength was measured. The cut-off value for developed I-ELISA was found at 

0.36, while 81.67% and 90% of sensitivity and specificity, respectively were illustrated 

when measured with 120 serum samples, comparable with commercial ELISA kit 

(SK105; BioChek; UK). The median value of %CV for Intra-assay were 3.296 and 4.385 

and for Inter-assay were 4.678 and 5.718, when 6 positive and 6 negative control 

serum were examined, respectively. The observed correlation was 79% when 800 
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serum samples were tested, comparable with commercial ELISA kit. The obtained 

results indicated that the developed I-ELISA kit can be used efficiently for 

measurement the antibodies against porcine circovirus type 2 in swine. 
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บทที่ 1 

บทนำ 
 
1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
 อุตสาหกรรมการผลิตสุกรจัดเป็นอุตสาหกรรมทางด้านปศุสัตว์ ท่ีมีขนาดใหญ่ และมี
ความสำคัญของโลก เนื่องจากแนวโน้มท่ีเพิ่มสูงขึ้นของความต้องการบริโภคเนื้อสุกรในประเทศต่าง ๆ 
โดยในปี 2564 การบริโภคเนื้อสุกรของโลกมีปริมาณรวม 105.25 ล้านตัน เพิ่มขึ้นจากปี 2563 ซึ่งมี
ปริมาณ 95.06 ล้านตัน คิดเป็นร้อยละ 10.71 สำหรับในประเทศจีนซึ่งเป็นประเทศผู้บริโภคสุกรราย
ใหญ่ มีปริมาณการบริโภคเนื้อสุกรเพิ่มข้ึน โดยในปี 2564 จีนบริโภคเนื้อสุกร 50.40 ล้านตัน เพิ่มขึ้น
จาก 41.52 ล้านตัน ของปี 2563 ร้อยละ 21.38 และประเทศอื่นๆ ท่ีมีการบริโภคเพิ่มขึ้น ได้แก่ 
ฟิลิปปินส์ เม็กซิโก เวียดนาม และสหภาพยุโรป มีการบริโภคเพิ่มข้ึนร้อยละ 17.02 ร้อยละ 8.19 ร้อย
ละ 7.33 และร้อยละ 3.10 ตามลำดับ (สมาคมผู้เล้ียงสุกรแห่งชาติ. 2564) ดังนั้นการเล้ียงสุกรเพื่อให้
ได้ผลผลิตสูงสุดและคุ้มค่าในการลงทุนท่ีสุดจึงเป็นส่ิงสำคัญอย่างยิ่งสำหรับอุตสาหกรรมการผลิตสุกร 
ซึ่งประกอบไปด้วยปัจจัยต่าง ๆ ท้ังด้านพันธุ์สัตว์ อาหาร การจัดการ และท่ีมีความจำเป็นและสำคัญ
ท่ีสุดคือในด้านสุขภาพของสัตว์ เพราะอย่างไรก็ตามเรื่องของโรคระบาดก็ยังคงเป็นปัญหาหลักท่ีทำ
ความเสียหายแก่ธุรกิจการเล้ียงสุกร แม้ว่าการจัดการฟาร์มสุกรในปัจจุบันจะมีประสิทธิภาพและ
สามารถควบคุมโรคระบาดได้ดีขึ้นแต่ก็ยังคงมีปัจจัยเส่ียงท่ีจะเกิดโรคระบาดในสุกรได้ และส่งผลให้มี
ต้นทุนการผลิตสูงขึ้น  
 โรคเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 (Porcine circovirus type 2; PCV2) จัดเป็นโรคประจำฟาร์มสุกร
ท่ีพบอยู่เสมอโรคหนึ่ง เนื่องจากเป็นหนึ่งในสามอันดับแรกของโรคสุกรท่ีมีความสำคัญทางเศรษฐกิจ
ร อ ง จ า ก โ ร ค ติ ด เ ช้ื อ  Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) แ ล ะ 
Mycoplasma pneumoniae (Gillespie et al. 2009) ซึ่งมีการพบครั้งแรกต้ังแต่ปี พ.ศ.2534 ใน
ฝูงสุกรท่ีเล้ียงแบบปลอดโรคในประเทศแคนาดา (Harding and Clark. 1997) และพบเรื่อยมาท่ัวโลก
จนถึงในปัจจุบัน โดยโรคนี้ก่อให้เกิดความผิดปกติต่าง ๆ ในสุกร ได้แก่ เป็นสาเหตุหลักของกลุ่มอาการ
ลูกสุกรทรุดโทรมหลังหย่านม (Postweaning multisystemic wasting syndrome; PMWS) ปัญหา
โรคระบบทางเดินหายใจในสุกรหลังหย่านมและสุกรขุน ความผิดปกติของระบบสืบพันธุ์ในแม่สุกร 
(Reproductive disorders) กลุ่มอาการผิวหนังอักเสบและไตเส่ือม (Porcine dermatitis and 
nephropathy syndrome; PDNS) รวมท้ังอาการส่ัน (Congenital tremors) ในลูกสุกรอีกด้วย 
นอกจากนี้ยังสามารถติดเช้ือร่วมกับเช้ือจากโรคอื่น ๆ เช่น PRRSV, Porcine parvovirus (PPV) และ 
Pseudorabies disease ซึ่งจะไปเพิ่มความรุนแรงของโรค และทำให้เกิดการติดเช้ือแบคทีเรีย 
แทรกซ้อนได้ง่าย เกิดเป็นโรคระบบทางเดินหายใจแทรกซ้อนในสุกร (Porcine respiratory disease 
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complex; PRDC) ในลูกสุกรอนุบาลจนถึงสุกรขุน ทำให้เพิ่มอัตราการตายของลูกสุกรหลังหย่านม 
และยังมีผลในการทำลายระบบภูมิคุ้มกันของสุกรอีกด้วย โดยในประเทศไทยเองก็มีการพบโรคเซอร์โค
ไวรัสชนิดท่ี 2 มาต้ังแต่ปี พ.ศ.2536 ซึ่งก็ได้สร้างความเสียหายและมีการแพร่กระจายของโรค 
เพิ่มมากขึ้นจนถึงในปัจจุบัน (รุ่งโรจน์ ธนาวงษ์นุเวช และคณะ. 2548) ดังนั้นจะเห็นได้ว่าอาการจาก
โรคนี้ก่อให้เกิดความสูญเสียทางด้านเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเล้ียงสุกรท่ัวโลกรวมทั้งประเทศไทย
ด้วย แม้ว่าบางอาการหรือการระบาดอาจจะดูไม่มีความรุนแรงมากแต่ทำให้ผลผลิตท่ีได้ลดลงไม่ได้
ปริมาณสูงสุดตามท่ีต้องการ อีกท้ังยังไปเพิ่มต้นทุนในด้านการรักษาอีกด้วย จึงมีความจำเป็นท่ีจะต้อง
มีการวินิจฉัยอย่างมีประสิทธิภาพเพื่อคัดแยกสุกรท่ีป่วยออกจากฝูง 
 การศึกษาทางด้านไวรัสวิทยา ซีรั่มวิทยาของโรคเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 รวมไปถึงการพัฒนา
วิธีการตรวจวินิจฉัยจึงนับเป็นส่ิงท่ีสำคัญเป็นอย่างยิ่งเพื่อนำมาใช้ในการประเมินสถานการณ์ ซึ่งมี
ความสำคัญท่ีจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกันและการควบคุมโรคในระดับฝูงได้ โดยเทคนิคท่ี
ใช้ในการวินิจฉัยโรคเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในปัจจุบัน ได้แก่ วิธีอินซิตูไฮบริไดเซชัน ( In situ 
hybridization; ISH) การย้อมสีอิมมูโนฮีสโตเคมี (Immunohistochemistry; IHC) การตรวจด้วย
ป ฏิ กิ ริ ย า ลู ก โซ่ โพ ลี เม อ เร ส  (Polymerase chain reaction; PCR) แ ล ะ ก า ร ท ำ  Indirect 
immunofluorescence (IFA) ซึ่งวิธีการเหล่านี้ให้ผลท่ีถูกต้องและแม่นยำ แต่พบว่าเป็นเทคนิคท่ีมี
ราคาสูง ใช้ระยะเวลานาน ต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญในการวิเคราะห์ และต้องใช้อุปกรณ์เฉพาะท่ีมีราคา
แพงอีกด้วย (กฤษฎากรณ์ พริ้งเพราะ และ สมพร เตชะงามสุวรรณ. 2550) แต่ยังมีวิธีการอีกวิธีท่ี
น่าสนใจในทางซีรั่มวิทยานั่นคือวิธีอีไลซ่า (Enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) ซึ่ง
เป็นวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยาท่ีอาศัยหลักการการทำปฏิกิริยาอย่างจำเพาะระหว่างแอนติเจนและ
แอนติบอดี  โดยเป็นเทคนิคท่ีมีการใช้กันอย่างกว้างขวาง เนื่องจากเป็นวิธีการท่ีง่าย ใช้ระยะเวลาใน
การตรวจวิเคราะห์น้อย มีความจำเพาะและแม่นยำสูง และค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์แต่ละครั้ง
ต่ำกว่าวิธีอื่นดังท่ีได้กล่าวไป เนื่องจากไม่ใช้เครื่องมือท่ีซับซ้อน อีกท้ังยังสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้
ครั้งละจำนวนมาก ทำให้เป็นวิธีการตรวจท่ีสะดวกท่ีสุดวิธีหนึ่งก็ว่าได้ (Weilin and Smith. 2002) 
แต่ก็มีข้อจำกัดในเรื่องของราคาของชุดตรวจอีไลซ่าท่ีมีราคาค่อนข้างสูง เนื่องจากต้องมีการส่ังซื้อ
นำเข้ามาจากต่างประเทศ ด้วยเหตุผลดังกล่าวจึงมีความจำเป็นท่ีจะต้องมีการพัฒนาชุดตรวจอีไลซ่า
สำหรับการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในสุกรขึ้น เพื่อให้สามารถช่วยลด
ต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างได้เป็นจำนวนมาก และสามารถนำมาใช้ทดแทนชุดตรวจ 
ทางการค้าซึ่งมีราคาสูงได้ 
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1.2 ความมุ่งหมายและวัตถุประสงค ์
       1. เพื่อพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าสำหรับใช้ในการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ 
เซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในซีรั่มสุกร 
       2. เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจหาระดับแอนติบอดีของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้น 
กับชุดตรวจทางการค้า 
 

1.3 สถานท่ีดำเนินงาน 
       ห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์โมเลกุลและเทคโนโลยีชีวภาพระดับเซลล์ ภาควิชาเทคโนโลยี  
การผลิตสัตว์และประมง คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง   
 

1.4 ข้ันตอนการศึกษา 
       1. รวบรวมตัวอย่างซีรั่มสุกรและนำมาตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ด้วยชุดตรวจ 
ทางการค้าเพื่อเก็บผลท่ีได้ไว้ใช้เป็นค่าอ้างอิง (Reference method) 
       2. เตรียมสกัดแยกแอนติเจนให้บริสุทธิ์และนำมาทดสอบหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมในการทำ
ปฏิกิริยากันของแอนติเจน ซีรั่ม และคอนจูเกต และตรวจตัวอย่างซีรั่มสุกรด้วยชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้น
ด้วยค่าท่ีเหมาะสมในการทำปฏิกิริยาแล้ว 
       3. ประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้น 
       4. เปรียบเทียบชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นกับชุดตรวจทางการค้าในการตรวจสอบระดับแอนติบอดีต่อ 
เช้ือ PCV2 
 

1.5 ระยะเวลาการศึกษา 
       เริ่มทำการทดลองต้ังแต่เดือนมกราคม พ.ศ.2563 จนเสร็จส้ินการทดลองท่ีเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 
2565 รวมใช้ระยะเวลาในการศึกษาท้ังส้ิน 2 ปี 
 

1.6 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
       1. สามารถพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าสำหรับใช้ในการตรวจวัดระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ
เซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในซีรั่มสุกรได้สำเร็จ 
       2 . ชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพในด้านความไว (Sensitivity) และความจำเพาะ 
(Specificity) ท่ีใกล้เคียงหรือเทียบเท่ากับชุดตรวจทางการค้า 
       3. ชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นมีคุณภาพ สามารถนำมาใช้ทดแทนชุดตรวจทางการค้าได้
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บทที่ 2 

งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 โรคเซอร์โคไวรัสในสุกร (Porcine circovirus disease; PCVD) 
 
       เช้ือเซอร์โคไวรัส (Porcine circovirus; PCV) จัดเป็นเช้ือไวรัสท่ีอยู่ใน Family Circoviridae 
และอยู่ในจีนัส Circovirus เป็นดีเอ็นเอไวรัสท่ีไม่มีเปลือกหุ้ม และมีลักษณะทางพันธุกรรมเป็นวง 
สายเด่ียว (Nonenveloped single-stranded circular DNA) ตัว Virion โครงสร้างภายนอกมี
ลักษณะเป็นแบบ Icosahedral nonenveloped (Tischer et al. 1982) เป็นไวรัสท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุด
ในบรรดาเช้ือไวรัสท่ีก่อโรคในสัตว์ โดยเส้นผ่านศูนย์กลางมีขนาดเฉล่ีย 17 นาโนเมตร (ประมาณ  
15-24 นาโนเมตร) (กิตติกร บุญศรี และคณะ. 2555) มีการศึกษาองค์ประกอบทางโครงสร้างทาง
พันธุกรรมของเช้ือ PCV1 และ PCV2 พบว่า PCV2 มีขนาดของสารพันธุกรรมรวมท้ังส้ินประมาณ 
1,767 นิวคลีโอไทด์ ประกอบด้วย 11 Open reading frame (ORF) ซึ่งพบว่า ORF1 และ ORF2 มี
ลำดับเบสคิดเป็นร้อยละ 90 ของโครงสร้างทางพันธุกรรมท้ังหมดของไวรัส และมีความคล้ายคลึงกัน
ของลำดับเบสร้อยละ 80 และร้อยละ 75 ตามลำดับ  
       สำหรับไวรัส PCV2 ประกอบด้วย ORF หลักท้ังหมด 3 ชนิด ได้แก่ ORF1 มีขนาดประมาณ 
945 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งเป็นส่วนของ Rep gene เป็นบริเวณท่ีสร้างโปรตีน Replicase ทำให้มีลักษณะ
เป็น Conserved region มีขนาด 35.7 กิโลดาลตัน เป็นโปรตีนท่ีมีหน้าท่ีสำคัญเกี่ยวกับกระบวนการ
การเพิ่มจำนวน (Replication) ของไวรัส (Mankertz et al. 2004) ส่วน ORF2 มีขนาดประมาณ 
702 นิวคลีโอไทด์ เป็นส่วนของ Cap gene ท่ีแสดงออกได้เป็น Capsid protein มีน้ำหนักประมาณ 
30 กิโลดาลตัน เป็นโปรตีนโครงสร้างเพียงชนิดเดียวท่ีห่อหุ้มไวรัสเอาไว้ และเป็นโปรตีนโครงสร้างท่ีมี
เอกลักษณ์เฉพาะของไวรัส (Nawagitgul et al. 2000) ซึ่ง Capsid protein ท่ีถอดรหัสโดย ORF2 
นั้ นมี เอพิ โทป  (Epitope) ท่ี มี ความจำเพ าะ (Liu et al. 2001 ; Mahe et al. 2000) และมี
ความสามารถในการกระตุ้นให้เกิด Specific immune response เป็นอย่างมาก และเกี่ยวข้องกับ
การกระตุ้นให้เกิดแอนติบอดีชนิดลบล้างฤทธิ์  (Neutralizing antibodies) (Pog ranichnyy et al.  
2000) โดย ORF2 จะไปจับกับ Heparan sulfate จากเซลล์เป้าหมาย (Misinzo et al. 2006)  
ด้วยเหตุนี้ ORF2 จึงส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาอย่างมากต่อซีรั่มของสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 และทำหน้าท่ีเป็น
เป้าหมายหลักสำหรับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของสัตว์ท่ีติดเช้ือ (Lee et al. 2012) จึงทำให้มี
วัคซีนป้องกันโรค PCV2 ทางการค้าหลายชนิดท่ีจำหน่ายอยูใ่นท้องตลาดและท้ังหมดใช้แอนติเจนส่วน
ท่ีเป็น ORF2 (Chae. 2012) และสำหรับ  ORF3 ซึ่ งซ้อนอยู่บน ORF1 มีขนาดประมาณ 315  
นิวคลีโอไทด์ แสดงออกได้เป็นโปรตีนท่ีเช่ือว่ามีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการตายแบบ Apoptosis 
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ของเซลล์ท่ีติดเช้ือไวรัส (Liu et al. 2006) และเมื่อทำการเปรียบเทียบความแปรปรวนของลำดับเบส
ระหว่าง ORF1 และ ORF2 พบว่า ORF2 มีความแปรปรวนของลำดับเบส (93-100%) มากกว่า 
ORF1 (97-100%) ซึ่งอาจบ่งบอกได้ถึงความสัมพันธ์ระหว่างความแปรปรวนของ Capsid protein 
กับกระบวนการก่อโรคของเช้ือ PCV2 โดยอาจมีการเปล่ียนแปลงส่วน Viral capsid protein เพื่อให้
สามารถอยู่ ใน เนื้อเยื่อได้  และเกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาระหว่างเช้ือไวรัสกับโฮสต์ (Virus-host 
interaction) (Larochelle et al. 2002) และในส่วนของ ORF2 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีสร้าง Capsid 
protein มีความคล้ายคลึงกันน้อยกว่าในระหว่างไวรัสท้ังสองสายพันธุ์ จึงใช้โปรตีน Capsid ดังกล่าว
ในการแยกความแตกต่างของ PCV1 และ PCV2 ออกจากกันได้ (Segalés et al. 2005) โดยไวรัส 
ในกลุ่มนี้ปัจจุบันพบว่าประกอบไปด้วย 3 สายพันธุ์ ดังนี้ 
              2.1.1 Porcine circovirus type 1 (PCV1) 
                     พบครั้ งแรกโดย Tischer et al. (1974) ซึ่ งพบว่ามี โครงสร้างอนุภาคคล้าย 
Papovavirus และ Picornavirus ถูกแยกเช้ือได้ในเซลล์เพาะเล้ียงจากไตของสุกร (PK-15) (ATCC-
CCL33) โดยเช้ือ PCV1 ไม่ทำให้ก่อโรคในสุกร (Avirulent หรือ Non-pathogenic strain) และ
สัมพันธ์กับเช้ือเซอร์โคไวรัสในพืช (Lukert et al. 1995) มีลักษณะทางพันธุกรรมเป็นแบบวงสาย
เด่ียว (Single-stranded circular DNA) ซึ่งเป็นท่ีมาของช่ือว่า Circovirus มีรายงานการติดเช้ือ PCV 
อย่างกว้างขวางในฝูงสุกรท่ัวโลก เช่น ในปี ค.ศ.1986 สุกรมีการติดเช้ือประมาณ 77–95% ในเมือง
เบอร์ลิน ประเทศเยอรมนี เป็นต้น แต่เช้ือ PCV ท่ีได้จากเซลล์ PK-15 ไม่ได้ทำให้เกิดโรคในสุกร โดย
ไม่มีโรคหรือรอยโรคทางพยาธิวิทยาปรากฏในลูกสุกร (Tischer et al. 1982) ในสุกรท่ีขาดน้ำนม
เหลือง (Colostrum-deprived pigs) (Allan et al. 1995) ในสุกรทดลองท่ีมีเช้ือ PCV ในระบบ
ทางเดินอาหาร (Krakowka et al. 2000) และในสุกรทดลองท่ีปราศจากการติดเช้ืออื่นแต่มีการรับ
เช้ือจาก DNA โคลนนิ่งของ PCV ท่ีได้จากเซลล์ PK-15 (Fenaux et al. 2002)  
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ภาพท่ี 2.1 โครงสร้างอนุภาคของเช้ือ PCV1 
ที่มา : Swiss Institute of Bioinformatics (2008) 

 
              2.1.2 Porcine circovirus type 2 (PCV2) 
                     มีการตรวจพบเช้ือนี้ครั้งแรกในปี ค.ศ.1991 ในฟาร์มสุกรปลอดโรค (Specific 
pathogen free; SPF) ทางตะวันตกของประเทศแคนาดา (Harding and Clark. 1997) ต่อมาในปี 
ค.ศ.1998 มีการจำแนกสายพันธุ์ของเช้ือ PCV2 ในลูกสุกรท่ีมีอาการทรุดโทรมและผอมแห้ง และเรียก
กลุ่มอาการนี้ว่ากลุ่มอาการสุกรทรุดโทรมหลังหย่านม (PMWS) (Ellis et al. 1998) ซึ่งรู้จักกันในนาม
ว่า Porcine circovirus associated diseases (PCVAD) (Opriessnig et al. 2007) ทำให้ต่อมาเช้ือ 
PCV ท่ีไม่ก่อให้เกิดโรคท่ีได้มาจากเซลล์ PK-15 จึงได้รับการจัดให้เป็นชนิด PCV1 และเช้ือในกลุ่ม
อาการ PCVAD ท่ีเกี่ยวข้องกับการก่อโรคในสุกรได้ถูกกำหนดให้จัดเป็นชนิด PCV2 (Meng. 2012) 
การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์พบว่า PCV2 มีลำดับนิวคลีโอไทด์เพียงประมาณ 68% ท่ีเหมือนกัน
กับเช้ือ PCV1 (Ellis et al. 1998) โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสร้างขึ้นต่อเช้ือ PCV1 ไม่สามารถ
จับกับเช้ือ PCV2 ได้ (Allan et al. 1994) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเช้ือท้ังสองชนิดมีความแตกต่างกันของ
แอนติเจนและฟีโนไทป์ และ PCV2 เป็นสายพันธุ์ท่ีสามารถก่อโรคในสุกรได้ (Virulent porcine 
pathogen) โดยหากจะแบ่งย่อยจีโนไทปข์องเช้ือ PCV2 เพิ่มเติมโดยขึ้นอยู่กับเอกลักษณ์ของลำดับใน
โปรตีน ORF2 ในปัจจุบันสามารถแบ่งได้ถึง 8 จีโนไทป์ (PCV2a-PCV2h) (Franzo and Segalés. 
2018) ซึ่งความหลากหลายของโมเลกุลภายในของเช้ือ PCV2 มีการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมอย่าง
ต่อเนื่อง โดยช่วงแรกท่ีพบว่ามีการติดเช้ือ PCV2 ได้รับการระบุว่าเป็น PCV2a และต่อมาได้รับการ
ระบุว่ามีการเปล่ียนแปลงของจีโนไทป์หลักอีก 2 จีโนไทป์ ส่งผลให้เกิด Genotype shift ของไวรัสท่ี
แพร่กระจายไปท่ัวจาก PCV2a เป็น PCV2b และเปล่ียนไปเป็น PCV2d ในภายหลังในหลายพื้นท่ี 
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ท่ัวโลก สำหรับ PCV2c, PCV2e–PCV2h มีการตรวจพบไม่บ่อยนัก และในส่วนของ PCV2g และ 
PCV2h ถูกระบุเมื่อไม่นานมานี้ว่ามีกลุ่มพันธุกรรมลูกผสมส่วนใหญ่ประกอบด้วยกลุ่มของยีนจาก 
PCV2a, b และ d โดยจีโนไทป์ a, b และ d พบว่ามีความเกี่ยวข้องกับกลุ่มอาการทางคลินิกของเช้ือ 
PCV2 ซึ่ ง จีโนไทป์ ใหม่ของไวรัสรวมถึง  Recombinant ถูก จัดลำดับอย่างต่อเนื่องโดยมีการ
เปล่ียนแปลงท่ีเน้นไปท่ีลำดับพันธุกรรมของส่วน Capsid (ORF2) เป็นหลัก (Bandrick et al. 2022)  
                     สำหรับวัคซีนต่อเช้ือ PCV2 นั้น ในส่วนของวัคซีนท่ีมีจีโนไทป์ PCV2a มีการใช้อย่าง
กว้างขวาง เนื่องจาก PCV2a เป็นสายพันธุ์หลักท่ีพบในประชากรสุกรท่ัวโลกมาอย่างยาวนาน และ
เป็นพื้นฐานของวัคซีน PCV2 ส่วนใหญ่ท้ังหมดท่ีมีจำหน่ายในท้องตลาด ในช่วงระหว่างปี พ.ศ. 2543-
2548 มีการเปล่ียนแปลงของจีโนไทป์ไปสู่ PCV2b และในปัจจุบันสายพันธุ์ PCV2b ยังคงเป็นสาย
พันธุ์ที่พบมากท่ีสุด (Opriessnig et al. 2014) ซึ่งมีการศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่าวัคซีน PCV2a สามารถ
ให้การป้องกันแบบ Cross-protection ต่อสายพันธุ์ PCV2b ได้ โดยช่วยลดการเกิดภาวะการติดเช้ือ
ไวรัสในกระแสเลือด (Viremia) มีการเพิ่มขึ้นของระดับแอนติบอดี และมีอัตราการเจริญเติบโตเฉล่ีย
ต่อวัน (Average daily gain; ADG) สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้รับวัคซีน (Li et al. 2017) 
อีกท้ังยังช่วยลดความชุกและความรุนแรงของการติดเช้ือ PCV2 ได้ สามารถลดอาการทางคลินิกท่ีเกิด
จากเช้ือ PCV2 ได้หลากหลายสายพันธุ์  โดยส่วนใหญ่มาจากเอพิโทป (Epitope) ท่ัวไปท่ีใช้ร่วมกัน
ระหว่างจีโนไทป์ท่ีมีในภาคสนามจำนวนมาก และวัคซีน PCV2a สามารถกระตุ้นให้เกิดการป้องกัน
แบบ Cross-protection ไปยังจีโนไทป์ท่ีแตกต่างกันได้ในระดับหนึ่ง (Bandrick et al. 2022) รวมถึง 
Cross-protection กับสายพันธุ์ PCV2d ซึ่งพบว่าเป็นจีโนไทป์ท่ีได้รับการรายงานบ่อยท่ีสุดในทวีป
เอเชีย (Franzo and Segalés. 2018) รวมถึงประเทศไทยท่ีพบว่ามีการเปล่ียนแปลงจากสายพันธุ์ 
PCV2b เป็น PCV2d อย่างชัดเจนในช่วงปี พ.ศ. 2556-2557 (Thangthamniyom et al. 2017) แต่
อย่างไรก็ตามเมื่อมีการเปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อยในลำดับของ Capsid ท่ีเพิ่มมากขึ้น เอพิโทปท่ีใช้
ร่วมกันระหว่างวัคซีนท่ีใช้จีโนไทป์ PCV2a และสายพันธุ์ในภาคสนามก็จะยิ่งลดลง หรือแม้แต่การ
เปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อยในลำดับกรดอะมิโนของ Capsid ก็สามารถเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ 
เอพิโทปได้ ด้วยเหตุนี้จึงส่งผลต่อการก่อโรคและการสร้างความแตกต่างของภูมิคุ้มกัน รวมถึงการจับ
ของ Neutralizing antibodies ของเช้ือ PCV2 ได้ (Bandrick et al. 2022) 
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ภาพท่ี 2.2 รูปร่างลักษณะของเช้ือ PCV2 
ที่มา : Segalés (2021) 
 
                     สำหรับประเทศไทยมีการพบปัญหาจากโรคเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในสุกรครั้งแรก
จากรายงานต่าง ๆ ในปี พ.ศ.2542 (ตวงทอง ปัจฉิมะศิริ และคณะ. 2542) ซึ่งยืนยันโดยการตรวจทาง
อาการป่วยพยาธิสภาพ จุลพยาธิวิทยา การตรวจทางอิเล็คตรอนไมโครสโคป และการตรวจวินิจฉั ย  
ซึ่งพบ Intracytoplasmic inclusion bodies และอนุภาคของไวรัสท่ีมีขนาด 17 นาโนเมตร (รชฏ 
ตันติเลิศเจริญ และคณะ. 2542) ทำให้มีการพัฒนาวิธีการตรวจหาเช้ือด้วยวิธี PCR เพื่อเทียบลำดับ
เบสของสายพันธุ์ในประเทศไทยกับฐานข้อมูล Genbank เพื่อยืนยันการพบเช้ือ PCV2 ในประเทศ 
นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาวิธี ISH และวิธี Peroxidase-antiperoxidase เพื่อใช้ตรวจหาเช้ือ PCV2 ท่ี
อยู่ในเนื้อเยื่อท่ีแช่ในฟอร์มาลินและท่ีฝังในพาราฟินได้ (วรวิทย์ วัชชวัลคุ และคณะ. 2542ก) และ
ต่อมาได้มีการรายงานการเพาะแยกเช้ือ PCV2 จากเซลล์เพาะเล้ียงได้ (Sirinarumitr et al. 2000) 
รวมถึงการตรวจพบด้วยวิธี PCR จากลูกสุกรท่ีป่วยด้วยอาการ PMWS (Kiatipattanasakul et al. 
2002) และวิธี IHC จากเนื้อเยื่อท่ีฝังในพาราฟิน (Bunlunara et al. 2002)  
              2.1.3 Porcine circovirus type 3 (PCV3) 
                     ในปี ค.ศ.2016 ได้มีการรายงานว่าพบเช้ือ PCV3 ครั้งแรกในประชากรสุกรใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา (Phan et al. 2016) ซึ่งมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมกับเช้ือเซอร์โคไวรัสท่ีพบ
ก่อนหน้า โดยเกิดจากการกลายพันธุ์ในกรดอะมิโนลำดับท่ี 24 และ 27 ของ Cap protein ซึ่ง
สามารถแบ่งออกได้เป็นสามจีโนไทป์ ได้แก่ PCV3a, PCV3b และ PCV3c โดย PCV3a สามารถ
แบ่งย่อยออกได้เป็น PCV3a1, PCV3a2 และ PCV3a3 ตามความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการและ
คุณสมบัติทางโมเลกุลอื่น ๆ ของ Cap protein ตามรายงานเบ้ืองต้นท่ีรายงานเกี่ยวกับเช้ือ PCV3 ถูก
ตรวจพบในฝูงท่ีมีอาการทางคลินิก ได้แก่ ปัญหาทางระบบสืบพันธุ์ อาการไข้สมองอักเสบและ
กล้ามเนื้อหัวใจอักเสบในลูกสุกร กลุ่มอาการอักเสบในไตและผิวหนังของสุกร (PDNS) อาการท้องร่วง 
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และโรคเกี่ยวกับระบบทางเดินหายใจ เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามรายงานท่ีพบไม่ได้มีการยืนยันท่ีชัดเจน
ว่าเช้ือ PCV3 เกี่ยวข้องกับอาการทางคลินิกดังกล่าว เนื่องจากรายงานของข้อมูลท่ีมีจำกัดเกี่ยวกับการ
ตรวจสอบเช้ือ PCV3 และเช้ือจากโรคอื่น ๆ ในสุกร อีกท้ังยังขาดการประเมินทางด้านพยาธิสภาพ 
หรือการตรวจไม่พบเช้ือ PCV3 ในแผลท่ีเกิดขึ้น ทำให้ผู้คนจำนวนมากต่างถามถึงความเกี่ยวข้องทาง
คลินิกของเช้ือ PCV3 เฉพาะถิ่นท้ังในสหรัฐอเมริกาและท่ัวโลก (Arruda et al. 2019) และต่อมาก็มี
การแสดงให้เห็นว่าเช้ือ PCV3 สามารถพบแพร่กระจายได้อย่างกว้างขวางไปยังประเทศต่าง ๆ ทำให้
เป็นท่ีสนใจของผู้ผลิตสุกรท่ัวโลก ซึ่งเช้ือ PCV3 นี้อาจไม่ได้เป็นปัญหาต่ออุตสาหกรรมการผลิตสุกร
โดยตรงแต่ก็อาจเป็นส่วนหนึ่งท่ีเป็นอุปสรรคในการจัดการด้านสุขภาพของสุกรได้ (รุ่งธรรม เกษโกวิท. 
2554)  
 

       2.2 โรคและกลุ่มอาการที่เกิดจากการติดเช้ือ PCV2 
 
              โรคและกลุ่มอาการท่ีคาดว่าเกิดจากการติดเช้ือ PCV2 นั้นมีอยู่มากมาย โดยลักษณะ
อาการท่ีเกิดจากการติดเช้ือ PCV2 จะมีความเกี่ยวข้องกับช่วงเวลาท่ีได้รับเช้ือ โดยช่วงแรกจะพบว่ามี
ปัญหาเกี่ยวกับระบบสืบพันธุ์ (มีการแท้งหรือตายคลอด) (Park et al. 2005) หลังจากนั้นจะพบกลุ่ม
อาการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจแทรกซ้อน (PRDC) กลุ่มอาการผิวหนังอักเสบและไตเส่ือม 
(PDNS) (มีรอยโรคท่ีผิวหนังเป็นสีแดงถึงม่วง) ซึ่งพบได้มากกว่ากลุ่มอาการสุกรทรุดโทรมหลังหย่านม 
(PMWS) นอกจากนี้เช้ือ PCV2 ยังทำให้เกิดอาการลำไส้อักเสบแบบแกรนูโลมา (Granulomatous 
enteritis) ต่อมน้ำเหลืองอักเสบแบบมีเนื้อตาย (Necrotizing lymphadenitis) และผิวหนังอักเสบ
แบบมีหนอง (Exudative epidermitis) โดยในปัจจุบันเรียกกลุ่มอาการท้ังหมดนี้ ว่า Porcine 
circovirus type 2 associated disease (PCVAD) ซึ่งส่วนใหญ่จะส่งผลกระทบต่อลูกสุกรท่ีมีอายุ 7-
16 สัปดาห์ เนื่องจากในลูกสุกรท่ีมีอายุต่ำกว่านี้ยังได้รับการป้องกันจากแอนติบอดีท่ีถ่ายทอดมาจาก
แม่สุกร  (McKeown et al. 2005) อย่างไรก็ตามในบรรดาความผิดปกติท้ังหมดนี้  PMWS และ 
PRDC เป็นกลุ่มอาการท่ีส่งผลกระทบต่อระบบการเล้ียงสุกรมากท่ีสุด (กิตติกร บุญศรี และคณะ. 
2555) 
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ภาพท่ี 2.3 ตุ่มหรือปื้นแดงท่ีเกิดจากกลุ่มอาการ PDNS 
ที่มา : Segalés (2021) 
 
              สำหรับกลุ่มอาการทรุดโทรมหลังหย่านม (PMWS) นั้นมีสาเหตุหลักมาจากการติดเช้ือ 
PCV2 แต่เนื่องจากกลุ่มอาการนี้ต้องประกอบไปด้วยหลายปัจจัยร่วมกัน ดังนั้นสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 จึง
อาจไม่แสดงภาวะของ PMWS ก็ได้ ซึ่งได้มีการนิยามว่ากลุ่มอาการของ PMWS จะประกอบด้วย
ลักษณะ 3 ประการ ได้แก่ 1) สุกรหลังหย่านมท่ีป่วยต้องแสดงอาการป่วยอย่างชัดเจน คือ มีลักษณะ
ผอม ทรุดโทรม แคระแกร็น เนื่องจากมักพบภาวการณ์สูญเสียน้ำหนักอย่างรุนแรง ขนหยาบ มีอาการ
ป่วยด้วยโรคระบบทางเดินอาหาร (ท้องเสีย) หรือป่วยด้วยโรคทางระบบหายใจ ผิวหนังมีสีซีดจาก
ภาวะเลือดจางหรือสีเหลืองจากภาวะดีซ่านจากตับอักเสบ และมีการขยายใหญ่ของต่อมน้ำเหลือง
โดยเฉพาะบริเวณขาหนีบ เป็นต้น  2) มีลักษณะท่ีบ่งช้ีทางพยาธิสภาพของโรคในการตรวจทาง 
จุลพยาธิวิทยา เช่น มีการลดลงของเนื้อเยื่อน้ำเหลือง (Lymphoid depletion) การพบก้อน 
Intracytoplasmic inclusion body การอักเสบแบบ Granulomatous inflammation ในเนื้อเยื่อ
หรืออวัยวะต่าง ๆ และการเกิดปอดอักเสบแบบ Interstitial pneumonia เป็นต้น และ 3) ตรวจพบ
แอนติเจนหรือ DNA ของเช้ือ PCV2 ในเนื้อเยื่อของสุกรท่ีมีการแสดงอาการป่วย (Harms. 2002) โดย
ความผิดปกติเหล่านี้โดยมากจะพบในสุกรช่วงอายุประมาณ 60-80 วัน รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา
ของกลุ่มอาการ PMWS นั้นจะยังคงไม่มีความจำเพาะเช่นเดียวกับอาการทางคลินิก กล่าวคือรอยโรค
ท่ีพบอาจมีท้ังการอักเสบของปอด ซึ่งทำให้ปอดมีลักษณะแน่น ไม่ยุบตัว การอักเสบของลำไส้ และ
การบวมโตของต่อมน้ำเหลืองท่ัวร่างกาย โดยเฉพาะบริเวณโคนขาหนีบ (กฤษฎากรณ์ พริ้งเพราะ และ 
สมพร เตชะงามสุวรรณ. 2550)  
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ภาพท่ี 2.4 สุกรท่ีมีลักษณะผอมทรุดโทรมจากกลุ่มอาการ PMWS 
ที่มา : Segalés (2021) 
 
              Mukherjee et al. (2018) ได้กล่าวว่าภายใต้เงื่อนไขและปัจจัยภายในฟาร์ม การ
แสดงออกของอาการทางคลินิกของ PCVAD ได้รับอิทธิพลจากภูมิหลังทางพันธุศาสตร์ของสุกร 
ในฟาร์ม ดังนั้นพันธุศาสตร์ของโฮสต์จึงมีบทบาทในการก่อโรคของเช้ือ PCV2 ซึ่งการอธิบายกลไกของ
การต้านทานทางพันธุศาสตร์หรือความอ่อนแอต่อการติดเช้ือ PCV2 จะช่วยควบคุมการติดเช้ือ PCV2 
และ PCVAD และยังอาจนำไปสู่การพัฒนาสุกรท่ีมีความต้านทานต่อเช้ือ PCV2 ในอนาคต 
 

       2.3 วิทยาภูมิคุ้มกันต่อการติดเช้ือของโรค PCV2 
 
              หลังจากท่ีได้รับเช้ือ PCV2 สุกรจะเกิดอาการป่วยและทรุดโทรมหลังหย่านม โดยพบการ
ขยายใหญ่ของต่อมน้ำเหลืองท่ัวร่างกาย (Generalized lymphadenopathy) ซึ่งเมื่อตรวจทาง 
จุลพยาธิวิทยาแล้วจะพบว่ามีการลดลงของเนื้อเยื่อน้ำเหลือง โดยอาจเกิดจากการติดเช้ือโดยตรง  
เข้าไปในเซลล์ของเช้ือไวรัส หรืออาจเกิดจากการเหนี่ยวนำให้เกิดการตาย (Apoptosis) ของเซลล์   
ลิมโฟไซท์ชนิดบี (Shibahara et al. 2000) นอกจากนี้ยังพบว่ามีการลดลงของเซลล์ลิมโฟไซท์ชนิดที
ร่วมด้วย เป็นผลให้เกิดภาวะกดภูมิคุ้มกัน (Immunosuppression) ขึ้น โดยมีสัดส่วนแปรผันตรงใน
สุกรท่ีมีปริมาณของเช้ือ PCV2 มาก และมักพบว่ามีภาวการณ์ลดลงของเนื้อเยื่อน้ำเหลืองมาก 
ตามไปด้วย เป็นผลให้เม็ดเลือดขาวและเกล็ดเลือดลดลง (Thrombocytopenia) และมีเซลล์เม็ด
เลือดขาวในกลุ่ม Monocytic cell เข้ามาในเลือดสูงขึ้น (Monocytosis) (Pogranichny et al. 
2002) โดยภาวการณ์ลดลงของเม็ดเลือดขาวในกระแสเลือด (Leucopenia) สามารถตรวจพบได้ใน
สุกรท่ีติดเช้ือจากธรรมชาติ ท้ังนี้พบได้ในช่วง 7-10 วัน หลังการติดเช้ือ แล้วจึงมีการพัฒนาไปเป็นกลุ่ม
อาการ PMWS (Nieisen et al. 2003) หรือบางครั้งเช้ือ PCV2 จะแฝงตัวอยู่ในเซลล์แมคโครฟาจ
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และเซลล์เดนไดรติก โดยทำการสร้างกลไกบางอย่างทำให้สามารถอาศัยอยู่ในเซลล์ของสุกรได้เป็น
เวลานานโดยท่ีเช้ือไวรัสอาจไม่มีการแบ่งตัวเพิ่ม ซึ่งถือเป็นการหลบเล่ียงระบบภูมิคุ้มกันอย่างหนึ่งของ
ไวรัสได้เป็นอย่างดี นอกจากนี้ในสุกรท่ีติดเช้ือ PCV2 จะทำให้ระบบภูมิคุ้มกันด้อยประสิทธิภาพลง 
และส่งผลต่อเนื่องทำให้สุกรไวต่อการติดเช้ือต่าง ๆ ได้ง่ายยิ่งขึ้น (กิตติกร บุญศรี และคณะ. 2555) 
เช่นเดียวกับท่ี Mukherjee et al. (2018) ได้กล่าวว่าปฏิสัมพันธ์ระหว่างเช้ือ PCV2 กับโฮสต์ตาม
ธรรมชาติ (สุกรเล้ียงและสุกรป่า) เป็นกระบวนการท่ีซับซ้อน เริ่มต้นด้วยการเกาะติดและการเข้าสู่
เซลล์โฮสต์ของไวรัส (Nauwynck et al. 2012) ซึ่งชนิดของเซลล์ท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ เซลล์เยื่อบุผิว  
เซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด และเซลล์แมคโครฟาจ แสดงให้เห็นถึงการเพิ่มจำนวนของไวรัสต้ังแต่
ระดับต่ำไปจนถึงต่ำมาก (Hamberg et al. 2007) โดยเช้ือ PCV2 มีวงจรในการเพิ่มจำนวนท่ี
ยาวนาน ซึ่งอาจเป็นสาเหตุของระยะฟักตัวท่ีใช้เวลาค่อนข้างมากในการเพิ่มปริมาณไวรัสในซีรั่มและ
เนื้อเยื่อในการเกิดโรค (ประมาณ 18-25 วัน) (Segalés. 2012) 
              ในส่วนของกลไกในการหลบเล่ียงระบบภูมิคุ้มกันนั้น เช้ือ PCV2 ถือว่ามีความสามารถใน
การดำรงอยู่ในร่างกายของสัตว์ได้เป็นระยะเวลานาน โดยท่ีสัตว์ไม่แสดงอาการป่วยให้เห็น เมื่อมี
การศึกษาถึงพยาธิกำเนิดของเช้ือ PCV2 ทำให้พบว่าเช้ือสามารถเข้าไปอยู่อาศัยในเซลล์และแบ่งตัวได้
ในหลาย ๆ อวัยวะ โดยเฉพาะในเซลล์ลิมโฟไซท์ท่ีพบในต่อมน้ำเหลืองใกล้กับอวัยวะท่ีได้รับเช้ือ (Yu 
et al. 2007) นอกจากนี้ยังสามารถเข้าไปอยู่อาศัยได้ในเซลล์แมคโครฟาจและเซลล์เดนไดรติกอีกด้วย 
ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีเป็นกลไกหลักสำคัญในการส่ังการระบบภูมิคุ้มกันอื่น ๆ ในร่างกาย อีกท้ังยังเป็นเซลล์ท่ี
พบในระยะแรกของการติดเช้ือ ทำให้สามารถตรวจพบเช้ือได้ในเซลล์เหล่านี้เป็นระยะเวลานานโดยท่ี
เช้ือไม่มีการแบ่งตัวเพิ่มจำนวน และสุกรไม่มีการแสดงอาการป่วยให้เห็น (Vincent et al. 2003) แต่
อย่างไรก็ตามในภาวะของการติดเช้ือ PCV2 ท่ีสามารถตรวจพบแอนติเจนของเช้ือได้ตลอดระยะเวลา 
แสดงให้เห็นว่าเช้ือ PCV2 น่าจะมีกลไกในการเข้าไปอยู่อาศัยภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์เหล่านี้
โดยท่ีไม่ถูกทำลายโดยเอนไซม์ไลโซโซม (Lysosome) ภายในเซลล์ (Gilpin et al. 2003) และพบว่ามี
การเพิ่มจำนวนของเช้ือได้ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ อันได้แก่ ต่อมน้ำเหลืองท่ีหลอดลมและขาหนีบ ต่อม
ทอนซิล ปอด ตับ ไต ม้าม และต่อมไทมัส ซึ่งการเพิ่มจำนวนของไวรัสท่ีเนื้อเยื่อต่าง ๆ ในตัวสุกรจะ
เกิดขึ้นมากท่ีสุดท่ีช่วงเวลาประมาณ 14 วันหลังการติดเช้ือ หลังจากนั้นการเพิ่มจำนวนท่ีเนื้อเยื่อ  
ต่าง ๆ จะลดลง แต่อาจพบมีการเพิ่มจำนวนของไวรัสได้ยาวนานกว่า 21 วัน (Darwich and Mateu. 
2012) ในขณะเดียวกันเมื่อมีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันในร่างกายขึ้น ไม่ว่าจะอันเนื่องมาจากปัจจัยทาง
สภาพแวดล้อมหรือความเครียดต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในช่วงหลังการหย่านมของลูกสุกร  
เช้ือ PCV2 ก็พร้อมท่ีจะออกมาจากเซลล์เหล่านั้น และแพร่กระจายไปยังเซลล์หรืออวัยวะอื่น ๆ  
จนก่อให้เกิดกลุ่มอาการ PMWS ได้ในท่ีสุด (กิตติกร บุญศรี และคณะ. 2555) 
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              Segalés (2011) ได้กล่าวถึงความสำคัญของการติดเช้ือแบบไม่แสดงอาการของโรค PCV2 
ว่ารอยโรคของสุกรท่ีมีกลุ่มอาการ PMWS พบได้ในเนื้อเย่ือน้ำเหลือง และจากการวิจัยในช่วง 10 ปีท่ี
ผ่านมาก็ช่วยตอกย้ำและบ่งช้ีว่า PMWS เป็นโรคทางระบบภูมิคุ้มกัน ซึ่งโดยปกติแล้วสุกรท่ีมีการติด
เช้ือ PCV2 จะมีเพียง 4-10% เท่านั้นท่ีแสดงอาการทางคลินิกของกลุ่มอาการ PMWS ดังนั้นจะเห็นได้
ว่าสัดส่วนของการติดเช้ือท่ีไม่แสดงอาการจึงมีมากกว่าสุกรท่ีแสดงอาการทางคลินิกจากการติดเช้ือ
ออกมา และจากข้อมูลของโรค PCV2 ท่ีมีก็แทบจะไม่ทราบระยะเวลาท่ีแน่นอนของการเปล่ียนแปลง
ทางระบบภูมิคุ้มกันในการติดเช้ือ ซึ่งการศึกษาทดลองแสดงให้เห็นว่าการติดเช้ือแบบไม่แสดงอาการ
ของโรค PCV2 มีผลกระทบต่อระบบภูมิคุ้มกันของสุกรด้วย โดยสุกรท่ีติดเช้ือจะมีการพัฒนาการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแบบจำเพาะท้ังในด้านการตอบสนองโดยการใช้สารน้ำ (Humoral immune 
response) และการตอบสนองชนิดพึ่งเซลล์ (Cell-mediated immune response) นอกจากนี้สุกร

ท่ีติดเช้ือโดยไม่แสดงอาการยังมีการเพิ่มข้ึนของ Interferon (IFN) -α ในพลาสมาไม่นานหลังจากเกิด
การติดเช้ือ และระดับของ Interleukin (IL) -10 (Cytokine ท่ีกระตุ้นภูมิคุ้มกัน) ในซีรั่มท่ีสัมพันธ์กับ
ระยะเวลาของเช้ือไวรัสท่ีแพร่กระจายในกระแสเลือดท่ีนานขึ้น ยิ่งไปกว่านั้นการตอบสนองต่อ IL-10 
แบบช่ัวคราวในระหว่างระยะการติดเช้ือก็ตรงกับการผกผันของอัตราส่วนของ IgM/IgG เช่นเดียวกับท่ี 
Mukherjee et al. (2018) ได้กล่าวว่าในการติดเช้ือ PCV2 แบบไม่แสดงอาการนั้น ปฏิสัมพันธ์
ระหว่างไวรัสกับโฮสต์ทำให้เกิดการพัฒนาการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบจำเพาะเพื่อจัดการ
กับการติดเช้ือแบบเฉียบพลันหรือช่วยให้ไวรัสยังคงอาศัยอยู่ได้ในสัตว์บางชนิด (Segalés. 2012) 
ในขณะท่ีในกรณีของสัตว์ท่ีมีกลุ่มอาการของโรค PCV2-systemic disease (PCV2-SD) สัตว์จะขาด
การตอบสนองของแอนติบอดีท่ีลบล้างฤทธิ์ (Neutralizing antibody) ในการติดเช้ือไวรัส (Fort et 
al. 2007) และมีการตอบสนองทางด้านเซลล์ท่ีเปล่ียนแปลงไป (Kekarainen et al. 2010) และจาก
การศึกษาภายใต้สภาวะในหลอดทดลองพบว่าเช้ือ PCV2 ส่วนใหญ่จะส่งผลกระทบกับเซลล์ 
เดนไดรติก เซลล์แมคโครฟาจ และเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว (Peripheral blood 
mononuclear cells; PBMC) เนื่องจากปฏิสัมพันธ์ระหว่างเช้ือไวรัสต่อระบบภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด
เป็นท่ีเกี่ยวข้องน้อยกว่า ซึ่งเป็นท่ีทราบกันดีว่าเช้ือ PCV2 ทำให้การรับรู้ของเซลล์เดนไดรติกลดลง 
และการพัฒนาภูมิคุ้มกันในการป้องกันต่อเช้ืออื่น ๆ ท่ีลดลงก็เป็นส่ิงท่ีเกิดขึ้นได้ (McCullough et al.  
2009)  
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ภาพท่ี 2.5 เช้ือ PCV2 ท่ีแฝงตัวอยู่ในเซลล์แมคโครฟาจ 
ที่มา : Marco (2017) 
 

       2.4 การติดต่อของเช้ือ PCV2 
 
              สำหรับการติดต่อของเช้ือ PCV2 นั้นสามารถแพร่กระจายและติดต่อได้ท้ังการติดต่อตาม
แนวราบ (Horizontal transmission) (จากสุกรท่ีอยู่ร่วมกัน) และการติดต่อตามแนวด่ิง (Vertical 
transmission) (จากแม่สู่ลูก) จากสุกรท่ีมีการติดเช้ือไปยังสุกรปกติได้ (Mukherjee et al. 2018) 
โดยการติดต่อตามแนวราบสามารถติดต่อได้โดยตรง (Nose to nose contact) หรือผ่านทางการกิน 
(Fecal-oral exposure) และผ่านทางส่ือหรือสารคัดหล่ังต่าง ๆ เช่น มูล ปัสสาวะ น้ำลาย น้ำมูก 
น้ำนม และน้ำอสุจิ เป็นต้น ตามท่ี Mukherjee et al. (2018) ได้กล่าวว่าการติดต่อระหว่างทาง 
ช่องปากกับช่องจมูกเป็นช่องทางธรรมชาติในการแพร่เช้ือ โดยเช้ือ PCV2 ท่ีมีการติดเช้ือในเนื้อเย่ือ
น้ำเหลืองของสุกร (Opriessnig et al. 2007) เช้ือไวรัสจะแพร่ออกมาผ่านสารคัดหล่ังทางระบบ
ทางเดินหายใจ ช่องปาก ปัสสาวะ และอุจจาระของสุกรท่ีติดเช้ือ และ Madson et al. (2009) ได้
พบว่าน้ำอสุจิเป็นแหล่งของการติดเช้ือ PCV2 ได้ เนื่องจากพบการแพร่เช้ือหลังจากการผสมเทียม ซึ่ง
ส่ือหรือส่ิงคัดหล่ังเหล่านี้จะมีอนุภาคของไวรัสซึ่งสามารถแพร่กระจายเช้ือไปสู่สุกรท่ีอยู่ร่วมกันหรือท่ี
ใกล้ชิดสัมผัสกันได้ (Krakowka et al. 2000) โดยจากการทดลองฉีดวัคซีน PCV2 ในสุกรป่าพบว่า
สามารถมีการขับเช้ือ PCV2 ออกมาในน้ำอสุจิได้จนถึง 50 วันหลังการฉีดวัคซีน (Madson et al. 
2009) ตามท่ี Patterson et al. (2011) ได้พบว่าเช้ือ PCV2 สามารถแพร่กระจายเช้ือได้ในปริมาณท่ี
ใกล้เคียงกันท้ังทางจมูก ปาก และมูล ส่วนการติดต่อตามแนวด่ิงเป็นการถ่ายทอดผ่านทางรก 
(Transplacental infection) จากแม่สุกรสู่ลูกสุกรได้ (Pogranichny et al. 2002) โดยพบรอยโรค
เป็นอาการกล้ามเนื้อหัวใจอักเสบในลูกสุกรท่ีแท้งและตายคลอด (West et al. 1999) และจากการ
เก็บตัวอย่างน้ำนมเหลืองและซีรั่มจากแม่สุกรและลูกสุกรพบว่าน้ำนมเหลืองมีปริมาณ DNA ของเช้ือ 
PCV2 สูงเช่นเดียวกับในซีรั่มของแม่สุกรและลูกสุกร (Shen et al. 2010) และจากการศึกษา
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ย้อนหลังในฟาร์มท่ีมีการติดเช้ือ PWMS จำนวน 7 แห่ง พบว่าจะมีความเส่ียงเพิ่มข้ึนหากลูกสุกรมีการ
ติดเช้ือก่อนอายุ 7 สัปดาห์ ในขณะท่ีจะมีความเส่ียงลดลงหากลูกสุกรหย่านมหลังจาก 21 วัน และเกิด
จากแม่สุกรท่ีมีผลของซีรั่มเป็นบวก (Rose et al. 2009) 
              Mukherjee et al. (2018) ได้มีการศึกษาทางระบาดวิทยาในหลายประเทศ เช่น 
เดนมาร์ก สหราชอาณาจักร สเปน และเนเธอร์แลนด์ เพื่อระบุถึงปัจจัยเส่ียงสำคัญท่ีทำให้ฝูงสุกร
ได้รับผลกระทบจากกลุ่มอาการ PWMS เพื่อเปรียบเทียบทางซีรั่มวิทยาของฝูงสุกรท่ีได้รับผลกระทบ
กับท่ีไม่ได้รับผลกระทบ ซึ่งปัจจัยสำคัญท่ีเพิ่มความเส่ียงของฝูงสุกรท่ีจะได้รับผลกระทบจากกลุ่ม
อาการ PWMS ได้แก่ การเก็บน้ำเช้ือในฟาร์มและการผสมเทียม (Artificial insemination; AI) โดยผู้
ท่ีไม่มีการกักโรคก่อนเป็นเวลา 3 วัน  การติดเช้ือหรือการให้วัคซีน PRRS การซื้อสุกรสาวทดแทน
จำนวนมาก การมีปริมาณแอนติบอดีของเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสูง ฝูงอื่น ๆ ท่ีอยู่ในพื้นท่ีโดยรอบ และ
การติดเช้ือ Parvovirus ในแม่สุกรท่ีต้ังท้อง เป็นต้น 
 

       2.5 การควบคุมและป้องกันโรค 
 
              สำหรับฟาร์มท่ีพบปัญหาการติดเช้ือ PCV2 ส่ิงท่ีสำคัญท่ีสุดก็คือควรมีระบบการจัดการ
ฟาร์มและระบบความปลอดภัยทางชีวภาพท่ีดี (Biosecurity) ได้แก่ การใช้น้ำยาฆ่าเช้ือท่ีเหมาะสม 
ต่อเช้ือ PCV2 ท้ังในโรงเรือนเล้ียงสุกรและบริเวณท่ียานพาหนะจะเข้ามาภายในฟาร์ม มีการเปล่ียน
เส้ือผ้าและรองเท้าบูทก่อนเข้าฟาร์ม เป็นต้น และ Mukherjee et al. (2018) ได้กล่าวถึงปัจจัยท่ีจะ
ช่วยลดความเส่ียงของฝูงสุกรท่ีจะได้รับผลกระทบจากกลุ่มอาการ PWMS ว่าควรรักษาระบบความ
ปลอดภัยทางชีวภาพภายนอกให้เหมาะสมท่ีสุดเมื่อมีการซื้อสุกรและสุกรสาวเข้ามา และมีการจัดส่ง
สุกรขุนในคอกจัดส่งท่ีแยกเตรียมไว้ ทำการแยกคอกแม่สุกรท้องว่าง มีการป้องกันปรสิตภายนอก และ
เพิ่มระยะเวลาหย่านมจากแม่สุกรให้นานขึ้น อีกท้ังการลดความเครียดในการเล้ียงก็เป็นอีกปัจจัยท่ี
สำคัญเพื่อลดความเส่ียงในการเกิดโรคในตัวสุกรเองได้ นอกจากนี้ยังควรควบคุมปัจจัยท่ีจะทำให้เกิด
การติดเช้ือแทรกซ้อนเพื่อควบคุมเช้ือท่ีจะทำให้เกิดความรุนแรงร่วมกับเช้ือ PCV2 เช่น เช้ือไวรัสจาก 
โรค PRRS โรค PPV โรคไข้หวัดสุกร (Swine influenza virus; SIV) โรคปอดและเย่ือหุ้มปอดอักเสบ 
(Actinobacilus pleuropneumoniae; APP) และ โรคพิษ สุนั ขบ้ า เทียม  (Pseudorabies หรือ 
Aujesty's disease; AD) แ ล ะ เ ช้ื อ แ บ ค ที เรี ย ช นิ ด ต่ า ง  ๆ  ไ ด้ แ ก่  Hemophilus parasuis, 
Mycoplasma hyopneumoniae, Streptococcus suis, Lawsonia intracellularis, 
Pasteurell amultocida และ Salmonella spp. เป็นต้น (Yu et al. 2007) ซึ่งจะช่วยลดการ
สูญเสีย และท่ีสำคัญการทำวัคซีนก็เป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการควบคุมและป้องกันโรคได้เป็นอย่างดี 
ท้ังนี้โปรแกรมการฉีดวัคซีนจะขึ้นอยู่กับชนิดของวัคซีนท่ีใช้และรูปแบบของปัญหาท่ีพบในฟาร์ม ซึ่ง
ภูมิคุ้มกันจากการฉีดวัคซีนจะสามารถลดปริมาณไวรัสในกระแสเลือดและลดโอกาสการเกิดโรค PCV2 
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ได้ (กิตติกร บุญศรี และคณะ. 2555) ซึ่งวัคซีนท่ีมีการใช้ในปัจจุบันท่ีใช้สายพันธุ์ PCV2a สามารถ
รับมือกับสายพันธุ์ท่ีมีการระบาดหมุนเวียนอยู่ท่ัวโลกได้ (PCV2a และ PCV2b) รวมถึง mPCV2b 
(Opriessnig et al. 2014) เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาข้ามระหว่างจีโนไทป์ (Fort et al. 2008) 
อย่างไรก็ตามข้อมูลท่ีมีอยู่อย่างจำกัดแสดงให้เห็นว่าวัคซีน PCV2b อาจมีประสิทธิภาพมากขึ้นในการ
ต่อต้านเช้ือ PCV2 ท่ีกำลังแพร่ระบาดอยู่ในปัจจุบัน (Opriessnig et al. 2013a)  
              Segalés (2011) ได้กล่าวถึงความสำคัญของการป้องกันการติดเช้ือแบบไม่แสดงอาการ
ของโรค PCV2 ว่าจากกลุ่มวิจัยท่ีได้ทำการทดลองในสุกรท่ีติดเช้ือท่ัวโลกและได้ทำการฉีดวัคซีน
ป้องกันโรค PCV2 พบว่าสุกรส่วนใหญ่มีการติดเช้ือแบบไม่แสดงอาการ ซึ่งอีกทางเลือกหนึ่งใน
การศึกษาผลกระทบของการติดเช้ือแบบไม่แสดงอาการก็คือการฉีดวัคซีนป้องกันโรค PCV2 ในฟาร์ม
ท่ีติดเช้ือท่ีปลอดจากกลุ่มอาการ PMWS โดยการฉีดวัคซีนป้องกันโรค PCV2 ได้รับความนิยมอย่าง
มากในช่วง 3-4 ปีท่ีผ่านมา จนกลายเป็นส่ิงจำเป็นท่ีฟาร์มสุกรท่ัวโลกต้องทำในสัดส่วนท่ีเพิ่มสูงขึ้น 
และข้อมูลจากการศึกษาพบว่าการทำวัคซีนให้ประสิทธิภาพท่ีชัดเจนว่ามีการเพิ่มขึ้นของอัตราการ
เจริญเติบโตเฉล่ียต่อวัน (ADG) มีอัตราการเปล่ียนอาหารเป็นน้ำหนัก (Feed conversion rate; FCR) 
ท่ีดีขึ้น สามารถลดอัตราการตาย อัตราการคัดออก และต้นทุนเกี่ยวกับการรักษา ซึ่งจะเห็นได้ชัดเจน
ท่ีสุดในการเล้ียงสุกรอนุบาลถึงสุกรรุ่น นอกจากนี้ยังพบว่าปริมาณจีโนมของไวรัสในซีรั่มและรอยโรค
ภายในต่อมน้ำเหลืองท่ีมีลักษณะคล้ายกับกลุ่มอาการ PMWS จะลดลงในสุกรท่ีได้รับวัคซีน ท่ีสำคัญ
ประโยชน์ท่ีได้จากการฉีดวัคซีนไม่เพียงแต่ให้ผลดีในฟาร์มท่ีได้รับผลกระทบจากกลุ่มอาการ PMWS 
เท่านั้น แต่ยังให้ผลดีในฟาร์มท่ีไม่มีการวินิจฉัยโรคและฟาร์มท่ีไม่เคยพบอาการทางคลินิกของกลุ่ม
อาการ PMWS อีกด้วย ดังนั้นประโยชน์ของการฉีดวัคซีนจึงไม่ได้มีเป้าหมายเพียงเพื่อเป็นการป้องกัน
กลุ่มอาการ PMWS เท่านั้น แต่ส่ิงสำคัญคือต้องการป้องกันผลกระทบจากการติดเช้ือท่ีไม่แสดงอาการ
ของโรค PCV2  
              Mukherjee et al. (2018) ได้กล่าวว่าในปัจจุบันวัคซีนป้องกันโรค PCV2 ถือเป็นส่ิงเดียว
ท่ีใช้ในการป้องกันโรค PCV2 ในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรท่ีมีจำหน่ายเป็นจำนวนมากท่ัวโลก 
เนื่องจากวัคซีนมีประสิทธิภาพในการช่วยปรับปรุงพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในด้านการผลิต เช่น อัตราการ
เจริญเติบโตเฉล่ียต่อวัน (ADWG) สภาพร่างกาย (Body condition) และน้ำหนักซาก จึงเป็นสาเหตุท่ี
ทำให้มีการใช้วัคซีนอย่างกว้างขวางและส่งผลให้มีความต้องการใช้เป็นจำนวนมากขึ้น ในช่วงแรกท่ีมี
การทำวัคซีนส่วนใหญ่เป็นการฉีดวัคซีนในลูกสุกร และต่อมาก็มีการเพิ่มจำนวนการฉีดวัคซีนในแม่สุกร
และสุกรสาวเพิ่มขึ้น แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของการฉีดวัคซีนร่วมกันในลูกสุกรและแม่สุกรว่า 
ทำให้ร่างกายของสัตว์สามารถต่อต้านการติดเช้ือ PCV2 ได้ดียิ่งขึ้น (Pejsak et al. 2010)  
              วัคซีน PCV2 เชิงพาณิชย์ตัวแรกมีการเปิดตัวท่ีประเทศสหรัฐอเมริกาในปี พ.ศ. 2549 เป็น
วัคซีนชนิดเช้ือตาย (Inactivated vaccine) ประกอบด้วยวัคซีน Circovac จากบริษัท Merial ซึ่ง
ผลิตโดยใช้ไวรัสท้ังตัว (Whole virus) โดยเป็นกระบวนการแบบด้ังเดิม และ Fostera PCV จาก
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บริษัท Zoetis ซึ่งเป็นวัคซีนเช้ือตายชนิดลูกผสม (Inactivated PCV1-2 chimeric virus) และต่อมา
จึงมีวัคซีนท่ีผลิตจากการตัดต่อโปรตีน (Recombinant vaccine) ท่ีเป็นชนิด Subunit vaccine โดย
ใช้ Baculovirus แสดงออกในส่วนโปรตีน Capsid ของเช้ือ  PCV2 (Baculovirus expression 
vector system) ป ระ ก อ บ ด้ วย วั ค ซี น  Porcilis PCV จ าก บ ริ ษั ท  Intervet (MSD)  วั ค ซี น 
Circumvent จากบริษัท Intervet (MSD) วัคซีน  Ingelvac CircoFLEX จากบริษัท  Boehringer 
Ingelheim (Afghah et al. 2017) นอกจากนี้ก็ยังมีวัคซีนในเชิงพาณิชย์จากบริษัทอื่น ๆ ผลิตออกมา
จำหน่ายเพิ่มเติม ได้แก่ วัคซีน SuiShot Circo One จากบริษัท ChoongAng ซึ่งผลิตโดยใช้ไวรัส
ท้ั ง ตั ว  (Whole virus) วั ค ซี น  PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT แ ละวั ค ซี น  PRO-VAC 
CIRCOMASTER จากบริษัท Komipharm ซึ่งผลิตโดย Baculovirus expression vector system 
โดยจะเห็นว่าวัคซีน PCV2 ในเชิงพาณิชย์โดยส่วนใหญ่ผลิตด้วยกระบวนการ Baculovirus และ
ท้ังหมดมุ่งเป้าไปท่ีโปรตีน Capsid เนื่องจากเป็นส่วนท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของ
ไวรัสท่ีเข้ารหัสโดย ORF2 (Beach and Meng, 2012) ซึ่ งวัคซีนชนิด  Subunit vaccine จะมี
กระบวนการเลียนแบบโครงสร้างโดยรวมของ Virion ด้ังเดิม และสร้างการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันท่ี

สูง โดยเหนี่ยวนำให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันท้ังแบบอาศัยสารน้ำ (Humoral immunity) และ
ภูมิ คุ้มกันชนิดพึ่งเซลล์ (Cell-mediated immunity) ต่อโรคติดเช้ือ PCV2 โดยท่ัวไปแล้วสารท่ี
กระตุ้นให้ร่างกายสร้างภูมิคุ้มกัน (Immunogen) ของ Subunit vaccine จะผลิตด้วยกระบวนการ 
Baculovirus expression system ซึ่งสามารถหล่ังโปรตีนออกมาได้ในระดับสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์เพาะเล้ียงจากไตของสุกรท่ีใช้ในกระบวนการผลิตวัคซีนชนิด Whole virus (Baek et al. 
2021) 
 

       2.6 การยืนยันผลการตรวจวินิจฉัย  
 
                สำหรับการวินิจฉัยเพื่อตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีของเช้ือ PCV2 นั้นสามารถทำ
การตรวจหาได้หลากหลายวิธี ได้แก่ การตรวจด้วยวิธีการย้อมสีอิมมูโนฮีสโตเคมี (IHC) หรือตรวจหา
สารพันธุกรรมของเช้ือด้วยวิธีอินซิตูไฮบริไดเซชัน (ISH) ในบริเวณเนื้อเยื่อท่ีมีรอยโรค ซึ่งเนื้อเยื่อท่ี
เหมาะสมในการวินิจฉัยด้วยวิธีนี้ ได้แก่ ต่อมน้ำเหลือง ม้าม ต่อมทอนซิล ต่อมไทมัส และลำไส้เล็ก
ส่วนปลาย (Ileum) ส่วนการวินิจฉัยด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (PCR) สามารถตรวจได้ท้ังจาก
ซีรั่มและเนื้อเยื่อน้ำเหลืองชนิดต่าง ๆ แต่วิธีนี้สามารถบอกได้เพียงว่าในฟาร์มมีเช้ือ PCV2 หรือไม่และ
เป็นสายพันธุ์ใด แต่บอกไม่ได้ว่าสุกรท่ีตรวจเจอนั้นจะป่วยด้วยภาวะทรุดโทรมหลังหย่านมหรือไม่ (Yu 
et al. 2007) นอกจากนี้ ยั งมี วิธี IFA วิธี  Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) การ
ชันสูตรซาก การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา การแยกเช้ือไวรัส และการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน เป็นต้น (กฤษฎากรณ์ พริ้งเพราะ และ สมพร เตชะงามสุวรรณ. 2550) แต่วิธีการท่ีได้
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กล่าวไปเหล่านี้ล้วนแต่เป็นวิธีการท่ีมีความยุ่งยาก ต้องใช้ระยะเวลานานในการตรวจหรือรอผลการ
วินิจฉัย และต้องใช้ผู้ท่ีมีความชำนาญในการปฏิบัติเพื่อความถูกต้องในการแปลผล จึงได้มีการนำ
วิธีการตรวจทางซีรั่มวิทยามาใช้ นั่นคือวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay หรือท่ีเรียก 
ส้ัน ๆ ว่า “อีไลซ่า (ELISA)” ซึ่งเป็นวิธีท่ีมีความจำเพาะและแม่นยำสูง สามารถบอกได้ว่าสุกรเคยมี
การสัมผัสเช้ือไวรัสชนิดนี้หรือไม่ นอกจากนี้ยังสามารถลดความผิดพลาดจากการแปลผลของวิธี IFA 
และ IPMA ได้อีกด้วย (รุ่งโรจน์ ธนาวงษ์นุเวช และคณะ. 2548) ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยโรคในฟาร์ม
สุกรนอกจากจะมุ่งเน้นเพื่อการแก้ปัญหาท่ีพบแล้ว การตรวจหาภาวะของโรค PCV2 ท่ีแฝงอยู่ก็ยังจะ
ช่วยในการแก้ปัญหาท่ีเกิดขึ้นในฟาร์มสุกรได้อย่างยั่งยืน และสามารถใช้เป็นประโยชน์ในด้านการ
ตรวจสอบแนวโน้มการสร้างภูมิคุ้มกันในระดับฝูงได้อีกด้วย เพราะแม้ว่าโรค PCV2 จะไม่ใช่สาเหตุ
หลักท่ีทำให้เกิดปัญหาในสุกรแต่เมื่อมีการติดเช้ือ PCV2 ร่วมด้วยก็จะทำให้เกิดความสูญเสียมากยิ่งขึ้น 
(กิตติกร บุญศรี และคณะ. 2555)  
 

       2.7 วิธี Enzyme-linked immunosorbent assay หรือ ELISA 
 
              2.7.1 หลักการของ Enzyme immunoassay 
                     ตลอดระยะเวลาท่ีผ่านมาได้มีผู้คิดค้นและปรับปรุงการทดสอบซึ่งอาศัยหลักการของ
การทำปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีให้มีความไว (Sensitivity) และความจำเพาะ 
(Specificity) สูงขึ้นโดยการนำแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีติดฉลาก (Label) ไว้ด้วยสารต่าง ๆ เช่น 
สารเรืองแสง (Fluorescent compound) และสารกัมมันตภาพรังสี (Radioisotope) เป็นต้น มาใช้
ในการทดสอบ แต่แม้การทดสอบดังกล่าวจะมีความไวสูงแต่ก็ยังมีข้อจำกัดบางประการ เช่น การใช้
สารเรืองแสงเป็นสารติดฉลากจะต้องใช้กล้องจุลทรรศน์เรืองแสง (Fluorescent microscope) ซึ่ง
เป็นเครื่องมือท่ีมีราคาแพงในการทดสอบ ส่วนการใช้สารกัมมันตภาพรังสีเป็นสารติดฉลากก็
จำเป็นต้องใช้เครื่องมือท่ีมีราคาแพงในการทดสอบเช่นกัน นอกจากนี้ยังต้องมีระบบการควบคุมการใช้
กัมมันตภาพรังสีท่ีดีด้วย ด้วยสาเหตุเหล่านี้จึงทำให้มีผู้ท่ีพยายามคิดค้นหาสารอื่นซึ่งจะสามารถ
นำมาใช้เป็นสารติดฉลากได้และมีข้อดีกว่าสารท่ีใช้อยู่เดิม ซึ่งสารอย่างหนึ่งท่ีพบว่าสามารถนำมาใช้ได้
เป็นอย่างดีนั่นคือ เอนไซม์ (Enzyme) (Engvall and Perlmann. 1972) เนื่องจากเอนไซม์หนึ่ง
โมเลกุลสามารถทำให้เกิดการเปล่ียนแปลงของซับสเตรต (Substrate) ได้หลายโมเลกุล และยังช่วย
ขยายความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเกิดขึ้น นอกจากนี้
เอนไซม์ยังมีความคงทน สามารถเก็บไว้ได้นานในสภาวะต่าง ๆ อีกด้วย (Bullock and Walls. 1977) 
โดยการทำปฏิกิริยาของเอนไซม์กับซับสเตรตนั้นจะทำให้เกิดผลผลิตท่ีมีสีซึ่งสามารถมองเห็นได้ง่าย
และชัดเจนโดยท่ีไม่จำเป็นต้องใช้เครื่องมือพิเศษ แต่หากต้องการผลของการทดสอบโดยละเอียดก็
สามารถทำได้โดยใช้เครื่องมือสำหรับวัดความเข้มของสี (Yolken et al. 1977) ท้ังแบบชนิดธรรมดา
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หรือแบบอัตโนมัติเพื่อความสะดวกรวดเร็วในการทำงานก็ได้ สำหรับเวลาท่ีต้องใช้ในการทดสอบมี
รายงานว่าสามารถลดเวลาท่ีใช้ให้เหลือเพียงภายใน 30 นาที โดยท่ีการทดสอบนั้นยังคงมีความไว
เพียงพอท่ีจะใช้ประโยชน์ในแง่ของการวินิจฉัยโรคได้ (Yolken and Leister. 1981) ท้ังนี้การพัฒนา
วิธีอีไลซ่าในรูปแบบต่าง ๆ ขึ้นทำให้สามารถใช้ตรวจสอบท้ังแอนติเจนและแอนติบอดีในแง่คุณภาพ
หรือปริมาณได้ ซึ่งการตรวจสอบในเชิงปริมาณสามารถทำได้โดยใช้แอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีทราบ
ปริมาณแล้วมาเตรียมเป็นกราฟมาตรฐานสำหรับเปรียบเทียบกับผลท่ีได้จากตัวอย่างท่ีต้องการหา 
(นันทิกา คงเจริญพร และคณะ. 2555) 
                     วิ ธี อี ไ ล ซ่ า จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม ก า ร ท ด ส อ บ แ บ บ  Enzyme immunoassay 
heterogeneous หรือ Heterogeneous EIA ซึ่งมีหลักการคือเมื่อให้แอนติเจนและแอนติบอดีทำ
ปฏิกิริยากันแล้วจะแยกแอนติเจนท่ีจับอยู่กับแอนติบอดี (Antigen-antibody complex) ออกจาก
แอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีอยู่เป็นอิสระ แล้ววัดปริมาณเอนไซม์ท่ีอยู่ในส่วนใดส่วนหนึ่งท่ีแยกออกจาก
กันโดยอาศัยดูการทำหน้าท่ีของเอนไซม์ดังกล่าวในการเปล่ียนแปลงซับสเตรต (นภาธร บานช่ืน. 
2536) ซึ่งมีการแบ่งตามลักษณะของกลไกการทำปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเกิดใน
การทดสอบได้เป็น 2 กลุ่ม ดังนี้ 
                            2.7.1.1 Competitive ELISA 
                                   เป็นวิธีการท่ีมักใช้ในการตรวจหาแอนติเจนซึ่งมีน้ำหนักโมเลกุลน้อย 
(Avrameas. 1983) โดยอาศัยการใช้แอน ติเจน ท่ี ติดฉลากด้วย เอนไซม์  (Antigen-enzyme 
conjugate) หรือใช้แอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ (Antibody-enzyme conjugate) เป็นตัว
กระทำ (Reagent) ในการทดสอบก็ได้ ซึ่งมีหลักการคือทำการเคลือบ Solid phase ได้แก่ ผิวด้านใน
ของหลอดทดลองหรือหลุมในถาดพลาสติกด้วยแอนติเจนหรือแอนติบอดีปริมาณคงท่ีปริมาณหนึ่ง 
จากนั้นเติมแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีจำเพาะกันและท่ีได้ติดฉลากด้วยเอนไซม์แล้วลงไปเพียงอย่าง
เดียวหรือเติมพร้อมตัวอย่างท่ีต้องการตรวจหาปริมาณแอนติเจนหรือแอนติบอดี หรือเติมพร้อม
แอนติเจนมาตรฐานซึ่งทราบว่าจำเพาะกับแอนติบอดีนั้นเช่นเดียวกันแต่ไม่ได้ติดฉลากด้วยเอนไซม์  
ลงไป เมื่อท้ิงไว้ให้ปฏิกิริยาเกิดขึ้นจนถึงสภาพคงท่ีแล้วจึงทำการล้างส่วนเกินท่ีไม่ได้ทำปฏิกิริยากัน
ออกไป จากนั้นเติมซับสเตรตแล้วดูการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้น จะพบว่าในหลุมท่ีมีแอนติเจนมาตรฐาน
หรือแอนติเจนท่ีต้องการหาปริมาณมีการเปล่ียนแปลงของซับสเตรตน้อยกว่า เนื่องจากแอนติเจน
ดังกล่าวแย่งจับกับแอนติบอดีท่ีเคลือบอยู่ ทำให้แอนติเจนท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์จับกับแอนติบอดีนั้น
ได้น้อยลงเป็นสัดส่วนกลับกับปริมาณของแอนติเจนในตัวอย่างหรือแอนติเจนมาตรฐานท่ีเติมลงไป 
(นภาธร บานช่ืน. 2536) 
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ภาพท่ี 2.6 หลักการของ Competitive ELISA 
ที่มา : Sino Biological (2021) 
 
                            2.7.1.2 Non-competitive ELISA เป็นวิธีท่ีสามารถใช้ในการตรวจหาได้ท้ัง
แอนติเจนและแอนติบอดีในตัวอย่าง สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 วิธี ได้แก่  
                                   (1) Direct ELISA มีหลักการคือทำการเค ลือบ Solid phase ด้วย
แอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีจำเพาะต่อแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีต้องการตรวจหาในตัวอย่าง เมื่อเติม
ตัวอย่างท่ีมีแอนติเจนหรือแอนติบอดีลงไปจะทำให้เกิดการจับกันของแอนติเจนและแอนติบอดี
ดังกล่าว จากนั้นทำการล้างส่วนเกินท่ีไม่ได้ทำปฏิกิริยากันออก แล้วเติมแอนติเจนหรือแอนติบอดีตัวที่
สองซึ่งมีความจำเพาะต่อแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีต้องการตรวจในตัวอย่างท่ีได้ติดฉลากด้วย
เอนไซม์ (Conjugate) ลงไป ทำให้คอนจูเกตทำปฏิกิริยากับแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีจับอยู่กับ
แอนติเจนหรือแอนติบอดีตัวแรก แล้วล้างส่วนเกินท่ีไม่ได้ทำปฏิกิริยากันออก จากนั้นทำการเติม 
ซับสเตรต ซึ่งการเปล่ียนแปลงของซับสเตรตจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณของแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีท่ีต้องการหาในตัวอย่าง โดยวิธีนี้อาจเรียกว่า Sandwich assay ก็ได้ (Engvall. 1980) 
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ภาพท่ี 2.7 หลักการของ Direct ELISA  
ที่มา : Koirala (2018) 
 
                                   (2) Indirect ELISA เป็นวิธีท่ีมักใช้ในการตรวจหาแอนติบอดีในตัวอย่าง 
โดยมีการดัดแปลงมาจากวิธี Direct ELISA มีหลักการคือทำการเคลือบ Solid phase ด้วยแอนติเจน 
จากนั้นเติมตัวอย่างท่ีต้องการตรวจหาแอนติบอดีลงไป แล้วทำการตรวจดูการทำปฏิกิริยากันของ
แอนติบอดีกับแอนติเจนด้วยแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ (Conjugate) โดยดูการเปล่ียนแปลง
ของซับสเตรตท่ีเติมในขั้นตอนสุดท้าย ซึ่งจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณแอนติบอดีท่ีมีในตัวอย่าง 
(Engvall. 1980) ส่วนการตรวจหาแอนติเจนมีการเพิ่มเติมโดยใช้แอนติบอดีท่ีจำเพาะตัวท่ีสองท่ีไม่ได้
ติดฉลากด้วยเอนไซม์ และใช้แอนติบอดีท่ีจำเพาะและติดฉลากด้วยเอนไซม์ (Conjugate) มาเป็นตัว
กระทำเพิ่มเติมเพื่อวัดปริมาณแอนติบอดีตัวท่ีสองท่ีจับกับแอนติเจนท่ีต้องการตรวจหาในตัวอย่าง
ทางอ้อม โดยอาจเรียกอีกอย่างว่า Double antibody sandwich antiglobulin ELISA (Voller et 
al. 1978) ซึ่งโดยปกติแล้ววิธี Indirect ELISA นี้ให้ผลในเรื่องของความไว (Sensitivity) ในการตรวจ
มากกว่าวิธี Direct ELISA (Avrameas. 1983) 
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ภาพท่ี 2.8 หลักการของ Indirect ELISA 
ที่มา : Life Sciences Products (2019) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 2.9 ความแตกต่างของวิธี ELISA แต่ละชนิด 
ที่มา : Abnova (2010) 
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              2.7.2 ปัจจัยสำคัญที่มีผลต่อวิธีอีไลซ่า (นภาธร บานช่ืน. 2536) 
                     2.7.2.1 วัสดุสำหรับยึดแอนติเจนหรือแอนติบอดี (Solid phase) 
                            ในวิธีอีไลซ่าวัสดุท่ีใช้สำหรับยึดแอนติเจนหรือแอนติบอดีมีความสำคัญเป็น
อย่างมากต่อผลของการทดสอบ ถ้าแอนติเจนหรือแอนติบอดีจับกับวัสดุนั้นได้ไม่ดีพอจะมีผลทำให้การ
ทดสอบมีความไวลดลงและเป็นเหตุให้การทดสอบนั้นมี Background สูงขึ้นด้วย ในกรณีท่ีการจับของ
แอนติเจนหรือแอนติบอดีกับวัสดุนั้นเกิดขึ้นอย่างไม่สม่ำเสมอจะส่งผลให้ Reproducibility ของการ
ทดสอบลดลง ซึ่งจะทำให้ความน่าเช่ือถือของการทดสอบนั้นลดลงด้วย 
                            ในปัจจุบันนี้มีวัสดุหลายชนิดท่ีใช้สำหรับการยึดจับแอนติเจนหรือแอนติบอดี
โดยไม่ได้ใช้ Covalent bond ในการจับนั้น ได้แก่ Polyvinyl, Polypropylene, Polystyrene, 
Polycarbonate, แก้ว, Nylon และ Silicone rubber เป็นต้น สำหรับพวกท่ีเป็นพลาสติกนั้นมีการ
ประดิษฐ์ให้อยู่ในรูปต่าง ๆ เช่น เป็น Tube, Cuvette, Beads และ Microplate เป็นต้น ซึ่งทำให้
ง่ายต่อการล้างในระหว่างขั้นตอนของการทดสอบเพราะไม่ต้องปั่นก่อนล้างซึ่งต่างจากวัสดุท่ีอยู่ในรูป
ของ Particle (Engvall. 1980) 
                            สำหรับวัสดุบางอย่างการจับของแอนติเจนหรือแอนติบอดีกับวัสดุนั้นใช้ 
Covalent bond เ ช่ น Cellulose, Agarose, Polyacrylamide แ ล ะ Cyanogen bromide 
activated paper ซึ่งการใช้วัสดุเหล่านี้ในการทดสอบจะทำให้ได้ผลท่ีแน่นอนกว่า เพราะการจับของ
แอนติเจนหรือแอนติบอดีกับวัสดุดังกล่าวมั่นคงและมีความผันแปรน้อย แต่วัสดุเหล่านี้มักจะอยู่ในรูป
ท่ีเป็น Particle ทำให้มีความยุ่งยากในขั้นตอนของการล้าง (Voller et al. 1978) 
                            วัสดุท่ีใช้ยึดจับแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีนิยมใช้กันแพร่หลายคือพวกท่ีอยู่ใน
รูป Microplate แต่ก็มีข้อเสียอย่างหนึ่งคือพื้น ท่ีในหลุมท่ีใช้สำหรับการยึดจับแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีนั้นมีน้อย ทำให้จำเป็นต้องใช้เวลานานสำหรับการทำปฏิกิริยาในขั้นตอนต่าง ๆ โดยเฉพาะ
ขั้นตอนของการอบกับส่ิงส่งตรวจเพื่อให้ได้การทดสอบท่ีมีความไว (Sensitivity) สูง ดังนั้นถ้าต้องการ
ให้การทดสอบได้ผลเร็ว การเลือกใช้วัสดุท่ีมีพื้นผิวกว้างจะมีข้อได้เปรียบกว่า (Yolken. 1981) ซึ่งการ
จับของแอนติเจนหรือแอนติบอดีกับผิววัสดุนี้มีความผันแปรแตกต่างกันไปได้นับต้ังแต่ระหว่างเพลทท่ี
ทำด้วยวัสดุต่างชนิดกัน หรือเพลทท่ีทำด้วยวัสดุชนิดเดียวกันแต่ผลิตจากต่างโรงงานกัน หรือเพลทท่ี
ผลิตออกมาจากโรงงานเดียวกันแต่ต่างรุ่นกัน หรือแม้กระท่ังเพลทในรุ่นเดียวกัน หรือภายในเพลท
เดียวกันแต่ต่างหลุมกันก็พบความแตกต่างดังกล่าวนี้ได้ (Shekarchi et al. 1984) ดังนั้นการจะ
เลือกใช้เพลทชนิดใดก็แล้วแต่ระบบของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีจะทำการทดสอบ แต่ควรจะคงใช้
เพลทชนิดเดียวไปตลอดสำหรับระบบนั้น ๆ เพื่อให้การทดสอบนั้นมีมาตรฐานท่ีดี  
                     2.7.2.2 การยึดติดของแอนติเจนหรือแอนติบอดีกับผิววัสดุท่ีเป็นพลาสติก 
                            แอนติเจนท่ีเป็น Polysaccharide จะยึดติดกับ Polystyrene plate ได้ไม่
ค่อยดีเท่าโปรตีน มักจะต้องการกรรมวิธีในการปฏิบัติกับพื้นผิวพลาสติกเสียก่อน (Mc Laren et al. 
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1981) เช่น การใช้ Poly-L-lysine (Kelsoe and Ueller. 1978) หรืออาจจะให้แอนติเจนท่ีเป็น 
Polysaccharide นั้นทำปฏิกิริยากับแอนติบอดีซึ่งเป็นโปรตีนเสียก่อน แล้วจึงนำไปยึดติดกับผิว
พลาสติกอีกทีหนึ่ง (Barrett et al. 1983) ส่วนในกรณีของโปรตีนและกรดอะมิโน (Amino acid) ก็
อาจทำให้ประสิทธิภาพในการยึดติดกับ Solid phase เพิ่มขึ้นได้โดยการใช้โปรตีนชนิดอื่น หรือใช้ 
Glutaraldehyde ช่วยในการนี้ 
                            ตามปกติการจับของโปรตีนกับผิวพลาสติกเกิดจากปฏิกิริยา Electrostatic, 
Electrokinetic และ Hydrophobic ซึ่งส่วนใหญ่เป็นปฏิกิริยา Hydrophobic (Avrameas. 1983) 
การยึดติดของโปรตีนกับผิวพลาสติกนี้สามารถมีผลทำให้โปรตีนมีการเปล่ียนแปลง (Denature) 
เกิดขึ้นได้ ในการเคลือบผิวพลาสติกด้วยแอนติเจน แอนติเจนจะเคลือบติดพลาสติกนั้นเป็นช้ันเดียว 
ปริมาณของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเคลือบผิวพลาสติกและอัตราเร็วของกระบวนการนี้ขึ้นอยู่กับ 
Diffusion coefficient ของสารนั้น และขึ้นอยู่กับปัจจัยอื่น ๆ อีกหลายอย่าง ได้แก่ อัตราส่วน
ระหว่างพื้นผิวท่ีใช้กับปริมาตรของสารท่ีนำมาเคลือบ ความเข้มข้นของสารท่ีใช้เคลือบพื้นผิวนั้น 
รวมทั้งอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีใช้สำหรับกระบวนการนี้ด้วย (Pesce et al. 1977)  
                            ถึงแม้ว่าปริมาณของโปรตีนท่ีติดกับพื้นผิวพลาสติกจะเพิ่มข้ึนตามความเข้มข้น
ของโปรตีนท่ีใช้ แต่เมื่อเทียบอัตราส่วนของโปรตีนท่ีติดกับโปรตีนท่ีใช้ พบว่าเมื่อใช้โปรตีนความ
เข้มข้นสูง อัตราส่วนของโปรตีนท่ีติดกับผิวพลาสติกต่อโปรตีนท่ีใช้มีค่าต่ำลง (Herrmann and 
Colins. 1976) ดังนั้นจึงไม่จำเป็นต้องใช้แอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีมีความเข้มข้นสูงมากเกินไป 
เพราะผลท่ีได้จะไม่คุ้มกัน นอกจากนี้หากใช้โปรตีนในความเข้มข้นเกินกว่าจุดอิ่มตัวของการจับกับผิว
พลาสติกแล้วยิ่งเป็นการไม่ได้ประโยชน์อะไร (Pesce et al. 1977) โดยท่ัวไปแล้วความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมสำหรับแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีจะนำมาเคลือบผิวพลาสติกอยู่ระหว่าง 1-10 µg/ml การ
ใช้โปรตีนท่ีมีความเข้มข้นสูงมากไปจะมีผลทำให้โปรตีนท่ีติดกับผิวพลาสติกแล้วนั้นหลุดออกมาใน
ภายหลังได้มากขึ้น (Engvall. 1980) 
                            โดยท่ัวไปแล้วการเคลือบผิวพลาสติกด้วยโปรตีนได้ผลดีพอเพียงเมื่อทำท่ี
อุณหภูมิ 20–25 องศาเซลเซียส โดยใช้เวลานาน 2 ช่ัวโมง หรืออาจท้ิงไว้จนถึงข้ามคืน (Hirschl et 
al. 1985) หรืออาจจะใช้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานานข้ามคืน (Shekarchi et al. 1984) 
หรือ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง (Burt et al. 1979) จนถึง 5 ช่ัวโมง (Butler et al. 
1978) หรือสามารถใช้เวลาส้ันเพียง 30 นาที โดยการอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก็ทำให้ได้ผล
การทดลองท่ีดีพอ (Subba Rao et al. 1983) 
                            โปรตีนท่ียึดติดกับผิวพลาสติกแล้วนี้สามารถหลุดออกมาได้ในภายหลัง 
(Desorption หรือ Detachment) ซึ่งการหลุดของโปรตีนนี้เกิดขึ้นได้ในทุกขั้นตอนของการทดสอบ 
ถึงแม้เม่ือแอนติบอดีจับกับแอนติเจนแล้ว ก็ยังพบว่าแอนติเจนนั้นก็หลุดออกมาจากผิวพลาสติกได้อีก 
โดยตลอดกระบวนการจะมีแอนติเจนหลุดออกมาคิดเป็นร้อยละ 20-29 ของแอนติเจนท้ังหมดท่ีติดกับ
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ผิ วพ ลาส ติ ก  (Lehtonen and Viljanen. 1980) การ ใช้  Glutaraldehyde ใน ก าร เตรี ยม ผิ ว 
Polystyrene ก่อนการเคลือบด้วยแอนติเจนจะช่วยให้แอนติเจนติดได้แน่นขึ้น มีผลทำให้แอนติเจนท่ี
หลุดออกมานั้นลดลงเหลือประมาณร้อยละ 10 (Suter. 1982) และในกรณีท่ีใช้เซลล์เป็นแอนติเจน
สำหรับเคลือบ Solid phase เพื่อการตรวจหาแอนติบอดีท่ีจำเพาะต่อเซลล์นั้น การทำให้เซลล์ติดกับ 
Solid phase อาจทำได้โดยใช้ Methanol เป็นสารท่ีทำให้เซลล์ติดแน่นอยู่กับ Solid phase หรือ
ปล่อยให้เซลล์แห้งติดกับผิวของ Plastic plate ท่ีใช้เป็น Solid phase นั้นก็ได้ 
                     2.7.2.3 ขั้นตอนของการล้างในระหว่างการทดลอง 
                            ในการทำอีไลซ่าจำเป็นต้องมีการล้างเอาตัวกระทำส่วนเกินออกในระหว่างการ
ทดลองแต่ละขั้นตอน ต้ังแต่หลังจากเคลือบผิววัสดุด้วยแอนติเจนหรือแอนติบอดี  หลังจากอบกับ 
ส่ิงส่งตรวจและคอนจูเกต ในการล้างจะต้องระวังอย่าให้มีการปนเปื้อนจากขั้นตอนหนึ่งไปยังอีก
ขั้นตอนหนึ่ง ถ้าวัสดุท่ีใช้อยู่ในรูปเพลทการล้างจะทำได้ง่ายมาก เพียงคว่ำเอาตัวกระทำนั้นออก  
ให้หมด เติมสารละลายท่ีใช้สำหรับล้างลงไปให้เต็มทุก ๆ หลุมในเพลท ท้ิงไว้เป็นเวลา 3–5 นาที แล้ว
คว่ำเพลทเพื่อเทสารละลายนั้นท้ิงให้หมด แต่ในปัจจุบันนี้การล้างเพลทอาจทำได้สะดวกกว่านี้  
เนื่องจากมีเครื่องมือสำหรับล้างโดยอัตโนมัติ แต่ถ้า Solid phase ท่ีใช้เป็น Particle จะต้องมีการปั่น
ให้ Particle นั้นนอนก้นเสียก่อนจึงจะล้างได้ โดยท่ัวไปแล้วการล้าง 3 ครั้ง ในระหว่างแต่ละขั้นตอน
จะเพียงพอท่ีจะทำให้ได้ผลการทดลองท่ีดี (Banchuin et al. 1984) แต่ในการทดสอบบางระบบ
จำเป็นจะต้องล้างหลายครั้งมากกว่านี้ เช่น อาจจะต้องล้าง 6 ครั้ง จึงจะสามารถทำให้การทดลองมี 
Background ต่ำ และได้ผลการทดสอบท่ีดีได้ การล้างผิวพลาสติกท่ีมีโปรตีนติดอยู่นี้มีผลทำให้โปรตีน
นั้นหลุดออกมาได้ ซึ่งถ้าล้างผิวพลาสติกนั้นมากพอเพียงจะทำให้เหลือโปรตีนคงติดอยู่บนผิวพลาสติก
นั้นในปริมาณพอ ๆ กัน ไม่ว่าแต่เดิมจะมีโปรตีนติดอยู่มากหรือน้อยก็ตาม (Lehtonen and 
Viljanen. 1980) 
                            การล้างผิววัสดุ ท่ีเคลือบด้วยแอนติเจนหรือแอนติบอดีในวิธีอี ไลซ่านั้น 
โดยท่ัวไปใช้ Phosphate buffered saline (PBS) ซึ่งมี Tween 20 อยู่ด้วย หรืออาจใช้ Saline ซึ่งมี 
Tween 20 ผสมก็ได้ (Colwell et al. 1982) ความเข้มข้นของ Tween 20 ท่ีผสมในสารละลาย
ดังกล่าวอาจใช้ได้ต้ังแต่ร้อยละ 0.05 (ปริมาตร/ปริมาตร) จนถึงร้อยละ 0.5 (Banchuin et al. 1984) 
                            Tween 20 เป็น  Nonionic detergent ซึ่ ง ไม่ รบกวนปฏิ กิ ริย าระหว่ าง
แอนติเจนและแอนติบอดี แต่ป้องกันไม่ให้เกิดปฏิกิริยา Hydrophobic ระหว่างโปรตีนท่ีเติมลงไปใหม่
กับผิวพลาสติกท่ีใช้ยึดจับกับแอนติเจนหรือแอนติบอดีอยู่ก่อนแล้ว โดยไม่ทำลายการยึดจับแบบ 
Hydrophobic ระหว่างแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีมีอยู่แล้วในปริมาณท่ีจะมีผลเสียต่อการทดลอง 
ดังนั้นจึงเป็นการช่วยป้องกันไม่ให้เกิดการยึดจับของโปรตีนอื่น ๆ กับผิวพลาสติกอย่างไม่จำเพาะใน
ขั้นตอนต่อไปด้วย (Engvall. 1980) 
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                     2.7.2.4 แอนติบอดีและส่ิงส่งตรวจ 
                            ในการใช้วิธีอีไลซ่าเพื่อตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีในส่ิงส่งตรวจนั้น 
ขั้นตอนท่ีสำคัญของการทดลองอย่างหนึ่งก็คือขั้นตอนของการทำปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและ
แอนติบอดีท่ีจำเพาะ  
                            เมื่อใช้ Non-competitive ELISA เพื่อการตรวจหาแอนติเจน ความเข้มข้น
ของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี (Antigen-antibody complex) ท่ีเกิดขึ้น
เป็นสัดส่วนกับความเข้มข้นของแอนติเจนในส่ิงส่งตรวจ ความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีใช้ในการทดลอง 
และ Affinity constant ของแอนติบอดีนั้น (Yolken. 1982) ปริมาณของแอนติเจนท่ีสามารถวัดได้
จากการใช้การทดสอบนี้คือส่วนท่ีจับอยู่กับแอนติบอดีจำเพาะ ดังนั้นโดยส่วนใหญ่แล้วความไวของการ
ทดสอบจึงขึ้นอยู่กับความเข้มข้นและ Avidity ของแอนติบอดีท่ีใช้ โดยเฉพาะใน Non-competitive 
ELISA ท่ีจำเป็นต้องมีการล้างหลายข้ันตอน ดังนั้นการเลือกใช้แต่แอนติบอดีท่ีมี Avidity สูงจะช่วยให้
การจับแอนติเจนเป็นไปได้ดีกว่า ซึ่งจะทำให้การทดสอบมีความไวสูง นอกจากนี้แอนติบอดีจำเพาะท่ี
นำมาใช้ควรจะมีความเข้มข้นพอสมควร และมีความจำเพาะมากพอด้วย เพราะไม่เช่นนั้นจะพบ
ปฏิกิริยาข้าม (Cross-reaction) เกิดกับแอนติเจนชนิดอื่นได้ โดยท่ัวไปแล้วแอนติบอดีท่ีนำมาใช้ในวิธี
อีไลซ่าเพื่อการตรวจหาแอนติเจนจำเพาะนี้ได้มาจากการฉีดสัตว์ทดลองด้วยแอนติเจนท่ีมีความ
บริสุทธิ์มาก ๆ เมื่อในซีรั่มของสัตว์ทดลองนั้นมีแอนติบอดีตามต้องการแล้ว สามารถจะนำซีรั่มนั้นมา
ใช้ในการทดสอบได้ท่ีความเจือจางสูง ๆ เช่น อาจเจือจางได้ถึง 1:100,000 (Yolken et al. 1978)  
                            ในกรณีท่ีใช้ Indirect ELISA สำหรับการตรวจหาแอนติเจน แอนติบอดีท่ีใช้
สำหรับยึดติดกับ Solid phase ควรจะเป็นแอนติบอดีท่ีมีความจำเพาะสูง ส่วนแอนติบอดีตัวท่ีสอง
ของระบบอาจใช้แอนติบอดีท่ีมีความจำเพาะน้อยกว่าได้ เช่น อาจใช้ซีรั่มของสัตว์ป่วยท่ีมีแอนติบอดี
จำเพาะอยู่ในระดับสูงก็ได้ ส่วนใหญ่แล้วสามารถใช้ซีรั่มท่ีมีแอนติบอดีในการยึดติดกับ Solid phase 
และใช้เป็นแอนติบอดีตัวที่สองของระบบได้เลยโดยท่ีไม่ต้องแยกเอาแต่ส่วน Immunoglobulin มาใช้ 
ซึ่งโดยท่ัวไปซีรั่มท่ีมีแอนติบอดีจำเพาะเนื่องจากการฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลองซ้ำ ๆ จะมีความเจือจางท่ี
เหมาะสมสำหรับใช้ในการทดสอบอยู่ระหว่าง 1:4,000 ถึง 1:100,000 ในขณะท่ีซีรั่มท่ีได้จากสัตว์ป่วย 
เช่น สัตว์ป่วยโรคติดเช้ือซึ่งจะมีแอนติบอดีจำเพาะต่อเช้ือต้นเหตุของโรคนั้นจะมีความเจือจางท่ี
เหมาะสมสำหรับใช้ในการทดสอบอยู่ระหว่าง 1:400 ถึง 1:2,000 (Yolken. 1980) แต่หากใช้
แอนติบอดีท่ีเตรียมขึ้นโดยการฉีดสัตว์ทดลองด้วยแอนติเจนท่ีไม่บริสุทธิ์เพียงพอ จะมีผลทำให้การ
ทดสอบเพื่อการตรวจหาแอนติเจนในส่ิงส่งตรวจนั้นมีความจำเพาะน้อยลง นั่นคือการทดสอบอาจให้
ผลบวกเท็จ ในกรณีท่ีส่ิงส่งตรวจมีแอนติเจนชนิดอื่นด้วย วิธีแก้ไขคือนำแอนติบอดีนั้นมาดูดซึม 
(Absorb) ด้วยแอนติเจนชนิดอื่น ๆ ท่ีสามารถให้ปฏิกิริยาข้ามกับแอนติบอดีนี้ได้ก่อนท่ีจะนำมาใช้ใน
การทดสอบ หรืออาจทำให้แอนติบอดีบริสุทธิ์ขึ้นด้วยการใช้ Affinity chromatography (Avrameas 
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et al. 1978) และอีกวิธีหนึ่ ง คือ เลือกใช้  Monoclonal antibody สำหรับการทดสอบนั้ น  ๆ 
(Yolken. 1980) 
                     2.7.2.5 การป้องกันการเกิดปฏิกิริยาท่ีไม่จำเพาะสำหรับระบบการทดลอง 
                            ในวิธีอีไลซ่านั้นโปรตีนใด ๆ ก็ตามสามารถติดกับผิวพลาสติกท่ีใช้เป็น Solid 
phase ได้ ดังนั้นในการตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดีในส่ิงส่งตรวจต่าง ๆ เช่น ซีรั่ม น้ำไขสันหลัง 
น้ำลาย เป็นต้น จะพบว่ามีปฏิกิริยาท่ีไม่จำเพาะสำหรับระบบการทดลองนั้นเกิดขึ้นได้ เนื่องจากการ
จับของโปรตีนในส่ิงส่งตรวจเหล่านั้นและของคอนจูเกตกับผิวพลาสติกท่ีใช้ในการทดลอง การเจือจาง
ส่ิงส่งตรวจเหล่านั้นและคอนจูเกตด้วยสารละลายท่ีมี Tween 20 อยู่ด้วยจะช่วยป้องกันปฏิกิริยาท่ีไม่
จำเพาะดังกล่าวได้บ้าง ความเข้มข้นของ Tween 20 ท่ีใช้ได้ผลดีจะใช้ได้ต้ังแต่ร้อยละ 0.05–0.15 
(Hirschl et al. 1985) ในบางกรณีอาจจำเป็นต้องเติมสารอื่น ๆ ลงไปในสารละลายท่ีมี Tween 20 
ดังกล่าวแล้วนั้นด้วย เพื่อให้ไปจับกับผิวพลาสติกในตำแหน่งท่ีว่างไม่มีแอนติเจนหรือแอนติบอดียึดติด
อยู่ เป็นการป้องกันไม่ให้โปรตีนในส่ิงส่งตรวจหรือคอนจูเกตไปจับตรงตำแหน่งนั้น ๆ เช่น Human 
serum albumin, Ethanolamine, Bovine serum albumin (BSA), Fetal calf serum, Gelatin 
หรือ Normal animal serum เป็นต้น (Meurman. 1983) 
                            Immunoglobulin สามารถจับกับเอนไซม์ได้หลายชนิดอย่างไม่จำเพาะ เช่น 
Pepsinogen, Hyaluronidase และ Trypsin ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในการเตรียมแอนติเจนบางอย่าง 
ดังนั้นถ้าในวิธีอีไลซ่าใช้แอนติเจนท่ีเตรียมขึ้นโดยวิธีซึ่งต้องอาศัยเอนไซม์เหล่านี้ร่วมด้วย ก็อาจพบ
ปฏิกิริยาท่ีไม่จำเพาะสำหรับระบบการทดลองนั้นเกิดขึ้นได้ เนื่องจากการจับของ Immunoglobulin 
ในส่ิงส่งตรวจกับเอนไซม์ท่ีใช้เตรียมแอนติเจน  
                     2.7.2.6 คอนจูเกต (Conjugate) 
                            เอนไซม์ท่ีดีเหมาะสำหรับใช้ติดฉลากควรเป็นเอนไซม์ท่ีมีความคงทนและมี
ความไวในการทำปฏิกิริยาสูง (Highly reactive) สามารถนำมาใช้ในการติดฉลากได้โดยท่ีเอนไซม์นั้น
และแอนติเจนหรือแอนติบอดีท่ีใช้จะมีการสูญเสียหน้าท่ีเกิดขึ้นน้อยท่ีสุด คอนจูเกตท่ีเตรียมขึ้นจาก
เอนไซม์นั้นจะต้องมีความคงทน นอกจากนี้เอนไซม์ท่ีจะนำมาใช้ควรเป็นชนิดท่ีไม่มีอยู่ในสารน้ำต่าง ๆ 
ของร่างกาย ราคาถูก หาง่าย การตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นกับซับสเตรตทำได้ง่าย อีกประการหนึ่ง
ก็คือท้ังเอนไซม์ ซับสเตรตของเอนไซม์นั้น รวมท้ัง Cofactor ท่ีใช้ในปฏิกิริยาจะต้องไม่ก่อให้เกิด
อันตรายต่อสุขภาพด้วย (O’Sullivan and Marks. 1981) ซึ่งเอนไซม์ท่ีนิยมใช้มากในปัจจุบัน ได้แก่ 

Alkaline phosphatase, Horseradish peroxidase และ 𝛽-D-galactosidase 
                            การจะเลือกเอนไซม์ชนิดใดสำหรับใช้ในการทดสอบระบบไหนต้องคำนึงถึงว่า
ในส่ิงส่งตรวจท่ีนำมาใช้ในระบบไม่ควรมีสารซึ่งจะรบกวนปฏิกิริยาของเอนไซม์ หรือการวัดปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ท่ีใช้ โดยเฉพาะเมื่อจะทำการทดสอบซึ่งจำเป็นต้องอบคอนจูเกตร่วมกับส่ิงส่งตรวจใน
กรณี ของ Competitive ELISA หรือกรณี ของ Homogeneous EIA สำหรับกรณี ของ Non-
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competitive ELISA จะมีการแยกเอาส่ิงส่งตรวจออกจากระบบการทดสอบก่อนท่ีจะเติมคอนจูเกต 
ลงไปนั้น การรบกวนดังกล่าวจะมีผลได้น้อยกว่า (O’Sullivan et al. 1979) ซึ่งคอนจูเกตใช้กัน
แพร่หลายคือ Enzyme-labelled immunoglobulin  
                            วิธีการทำคอนจูเกตท่ีถือว่าเป็นวิธีการท่ีดีท่ีสุดคือวิธีที่ต้องไม่ลำบากยุ่งยาก ไม่
มีผลเสียต่อการทำปฏิกิริยาของท้ังเอนไซม์และแอนติบอดี สามารถเช่ือมโยงเอนไซม์เข้ากับแอนติบอดี
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ทำให้การเช่ือมโยงระหว่างเอนไซม์กับเอนไซม์ หรือแอนติบอดีกับแอนติบอดี
เกิดขึ้นได้น้อย ไม่ทำให้คอนจูเกตเกิดมี Polymerization เป็นวิธีท่ีสามารถดัดแปลงได้ตามความ
เหมาะสม และทำให้ได้คอนจูเกตท่ีมี ส่วนประกอบซึ่งมีลักษณะเหมือน ๆ กัน (O’Sullivan and 
Marks. 1981) ซึ่งในการเตรียมคอนจูเกตอาจมีแอนติบอดีหรือแอนติเจนท่ีเป็นอิสระเหลืออยู่ด้วย เมื่อ
นำไปใช้ในการทดสอบจะมีผลทำให้ปฏิกิริยาของคอนจูเกตเกิดได้น้อยลง ดังนั้นจึงควรลดปริมาณ
แอนติบอดีอิสระท่ีเหลืออยู่โดยการเลือกวิธีท่ีดีสำหรับเตรียมคอนจูเกตและโดยการทำให้คอนจูเกต
บริสุทธิ์ และการมีเอนไซม์อิสระเหลืออยู่เมื่อเตรียมคอนจูเกตก็จะมีผลเสียเช่นกัน โดยจะเพิ่ ม 
Background ให้สูงขึ้นในวิธีอีไลซ่าซึ่งสามารถใช้วิธี Gel filtration ในการแยกเอนไซม์อิสระออกและ
ทำให้คอนจูเกตบริสุทธิ์ (Engvall. 1980) 
                     2.7.2.7 ซับสเตรต (Substrate) 
                            ซับสเตรตซึ่งเป็นท่ีต้องการสำหรับนำมาใช้ในวิธีอีไลซ่าคือซับสเตรตท่ีจะช่วย
ให้สามารถตรวจเอนไซม์ในคอนจูเกตได้ไว ส่วนใหญ่จะใช้ Chromogenic substrate ซึ่งเดิมไม่มีสี
และเมื่อทำปฏิกิริยากับเอนไซม์แล้วจะให้สีเข้ม ซับสเตรตท่ีดีจะต้องให้ผลิตผลท่ีละลายได้หมด และมี 
Extinction coefficient สูง คือแต่ละหน่วยของซับสเตรตท่ีเปล่ียนแปลงนั้นจะเกิดสีเข้มชัดเจน 
นอกจากนี้ควรมีราคาถูก ปลอดภัย และใช้ง่าย (Layton and Smithyman. 1983)  
                            Chromogenic substrate ของเอน ไซม์  Alkaline phosphatase คือ  P-
nitrophenyl-phosphate สามารถนำมาใช้ได้สะดวกเพราะมีลักษณะเป็นเม็ด เมื่อใช้ในการทดสอบก็
จะนำมาละลายในบัฟเฟอร์ไม่จำเป็นต้องมีการช่ังวัดปริมาณ ผลิตผลท่ีเกิดข้ึนหลังจากการทำปฏิกิริยา
กับเอนไซม์แล้วละลายได้หมด การหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์กับซับสเตรตนี้ใช้ Sodium hydroxide 
เข้มข้น สีเหลืองท่ีเกิดข้ึนจะมีความคงท่ีมากหลังจากหยุดปฏิกิริยาแล้ว โดยสามารถดูความเข้มของสีท่ี
เกิดขึ้นด้วยตาเปล่าได้ หรือใช้วัดความเข้มของสีด้วย Spectrophotometer ก็ได้ 
                            ในการใช้เอนไซม์ β-D-galactosidase มี Chromogenic substrate คือ O-
nitrophenyl β-D-galactopyranoside ซึ่งให้ผลิตผลสีเหลือง และการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์กับ
ซับสเตรตใช้ Sodium carbonate (Porstmann et al. 1985) 
                            Chromogenic substrate ท่ี ใช้กั บ เอน ไซม์  Horseradish peroxidase มี
หลายชนิด ได้แก่ Tetramethylbenzidine (TMB) ให้สีฟ้า, O-phenylenediamine (OPD) ให้สีส้ม, 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



29 
 
O-tolidine ให้ สีน้ ำตาล, 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) ให้ สีแดง , O-dianisidine ให้ สี ส้ม
เหลือง, 5-aminosalicylic acid (5-AS) ให้สีน้ำตาลปนม่วงหรือดำ เป็นต้น  

 
              2.7.3 ชุดตรวจอีไลซ่าทางการค้าสำหรับตรวจโรคติดเชื้อ PCV2 
                     2.7.3.1 LSY-30007 Porcine Circovirus (PCV2) (GreenSpring; China) ใ ช้
ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกรด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า (Indirect ELISA) 
                     2.7.3.2 Pig Circovirus Type 2 Antibody (Anti-PCV2) ELISA Kit (Abbexa; 
UK) ใช้ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกรด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า (Indirect ELISA)  
                     2.7.3.3 Porcine Circovirus Type II (PCV2) Antibody ELISA Kit (NBGen; 
China) ใช้ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกรด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า ( Indirect 
ELISA) โดยใช้ TMB substrate 
                     2.7.3.4 VDPro® PCV2 AB ELISA (Median Diagnostics; Korea) ใช้ ต รว จห า
ระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกรด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า (Indirect ELISA) โดยใช้คอนจูเกต 
HRPO Anti-swine IgG และ TMB substrate 
                     2.7.3.5 INgezim® CIRCO IgG (Eurofins-INGENASA; Spain) ใช้ตรวจหาระดับ
แอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกรด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า (Indirect ELISA) โดยใช้แอนติเจน VP2 
recombinant protein และคอ น จู เกต ท่ี เป็ น  Monoclonal antibody (Mab) ท่ี จำ เพ าะ ต่ อ
แอนติบอดีของสุกร (Peroxidase, AcM-PO) และ TMB substrate 
                     2.7.3.6 Porcine Circovirus type2 Antibody test kit (SK105; BioChek; UK) 
ใช้ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกรด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า (Indirect ELISA) โดย
ใช้คอนจูเกต Anti-swine/Alkaline phosphatase และซับสเตรต p-Nitrophenyl Phosphate 
(pNPP) 
                     2.7.3.7 SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking (Synbiotics; USA) ใช้ตรวจหา
ระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกรด้วย Blocking ELISA โดยใช้คอนจูเกต Anti-PCV2 
Mab/peroxidase (conj-HRP)  
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
 

3.1 ตัวอย่างท่ีใช้ในการทดลอง 
 
       ทำการรวบรวมตัวอย่างเลือดสุกรจากหลากหลายฟาร์มท่ัวทุกภูมิภาคของประเทศไทย ได้แก่ 
ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันตก และภาคใต้ ท่ีคาดว่าจะ
มีหรือไม่มีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ซึ่งประกอบไปด้วยสุกรท้ังท่ีมีการทำวัคซีนและยังไม่ได้รับการทำ
วัคซีนต่อโรค PCV2 เป็นสุกรท่ีมีกลุ่มอาการทางคลินิกและท่ีไม่มีกลุ่มอาการทางคลินิกของโรค PCV2 
และท่ีหลากหลายช่วงอายุ ได้แก่ สุกรอนุบาล สุกรขุน สุกรสาวทดแทน และแม่สุกร เป็นต้น แล้ว
นำมาทำการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยเครื่อง  Refrigerated centrifuge (Combi R515 ; Hanil; 
Korea) เพื่อแยกซีรั่มด้วยความเร็วประมาณ 4,434 ×g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเก็บส่วนใสซึ่งเป็น
ตัวอย่างซีรั่มเก็บในหลอด Freeze tube ขนาด 1.8 มล. (Membrane Solutions; China) และเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ซึ่งตัวอย่างซีรั่มท่ีได้นี้เป็นซีรั่มจากโครงการวิจัยซึ่งผ่านการ
พิจารณาจากคณะกรรมการกำกับดูแลการเล้ียงและใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ สถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง เลขท่ีหนังสือรับรอง CC-KMITL-/2021/021 ท้ังนี้
เพื่อนำตัวอย่างซีรั่มดังกล่าวมาใช้ในการตรวจด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่าด้วยชุดตรวจทางการค้า Porcine 
Circovirus type2 Antibody test kit (SK105; BioChek; UK) เพื่อตรวจวัดระดับแอนติบอดีใน 

แต่ละตัวอย่างและเก็บไว้เป็นค่าอ้างอิง (Reference method) แล้วจึงนำตัวอย่างเดียวกันนั้นมาตรวจ
ด้วยชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าท่ีพัฒนาขึ้น (I-ELISA) เพื่อทำการเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างชุด
ตรวจทางการค้ากับชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นต่อไป 
 

3.2 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
       3.2.1 วัคซีนที่ใช้ในการสกัดแยกโปรตีน ORF2 
              3.2.1.1 วัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือ เซอร์ โคไวรัสชนิด ท่ี  2 ชนิดซับยูนิต (PRO-VAC 
CIRCOMASTER ONE-SHOT; Komipharm International Co. Ltd.; Korea) 
                     ส่วนประกอบใน 1 มล. ประกอบด้วย PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจนไม่น้อยกว่า 
200 ไมโครกรัม และคาร์โบเมอร์ (Carbomer) 4 มก./มล.  
              3.2.1.2 วัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือ เซอร์ โคไวรัสชนิด ท่ี  2 ชนิดซับยูนิต (PRO-VAC 
CIRCOMASTER; Komipharm International Co. Ltd.; Korea) 
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                     ส่วนประกอบใน 1 มล. ประกอบด้วย PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจน  100 
ไมโครกรัม และอะลูมิเนียมไฮดรอกไซด์ (Aluminium hydroxide) 2 มก./มล. 
              3.2.1.3 วั ค ซี น ป้ อ ง กั น โร ค ติ ด เ ช้ื อ เซ อ ร์ โ ค ไ ว รั ส ช นิ ด ท่ี  2 ช นิ ด ซั บ ยู นิ ต 
(IngelvacCircoFLEX; Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.; USA) 
                     ส่วนประกอบใน 1 มล. ประกอบด้วย PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจนไม่น้อยกว่า  
1 RP. (1.0–3.75) และคาร์โบเมอร์ 1 มก./มล. 
               3.2.1.4 วัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ชนิดซับยูนิต (Circumvent PCV; 
Intervet Inc.; USA)  
                     ส่วนประกอบใน 2 มล. ประกอบด้วย PCV2 ORF2 โปรตีนแอนติเจนไม่น้อยกว่า  
1 RP. ในอิมัลชันชนิดน้ำมันในน้ำ (Oil in water emulsion; O/W) 
       3.2.2 การสกัดแยกโปรตีน ORF2 ออกจากวัคซีน 
              3.2.2.1 สารละลายเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate Buffered Saline; PBS) 
              3.2.2.2 Microsep Advance Centrifugal Devices with Omega Membrane 3K, 
      gray (100/pkg) (Pall; USA) 
              3.2.2.3 Micropipette (Scilogex; USA) 
              3.2.2.4 Pipette tips (Kirgen; China) 
              3.2.2.5 Refrigerated centrifuge (Combi R515; Hanil; Korea) 
       3.2.3 การหาปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford  
              3.2.3.1 Bovine serum albumin (BSA) (Albumin standard; Thermo Fisher  
               Scientific; USA) 
              3.2.3.2 น้ำบริสุทธิ์ Type 1 (Type 1 ultrapure water) 
              3.2.3.3 Coomassie (Bradford) protein assay reagent (Thermo Fisher    
     Scientific; USA) 
              3.2.3.4 Micropipette (Scilogex; USA) 
              3.2.3.5 Pipette tips 
              3.2.3.6 Microplate reader (AMR-100; Allsheng; China) 
              3.2.3.7 Microtube 1.5 ml 
              3.2.3.8 Sterilin clear microtiter plates (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.3.9 Biohazard safety cabinet (VS-1400LSN; Vision Scientific; Korea) 
              3.2.3.10 Vortex mixer (Labnet; USA) 
              3.2.3.11 Microplate mixer (MX-M; DLAB; China) 
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       3.2.4 การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี Native Polyacrylamide Gel      
      Electrophoresis (Native PAGE)               
              3.2.4.1 น้ำบริสุทธิ์ Type 1 (Type 1 ultrapure water) 
              3.2.4.2 20X NativePAGE running buffer (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.4.3 20X NativePAGE cathode additive (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.4.4 NativePAGE sample buffer (4X) (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.4.5 NativePAGE 5% G-250 sample additive (Thermo Fisher Scientific;  
     USA) 
              3.2.4.6 NativePAGE 4-16% bis-tris gel (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.4.7 Mini gel tank (Thermo Fisher Scientific; Israel) 
              3.2.4.8 Mini pro 500V power supply (Mini-500; Major Science; USA) 
              3.2.4.9 Imperial protein stain (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.4.10 NativeMark unstained protein standard (Thermo Fisher Scientific; 
                 USA) 
              3.2.4.11 Gel knife (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.4.12 Micropipette (Axygen; USA) 
              3.2.4.13 Pipette tips  
              3.2.4.14 Microtube 1.5 ml  
              3.2.4.15 3D shaker (SK-D1807-S; DLAB; China) 
              3.2.4.16 กล่องพลาสติกสำหรับย้อมและล้างสีเจล 
       3.2.5 การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี Sodium Dodecyl Sulfate-      
      Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
              3.2.5.1 น้ำบริสุทธิ์ Type 1 (Type 1 ultrapure water) 
              3.2.5.2 20X NuPAGE MES SDS running buffer (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.5.3 NuPAGE LDS sample buffer (4X) (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.5.4 NuPAGE reducing agent (10X) (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.5.5 NuPAGE 4-12% bis-tris gel (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.5.6 Mini gel tank (Thermo Fisher Scientific; Israel) 
              3.2.5.7 Mini Pro 500V Power Supply (Mini-500; Major Science; USA) 
              3.2.5.8 Gel knife (Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.5.9 Imperial protein stain (Thermo Fisher Scientific; USA) 
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              3.2.5.10 PageRuler plus prestained protein ladder (Thermo Fisher Scientific; 
                USA) 
              3.2.5.11 Dry bath incubator (MK2000-1; Allsheng; China) 
              3.2.5.12 Micropipette (Axygen; USA) 
              3.2.5.13 Pipette tips 
              3.2.5.14 Microtube 1.5 ml 
              3.2.5.15 3D shaker (SK-D1807-S; DLAB; China) 
              3.2.5.16 กล่องพลาสติกสำหรับย้อมและล้างสีเจล 
       3.2.6 การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของโปรตีนโดยวิธี Dot blot 
              3.2.6.1 Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrane, 0.45 µm (Thermo  
                        Fisher Scientific; USA) 
              3.2.6.2 100% Methanol 
              3.2.6.3 น้ำบริสุทธิ์ Type 1 (Type 1 ultrapure water) 
              3.2.6.4 Micropipette (Scilogex; USA) 
              3.2.6.5 Pipette tips  
              3.2.6.6 SM Growth powder (Himedia; India)  
              3.2.6.7 PBS 
              3.2.6.8 Chem-Supply™ Tween 20 (Polysorbate 20) (Chem-Supply; Australia)  
              3.2.6.9 Rabbit anti-pig IgG (H+L) secondary antibody HRP (Thermo Fisher 
               Scientific; USA) 
              3.2.6.10 PierceTM 1-Step Ultra TMB Blotting Solution (37574; Thermo Fisher 
                Scientific; USA) 
              3.2.6.11 3D shaker (SK-D1807-S; DLAB; China) 
              3.2.6.12 ถุงพลาสติกใส 
              3.2.6.13 กล่องพลาสติก 
       3.2.7 การตรวจอีไลซ่าด้วยชุดตรวจทางการค้า Porcine Circovirus type2 Antibody 
      test kit (SK105; BioChek; UK) 
              3.2.7.1 Coated plates (Inactivated PCV2 antigen) 
              3.2.7.2 Conjugate reagent (Anti swine: Alkaline Phosphatase ใน Tris buffer) 
              3.2.7.3 Substrate tablets (p-Nitrophenyl Phosphate, pNPP) 
              3.2.7.4 Substrate buffer (Diethanolamine buffer) 
              3.2.7.5 Stop solution (Sodium Hydroxide ใน Diethanolamine buffer) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



34 
 
              3.2.7.6 Sample diluent reagent  
              3.2.7.7 Wash buffer (ผง PBS-Tween) 
              3.2.7.8 Negative control 
              3.2.7.9 Positive control 
       3.2.8 การพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่า (I-ELISA) 
              3.2.8.1 8 channel pipette (Scilogex; USA) 
              3.2.8.2 Pipette tips 
              3.2.8.3 Micropipette (Scilogex; USA) 
              3.2.8.4 น้ำบริสุทธิ์ Type 1 (Type 1 ultrapure water) 
              3.2.8.5 Microplate reader (AMR-100; Allsheng; China) 
              3.2.8.6 Microplate washer (APW-200; Allsheng; China) 
              3.2.8.7 Microplate mixer (MX-M; DLAB; China) 
              3.2.8.8 Immunoplate 96 หลุม (SPL Life Sciences; Korea) 
              3.2.8.9 ตู้บ่ม เช้ือ (MMM Medcenter Incucell V 222 Comfort Incubator; Fisher 
               Scientific; Sweden) 
              3.2.8.10 ตู้แช่เย็น 4 องศาเซลเซียส (Meditech Center; Thailand) 
              3.2.8.11 Biohazard safety cabinet (VS-1400LSN; Vision Scientific; Korea) 
              3.2.8.12 Vortex mixer (Labnet; USA) 
              3.2.8.13 Rabbit anti-pig IgG (H+L) secondary antibody HRP (Thermo Fisher 
                 Scientific; USA) 
              3.2.8.14 1-StepTM Ultra TMB-ELISA (34028; Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.8.15 Stop Solution (N600; Thermo Fisher Scientific; USA) 
              3.2.8.16 ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส (NFTG-4418; Natural; Thailand)   
              3.2.8.17 Chem-Supply™ Tween 20 (Polysorbate 20) (Chem-Supply;  
                Australia) 
              3.2.8.18 PBS 
              3.2.8.19 SM Growth powder (Himedia; India) 
              3.2.8.20 กรดซัลฟิวริก 95-97% (Merck; Germany) 
              3.2.8.21 Bovine serum albumin (BSA) 96% (Sigma-Aldrich; USA) 
              3.2.8.22 Centrifuge tube 15 ml และ 50 ml 
              3.2.8.23 Microtube 1.5 ml 
              3.2.8.24 ขวดเก็บสารเคมี ขนาด 100, 250, 500 และ 1,000 มล. 
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              3.2.8.25 พลาสติกแรป 
 

3.3 วิธีดำเนินงานวิจัย 
 
       การดำเนินการทดลองประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ได้แก่ 
              3.3.1 การเตรียมแอนติเจน 
                     3.3.1.1 การสกัดแยกโปรตีน ORF2 ออกจากวัคซีนเพื่อเตรียมแอนติเจนบริสุทธิ์  
    (Pall. 2014)  
                            (1) นำสารละลาย PBS ปริมาณ 4 มล. ใส่ลงใน Microsep 3K แล้วทำการปั่น
เหวี่ยงตกตะกอนด้วย Refrigerated centrifuge ท่ีความเร็ว 6,500 ×g เป็นเวลา 10 นาที เพื่อชะล้าง
และเปิดรูกรองของ Microsep 3K ก่อนท่ีจะทำการปั่นเหวี่ยงเพื่อสกัดแยกโปรตีน 
                            (2) นำวัคซีนท่ีจะใช้ในการเตรียมแอนติเจนท้ัง 4 ชนิด ปริมาณชนิดละ 4 มล. 
ใส่ลงใน Microsep 3K แล้วทำการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนท่ีความเร็ว 6,500 ×g เป็นเวลา 30 นาที  
                            (3) เมื่อปั่นเหวี่ยงเสร็จนำส่วนท่ีกรองลงมาด้านล่าง (Filtrate) ซึ่งเป็นส่วนของ
สารละลายส่วนเกินท่ีไม่ต้องการท้ิง แล้วทำการเติมสารละลาย PBS ลงใน Microsep 3K ด้านบน 
ตัวกรองให้มีปริมาณ 4 มล. เท่าเดิม (เติมเท่ากับปริมาณสารละลายท่ีกรองลงมาในแต่ละครั้ง) เพื่อ
เป็นการชะล้างสารละลายส่วนเกินและส่ือท่ีใช้ในการผลิตวัคซีนออกให้มากท่ีสุด 
                            (4) ทำการปั่นเหวี่ยงตกตะกอนท่ีความเร็ว 6,500 ×g เป็นเวลา 30 นาที และ
ทำตามข้ันตอนท่ี 3 อีกท้ังหมด 3 ครั้ง 
                            (5) เมื่อปั่นเหวี่ยงตกตะกอนครบท้ังหมด 4 ครั้ง นำ Microsep 3K มาเก็บ
สารละลายโปรตีนซึ่งเป็นส่วนของแอนติเจนจากส่วนท่ีกักอยู่ด้านบนตัวกรอง (Retentate) เพื่อนำไป
วัดปริมาณความเข้มข้นของโปรตีนแอนติเจนท่ีได้ และปรับปริมาณความเข้มข้นสุดท้ายก่อนจะ
นำไปใช้เคลือบเพลทอีไลซ่าต่อไป 
                     3.3.1.2 การหาปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bradford (Bradford. 1976)  
                            (1) เตรียมสารละลาย BSA เจือจางมาตรฐาน โดยนำสารละลาย BSA ท่ีบรรจุ
ในหลอดแก้วมาเจือจางตามลำดับความเข้มข้นลงในไมโครทิวบ์ขนาด 1.5 มล. โดยทำการเจือจาง 
BSA ด้วยน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ตามลำดับความเข้มข้นดังตารางท่ี 3.1 
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ตารางที่ 3.1 การเตรียมสารละลาย BSA เจือจางมาตรฐาน (ช่วงความเข้มข้นของปริมาณโปรตีนท่ี       
       100-1,500 µg/ml)  

หลอด 
ปริมาณของน้ำบริสุทธิ์ 

Type 1 (µl) 
ปริมาณของ BSA (µl) ความเข้มข้นสุดท้ายของ BSA (µg/ml) 

A 0 30 จากหลอด BSA 2,000 
B 12.5 37.5 จากหลอด BSA 1,500 
C 32.5 32.5 จากหลอด BSA 1,000 
D 17.5 17.5 จากหลอด B 750 
E 32.5 32.5 จากหลอด C 500 
F 32.5 32.5 จากหลอด E 250 
G 32.5 32.5 จากหลอด F 125 
H 40 10 จากหลอด G 25 
I 40 0 0 = Blank 

ที่มา : Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific; USA) 
 
                            (2) เตรียมสารละลาย BSA เจือจางมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้น และ
ตัวอย่างวัคซีนท่ีผ่านการสกัดแยกโปรตีน ORF2 เพื่อทำให้บริสุทธิ์แล้ว (แอนติเจน) ท่ีต้องการวัด
ปริมาณความเข้มข้นของโปรตีน มาเติมลงใน Sterilin clear microtiter plates ตัวอย่างหลุมละ
ปริมาณ 10 µl  
                            (3) เติม Coomassie (Bradford) protein assay reagent ลงในทุกหลุมท่ีมี
สารละลาย BSA เจือจางมาตรฐานและตัวอย่างแอนติเจนท่ีเติมไว้แล้วในข้อ 2 บน Sterilin clear 
microtiter plates ปริมาณหลุมละ 250 µl และผสมให้เข้ากันด้วย Microplate mixer เป็นเวลา 30 
วินาที 
                            (4) บ่มสารละลาย BSA เจือจางมาตรฐานและตัวอย่างแอนติเจนท้ังหมดท่ีจะ
ทำการวัดปริมาณโปรตีนในอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 
                            (5) นำ  Sterilin clear microtiter plates ท่ี ได้มาเข้ าเครื่ อ ง Microplate 
reader เพื่อวัดค่าการดูดกลืนแสง (Optical density; OD) ท่ีความยาวคล่ืน 595 nm  
                            (6) เตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีนโดยนำค่า OD ของสารละลาย BSA  
เจือจางมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้น ท่ีได้มาพล็อตกราฟด้วยโปรแกรม Microsoft Excel เพื่อ
นำไปใช้เป็นกราฟมาตรฐานในการวัดปริมาณโปรตีนของตัวอย่างแอนติเจนต่อไป 
                            (7) เมื่อได้กราฟมาตรฐานของโปรตีนแล้ว นำค่า OD ของตัวอย่างแอนติเจนท่ี
ต้องการวัดปริมาณโปรตีนมาแทนค่าลงในสมการเส้นตรงท่ีได้จากกราฟมาตรฐานดังกล่าว เพื่อให้
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ทราบค่าปริมาณโปรตีนของแอนติเจนก่อนนำไปปรับปริมาณความเข้มข้นเพื่อนำไปใช้ในการเคลือบ
เพลท 
              3.3.2 การทดสอบความบริสุทธิ์และการหามวลโมเลกุลของโปรตีนแอนติเจน 
                     3.3.2.1 การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี Native PAGE (Invitrogen. 2019)  
                            (1) เต รี ย ม  Anode buffer โด ย เติ ม  20X NativePAGE running buffer 
ปริมาณ 50 มล. ลงในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ปริมาณ 950 มล. (เตรียม 1,000 มล.) แล้วผสมให้เข้ากัน 
                            (2) เต รี ย ม  Dark blue cathode buffer โ ด ย เ ติ ม  20X NativePAGE 
running buffer ปริมาณ 50 มล. และ 20X NativePAGE cathode additive ปริมาณ 50 มล. ลง
ในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ปริมาณ 900 มล. (เตรียม 1,000 มล.) แล้วผสมให้เข้ากัน 
                            (3) เตรียมตัวอย่างโดยผสมเข้ากับสารท่ีมีส่วนประกอบดังแสดงในตารางท่ี 3.2 
(ไม่ต้องให้ความร้อนกับตัวอย่าง) 
 
ตารางที่ 3.2 ส่วนประกอบและปริมาณในการเตรียมตัวอย่างสำหรับการรัน Native PAGE 
ส่วนประกอบ ปริมาณสำหรับ 10 µl ปริมาณสำหรับ 20 µl 
NativePAGE sample buffer (4X) 2.5 µl 2.5 µl 
NativePAGE 5% G-250 sample additive 1 µl 1 µl 
ตัวอย่างแอนติเจน 6.5 µl 16.5 µl 
ที่มา : NativePAGE Novex Bis-Tris Gels (Thermo Fisher Scientific; USA) 
 
                            (4) เต รี ยม เจล โดยน ำ NativePAGE 4 -16%  bis-tris gel ออกมาไว้ ท่ี
อุณหภูมิห้องเพื่อให้คลายความเย็นก่อนสักพัก จากนั้นนำหวีด้านบนเจลออก ล้างเศษเจลออกและล้าง
ช่องสำหรับหยอดตัวอย่างแต่ละช่องด้วย Anode buffer (คอยเติมอย่าให้แต่ละช่องแห้ง)  
                            (5) นำเทปกาวสีขาวด้านล่างเจลออก วางแผ่นเจลลงใน Mini gel tank แล้ว 
ล็อกให้แน่นเข้าท่ี จากนั้นเติม Dark blue cathode buffer ท่ีช่องด้านหน้าเจลในปริมาณท่ียังไม่ท่วม
บังช่องหยอดตัวอย่าง และเติม Anode buffer ท่ีช่องด้านหลังเจลในปริมาณเท่า ๆ กัน 
                            (6) หยอดตัวอย่างท่ีเตรียมไว้ลงในช่องสำหรับใส่ตัวอย่างปริมาณช่องละ  
10-20 µl จากนั้นหยอด NativeMark unstained protein standard ปริมาณ 5 µl เพื่อเป็นแถบ
โปรตีนมาตรฐานสำหรับใช้เทียบ  
                            (7) เติม Dark blue cathode buffer และ Anode buffer จนถึงเส้นท่ี Mini 
gel tank กำหนดไว้ 
                            (8) ประกอบตัว Mini gel tank ให้เรียบร้อย และต่อเข้ากับ Mini pro 500V 
power supply ต้ังค่าแรงดันไฟฟ้าท่ี 150 V และใช้เวลารันท้ังหมด 90 นาที 
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                            (9) เมื่อรันจนครบเวลาเสร็จเรียบร้อย นำเจลออกจาก Mini gel tank แล้วใช้ 
Gel knife แคะเจลออกจากแม่พิมพ์ลงมาใส่ในภาชนะท่ีใส่น้ำบริสุทธิ์ Type 1 ไว้ให้ท่วมเจล จากนั้น
ทำการเขย่าด้วย 3D shaker เป็นเวลา 5 นาที แล้วเปล่ียนน้ำ ทำท้ังหมด 3 ครั้ง เพื่อเป็นการล้าง 
เศษเจลและสีหลังการรัน และเพื่อเพิ่ม Sensitivity และลดการเกิด Background จากการรัน 
                            (10) ย้อมสีเจลด้วย Imperial protein stain โดยเติมลงในภาชนะให้ท่วมเจล 
แล้วทำการย้อมท้ิงไว้ข้ามคืน (ประมาณ 8 ช่ัวโมง) 
                            (11) เทสีย้อม Imperial protein stain ท้ิง แล้วเติมน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ให้
ท่วมเจลและเขย่าด้วย 3D shaker เพื่อเป็นการล้างสีย้อม เปล่ียนน้ำทุกช่ัวโมง ล้างไปเรื่อย ๆ จนกว่า
พื้นหลังจะใสหรือเห็นแถบของโปรตีนได้ชัดเจนตามท่ีต้องการ (ประมาณ 8 ช่ัวโมง) 
                            (12) เปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ีได้จากการรันตัวอย่างกับแถบโปรตีนมาตรฐาน
เพื่อดูมวลโมเลกุลของแอนติเจนว่ามีขนาดประมาณ 30 kDa ตามท่ีต้องการหรือไม่และบันทึกภาพ   
                     3.3.2.2 การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี SDS-PAGE (Invitrogen. 2019) 
                            (1) เต รียม  1X SDS running buffer โดย เติ ม  20X NuPAGE MES SDS 
running buffer ปริมาณ 50 มล. ลงในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ปริมาณ 950 มล. (เตรียม 1,000 มล.) 
แล้วผสมให้เข้ากัน 
                            (2) เตรียมตัวอย่างโดยผสมเข้ากับสารท่ีมีส่วนประกอบดังแสดงในตารางท่ี 3.3 
 
ตารางที่ 3.3 ส่วนประกอบและปริมาณในการเตรียมตัวอย่างสำหรับการรัน SDS-PAGE 
ส่วนประกอบ ปริมาณสำหรับ 10 µl ปริมาณสำหรับ 15 µl 
NuPAGE LDS sample buffer (4X) 2.5 µl 2.5 µl 
NuPAGE reducing agent (10X) 1 µl 1 µl 
ตัวอย่างแอนติเจน 6.5 µl 11.5 µl 
ที่มา : NuPAGE Bis-Tris Mini Gels (Thermo Fisher Scientific; USA) 
 
                             (3) หลังจากเตรียมตัวอย่างเรียบร้อยแล้วนำไปบ่มให้ความร้อนด้วย  Dry 
bath incubator ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
                             (4) เตรียมเจลโดยนำ NuPAGE 4-12% bis-tris gel ออกมาไว้ที่อุณหภูมิห้อง
เพื่อให้คลายความเย็นก่อนสักพัก จากนั้นนำหวีด้านบนเจลออก ล้างเศษเจลออกและล้างช่องสำหรับ
หยอดตัวอย่างแต่ละช่องด้วย 1X SDS running buffer (คอยเติมอย่าให้แต่ละช่องแห้ง) 
                             (5) นำเทปกาวสีขาวด้านล่างเจลออก วางแผ่นเจลลงใน Mini gel tank 
แล้วล็อกให้แน่นเข้าท่ี จากนั้นเติม 1X SDS running buffer ท่ีช่องด้านหน้าเจลในปริมาณท่ียังไม่ท่วม
บังช่องหยอดตัวอย่าง และท่ีช่องด้านหลังเจลในปริมาณเท่า ๆ กัน 
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                             (6) หยอดตัวอย่างท่ีเตรียมไว้ลงในช่องสำหรับใส่ตัวอย่างปริมาณช่องละ 10-
15 µl จากนั้นหยอด PageRuler plus prestained protein ladder ปริมาณ 5 µl เพื่อเป็นแถบ
โปรตีนมาตรฐานสำหรับใช้เทียบ 
                             (7) เติม 1X SDS running buffer ท้ังในช่องด้านหน้าและช่องด้านหลัง 
เจลจนถึงเส้นท่ี Mini gel tank กำหนดไว้ 
                             (8) ประกอบตัว Mini gel tank ให้เรียบร้อย และต่อเข้ากับ Mini pro 500V 
power supply ต้ังค่าแรงดันไฟฟ้าท่ี 200 V และใช้เวลารันท้ังหมด 35 นาที 
                             (9) เมื่อรันจนครบเวลาเสร็จเรียบร้อย นำเจลออกจาก Mini gel tank แล้วใช้ 
Gel knife แคะเจลออกจากแม่พิมพ์ลงมาใส่ในภาชนะท่ีใส่น้ำบริสุทธิ์ Type 1 ไว้ให้ท่วมเจล จากนั้น
ทำการเขย่าด้วย 3D shaker เป็นเวลา 5 นาที แล้วเปล่ียนน้ำ ทำท้ังหมด 3 ครั้ง เพื่อเป็นการล้าง 
เศษเจลและสีหลังการรัน และเพื่อเพิ่ม Sensitivity และลดการเกิด Background จากการรัน 
                             (10) ย้อมสีเจลด้วย Imperial protein stain โดยเติมลงในภาชนะให้ท่วม
เจล และเขย่าด้วย 3D shaker เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
                             (11) เทสีย้อม Imperial protein stain ท้ิง แล้วเติมน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ให้
ท่วมเจลและเขย่าด้วย 3D shaker เพื่อเป็นการล้างสีย้อม เปล่ียนน้ำทุกช่ัวโมง ล้างไปเรื่อย ๆ จนกว่า
พื้นหลังจะใสหรือเห็นแถบของโปรตีนได้ชัดเจนตามท่ีต้องการ (หรือแช่ในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ท้ิงไว้
ประมาณ 8 ช่ัวโมง) 
                             (12) เปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ีได้จากการรัน ตัวอย่างกับแถบโปรตีน
มาตรฐานเพื่อดูมวลโมเลกุลของแอนติเจนว่ามีขนาดประมาณ 30 kDa ตามท่ีต้องการหรือไม่และ
บันทึกภาพ 
                     3.3.2.2 การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของโปรตีนโดยวิธี Dot blot 
                              (1) กำหนดจุดและบริเวณของตัวอย่างบนแผ่น PVDF membrane ให้
ชัดเจนช่องละขนาดประมาณ 1×1 ซม.  
                              (2) นำ PVDF membrane แช่ใน 100% methanol เป็นเวลาประมาณ 
10-15 วินาที เพื่อกระตุ้นการทำงานของ PVDF membrane จากนั้นแช่ในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 เป็น
เวลา 2 นาที และแช่ใน PBS-T เป็นเวลา 5 นาที เพื่อปรับสมดุลของ PVDF membrane (ห้ามให้ 
PVDF membrane แห้ง)  
                              (3) นำแอนติเจนจากวัคซีนชนิดท่ีผ่านการทดลองและคัดเลือกมาแล้วว่ามี
ความเหมาะสมท่ีสุดในการใช้เป็นแอนติเจนในการทดสอบทางภูมิคุ้มกัน และได้ผ่านการสกัดแยกเพื่อ
ทำให้บริสุทธิ์แล้วมาเจือจางท่ีความเข้มข้น 0.125, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 µg/ml แล้วหยดลงบน 
PVDF membrane จุดละ 2 µl ในบริเวณท่ีทำเครื่องหมายไว้ แล้วท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนแอนติเจน
แห้งติดกับ PVDF membrane  
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                              (4) ป้องกันการเกิด Non-specific ของโปรตีนอื่น ๆ ท่ีจะเข้ามาจับกับ 
PVDF membrane โดยแช่ใน 5% Skim milk ใน PBS-T และเขย่าบน 3D shaker เป็นเวลา 60 
นาที  
                              (5) เท 5% Skim milk ใน PBS-T ออก แล้วบ่มด้วยตัวอย่างซีรั่มควบคุม
ผลบวก (Primary antibody) ท่ีเจือจางในอัตราส่วน 1:100, 1:200 และ 1:300 และสารละลาย PBS 
และน้ำบริสุทธิ์ Type 1 เพื่อใช้เป็น Negative control เป็นเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
                              (6) ล้างด้วย PBS-T โดยเขย่าบน 3D shaker ท้ังหมด 3 ครั้ง ๆ ละ 10 นาที 
แล้วบ่มด้วย Rabbit anti-pig IgG (H+L) secondary antibody HRP ท่ีเจือจางใน PBS-T 1:3,000 
เป็นเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
                              (7) ล้างด้วย PBS-T โดยเขย่าบน 3D shaker ท้ังหมด 3 ครั้ง ๆ ละ 10 นาที 
แล้วบ่มด้วย TMB Blotting Solution 
                              (8) สังเกตผลบวกจากสีท่ีเกิดขึ้น ซึ่งจะแสดงว่าเกิดการทำปฏิกิริยาอย่าง
จำเพาะของแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีทำการทดสอบ 
              3.3.3 การเตรียมชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่า 
                     3.3.3.1 วิ ธี การตรวจอิน ไดเร็คอี ไลซ่ า ด้วยชุดตรวจทางการค้า  (BioChek. 

 1997) 
                               (1) เตรียม Wash buffer โดยนำ ผง PBS-T ท่ีให้มากับชุดตรวจ 1 ซอง ใส่
ในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ปริมาณ 1 ลิตร และผสมให้เข้ากัน 
                               (2) เตรียม Substrate reagent โดยนำเม็ด pNPP ท่ีให้มากับชุดตรวจ 1 
เม็ด (ห้ามหยิบด้วยมือเปล่า) ละลายใน Substrate buffer ของชุดตรวจ ในปริมาณ 5.5 มล. ผสมกัน
จนกระท่ังละลายหมด (เก็บไว้ให้พ้นแสง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อละลายใช้แล้วสามารถเก็บ
ได้เป็นเวลา 1 สัปดาห์) 
                               (3) นำเพลทของชุดตรวจท่ีผ่านการเคลือบแอนติเจนเรียบร้อยแล้วออกมา
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
                               (4) ใส่ Negative control และ Positive control หลุมละ 100 µl อย่าง
ละ 2 หลุม (โดยไม่ต้องเจือจาง) 
                               (5) ทำการเจือจางตัวอย่างซีรั่มท่ีต้องการตรวจในแต่ละหลุมด้วย Sample 
diluent reagent ท่ีอัตราส่วน 1:50 แล้วนำไปผสมให้เข้ากันด้วย Microplate mixer ประมาณ 30-
60 วินาที ปิดเพลทด้วยพลาสติกแรป 
                               (6) เทสารออกจากหลุม แล้วล้างด้วย Wash buffer ปริมาณหลุมละ  
350 µl ท้ังหมด 4 ครั้ง โดยใช้เครื่อง Microplate washer  
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                               (7) เติม  Conjugate reagent ปริมาณหลุมละ 100 µl ปิ ดเพลทด้วย
พลาสติกแรปแล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 
                               (8) เทสารออกจากหลุม แล้วล้างด้วย Wash buffer ปริมาณหลุมละ  
350 µl ท้ังหมด 4 ครั้ง โดยใช้เครื่อง Microplate washer 
                               (9) เติม  Substrate reagent ปริมาณห ลุมละ 100 µl ปิ ด เพลท ด้วย
พลาสติกแรปแล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 
                               (10) เติม Stop solution ปริมาณหลุมละ 100 µl  
                               (11) นำไปอ่านผลภายใน 30 นาที ด้วย Microplate reader ท่ีความยาว
คล่ืน 405 nm ซึ่งจะได้ค่าการดูดกลืนแสง (OD) 
                               (12) นำค่า OD ท่ี ได้มาคำนวณหาค่า S/P ratio และ Titer เพื่ อ ดู ค่า
ปริมาณแอนติบอดีจากตัวอย่างซีรั่ม ซึ่งมีสูตรคำนวณดังนี้ 
 
               S/P ratio   =         ค่า OD ของตัวอย่าง - ค่าเฉล่ียของ Negative control 
                                   ค่าเฉล่ียของ Positive control - ค่าเฉล่ียของ Negative control 

         Titer = Log10Titer = 1.1 x Log10(S/P ratio) + 3.361 
         Antilog = Titer 

 
                               (13) นำค่า Titer ท่ีได้มาดูค่าจุดตัด (Cut-off point) โดยหากมีค่า S/P 
ratio ท่ี 0.49 หรือน้อยกว่า แสดงว่ามีปริมาณแอนติบอดีอยู่ในช่วง Negative และหากมีค่า S/P 
ratio ท่ี 0.50 หรือมากกว่า แสดงว่ามีปริมาณแอนติบอดีอยู่ในช่วง Positive ส่วนหากมีค่า Titer ท่ี 
1,070 หรือน้อยกว่า แสดงว่ามีปริมาณแอนติบอดีอยู่ในช่วง Negative และหากมีค่า Titer ท่ี 1,071 
หรือมากกว่า แสดงว่ามีปริมาณแอนติบอดีอยู่ในช่วง Positive 
                     3.3.3.2 การทดสอบหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมในการทำปฏิกิริยากันของแอนติเจน 
          ซีรั่ม และคอนจูเกต ด้วยวิธี Checkerboard titration  
                            ทำการทดลองเบ้ืองต้น (Preliminary) เพื่อคัดเลือกอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของ
ค อ น จู เก ต  (Secondary antibody) ก่ อ น  โด ย น ำ  Rabbit anti-pig IgG (H+L) secondary 
antibody HRP มาเจือจางด้วยสารละลาย PBS-T ในอัตราส่วนต้ังแต่ 1:50,000-1:100,000 (ตาม
คำแนะนำของผู้ผลิต) มาทดสอบด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่าร่วมกับความเข้มข้นของแอนติเจนและระดับ
การเจือจางซีรั่ม เมื่อได้อัตราส่วนท่ีเหมาะสมแล้วจึงเลือกอัตราส่วนดังกล่าวมาทำการหาอัตราส่วนท่ี
เหมาะสมของแอนติเจนและตัวอย่างซีรั่มท่ีจะใช้ในการพัฒนาชุดตรวจต่อไป 
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                            ทำการหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของแอนติเจนจากวัคซีนชนิดท่ีผ่านการทดลอง
และคัดเลือกมาแล้วว่ามีความเหมาะสมท่ีสุดในการใช้เป็นแอนติเจนในการทดสอบทางภูมิคุ้มกันเพื่อ
ใช้ในการเคลือบเพลท โดยนำแอนติเจนท่ีผ่านการสกัดแยกเพื่อทำให้บริสุทธิ์และวัดปริมาณความ
เข้มข้น ของโปรตีน แ ล้วมาเจือจางด้วยสารละลาย  Coating buffer (0.05M bicarbonate-
carbonate buffer (pH 9.6)) เพื่อหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมสำหรับการเคลือบลงบนก้นหลุมของ 
Immunoplate โดยทดลองท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ต้ังแต่ช่วง 0.05-10 µg/ml แล้วนำมาเคลือบเพลท
ปริมาณหลุมละ 100 µl และทดสอบด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่าเพื่อหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้ใน
การพัฒนาชุดตรวจ 
                            ทำการหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของตัวอย่างซีรั่ม โดยนำตัวอย่างซีรั่มควบคุมท่ี
จะใช้เป็นซีรั่มควบคุมผลบวกและลบมาเจือจางด้วย 1%BSA ใน 0.05% Tween 20 (Sample 
diluent) ในอัตราส่วนต้ังแต่ 1:30-1:300 แล้วนำมาทดสอบด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่าเพื่อหาอัตราส่วนท่ี
เหมาะสมท่ีจะใช้ในการพัฒนาชุดตรวจ 
                     3.3.3.3 การตรวจด้วยชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าท่ีพัฒนาขึ้น (I-ELISA) 
                                (1) ทำการเคลือบเพลทด้วยแอนติเจนในอัตราส่วนการเจือจางกับ 
Coating buffer ด้วยความเข้มข้นของโปรตีนท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทำ Checkerboard titration 
ในปริมาณหลุมละ 100 µl จากนั้นนำไปผสมให้เข้ากันด้วย Microplate mixer ประมาณ 30-60 
วินาที ปิดเพลทด้วยพลาสติกแรป นำไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เมื่อ
ครบเวลานำไปบ่มต่อในตู้แช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาต้ังแต่ประมาณ 8 ช่ัวโมงขึ้นไป 
(12-16 ช่ัวโมง) 
                                (2) นำเพลทท่ีเคลือบแอนติเจนออกจากตู้แช่เย็นมาไว้ที่อุณหภูมิห้องเพื่อให้
คลายความเย็นเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นล้างด้วยสารละลาย PBS-T (0.05% Tween-20 ใน PBS) 
(Wash buffer) ปริมาณหลุมละ 300 µl ท้ังหมด 3 ครั้ง โดยใช้เครื่อง Microplate washer 
                                (3) ป้องกันการเกิด Non-specific ของโปรตีนอื่น ๆ ท่ีจะเข้ามาจับในหลุม 
โดยเติม 5% Skim milk ใน PBS ท่ีมี 0.1% Tween-20 (Blocking solution) ปริมาณหลุมละ 100 
µl ปิดเพลทด้วยพลาสติกแรปแล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
                                (4) ล้างด้วย Wash buffer ปริมาณหลุมละ 300 µl ท้ังหมด 3 ครั้ง โดยใช้
เครื่อง Microplate washer จากนั้นทำการเจือจางตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลบวก ซีรั่มควบคุมผลบวก 
และตัวอย่างซีรั่มท่ีต้องการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันด้วย Sample diluent ในอัตราส่วนท่ีเหมาะสมท่ี
ได้จากการทำ Checkerboard titration และนำไปผสมให้เข้ากันด้วย Microplate mixer ประมาณ 
30-60 วินาที ปิดเพลทด้วยพลาสติกแรป นำไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
                                (5) ล้างด้วย Wash buffer ปริมาณหลุมละ 300 µl ท้ังหมด 3 ครั้ง โดยใช้
เครื่อง Microplate washer จากนั้นเติมคอนจูเกต (Secondary antibody) โดยใช้ Rabbit anti-
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pig IgG (H+L) secondary antibody HRP ท่ีเจือจางด้วยสารละลาย PBS-T (Wash buffer) ใน
อัตราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทำ Checkerboard titration ปริมาณหลุมละ 100 µl ปิดเพลท
ด้วยพลาสติกแรป และนำไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
                                (6) ล้างด้วย Wash buffer ปริมาณหลุมละ 300 µl ท้ังหมด 3 ครั้ง โดยใช้
เครื่อง Microplate washer จากนั้นเติม 1-StepTM Ultra TMB-ELISA (TMB substrate) ปริมาณ
หลุมละ 100 µl ปิดเพลทด้วยพลาสติกแรป และนำไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (บ่มในท่ีพ้นแสง) เป็นเวลา 
15 นาที 
                                (7) เติม Stop solution (2M H2SO4) ปริมาณหลุมละ 100 µl แล้วนำไป
อ่านผลภายใน 30 นาที ด้วย Microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และนำค่า OD ท่ีได้มา
คำนวณหาค่า S/P ratio เพื่อนำไปใช้ในการประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้น โดยใช้ชุด
ตรวจทางการค้า (BioChek; UK) เป็นค่าอ้างอิง (Reference method) 
                     3.3.3.4 การประเมินค่า Cut-off ของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้น 
                             ใช้ตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลลบท้ังหมดจำนวน 60 ตัวอย่าง (ใช้ผลจากชุดตรวจ
ทางการค้า (BioChek; UK) เป็นค่าอ้างอิง (Reference method)) มาทดสอบด้วยชุดตรวจ I-ELISA 
ท่ีได้พัฒนาขึ้นจนได้สภาวะท่ีเหมาะสมของชุดตรวจแล้ว โดยค่า Cut-off พิจารณาจากค่าเฉล่ีย OD 
ของซีรั่มควบคุมผลลบท้ังหมดบวกสามเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation; SD) 
(Mean OD + 3SD) (Shen et al. 2015) ซึ่งการพิจารณาผลของระดับภูมิคุ้มกันว่าเป็น Positive 
หรือ Negative จากชุดตรวจ I-ELISA จะทำการเทียบกับค่า Cut-off สำหรับในกรณีท่ีค่า S/P ratio 
น้อยกว่า Cut-off พิจารณาผลเป็น Negative แต่หากค่า S/P ratio มากกว่า Cut-off พิจารณาผล
เป็น Positive 
                     3.3.3.5 การประเมินค่าความไว (Sensitivity) และความจำเพาะ (Specificity) 
             ของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้น 
                             ใช้ตัวอย่างซีรั่มสุกรท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 จำนวนท้ังหมด 120 ตัวอย่าง 
ซึ่งประกอบด้วยซีรั่มควบคุมผลลบจำนวน 60 ตัวอย่าง และตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลบวกจำนวน 60 
ตัวอย่าง (ใช้ผลจากชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) เป็นค่าอ้างอิง (Reference method)) มา
ทดสอบด้วยชุดตรวจ I-ELISA ท่ีได้พัฒนาขึ้นจนได้สภาวะท่ีเหมาะสมของชุดตรวจแล้ว  จากนั้น
คำนวณหาค่า S/P ratio แล้วพิจารณาผลการตรวจตามค่า Cut-off ท่ี ได้ โดยจะประเมิน ค่า
ความจำเพาะ (Specificity) จากซีรั่มควบคุมผลลบ และประเมินค่าความไว (Sensitivity) จากซีรั่ม
ควบคุมผลบวก ซึ่งมีการประเมินค่าต่าง ๆ ตามสูตรดังต่อไปนี้ 
 

%Sensitivity = [TP/(TP+FN)] × 100 
%Specificity = [TN/(FP+TN)] × 100 
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%False positive = [FP/(FP+TN)] × 100 
%False negative = [FN/(TP+FN)] × 100 

 
เมื่อ     TP   หมายถึง   ผลบวกจริง (True positive) 
          TN   หมายถึง   ผลลบจริง (True negative) 
          FP   หมายถึง   ผลบวกลวง (False positive) 
          FN   หมายถึง   ผลลบลวง (False negative) 
 
                     3.3.3.6 การประเมินความคลาดเคล่ือนของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นโดยวิธีการทดสอบ 
                                ซ้ำ (Repeatability test)  
                             ทำการสุ่มตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลลบจำนวน 6 ตัวอย่างและตัวอย่างซีรั่ม
ควบคุมผลบวกจำนวน 6 ตัวอย่าง (ใช้ผลจากชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) เป็นค่าอ้างอิง 
(Reference method)) มาทดสอบด้วยชุดตรวจ I-ELISA ท่ีได้พัฒนาขึ้นจนได้สภาวะท่ีเหมาะสมของ
ชุดตรวจแล้ว โดยแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 วิธี ได้แก่ 1. วิธี Intra-assay คือทดสอบภายในเพลท
เดียวกัน ท้ังตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลลบ (n=6, R=3) และซีรั่มควบคุมผลบวก (n=6, R=3) ตัวอย่างละ 
3 ซ้ำ และ 2. วิธี Inter-assay คือทดสอบโดยใช้ตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลลบ (n=6, R=3) และซีรั่ม
ควบคุมผลบวก (n=6, R=3) บนตำแหน่งเดียวกันแต่ต่างเพลท ท้ังหมด 3 เพลท จากนั้นนำมาหา
ค่าเฉ ล่ียของค่า OD, ค่าเบี่ ยงเบนมาตรฐาน (SD) และค่าสัมประสิทธิ์ของความแปรปรวน 
(Coefficient variation; CV) (%CV = [SD/Mean OD] × 100) ของแต่ละตัวอย่าง ซึ่งการประเมิน
ความคลาดเคล่ือนหรือการหาค่าความแม่นยำของชุดตรวจนั้น ค่าท่ียอมรับได้ต้องไม่เกิน 20% 
(Krotzky et al. 1995) 
                     3.3.3.7 การเปรียบเทียบชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นกับชุดตรวจทางการค้า (BioChek; 
                       UK) ในการตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 
                             นำตัวอย่างซีรั่มสุกรท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ท้ังหมดจำนวน 800 
ตัวอย่าง มาทำการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 ด้วยชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) 
เพื่อนำผลท่ีได้มาใช้เป็นค่าอ้างอิง (Reference method) จากนั้นนำตัวอย่างซีรั่มท้ังหมดมาทดสอบ
ด้วยชุดตรวจ I-ELISA ท่ีได้พัฒนาขึ้น แล้วนำผลการพิจารณาระดับภูมิคุ้มกันท่ีได้จากท้ังสองชุดตรวจ
มาคำนวณหาค่าความสอดคล้อง (Agreement) หรือค่าความสัมพันธ์กัน (Correlation) เพื่อประเมิน
ประสิทธิภาพของชุดตรวจ I-ELISA เมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) ซึ่งเป็น
มาตรฐาน โดยคำนวณจากสูตรดังนี้ 
 

%Agreement หรือ %Correlation = [(TP+TN)/(TP+FN+TN+FP)] × 100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



45 
 
เมื่อ     TP   หมายถึง   ผลบวกจริง (True positive) 
          TN   หมายถึง   ผลลบจริง (True negative) 
          FP   หมายถึง   ผลบวกลวง (False positive) 
          FN   หมายถึง   ผลลบลวง (False negative) 
 
หมายเหตุ     0-4%         Level of agreement = None 
                 4–15%       Level of agreement = Minimal 
                 15–35%     Level of agreement = Weak 
                 35–63%     Level of agreement = Moderate 
                 64–81%     Level of agreement = Strong 
                 82–100%   Level of agreement = Almost Perfect 
 
                             นำผลการตรวจระดับแอนติบอดีท่ีได้จากท้ังชุดตรวจทางการค้า (BioChek; 
UK) และชุดตรวจ I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นท้ังหมด (800 ตัวอย่าง) มาคำนวณเพื่อหาค่าการยอมรับทาง
สถิติ (Kappa value) ว่ามีขนาดความสอดคล้อง (Strange of agreement) อยู่ในระดับใดตามสูตร
คำนวณดังนี้ (Cohen. 1960) 
 

Kappa value   =    nD – ∑t1U1 
                          n2 - ∑t1U1 

 
เมื่อ    n   หมายถึง   จำนวนความถ่ีท้ังหมดในตาราง 
         D   หมายถึง   ผลรวมความถ่ีในเส้นทแยงมุมของตาราง 
         t1   หมายถึง   ผลรวมความถี่ใน Row  
         U1  หมายถึง   ผลรวมความถี่ใน Column 
 
หมายเหตุ   <0.00       คือ  มีขนาดความสอดคล้อง  แย่ (Poor) 
               0.00-0.20  คือ  มีขนาดความสอดคล้อง  น้อย (Slight) 
               0.21-0.40  คือ  มีขนาดความสอดคล้อง  พอใช้ (Fair) 
               0.41-0.60  คือ  มีขนาดความสอดคล้อง  ปานกลาง (Moderate) 
               0.61-0.80  คือ  มีขนาดความสอดคล้อง  ดี (Substantial) 
               0.81-1.00  คือ  มีขนาดความสอดคล้อง  ดีมาก/ค่อนข้างสมบูรณ์ (Almost perfected) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                             เพื่อเปรียบเทียบค่า S/P ratio และ Titer ของท้ังสองชุดตรวจว่ามีแนวโน้ม
ในแต่ละระดับของแอนติบอดีท่ีแตกต่างกันอย่างไร โดยการนำค่า S/P ratio และ Titer ของตัวอย่าง
ซีรั่มท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในระดับท่ีแตกต่างกันท้ังหมดจำนวน 25 ตัวอย่าง มาวิเคราะห์หาค่า
สหสัมพันธ์ (Correlation) ระหว่างท้ังสองชุดตรวจ เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบว่าในแต่ละระดับ
แอนติบอดีเมื่อตรวจด้วยชุดตรวจ I-ELISA มีแนวโน้มไปในทิศทางใด มีประสิทธิภาพเพียงพอท่ีจะ
สามารถนำมาใช้ในการประเมินระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 หรือไม่เมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจทาง
การค้า (BioChek; UK)  
 
หมายเหตุ     r=0.90-1.00  คือ  มีความสัมพันธกันสูงมาก (Very high correlation) 
                 r=0.70-0.90  คือ  มีความสัมพันธกันในระดับสูง (High correlation) 
                 r=0.50-0.70  คือ  มีความสัมพันธกันในระดับปานกลาง (Moderate correlation) 
                 r=0.30-0.50  คือ  มีความสัมพันธกันในระดับต่ำ (Low correlation) 
                 r=0.00-0.30  คือ  มีความสัมพันธกันในระดับต่ำมาก (Negligible correlation) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 การตรวจสอบปริมาณโปรตีนรวมในวัคซีน 
       เพื่อตรวจสอบปริมาณโปรตีนแอนติเจนท่ีได้จากการสกัดแยกด้วย Microsep 3K ด้วยวิธีของ 
Bradford (Bradford. 1976) โดยสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีนจากค่า OD ของสารละลาย BSA 
(ภาพท่ี 4.1)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.1 กราฟมาตรฐานจากค่า OD ของสารละลาย BSA เจือจางมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้น 
 
       เมื่อทำการวัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วยวิธี Bradford เพื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของ
โปรตีนท้ังหมดท่ีเป็นองค์ประกอบของวัคซีนท้ัง 4 ชนิดก่อนและหลังการสกัดแยกด้วย Microsep 3K 
ผลท่ีได้พบว่าหลังจากการสกัดแยกปริมาณโปรตีนโดยรวมในวัคซีนวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER 
ONE-SHOT ลดลงมาก ท่ี สุด โดยลดลง 58 .47  เปอร์ เซ็ น ต์  รองลงมาคือวั คซีน  PRO-VAC 
CIRCOMASTER, Circumvent PCV และ IngelvacCircoFLEX โดยมีปริมาณโปรตีนลดลง 53.99, 
9.08 และ 7.58 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.1) 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณโปรตีนรวมในวัคซีนก่อนและหลังการสกัดแยกด้วย Microsep 3K   

Vaccine 
Protein Concentration (µg/ml) 

%Reduction 
Before After 

PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT 1,077.50 447.50 58.47 
PRO-VAC CIRCOMASTER 1,389.17 639.17 53.99 
IngelvacCircoFLEX 285.83 264.17 7.58 
Circumvent PCV 6,880.83 6,255.83 9.08 

 
       จากผลการวัดปริมาณโปรตีนโดยรวมด้วยวิธี Bradford (ตารางท่ี 4.1) พบว่าหลังการสกัดแยก
จะมีความเข้มข้นของโปรตีนท่ีน้อยกว่าก่อนการสกัดแยกในทุกวัคซีน ท้ังท่ีโดยหลักการแล้วเมื่อมีการ
ปั่นแยกส่ือและของเหลวออกไปบางส่วนแล้วของเหลวท่ีเหลืออยู่ควรจะมีความเข้มข้นของโปรตีน  
มากขึ้น การท่ีความเข้มข้นของโปรตีนโดยรวมที่ลดลงนี้เป็นผลมาจากการท่ีโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กจะถูก
กรองผ่านระบบกรองเหลือไว้แต่โปรตีนขนาดใหญ่ นอกจากนี้ในระหว่างกระบวนการสกัดแยกอาจมี
โปรตีนบางส่วนติดอยู่ท่ีหลอดและตัวกรองของ Microsep 3K ซึ่งไม่สามารถเก็บโปรตีนท่ีปนอยู่กับส่ือ
ท่ีติดอยู่กับตัวกรองมาได้ปริมาณครบถ้วนท้ังหมด ส่ือของวัคซีนท่ีมีส่วนผสมของเจลหรือน้ำมันก็มี
ความสามารถผ่านตัวกรองลงไปได้มากน้อยต่างกันขึ้นกับปริมาณและชนิดของส่ือท่ีใช้ ดังจะเห็นได้
จากวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT ท่ีมีส่วนประกอบของส่ือเป็นชนิดคาร์โบเมอร์ มี
ปริมาณโปรตีนหลังการกรองลดลงไป 58.47% เนื่องจากมีส่วนประกอบของคาร์โบเมอร์สูงถึง 4 มก./
มล. หลังการปั่นเหวี่ยงจะพบของเหลวมีลักษณะของเจลติดอยู่กับตัวกรองค่อนข้างมาก ทำให้โปรตีน
จำนวนมากติดอยู่กับของเหลวดังกล่าวด้วย จึงไม่สามารถเก็บตัวอย่างโปรตีนในส่วนนั้นมาได้ 
เช่นเดียวกับวัคซีน  PRO-VAC CIRCOMASTER ท่ีมี ส่วนประกอบของส่ือเป็นชนิดอะลูมิ เนียม 
ไฮดรอกไซด์เจลในปริมาณค่อนข้างสูงอยู่ท่ี 2 มก./มล. ทำให้มีปริมาณโปรตีนหลังการกรองลดลงไป 
53.99% เนื่องจากมีส่วนท่ีเป็นเจลติดอยู่กับตัวกรองหลังการปั่นเหวี่ยงค่อนข้างมากเช่นกัน สำหรับ
วัคซีน IngelvacCircoFLEX ท่ีมี ส่วนประกอบของส่ือเป็นชนิดคาร์โบเมอร์เช่นเดียวกับวัคซีน  
PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT แต่มีความเข้มข้นเพียง 1 มก./มล. หลังการกรองมีปริมาณ
โปรตีนลดลงเพียง 7.58% เท่านั้น เนื่องจากแทบจะไม่มีของเหลวท่ีมีลักษณะเป็นเจลติดอยู่กับตัว
กรองเลย จึงสามารถเก็บตัวอย่างโปรตีนมาได้เกือบท้ังหมด สำหรับวัคซีน Circumvent PCV นั้น จะ
เห็นว่ามีปริมาณโปรตีนหลังการกรองลดลงเพียง 9.08% เท่านั้น เนื่องจากวัคซีนมีการใช้ส่ือท่ีเป็น
อิมัลชันชนิดน้ำมันในน้ำ (O/W) ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลัก เมื่อกรองส่วนประกอบอื่นและโปรตีนท่ีมี
ขนาดเล็กออกไปในขณะท่ีส่ือและโปรตีนท่ีได้ด้านบนตัวกรองนั้นยังคงมีคุณสมบัติเป็นของเหลวไม่ใช่
เจล จึงสามารถเก็บตัวอย่างบนตัวกรองมาได้เกือบจะท้ังหมด ทำให้มีการสูญเสียโปรตีนไปในปริมาณ
เพียงเล็กน้อยเท่านั้น 
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       ORF2 เป็นส่วนโปรตีนโครงสร้างท่ีมีเอกลักษณ์เฉพาะสำหรับไวรัส  PCV2 มีน้ำหนักโมเลกุล
ประมาณ 28-30 kDa ซึ่งมีความสามารถในการกระตุ้นให้เกิด Specific immune response เป็น
อย่างมาก และเกี่ยวข้องกับการกระตุ้นให้เกิดแอนติบอดีชนิดลบล้างฤทธิ์ (Neutralizing antibodies) 
จึงทำให้มีวัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือ PCV2 ทางการค้าใช้โปรตีนโครงสร้างส่วน ORF2 ในการผลิตเป็น
วัคซีนชนิดซับยูนิต (Subunit vaccine) การใช้โปรตีน ORF2 เป็นแอนติเจนสำหรับการทำปฏิกิริยา
ทางภูมิคุ้มกันจึงเป็นตัวเลือกท่ีดีในตรวจหาภูมิคุ้มกันชนิดลบล้างฤทธิ์ต่อเช้ือ PCV2 เพื่อเป็นการ
ตรวจหาภูมิคุ้มโรคท่ีแท้จริงของสุกร การศึกษาครั้งนี้จึงได้ทดลองสกัดแยกโปรตีน ORF2 ออกจาก
วัคซีนชนิดซับยูนิตเพื่อนำไปใช้เป็นแอนติเจนสำหรับทดสอบแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในซีรั่มสุกร ซึ่ง
กระบวนการสกัดแยกโปรตีน ดังกล่าวนั้น ได้ เลือกใช้  Microsep 3K ซึ่ งเป็นการกรองด้วย
กระบวนการอัลตราฟิลเตรช่ันท่ีมี Molecular weight cut-off (MWCO) ขนาด 3K เพื่อกรองให้
อนุภาคของเกลือและสารโมเลกุลเล็กอื่น ๆ ผ่านตัวกรองลงไป แต่กักอนุภาคของโปรตีนท่ีต้องการซึ่งมี
ขนาดใหญ่กว่า 3 kDa เอาไว้ด้านบนตัวกรอง ท้ังนี้เนื่องจากโปรตีนในส่วน ORF2 มีน้ำหนักโมเลกุลอยู่
ท่ีประมาณ 28 kDa (Liu et al. 2001; Mahe et al. 2000) ไปจนถึง 30 kDa (Nawagitgul et al.  
2000) จึงได้เลือกใช้ตัวกรองท่ีมี MWCO ขนาด 3K ซึ่งถือว่าเป็นขนาดท่ีแนะนำว่าเหมาะสมกับ
อนุภาคของโปรตีนที่ต้องการ 
 

4.2 การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี Native PAGE 
       เมื่อนำโปรตีนจากวัคซีนก่อนและหลังจากท่ีถูกสกัดแยกด้วย Microsep 3K มาแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าโดยวิธี Native PAGE เพื่อหามวลโมเลกุลของโปรตีนเพื่อพิสูจน์และยืนยันว่าโปรตีนท่ี
สกัดแยกได้ยังคงมีโปรตีน ORF2 ท่ีต้องการหรือไม่ พบว่าโปรตีนจากวัคซีนท้ัง 4 ชนิดปรากฏเป็นแถบ
จาง ๆ ไม่มีขอบเขตท่ีชัดเจนท่ีระดับเดียวกันท้ังหมด ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐานแล้ว
พบว่าแถบท่ีปรากฏอยู่ในช่วงมวลโมเลกุลระหว่าง 20 kDa และ 66 kDa โดยจะพบแถบโปรตีน
ชัดเจนท่ีสุดในวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT ท้ังก่อนและหลังการสกัดแยก และ
วัคซีน IngelvacCircoFLEX ก่อนถูกสกัดแยก รองลงมาคือวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ก่อน
และหลังการสกัดแยก สำหรับวัคซีน IngelvacCircoFLEX หลังการสกัดแยกและวัคซีน Circumvent 
PCV ท้ังก่อนและหลังการสกัดแยกนั้นพบเพียงแถบจาง ๆ ไม่เด่นชัด (ภาพท่ี 4.2)  
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ภาพที่ 4.2 แสดงแถบมวลโมเลกุลของโปรตีนจากวัคซีนท่ีแยกได้ด้วยวิธี Native PAGE ก่อนและหลัง
     ถูกสกัดแยกออกด้วย Microsep 3K  โดยช่อง M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน ช่อง 1 คือ
     วัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT ก่อนการสกัดแยก ช่อง 2 คือวัคซีน      
              PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT หลังการสกัดแยก ช่อง 3 คือวัคซีน PRO-VAC 
     CIRCOMASTER ก่อนการสกัดแยก ช่อง 4 คือวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER หลัง
     การสกัดแยก ช่อง 5 คือวัคซีน IngelvacCircoFLEX ก่อนการสกัดแยก ช่อง 6 คือวัคซีน 
     IngelvacCircoFLEX หลังการสกัดแยก ช่อง 7 คือวัคซีน Circumvent PCV ก่อนการ
     สกัดแยก และช่อง 8 คือวัคซีน Circumvent PCV หลังการสกัดแยก โดยแถบของโปรตีน 
     ORF2 ปรากฏอยู่ในช่วงมวลโมเลกุลระหว่าง 20 kDa และ 66 kDa (กรอบส่ีเหล่ียม) 
 
       ในส่วนของการนำโปรตีนท่ีได้จากการสกัดแยกมาหามวลโมเลกุลของโปรตีนเพื่อพิสูจน์และ
ยืนยันว่าโปรตีนท่ีสกัดแยกได้ยังคงมีโปรตีน ORF2 ท่ีต้องการหรือไม่ ด้วยวิธี Native PAGE จะเห็นว่า
แถบมวลโมเลกุลของโปรตีนท้ังก่อนและหลังสกัดแยกด้วย Microsep 3K จากวัคซีนท้ัง 4 ชนิด ไม่ได้
ปรากฏเป็นแถบท่ีมีขอบเขตชัดเจน แต่พบปรากฏท่ีบริเวณเดียวกันท้ังหมด ซึ่งอยู่ในช่วงมวลโมเลกุล
ระหว่าง 20 kDa และ 66 kDa (ภาพท่ี 4.2) จึงคาดว่าแถบดังกล่าวมีมวลโมเลกุลของโปรตีน ORF2 
อยู่ในช่วงดังกล่าวนี้ โดยการท่ีแถบท่ีปรากฏไม่มีขอบเขตท่ีชัดเจนก็เนื่องจากวิธี Native PAGE เป็นวิธี
ท่ีใช้ในการแยกโปรตีนท่ีอยู่ในสภาพธรรมชาติ (Non-denatured) ทำให้โครงสร้างของโปรตีนยังคง
ประกอบด้วยท้ังประจุบวกและลบ เมื่อใช้สนามไฟฟ้าในการแยก ประจุลบก็จะเคล่ือนท่ีไปยังขั้วบวก
ในขณะท่ีประจุบวกก็จะเคล่ือนท่ีไปยังขั้วลบ ส่งผลให้แถบท่ีปรากฏไม่มีขอบเขตท่ีชัดเจน (Boyer. 
2012) ซึ่งวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT และ PRO-VAC CIRCOMASTER ปรากฏ
แถบโปรตีนดังกล่าวชัดเจนท้ังก่อนและหลังการกรองแยกโปรตีน แสดงให้ถึงการคงอยู่ของกลุ่มโปรตีน
ท่ีมีขนาดระหว่าง 20-66 kDa (ขนาดค่อนไปทาง 66 kDa) ส่วนวัคซีน IngelvacCircoFLEX นั้น
ปรากฏแถบโปรตีนท่ีชัดเจนก่อนการสกัดแยกเท่านั้น หลังการสกัดแยกไม่พบแถบโปรตีนดังกล่าวท่ี
ชัดเจนทำให้เกิดเป็นข้อสงสัยถึงการคงอยู่ของโปรตีนในรูปแบบท่ีไม่มีการทำให้เสียสภาพในช่วงขนาด
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ดังกล่าว แต่สำหรับวัคซีน Circumvent PCV นั้นไม่พบแถบโปรตีนปรากฏให้เห็นชัดเจนท้ังก่อนและ
หลังการสกัดแยก ท้ังนี้เนื่องจากวัคซีนมีการใช้ส่ือท่ีเป็นอิมัลชันชนิดน้ำมันในน้ำ (O/W) ซึ่งมีความ
หนืดกว่าส่ือของวัคซีนชนิดอื่น ๆ ค่อนขา้งมากจึงอาจไปขัดขวางการเคล่ือนท่ีของอนุภาคโปรตีน และ
อาจส่งผลให้ NativePAGE 5% G-250 sample additive ท่ีใช้ในการย้อมสีของตัวอย่างแอนติเจนไม่
สามารถเข้าถึงอนุภาคของโปรตีน ส่งผลให้ไม่เห็นแถบของโปรตีนปรากฏ โดยพบว่าแม้จะนำไปผ่าน
การกรองแยกด้วย Microsep 3K แล้วก็ตาม ลักษณะของของเหลวท่ีพบก็ยังมีลักษณะขาวขุ่นจากส่ือ
ท่ีใช้ ซึ่ งแตกต่างจากวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT, PRO-VAC CIRCOMASTER 
และ IngelvacCircoFLEX อย่างชัดเจนท่ีมีลักษณะค่อนข้างใสเมื่อผ่านการสกัดแยกด้วย Microsep 
3K ท้ังนี้การท่ี Native PAGE พบแถบของโปรตีนเพียงบริเวณแถบเดียวแต่เป็นช่วงกว้างนั้นเป็นเพราะ
จากโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลต่างกันอาจเคล่ือนท่ีได้เท่ากันในลักษณะเกาะกลุ่มกันไปขึ้นอยู่กับขนาด
และรูปร่างของโมเลกุล (Bollag et al. 1996) 
 

4.3 การตรวจสอบโปรตีน ORF2 ด้วยวิธี SDS-PAGE 
       เมื่อนำโปรตีนจากวัคซีนก่อนและหลังจากท่ีถูกสกัดแยกด้วย Microsep 3K  มาแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าโดยวิธี SDS-PAGE ผลท่ีได้พบแถบโปรตีนจากวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-
SHOT, PRO-VAC CIRCOMASTER และ IngelvacCircoFLEX อยู่ระหว่าง 25-35 kDa ซึ่งเป็นช่วง
ขนาดของโปรตีน ORF2 (ขนาดประมาณ 28-30 kDa) โดยวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER มี
ปรากฏแถบโปรตีน ชัด ท่ี สุด ท้ั งก่ อนและหลังการสกั ดแยก รองลงมาคือวัคซีน  PRO-VAC 
CIRCOMASTER ONE-SHOT ก่อนและหลังการสกัดแยก และวัคซีน IngelvacCircoFLEX ก่อนและ
หลังการสกัดแยกตามลำดับ ส่วนวัคซีน Circumvent PCV นั้นไม่ปรากฏแถบมวลโมเลกุลของโปรตีน
ใด ๆ (ภาพท่ี 4.3) 
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ภาพที่ 4.3 แสดงแถบมวลโมเลกุลของโปรตีนจากวัคซีนท่ีแยกได้ด้วยวิธี SDS-PAGE ก่อนและหลังถูก
     สกัดแยกออกด้วย Microsep 3K  โดยช่อง M คือแถบโปรตีนมาตรฐาน ช่อง 1 คือวัคซีน 
     PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT ก่อนการสกัดแยก ช่อง 2 คือวัคซีน PRO-VAC 
     CIRCOMASTER ONE-SHOT หลังการสกัดแยก ช่อง 3 คือวัคซีน PRO-VAC    
     CIRCOMASTER ก่อนการสกัดแยก ช่อง 4 คือวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER หลัง
     การสกัดแยก ช่อง 5  คือวัคซีน IngelvacCircoFLEX ก่อนการสกัดแยก ช่อง 6 คือวัคซีน 
     IngelvacCircoFLEX หลังการสกัดแยก ช่อง 7 คือวัคซีน Circumvent PCV ก่อนการ
     สกัดแยก และช่อง 8 คือวัคซีน Circumvent PCV หลังการสกัดแยก โดยแถบของโปรตีน 
     ORF2 ปรากฏอยู่ในช่วงมวลโมเลกุลระหว่าง 25 kDa และ 35 kDa (กรอบส่ีเหล่ียม) 
 
       สำหรับการหามวลโมเลกุลของแอนติเจนด้วยวิธี SDS-PAGE (ภาพท่ี 4.3) นั้นพบว่าวัคซีนชนิด 
PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT, PRO-VAC CIRCOMASTER แ ล ะ  IngelvacCircoFLEX 
ปรากฏแถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลระหว่าง 25-35 kDa ซึ่งเป็นขนาดโปรตีนของ ORF2 
โดยตรงกับข้อมูลผลการติดตามโปรตีน ORF2 ด้วยเทคนิค Western blot ของวัคซีน PRO-VAC 
CIRCOMASTER ONE-SHOT แ ล ะ  PRO-VAC CIRCOMASTER จ าก ท า งบ ริ ษั ท  Komipharm 
International Co. Ltd. (Korea) ว่ามีน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีน ORF2 ท่ีใช้เป็นแอนติเจนอยู่ท่ื
ขนาด 28 kDa แต่จะเห็นว่ามีแถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลอื่นปรากฏขึ้นด้วย ท้ังนี้การพบแถบ
โปรตีนอื่นนอกเหนือจากแถบโปรตีน ORF2 นั้นสอดคล้องกับผลการหาปริมาณโปรตีนรวมซึ่งแสดงให้
เห็นว่ามีโปรตีนอื่นนอกเหนือจาก ORF2 เป็นองค์ประกอบในวัคซีน ซึ่งอาจเป็นองค์ประกอบท่ีเกิดจาก
กระบวนการผลิตโดยใช้ Baculovirus expression system ซึ่งคาดว่าในขั้นตอนของการสกัด 
Recombinant protein หรืออาจจะเป็นองค์ประกอบของ Excipients ท่ีใช้ซึ่งไม่มีความจำเป็นต้อง
ให้โปรตีนมีความบริสุทธิ์ถึง 100% แต่ยังคงมีประสิทธิภาพและไม่กระทบต่อคุณภาพของผลิตภัณฑ์  
ส่วนวัคซีน Circumvent PCV ไม่พบแถบของโปรตีนปรากฏเช่นเดียวกับในวิธี Native PAGE ซึ่ง 
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คาดว่าเป็นผลมาจากส่ือท่ีเป็นอิมัลชันชนิดน้ำมันในน้ำ (O/W) ไปขัดขวางการเคล่ือนท่ีของอนุภาค
โปรตนีหรือการย้อมติดสีของโปรตีนเช่นกัน  
 

4.4 การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของโปรตีนโดยวิธี Dot blot  
       ผลการสกัดแยกโปรตีนด้วย Microsep 3K แสดงให้เห็นว่าโปรตีนท่ีได้จากวัคซีน PRO-VAC 
CIRCOMASTER ONE-SHOT และ PRO-VAC CIRCOMASTER มีโปรตีนถูกคัดกรองออกไปเป็น
จำนวนมาก นอกจากนี้จากผลการแยกโปรตีนวิธี Native PAGE และ SDS-PAGE พบว่าโปรตีนจาก
วัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER มีความเหมาะสมท่ีสุดในการเลือกใช้เพื่อเป็นแอนติเจนสำหรับ
ทดสอบปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน วัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ท่ีถูกสกัดแยกส่ือออกแล้วจึงถูก
นำไปเจือจางให้ได้ปริมาณของโปรตีนท่ีมีความเข้มข้น 0.125, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 µg/ml เพื่อทำ 
Dot blot ผลท่ีได้พบว่า Primary antibody จากซีรั่มควบคุมผลบวกของสุกรท่ีมีแอนติบอดีสูงต่อ 
เช้ือ PCV2 สามารถทำปฏิกิริยาท่ีจำเพาะกับโปรตีนท่ีสกัดจากวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ได้ดี 
โดยมีแนวโน้มในการทำปฏิกิริยาท่ีดี (เกิดสีเข้ม) เมื่อใช้โปรตีนมีความเข้มข้นสูง โดยความเข้มของสีมี
แนวโน้มแปรผันตามความเข้มข้นของ Primary antibody ท่ีใช้ (1:100>1:200>1:300) แสดงให้เห็น
ว่าโปรตีนดังกล่าวยังคงมีคุณสมบัติในการเป็นแอนติเจน (ภาพท่ี 4.4) 
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ภาพที่ 4.4 ผลการทำ Dot blot โดยการใช้โปรตีนท่ีถูกสกัดแยกออกด้วย Microsep 3K ท่ีระดับ  

ความเข้มข้น 0.125, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 µg/ml ทำปฏิกิริยากับ Primary antibody 
จากซีรั่มของสุกรท่ีมีแอนติบอดีสูงต่อเช้ือ PCV2 (Titer=10,728) ท่ีถูกเจือจางท่ีระดับ  
1:100, 1:200 และ 1:300 ตามลำดับ และ Negative control ทดสอบด้วยน้ำบริสุทธิ์ 
Type 1 (DW) และสารละลาย PBS 

 
       เมื่อพิจารณาผลการตรวจสอบมวลโมเลกุลหลังจากการสกัดแยกโปรตีนด้วย Microsep 3K ด้วย
วิธี  Native PAGE และ SDS-PAGE ร่วมกับการหาปริมาณโปรตีนรวมในวัคซีนพบว่าวัคซีน 
Circumvent PCV ไม่มีความเหมาะสมในการนำไปใช้เพื่อเป็นแอนติเจนสำหรับทดสอบทางภูมิคุ้มกัน
เนื่องจากไม่สามารถแยกส่ือออกจากวัคซีนได้ดีพอ สำหรับวัคซีน IngelvacCircoFLEX นั้น แม้ว่าจะ
สามารถแยกส่ือออกจากวัคซีนได้ดีพอสมควร แต่เมื่อวัดปริมาณโปรตีนโดยรวมหลังจากสกัดแยกแล้ว
พบว่าโปรตีนท่ีได้มีความเข้มข้นน้อยกว่าวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT และ PRO-
VAC CIRCOMASTER และเมื่อพิจารณาผลร่วมกับความเข้มของแถบโปรตีนท่ีถูกแยกด้วย SDS-PAGE 
พบว่าในปริมาณ 11.5 µl (ปริมาณโปรตีนท่ีใช้ในการทำ SDS-PAGE) ท่ีเท่ากันแถบของโปรตีนท่ีพบ
ระหว่าง 25 -35 kDa ของวัคซีน  IngelvacCircoFLEX มีความเข้มน้อยกว่าวัคซีน  PRO-VAC 
CIRCOMASTER ONE-SHOT และ PRO-VAC CIRCOMASTER มาก และเมื่อพิจารณาผลท่ีได้นี้
ร่วมกับลักษณะของแถบโปรตีนท่ีพบเมื่อถูกแยกด้วย Native PAGE ท่ีไม่พบแถบโปรตีนท่ีชัดเจนใน
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รูปแบบท่ีไม่เสียสภาพเมื่อวัคซีนถูกสกัดแยก จึงเป็นเหตุให้พิจารณาได้ว่าวัคซีน IngelvacCircoFLEX 
อาจไม่เหมาะในการนำไปใช้งานต่อ เมื่อพิจารณาจากลักษณะทางกายภาพของวัคซีน PRO-VAC 
CIRCOMASTER ONE-SHOT เปรียบเทียบกับวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER แล้ว พบว่าวัคซีน 
PRO-VAC CIRCOMASTER ONE-SHOT ซึ่งมีความเข้มข้นของส่ือชนิดคาร์โบเมอร์ในปริมาณสูงซึ่ง
อาจเป็นอุปสรรคในการแยกด้วย SDS-PAGE ทำให้แถบพบของโปรตีนก่อนการสกัดแยกท่ีพบระหว่าง 
25-35 kDa จางกว่าแถบของวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ท้ังท่ีมีปริมาณโปรตีน ORF2 ต่อ
มิลลิลิตรสูงกว่า และเมื่อผ่านกระบวนการสกัดแยกส่ือออกจากวัคซีนยังพบของเหลวหนืดคล้ายเจลติด
อยู่บริเวณด้านบนของตัวกรองทำให้มีความยากลำบากในการเก็บโปรตีนท่ีต้องการไว้ใช้งาน ทางผู้วิจัย
จึงมีความเห็นว่าวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER มีความเหมาะสมท่ีสุดในการใช้เป็นแอนติเจนใน
การทดสอบทางภูมิคุ้มกัน ดังนั้นวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER ท่ีผ่านกระบวนการสกัดแยก
โปรตีนออกจากส่ือแล้วจึงถูกนำไปทดสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของโปรตีนโดยวิธี Dot blot 
ผลท่ีได้พบว่าโปรตีนท่ีสกัดได้จากวัคซีน PRO-VAC CIRCOMASTER มีคุณสมบัติการเป็นแอนติเจน 
สามารถทำปฏิกิริยาได้ดีกับซีรั่มท่ีมีภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 โดยพบแนวโน้มการเกิดปฏิกิริยาการจับ
กันระหว่างโปรตีนท่ีสกัดได้กับซีรั่มได้ดีขึ้นเมื่อมีการใช้โปรตีนดังกล่าวในปริมาณสูงขึ้นเพื่อเคลือบลง
บน Solid phase  
       การใช้โปรตีน ORF2 เพื่อพัฒนาเป็นชุดตรวจอีไลซ่านั้นมีความเหมาะสมเนื่องจากโปรตีน
ดังกล่าวนี้มีความสามารถในการกระตุ้นให้เกิด Specific immune response (Truong et al.  
2001) จากการศึกษาของ Sun et al. (2010) ซึ่งได้มีการพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าโดยใช้
วิธีการผลิตแอนติเจนจากโปรตีนส่วน Antigenic domain (113-147AA) ของโปรตีน ORF2 ด้วย
กระบวนการ Baculovirus expression system เช่นเดียวกับการศึกษาของ Zepeda-Cervantes 
et al. (2019) ท่ีใช้วิธีการ Baculovirus Bac-to-BacTM system ในการผลิตโปรตีน ORF2 (PH(1 -1 
1 0)PCV2 NPs) ด้วยเซลล์ Sf9 ก่อนนำมาตรวจด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่า ซึ่งท้ังสองงานวิจัยต่างก็พบว่า
แอนติเจนท่ีได้จากกระบวนการดังกล่าวมีความบริสุทธิ์และสามารถนำมาใช้ในการตรวจหาระดับ
แอนติบอดีด้วยวิธีอีไลซ่าได้ ในการศึกษาครั้งนี้เมื่อโปรตีนถูกสกัดแยกด้วย Microsep 3K จะได้โปรตีน
โดยรวมท่ีมีโปรตีน ORF2 เป็นองค์ประกอบท่ียังคงมีคุณสมบัติในการเป็นแอนติเจน อีกท้ังยังเป็น
วิธีการท่ีสะดวกและประหยัด หลังการแยกแต่ละครั้งได้ปริมาณแอนติเจนค่อนข้างมากกว่าการสกัด
โปรตีนออกจากเจลโพลีอะคริลาไมด์ สำหรับวิธี Native PAGE นั้นแม้จะเป็นวิธีท่ีใช้ในการแยกโปรตีน
ท่ีอยู่ในสภาพธรรมชาติ ไม่เกิดการเสียสภาพของโปรตีน แต่เป็นวิธีท่ีเหมาะสำหรับใช้จำแนกชนิดของ
โปรตีนมากกว่าการแยกน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีน เนื่องจากจะไม่สามารถแยกความแตกต่างทาง
รูปร่างและขนาดได้ ดังนั้นโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลต่างกันจึงอาจเคล่ือนท่ีได้เท่ากัน (Bollag et al.  
1996) อีกท้ังแถบโปรตีนท่ีได้ก็ไม่มีความชัดเจน จึงไม่สามารถนำโปรตีนท่ีผ่านการทำวิธี Native 
PAGE มาใช้ต่อได้ ส่วนแอนติเจนท่ีผ่านการทำวิธี SDS-PAGE นั้น แม้ว่าวิธีนี้จะใช้ในการตรวจสอบ
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ความบริสุทธิ์ของโปรตีนได้ และยังใช้ในการหาน้ำหนักของโปรตีนหรือหน่วยย่อย (Subunit) ของ
โปรตีน แต่ด้วยวิธีนี้มีการทำให้โปรตีนเสียสภาพ (Seelapai. 2016) จึงอาจส่งผลต่อรูปแบบของ
แอนติเจนหากจะนำไปใช้ในการทำปฏิกิริยาในวิธีอีไลซ่าต่อไปได้ 
 

4.5 การเตรียมชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่า 
       4.5.1 การทดสอบหาอัตราส่วนที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยากันระหว่างแอนติเจน ซีร่ัม 
และคอนจูเกต ด้วยวิธี Checkerboard titration 
              จากท่ีได้มีการทดลองเบ้ืองต้น (Preliminary) เพื่อคัดเลือกอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของคอน
จูเกตก่อน พบว่าคอนจูเกตท่ีอัตราส่วน 1:60,000 เป็นอัตราส่วนการทำปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมเมื่อ
ทดสอบด้วยวิธีอินไดเร็คอีไลซ่าร่วมกับความเข้มข้นของแอนติเจนและระดับการเจือจางซีรั่ม และเมื่อ
นำแอนติเจนท่ีได้จากการผ่านกระบวนการสกัดแยกโปรตีนเพื่อทำให้บริสุทธิ์และวัดปริมาณโปรตีน
ของแอนติเจนมาเรียบร้อยแล้วนั้นมาทดสอบหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมร่วมกับซีรั่มควบคุมผลบวกท่ีมี
แอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 (Titer=10,728) และซีรั่มควบคุมผลลบ (Titer=165) เพื่อใช้ในการตรวจหา
ระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 ด้วยวิธี Checkerboard titration โดยทำการเจือจางแอนติเจนท่ีความ
เข้มข้น 0.05-10 µg/ml และซีรั่มเริ่มจาก 1:30 ไปจนถึง 1:300 พบว่าแอนติเจนท่ีความเข้มข้น 0.5 
µg/ml ร่วมกับการเจือจางซีรั่มท่ี 1:200 และคอนจูเกตท่ีอัตราส่วน 1:60,000 เป็นอัตราส่วนสำหรับ
การทำปฏิกิริยากันท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 4.2-4.5) โดยพิจารณาจากอัตราส่วนระหว่างค่า OD ของ
ซีรั่มควบคุมผลบวกต่อซีรั่มควบคุมผลลบท่ีมากท่ีสุด (Positive to negative ratio; P/N) (ตารางท่ี 
4.6)  
              ท้ังนี้เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีมีการพัฒนาชุดตรวจอีไลซ่าต่อเช้ือ PCV2 ของ Sun et 
al. (2010) ท่ีใช้แอนติเจนจากโปรตีน ORF2 ท่ีความเข้มข้น 0.5 µg/ml ร่วมกับการเจือจางซีรั่มท่ี 
1:100 และการศึกษาของ Zepeda-Cervantes et al. (2019) ซึ่งได้รายงานการใช้โปรตีนแอนติเจน
ท่ีความเข้มข้นใกล้เคียงกันอยู่ท่ี 0.33 µg/ml และมีการเจือจางซีรั่มท่ี 1:200 ในการทำอินไดเร็ค 
อีไลซ่าเช่นเดียวกับการทดลองนี้ ดังนั้นจึงอาจกล่าวได้ว่าอัตราส่วนดังกล่าวนี้ถือว่าเหมาะสมท่ีจะ
นำไปใช้ในการเตรียมชุดตรวจ I-ELISA ท่ีจะพัฒนาขึ้นสำหรับใช้ในการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อ 
เช้ือ PCV2 ต่อไป 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



57 
 
ตารางที่ 4.2 แสดงค่า OD ท่ีได้จากการทดสอบด้วยระดับความเข้มข้นของแอนติเจนเปรียบเทียบกับ
       ระดับการเจือจางของซีรั่มควบคุมผลบวก 

Serum 
dilution 

OD at antigen concentration (µg/ml) 

0.05 0.1 0.3 0.5 1 1.5 2 3 5 10 

1:30 0.129 0.159 0.170 0.178 0.166 0.158 0.149 0.132 0.118 0.103 

1:50 0.133 0.171 0.189 0.199 0.173 0.168 0.160 0.147 0.124 0.111 

1:100 0.206 0.237 0.244 0.253 0.227 0.192 0.188 0.167 0.134 0.120 

1:150 0.299 0.387 0.410 0.439 0.392 0.379 0.347 0.286 0.253 0.198 

1:200 0.481 0.505 0.523 0.598* 0.478 0.396 0.385 0.354 0.313 0.210 

1:250 0.219 0.237 0.258 0.319 0.200 0.192 0.186 0.173 0.161 0.145 

1:300 0.129 0.148 0.166 0.199 0.183 0.177 0.168 0.157 0.136 0.113 

หมายเหตุ : ทดสอบด้วยคอนจูเกตที่อัตราส่วน 1:60,000 
* คือ อัตราส่วนที่เหมาะสม 
 

ตารางที่ 4.3 แสดงค่า OD ท่ีได้จากการทดสอบด้วยระดับความเข้มข้นของแอนติเจนเปรียบเทียบกับ
       ระดับการเจือจางของซีรั่มควบคุมผลลบ 

Serum 
dilution 

OD at antigen concentration (µg/ml) 

0.05 0.1 0.3 0.5 1 1.5 2 3 5 10 

1:30 0.035 0.038 0.041 0.045 0.040 0.039 0.030 0.021 0.023 0.019 

1:50 0.061 0.064 0.065 0.077 0.077 0.072 0.070 0.069 0.064 0.061 

1:100 0.082 0.086 0.086 0.089 0.076 0.091 0.086 0.084 0.079 0.073 

1:150 0.087 0.089 0.091 0.098 0.087 0.07 0.069 0.060 0.054 0.042 

1:200 0.089 0.092 0.096 0.102* 0.099 0.091 0.088 0.082 0.075 0.069 

1:250 0.062 0.068 0.070 0.077 0.077 0.073 0.072 0.069 0.061 0.055 

1:300 0.035 0.048 0.057 0.059 0.055 0.051 0.051 0.047 0.041 0.039 

หมายเหตุ : ทดสอบด้วยคอนจูเกตที่อัตราส่วน 1:60,000 
* คือ อัตราส่วนที่เหมาะสม 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



58 
 
ตารางที่ 4.4 แสดงค่า OD ท่ีได้จากการทดสอบด้วยระดับการเจือจางของซีรั่มควบคุมผลบวก 
                 เปรียบเทียบกับระดับการเจือจางของคอนจูเกต 

Conjugate 
Serum dilution 

1:30 1:50 1:100 1:150 1:200 1:250 1:300 

1:50,000 0.186 0.297 0.303 0.458 0.612 0.327 0.256 

1:60,000 0.178 0.199 0.253 0.439 0.598* 0.319 0.199 

1:70,000 0.163 0.177 0.250 0.425 0.511 0.312 0.193 

1:80,000 0.158 0.161 0.189 0.399 0.509 0.289 0.184 

1:90,000 0.155 0.159 0.169 0.321 0.494 0.276 0.179 

1:100,000 0.142 0.148 0.160 0.302 0.489 0.264 0.168 

หมายเหตุ : ทดสอบด้วยแอนติเจนที่ความเข้มข้น 0.5 µg/ml 
* คือ อัตราส่วนที่เหมาะสม 

 
ตารางที่ 4.5 แสดงค่า OD ท่ีได้จากการทดสอบด้วยระดับการเจือจางของซีรั่มควบคุมผลลบ      
                 เปรียบเทียบกับระดับการเจือจางของคอนจูเกต 

Conjugate 
Serum dilution 

1:30 1:50 1:100 1:150 1:200 1:250 1:300 

1:50,000 0.118 0.124 0.136 0.190 0.199 0.148 0.133 

1:60,000 0.045 0.077 0.089 0.098 0.102* 0.077 0.059 

1:70,000 0.041 0.071 0.079 0.086 0.099 0.073 0.048 

1:80,000 0.039 0.068 0.077 0.079 0.097 0.064 0.044 

1:90,000 0.033 0.062 0.068 0.075 0.095 0.061 0.037 

1:100,000 0.030 0.057 0.065 0.071 0.094 0.059 0.029 

หมายเหตุ : ทดสอบด้วยแอนติเจนที่ความเข้มข้น 0.5 µg/ml 
* คือ อัตราส่วนที่เหมาะสม 
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ตารางที่ 4.6 แสดงค่า P/N ของระดับความเข้มข้นของแอนติเจนและระดับการเจือจางของซีรั่ม 
       ควบคุมผลบวกและซีรั่มควบคุมผลลบ 

Serum dilution 
OD at antigen concentration (µg/ml) 

0.05 0.1 0.3 0.5 1 1.5 2 3 5 10 

Positive (1:150) 0.299 0.387 0.410 0.439 0.392 0.379 0.347 0.286 0.253 0.198 

Negative (1:150) 0.087 0.089 0.091 0.098 0.087 0.070 0.069 0.060 0.054 0.042 

P/N (1:150) 3.437 4.348 4.505 4.480 4.506 5.414 5.029 4.767 4.685 4.714 

Positive (1:200) 0.481 0.505 0.523 0.598 0.478 0.396 0.385 0.354 0.313 0.210 

Negative (1:200) 0.089 0.092 0.096 0.102 0.099 0.091 0.088 0.082 0.075 0.069 

P/N (1:200) 5.404 5.489 5.448 5.863* 4.828 4.352 4.375 4.317 4.173 3.043 

Positive (1:250) 0.219 0.237 0.258 0.319 0.200 0.192 0.186 0.173 0.161 0.145 

Negative (1:250) 0.062 0.068 0.070 0.077 0.077 0.073 0.072 0.069 0.061 0.055 

P/N (1:250) 3.532 3.485 3.686 4.143 2.597 2.630 2.583 2.507 2.639 2.636 

หมายเหตุ : ทดสอบด้วยคอนจูเกตที่อัตราส่วน 1:60,000 
* คือ ค่า P/N ที่สูงที่สุด 
 

       4.5.2 การประเมินค่า Cut-off ของชุดตรวจที่พัฒนาขึ้น 
              ผลจากการตรวจตัวอย่างซีรั่มท่ีให้ผลทดสอบเป็นลบจากการตรวจด้วยชุดตรวจท่ีผลิตเป็น
การค้าจำนวน 60 ตัวอย่าง เมื่อตรวจด้วยชุดตรวจ I-ELISA ท่ีได้ทำการพัฒนาขึ้นโดยใช้ความเข้มข้น
ของแอนติเจน (0.5 µg/ml) ร่วมกับอัตราส่วนการเจือจางซีรั่ม (1:200) และคอนจูเกตท่ีทดสอบจนได้
ค่าท่ีเหมาะสม (1:60,000) มาแล้วนั้นพบว่าตัวอย่างซีรั่มท้ัง 60 ตัวอย่าง มีค่า OD อยู่ในช่วง 0.102-
0.357 ซึ่งมีค่าเฉล่ียอยู่ท่ี 0.192 และค่า SD เท่ากับ 0.055 เมื่อคำนวณค่า Cut-off จากสูตรค่าเฉล่ีย
ของค่า OD จากตัวอย่างท่ีให้ผลลบ บวกด้วยสามเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (Shen et al. 
2015) จึงทำให้ได้ค่า Cut-off ท่ีเหมาะสมในการกำหนดผลการตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 ว่า
เป็นบวกหรือลบอยู่ท่ี 0.36 ท้ังนี้ผลการตรวจสอบตัวอย่างซีรั่มจะมีระดับภูมิคุ้มกันเป็นบวกเมื่อค่า S/P 
ratio มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 0.36 และมีระดับภูมิคุ้มกันเป็นลบเมื่อค่า S/P ratio มีค่าน้อยกว่า 
0.36  
              นอกจากนี้จากรายงานของนิวัตร จันทร์ศิริพรชัย และคณะ (2559) ท่ีทำการพัฒนา 
ชุดทดสอบอีไลซ่าสำหรับการตรวจวัดแอนติบอดีต่อโรคหวัดหน้าบวม มีการใช้วิธีการประเมินค่า  
Cut-off ด้วยวิธีดังกล่าวเช่นเดียวกัน และได้ค่า Cut-off อยู่ท่ี 0.334, 0.484 และ 0.678 และจาก
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งานวิจัยของ Sun et al. (2010) ท่ีมีการพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าต่อเช้ือ PCV2 โดยใช้
แอนติเจนจากโปรตีน ORF2 ก็ใช้วิธีการประเมินค่า Cut-off ด้วยวิธีการเดียวกัน โดยวัดค่า OD ท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 490 nm พบว่าค่า OD ของซีรั่มควบคุมผลลบท้ังหมดจำนวน 25 ตัวอย่าง อยู่
ในช่วง 0.068-0.209 มีค่าเฉล่ียอยู่ท่ี 0.12466 และค่า SD เท่ากับ 0.042 จึงได้ค่า Cut-off เท่ากับ 
0.224313 ซึ่งจะเห็นได้ว่าแม้จะใช้ความเข้มข้นของแอนติเจนท่ี 0.5 µg/ml เท่ากันกับงานทดลองนี้ 
แต่อัตราการเจือจางซีรั่ม คอนจูเกต และความยาวคล่ืนแสงท่ีใช้มีความแตกต่างกัน จึงส่งผลให้ค่า 
Cut-off มีความแตกต่างกันไปในแต่ละสภาพของการทดลอง 
 
       4.5.3 การประเมินค่าความไว (Sensitivity) และความจำเพาะ (Specificity) ของชุดตรวจ
ที่พัฒนาขึ้น 
              จากการทดสอบตัวอย่างซีรั่มท่ีให้ผลบวกจำนวน 60 ตัวอย่าง และตัวอย่างท่ีให้ผลลบ
จำนวน 60 ตัวอย่าง รวมท้ังส้ิน 120 ตัวอย่าง ด้วยชุดตรวจท่ีผลิตเป็นการค้าเพื่อประเมินหาค่า 
ความไว (Sensitivity) และความจำเพาะ (Specificity) ของชุดตรวจ  I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้น ใน
การศึกษาครั้งนี้เมื่อเทียบกับชุดท่ีผลิตเป็นการค้า ผลการทดสอบพบว่าตัวอย่างท่ีให้ผลบวกจากการ
ตรวจด้วยชุด I-ELISA มีจำนวน 49 ตัวอย่าง (True positive) จาก 60 ตัวอย่าง และตัวอย่างท่ีให้ 
ผลลบ 54 ตัวอย่าง (True negative) จาก 60 ตัวอย่าง ทำให้สรุปได้ว่าชุดตรวจ I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้น
มีค่า Sensitivity อยู่ท่ี 81.67% และมีค่า Specificity อยู่ ท่ี 90.00% และให้ผลบวกลวง (False 
positive) เท่ากับ 10.00% และให้ผลลบลวง (False negative) เท่ากับ 18.33% (ตารางท่ี 4.7) ท้ังนี้
ค่า Sensitivity และค่า Specificity ท่ีได้เป็นผลท่ีใช้ ชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) เป็น 
Reference method ในการตรวจยืนยันระดับแอนติบอดีในตัวอย่างซีรั่มควบคุมผลบวกและลบ ซึ่ง
ชุดตรวจทางการค้าดังกล่าวเป็นชุดตรวจท่ีได้มาตรฐานและได้รับการยอมรับในประเทศไทย และมีค่า 
Sensitivity และ Specificity มากกว่า 90% (ตารางท่ี 4.14) โดยยืนยันได้จากงานวิจัยของ Pileri et 
al. (2014) ท่ีได้มีการเปรียบเทียบชุดตรวจอีไลซ่าทางการค้าดังกล่าว (BioChek; UK) กับวิธี  
Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) พบว่า ชุดตรวจทางการค้ามี ค่า  Sensitivity 
90.1% และค่า Specificity 100% จึงใช้ชุดตรวจทางการค้าดังกล่าวเป็น Reference method ใน
การศึกษานี้ 
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ตารางที่ 4.7 แสดงค่า Sensitivity และ Specificity ของชุดตรวจ I-ELISA 

I-ELISA 
BioChek 

Total 
Positive Negative 

Positive 49 (TP) 6 (FP) 55 
Negative 11 (FN) 54 (TN) 65 

Total 60 (TP+FN) 60 (FP+TN) 120 
TP หมายถึง True positive, FP หมายถึง False positive, FN หมายถึง False negative, TN หมายถึง True 
negative 
%Sensitivity: [TP/(TP+FN)] × 100 = 81.67% 
%Specificity: [TN/(FP+TN)] × 100 = 90.00% 
%False positive: [FP/(FP+TN)] × 100 = 10.00% 
%False negative: [FN/(TP+FN)] × 100 = 18.33% 

 
              เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ของ Sun et al. (2010) ท่ีมีการพัฒนาชุดตรวจ
อินไดเร็คอีไลซ่าต่อเช้ือ PCV2 โดยใช้แอนติเจนจากโปรตีน ORF2 พบว่ามีค่า Sensitivity 93.57% 
และมีค่า Specificity 87.7% เมื่อใช้วิธี IFA เป็น Reference method และการศึกษาของ Huang 
et al. (2011) ท่ีมีการพัฒนาชุดตรวจ Blocking ELISA ต่อเช้ือ PCV2 พบว่ามีค่า Sensitivity 98.8% 
และมีค่า Specificity 88.5% โดยใช้วิธี Serum neutralization assay เป็น Reference method 
ซึ่งจากท้ังสองงานวิจัยดังกล่าวใช้วิธีการเตรียมแอนติเจนโดยการผลิต Recombinant protein โดยใช้ 
Baculovirus expression system ซึ่งเป็นการผลิตและทำให้แอนติเจนมีความบริสุทธิ์โดยตรง ทำให้
เมื่อนำแอนติเจนท่ีได้มาใช้ ความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของแอนติเจนเมื่อนำมาเคลือบเพลทมีความ
เสถียรมากกว่า แม้ว่าวัคซีนท่ีงานวิจัยนี้นำมาใช้จะใช้วิธีการผลิตแอนติเจนโดยใช้ Baculovirus 
expression system และทำให้แอนติเจนมีความบริสุทธิ์มาแล้วเช่นเดียวกันก็ตาม แต่กระบวนการ
ทำให้แอนติเจนมีความบริสุทธิ์ก่อนนำมาใช้เคลือบเพลทของงานทดลองนี้ใช้วิธีการกรองปั่นเหวี่ยงด้วย 
Microsep 3K เพื่อสกัดแยกส่วนของแอนติเจนออกจากส่ือของวัคซีนให้ได้มากท่ีสุด แต่วิธีการดังกล่าว
ก็มีข้อจำกัดคือ Microsep 3K มีคุณสมบัติท่ีสามารถกรองส่วนประกอบท่ีเป็นเกลือออกได้เท่านั้น จึง
อาจทำให้ยังคงมีส่ือในวัคซีนท่ียังหลงเหลือจับอยู่กับส่วนของแอนติเจนภายในสารละลายหลังกรอง
แยก ทำให้แอนติเจนเมื่อนำไปใช้เคลือบเพลทมีส่วนท่ีไม่บริสุทธิ์หรือไม่มีความเสถียรมากเพียงพอ 
และไปรบกวนระบบการทำปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกัน ซึ่งแอนติเจนหรือส่วนประกอบใดก็ตามท่ีจะ
นำไปใช้ในการเคลือบเพลทนั้นควรมีความบริสุทธิ์สูง โดยเฉพาะอย่างยิ่งควรเป็นเนื้อเดียวกัน 
ไม่เช่นนั้นจะส่งผลให้ความไว (Sensitivity) ลดลงได้ ด้วยเหตุนี้จึงทำให้การทดลองนี้มีค่า Sensitivity 
ท่ีต่ำกว่างานวิจัยอื่น ท่ีได้กล่าวไป  แต่ในส่วนของค่า Specificity ยังให้ประสิทธิภาพท่ีสูงกว่า 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



62 
 
สองงานวิจัยท่ีได้ยกตัวอย่างไปเล็กน้อย ซึ่งเป็นผลให้สามารถนำไปใช้ได้และให้ผลบวกลวง (False 
positive) เพียง 10.00% 
 
       4.5.4 การประเมินความคลาดเคลื่อนของชุดตรวจที่พัฒนาขึ้นโดยวิธีการทดสอบซ้ำ 
(Repeatability test) 
              จากการประเมินค่าความคลาดเคล่ือนจากการทดสอบซ้ำด้วยวิธี Intra-assay และ Inter-
assay เพื่อบอกถึงความแม่นยำของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นเกี่ยวกับความสามารถในการท่ีจะนำมาใช้
ทดสอบซ้ำ ๆ ได้ โดยใช้ซีรั่มสุกรท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 จากการตรวจด้วยชุดตรวจทางการค้า
เป็นซีรั่มควบคุมผลบวกท่ีมีค่า OD ต่าง ๆ กันจำนวน 6 ตัวอย่าง และซีรั่มท่ีไม่มีแอนติบอดีต่อเช้ือ 
PCV2 จากการตรวจด้วยชุดตรวจทางการค้าเป็นซีรั่มควบคุมผลลบท่ีมีค่า OD ต่าง ๆ กันจำนวน 6 
ตัวอย่าง มาตรวจสอบด้วยชุดตรวจ I-ELISA พบว่าค่าความคลาดเคล่ือนท่ีเกิดขึ้นภายในเพลทเดียวกัน
จากการทดสอบด้วยวิธี Intra-assay ของซีรั่มควบคุมผลบวก (n=6, R=3) มีค่า CV อยู่ในช่วง 1.536-
4.161% หรือมีค่ามัธยฐานอยู่ท่ี 3.296% (ตารางท่ี 4.8) ส่วนซีรั่มควบคุมผลลบ (n=6, R=3) มีค่า CV 
อยู่ในช่วง 2.973-8.103% หรือมีค่ามัธยฐานอยู่ ท่ี 4.385% (ตารางท่ี 4.9) สำหรับค่าความคลาด
เคล่ือนท่ีเกิดขึ้นกับตัวอย่างเดียวกันแต่อยู่คนละเพลทท่ีได้จากการทดสอบซ้ำด้วยวิธี Inter-assay ของ
ซีรั่มควบคุมผลบวก (n=6, R=3) มีค่า CV อยู่ในช่วง 3.627-6.138% หรือมีค่ามัธยฐานอยู่ท่ี 4.678% 
(ตารางท่ี 4.10) ส่วนซีรั่มควบคุมผลลบ (n=6, R=3) มีค่า CV อยู่ในช่วง 3.950-7.133% หรือมี
ค่ามัธยฐานอยู่ท่ี 5.718% (ตารางท่ี 4.11) จะเห็นได้ว่าค่า CV ท่ีได้จากท้ังสองการทดสอบนั้นถือว่าอยู่
ในระดับดีเป็นท่ียอมรับ (Acceptable level) คือมีค่าต่ำกว่า 20% โดยค่า CV หากยิ่งมีค่าต่ำจะ 
ยิ่งแสดงให้เห็นว่าชุดตรวจสอบมีความคลาดเคล่ือนต่ำด้วย (ตารางท่ี 4.12) 
              เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาท่ีผ่านมาท่ีเป็นงานวิจัยในลักษณะเดียวกันจะเห็นได้ว่า 
ค่า CV มีความใกล้เคียงกันกับงานวิจัยนี้ ตามท่ีคมป่าน บัวไพจิตร (2558) ได้มีการพัฒนาชุดทดสอบ
อินไดเร็คอีไลซ่าชนิด PCV2b โดยวิธี Intra-plate มีค่า CV ของซีรั่มควบคุมผลบวกและลบอยู่ในช่วง 
2.90-10.58% และ 0.47-11.27% หรือมีค่ามัธยฐานอยู่ท่ี 6.21% และ 3.62% ตามลำดับ ส่วนในวิธี 
Inter-plate มีค่า CV ของซีรั่มควบคุมผลบวกและลบอยู่ในช่วง 2.27-19.62% และ 1.01-23.00% 
หรือมีค่ามัธยฐานอยู่ท่ี 6.34% และ 7.16% ตามลำดับ เช่นเดียวกับ Huang et al. (2011) ท่ีมีการ
พัฒนาชุดตรวจ Blocking ELISA ต่อเช้ือ PCV2 พบว่าในวิธี Intra-batch มีค่า CV อยู่ท่ี 1.47-3.89% 
และในวิธี Inter-batch อยู่ท่ี 2.57-7.90% สอดคล้องกับการศึกษาของสุรศักด์ิ จิตตวิสุทธิกุล (2550) 
ท่ีได้มีการพัฒนาชุดตรวจสอบภูมิคุ้มกันต่อโรค PRRS ในสุกร ซึ่งในวิธี Intra-assay มีค่า CV เท่ากับ 
5.089% และในวิธี Inter-assay มีค่า CV เท่ากับ 7.645% ส่วนงานวิจัยของนิวัตร จันทร์ศิริพรชัย 
และคณะ (2559) ท่ีทำการพัฒนาชุดทดสอบอีไลซ่าสำหรับการตรวจวัดแอนติบอดีต่อโรค 
หวัดหน้าบวม พบว่าแอนติเจนท่ีผลิตจากล็อตเดียวกันมีค่าเฉล่ียของ CV อยู่ ท่ี 5.45, 3.67 และ 
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2.85% และแอนติเจนท่ีผลิตจากต่างล็อตกันมีค่าเฉล่ียของ CV อยู่ท่ี 4.1, 6.15 และ 6.28% และจาก
งานวิจัยท่ีมีการพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าต่อเช้ือ PCV2 โดยใช้แอนติเจนจากโปรตีน ORF2 ของ 
Sun et al. (2010) ในวิธี Intra-assay มีค่า CV ของซีรั่มควบคุมผลบวกและลบอยู่ในช่วง 0.12-
14.87% และ 0.46-6.45% หรือมีค่ามัธยฐานอยู่ท่ี 2.34% และ 2.17% ตามลำดับ ซึ่งมีค่า CV ท่ี 
ต่ำกว่างานวิจัยนี้ แต่จะเห็นว่าในวิธี Inter-assay มีค่า CV ของซีรั่มควบคุมผลบวกและลบอยู่ในช่วง 
11.26-37.04% และ 10.16%-38.26% หรือมีค่ามัธยฐานอยู่ท่ี 19.03% และ 31.74% ตามลำดับ ซึ่ง
มีค่า CV ท่ีสูงกว่างานวิจัยนี้ ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยดังท่ีกล่าวมาแล้ว งานวิจัยนี้จึงมีค่า CV 
ท่ีอยู่ในระดับเป็นที่ยอมรับเช่นกัน 
 
ตารางที่ 4.8 แสดงค่า OD จากการทดสอบความคลาดเคล่ือนด้วยวิธี Intra-assay ของซีรั่มควบคุม 
                 ผลบวก 

 1 2 3 4 5 6 

Row D 0.560 0.459 0.389 0.549 0.508 0.405 

Row E 0.557 0.448 0.421 0.521 0.525 0.430 

Row F 0.544 0.423 0.413 0.519 0.544 0.411 

Mean OD 0.554 0.443 0.408 0.530 0.526 0.415 

SD 0.009 0.018 0.017 0.017 0.018 0.013 

%CV 1.536 4.161 4.085 3.167 3.426 3.142 

 
 
ตารางที่ 4.9 แสดงค่า OD จากการทดสอบความคลาดเคล่ือนด้วยวิธี Intra-assay ของซีรั่มควบคุม 
                 ผลลบ 

 1 2 3 4 5 6 

Row A 0.103 0.112 0.131 0.176 0.135 0.120 

Row B 0.097 0.125 0.149 0.184 0.136 0.133 

Row C 0.099 0.107 0.152 0.174 0.144 0.125 

Mean OD 0.100 0.115 0.144 0.178 0.138 0.126 

SD 0.003 0.009 0.011 0.005 0.005 0.007 

%CV 3.065 8.103 7.887 2.973 3.566 5.204 
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ตารางที่ 4.10 แสดงค่า OD จากการทดสอบความคลาดเคล่ือนด้วยวิธี Inter-assay ของซีรั่มควบคุม

ผลบวก 
 1 2 3 4 5 6 

Row D1 0.566 0.436 0.435 0.513 0.522 0.411 

Row D2 0.523 0.469 0.387 0.549 0.559 0.433 

Row D3 0.572 0.449 0.399 0.565 0.515 0.441 

Mean OD 0.554 0.451 0.407 0.542 0.532 0.428 

SD 0.027 0.017 0.025 0.027 0.024 0.016 

%CV 4.827 3.683 6.138 4.911 4.444 3.627 

 
 
ตารางที่ 4.11 แสดงค่า OD จากการทดสอบความคลาดเคล่ือนด้วยวิธี Inter-assay ของซีรั่มควบคุม 
                  ผลลบ 

 1 2 3 4 5 6 

Row A1 0.109 0.115 0.157 0.182 0.137 0.136 

Row A2 0.106 0.121 0.141 0.169 0.147 0.121 

Row A3 0.095 0.112 0.146 0.185 0.129 0.131 

Mean OD 0.103 0.116 0.148 0.179 0.138 0.129 

SD 0.007 0.005 0.008 0.009 0.009 0.008 

%CV 7.133 3.950 5.531 4.760 6.551 5.905 

 

 
ตารางที่ 4.12 สรุปผลการทดสอบความคลาดเคล่ือนโดยวิธีการทดสอบซ้ำของชุดตรวจ I-ELISA  
I-ELISA Intra-plate Inter-plate 
Sample Positive Negative Positive Negative 
%CV 1.536-4.161 2.973-8.103 3.627-6.138 3.950-7.133 
Median 3.296 4.385 4.678 5.718 
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       4.5.5 การเปรียบเทียบชุดตรวจที่พัฒนาขึ้นกับชุดตรวจทางการค้าในการตรวจระดับ
ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ PCV2 
              จากการทดสอบตัวอย่างซีรั่มท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ท้ังหมดจำนวน 800 ตัวอย่าง 
(n=800) ด้วยชุดตรวจ I-ELISA จากนั้นนำผลการตรวจระดับแอนติบอดีท่ีได้มาเปรียบเทียบกับผลจาก
ชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) และนำมาคำนวณเพื่อหาค่าความสอดคล้อง (Agreement) หรือ
ค่าสหสัมพันธ์ (Correlation) พบว่าตัวอย่างซีรั่มท่ีให้ผลบวกเหมือนกันมีจำนวน 524 ตัวอย่าง ส่วน
ตัวอย่างซีรั่มท่ีให้ผลลบเหมือนกันมีจำนวน 108 ตัวอย่าง และให้ผลการตรวจท่ีแตกต่างกันจำนวน 
168 ตัวอย่าง โดยกลุ่มท่ีให้ผลบวกกับชุดตรวจทางการค้าแต่ให้ผลลบกับ I-ELISA มีจำนวนถึง 156 
ตัวอย่าง ส่วนกลุ่มท่ีให้ผลลบกับชุดตรวจทางการค้าแต่ให้ผลบวกกับ I-ELISA มีจำนวนเพียง 12 
ตัวอย่างเท่านั้น ท้ังนี้ชุดตรวจสอบท้ังสองมีค่าความสอดคล้องหรือค่าสหสัมพันธ์ระหว่างกันอยู่ท่ี 
79.00% ซึ่งอยู่ในระดับของค่าความสอดคล้อง (Level of agreement) ท่ีระดับ Strong หรือระดับท่ี
เช่ือถือได้ (McHugh. 2012) แสดงให้เห็นว่าชุดตรวจ I-ELISA ท่ีถูกพัฒนาขึ้นให้ผลการตรวจระดับ
แอนติบอดีท่ีเหมือนกับชุดตรวจทางการค้าถึง 79.00% (ตารางท่ี 4.13 และ 4.14) และเมื่อนำผลการ
ตรวจระดับแอนติบอดีจากท้ังสองวิธีมาคำนวณเพื่อหาค่าการยอมรับทางสถิติ (Kappa value) พบว่า
มีค่าเท่ากับ 0.4488 ซึ่งถือว่ามีขนาดความสอดคล้อง (Strange of agreement) อยู่ในระดับปาน
กลาง (Moderate) (Landis and Koch. 1977) ซึ่งอยู่ในระดับการยอมรับท่ีเพียงพอ (McHugh. 
2012) ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Witte et al. (2000) ท่ีพัฒนาชุดตรวจอีไลซ่าต่อเช้ือ PRRS ท่ีมีค่า 
Kappa value อยู่ท่ี 0.58 โดยอยูใ่นระดับปานกลาง (Moderate) เช่นเดียวกัน  
              จะเห็นได้ว่าการทดลองนี้มีค่า %Agreement หรือ %Correlation ของชุดตรวจ I-ELISA 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจทางการค้าท่ีใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Witte et al. (2000) ท่ีพัฒนาชุด
ตรวจอีไลซ่าต่อเช้ือ PRRS ท่ีมีค่า Correlation อยู่ท่ี 82.4% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจทางการค้า 
IDEXX HerdChek ELISA และการศึกษาของ สุรศักด์ิ จิตตวิสุทธิกุล (2550) ท่ีได้มีการพัฒนาชุด
ตรวจสอบภูมิคุ้มกันต่อโรค PRRS ในสุกร ท่ีมีค่า Correlation อยู่ท่ี 82.69% เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี 
IPMA แต่การทดลองนี้มี %Agreement ท่ีสูงกว่างานวิจัยของนิวัตร จันทร์ศิริพรชัย และคณะ (2559) 
ท่ีทำการพัฒนาชุดทดสอบอีไลซ่าสำหรับการตรวจวัดแอนติบอดีต่อโรคหวัดหน้าบวม พบว่ามี 
%Agreement อยู่ท่ี 53% และ 59% แสดงให้เห็นว่าชุดตรวจ I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพสูง
เพียงพอท่ีจะสามารถนำมาใช้ในการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 ได้ 
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ตารางที่ 4.13 แสดงการเปรียบเทียบผลการตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 จากชุดตรวจ I-ELISA 
         กับชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) 

I-ELISA 
BioChek 

Total 
Positive Negative 

Positive 524 (TP) 12 (FP) 536 
Negative 156 (FN) 108 (TN) 264 

Total 680 (TP+FN) 120 (TN+FP) 800 
Kappa value 0.4488 

TP หมายถึง True positive, FP หมายถึง False positive, FN หมายถึง False negative, TN หมายถึง True 
negative 

%Agreement หรือ %Correlation: [(TP+TN)/(TP+FN+TN+FP)] × 100 = 79.00% 

 
ตารางที่ 4.14 แสดงค่าความไว ความจำเพาะ และค่าสหสัมพันธ์ของชุดตรวจ I-ELISA และชุดตรวจ 
                  ทางการค้า (BioChek; UK) 

Reference method 
Sensitivity  

(%) 
Specificity  

(%) 
Correlation  

(%) 
I-ELISA 81.67 90.00 

79.00 
BioChek 90.10 99.00-100 
หมายเหตุ : ค่า Sensitivity และ Specificity ของชุดตรวจ  I-ELISA คำนวณจากการใช้ชุดตรวจทางการค้า 
(BioChek; UK)  เป็น Reference method ในการตรวจหาระดับแอนติบอดีในตัวอย่างซีรั่ม (n=800) ส่วนค่า 
Sensitivity และ Specificity ของชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) อ้างอิงจากข้อมูลจากทางผู้ผลิตและงานวิจัย
ของ Pileri et al. (2014) 

 
              เมื่อนำตัวอย่างซีรั่มท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ในระดับท่ีแตกต่างกันท้ังหมดจำนวน 25 
ตัวอย่าง โดยมีช่วงระดับแอนติบอดี (Titer) กระจายอยู่ในช่วงระหว่าง 449-7,715 หรือมีค่า S/P 
ratio อยู่ในช่วง 0.227-3.010 (เป็นค่าอ้างอิงท่ีได้จากการตรวจด้วยชุดตรวจทางการค้า) มาทำการหา
ค่าสหสัมพันธ์ (Correlation) ระหว่างค่า S/P ratio ของชุดตรวจ I-ELISA กับชุดตรวจทางการค้า 
พบว่าค่า S/P ratio ระหว่างชุดตรวจ I-ELISA กับชุดตรวจทางการค้ามีความสัมพันธ์เชิงเส้นต่อกัน 
โดยมีค่า Correlation อยู่ท่ี r=0.9563 ซึ่งแสดงว่าท้ังสองชุดตรวจมีความสัมพันธ์กันในระดับสูงมาก 
(Very high correlation) (Mukaka. 2012) (ภาพท่ี 4.5)  
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



67 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของค่า S/P ratio ระหว่างชุดตรวจ I-ELISA กับชุดตรวจทาง 
              การค้า (BioChek; UK) 
 
              เมื่อนำค่า S/P ratio ท่ีได้จากชุดตรวจ I-ELISA มาทำการแปลงเป็นค่า Titer โดยใช้
วิธีการคำนวณตามคำแนะนำของผู้ผลิตชุดตรวจทางการค้า พบว่าค่า S/P ratio ท่ีได้จากชุดตรวจ  
I-ELISA เมื่อนำมาแปลงเป็นค่า Titer ของตัวเองแล้วมีค่าสหสัมพันธ์ท่ีสอดคล้องกันกับชุดตรวจทาง
การค้าเช่นเดียวกับค่า S/P ratio โดยมี ค่า Correlation อยู่ ท่ี  r=0.9523 ซึ่ งแสดงว่าค่า Titer 
ระหว่างท้ังสองชุดตรวจมีความสัมพันธกันในระดับสูงมาก (Very high correlation) (Mukaka. 
2012) (ภาพท่ี 4.6) 
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ภาพที่ 4.6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของค่า Titer ระหว่างชุดตรวจ I-ELISA กับชุดตรวจทางการค้า  
              (BioChek; UK) 
 
              เมื่อพิจารณาจากกราฟในช่วงท่ีระดับ Titer ต้ังแต่ประมาณ 5,300 ขึ้นไป (ค่าอ้างอิงท่ีได้
จากการตรวจด้วยชุดตรวจทางการค้า) พบว่าชุดตรวจ I-ELISA มีค่าความคลาดเคล่ือนระหว่างจุด
ข้อมูลกับเส้นตรงเชิงเส้นค่อนข้างมาก (ภาพท่ี 4.6) แต่เมื่อพิจารณาจากตัวอย่างซีรั่มสุกรท่ีทำการเก็บ
รวบรวมมาใช้ในการศึกษานี้ซึ่งได้เก็บตัวอย่างจากหลายฟาร์มท่ัวประเทศไทย พบว่าระดับแอนติบอดี
ต่อเช้ือ PCV2 ของสุกรโดยส่วนใหญ่มีระดับ Titer ไม่เกิน 6,000 (Titer ระดับ 165-5,989 มี 687 
ตัวอย่าง และระดับ 6,058-10,728 มี 113 ตัวอย่าง) ซึ่งจากข้อมูลท่ีได้แสดงให้เห็นว่าชุดตรวจ  
I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นสามารถนำไปใช้ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ได้ โดยสามารถรายงาน
ผลการตรวจได้ท้ังในรูปแบบของ S/P ratio และ Titer อย่างไรก็ตามเพื่อให้การรายงานผลในรูปแบบ
ของ Titer มีความถูกต้องแม่นยำมากขึ้นจึงควรพัฒนาวิธีการคำนวณค่า Titer ท่ีเหมาะสมและ
จำเพาะต่อชุดตรวจ I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นนี้ต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 
       งานวิจัยนี้ได้มีการพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าสำหรับใช้ในการตรวจวัดระดับภูมิคุ้มกันต่อ
เช้ือเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในซีรั่มสุกร ซึ่งได้มีการเตรียมแอนติเจนบริสุทธิ์โดยการสกัดแยกโปรตีน 
ORF2 ออกจากวัคซีนป้องกันโรคติดเช้ือเซอร์โคไวรัสชนิดท่ี 2 ในสุกรชนิดซับยูนิตด้วย Microsep 3K 
เพื่อเป็นการนำสารละลายส่วนเกินและส่ือท่ีใช้ในการผลิตวัคซีนออกให้มากท่ีสุด แล้วนำแอนติเจนท่ี
ได้มาทำการหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford และตรวจสอบหามวลโมเลกุลของโปรตีนด้วยวิธี 
Native PAGE และ SDS-PAGE พบว่าปรากฏแถบของโปรตีนท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลอยู่ในช่วงขนาด
โปรตีนของ ORF2 (28-30 kDa) จากนั้นทำการพิจารณาคัดเลือกโปรตีนจากวัคซีนท่ีเหมาะสมไป
ทดสอบคุณสมบัติการเป็นแอนติเจนด้วยวิธี  Dot blot ซึ่งพบว่าโปรตีนจากวัคซีน PRO-VAC 
CIRCOMASTER (ประกอบด้วยโปรตีน ORF2 100 ไมโครกรัม และอะลูมิเนียมไฮดรอกไซด์ 2 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) มีความเหมาะสมท่ีสุดในการเลือกใช้เพื่อเป็นแอนติเจนสำหรับทดสอบปฏิกิริยา
ทางภูมิคุ้มกัน จึงนำแอนติเจนจากวัคซีนดังกล่าวมาใช้พัฒนาเป็นชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่า พบว่า
แอนติเจนท่ีความเข้มข้น 0.5 µg/ml ร่วมกับการเจือจางซีรั่มท่ี 1:200 และคอนจูเกตท่ีอัตราส่วน 
1:60,000 เป็นอัตราส่วนสำหรับการทำปฏิกิริยากันท่ีเหมาะสม และเมื่อคำนวณค่า Cut-off ในการ
กำหนดผลการตรวจระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ PCV2 ของชุดตรวจ I-ELISA พบว่าอยู่ท่ี 0.36 ซึ่งเมื่อทำ
การประเมินและเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจวัดระดับภูมิคุ้มกันของชุดตรวจ I-ELISA โดยใช้
ชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) เป็น Reference method พบว่าชุดตรวจ I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้น
มีค่า Sensitivity เท่ากับ 81.67% และมีค่า Specificity เท่ากับ 90.00% สำหรับการประเมินความ
คลาดเคล่ือนของชุดตรวจ I-ELISA โดยวิธีการทดสอบซ้ำ พบว่าค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV) 
ท่ีเกิดขึ้นจากการทดสอบด้วยวิธี Intra-assay และ Inter-assay มีค่าไม่เกิน 20% ท้ังในซีรั่มควบคุม
ผลบวกและลบ ซึ่งถือว่ามีค่าความคลาดเคล่ือนอยู่ในระดับดีเป็นท่ียอมรับได้ (Acceptable level) 
และเมื่อนำผลการทดสอบตัวอย่างซีรั่มท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือ PCV2 ด้วยชุดตรวจ I-ELISA มา
เปรียบเทียบกับผลจากชุดตรวจทางการค้าเพื่อหาค่าความสอดคล้อง (Agreement) หรือค่า
สหสัมพันธ์ (Correlation) พบว่ามีค่าอยู่ท่ี 79.00% ซึ่งอยู่ในระดับท่ีเช่ือถือได้ (Strong) แสดงให้เห็น
ว่าชุดตรวจ I-ELISA ท่ีพัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพในการท่ีจะสามารถนำมาใช้ตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อ
เช้ือ PCV2 ได้ ทำให้สามารถช่วยลดต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์ ตัวอย่าง  อีก ท้ังยังช่วยเพิ่ ม
ประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยและควบคุมโรคในระดับฝูงได้ด้วยวิธีการท่ีสะดวกและรวดเร็ว 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



70 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
       งานวิจัยนี้ยังคงต้องทำการศึกษาและทดลองเพิ่มเติมในอีกหลายด้าน ท้ังในเรื่องของการพัฒนา

ประสิทธิภาพในการสกัดแยกและการเก็บรักษาแอนติเจน อายุการใช้งานของชุดตรวจและสารเคมีท่ี

ใช้ ตลอดจนการพัฒนาชุดตรวจ I-ELISA ชุดนี้เพิ่มเติมให้มีความเสถียรมากยิ่งขึ้น มีค่า Sensitivity 

และค่า Specificity ท่ีสูงขึ้นเพื่อเพิ่มความถูกต้องแม่นยำในการแปลผลและการนำไปใช้ประโยชน์ 

และนำไปสู่การเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานอื่นท่ีจะช่วยวัดประสิทธิภาพของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นได้

อย่างเหมาะสม ได้แก่ วิธี Virus neutralization assay (VN) เป็นต้น  
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1. Coating buffer (0.05M bicarbonate-carbonate buffer (pH 9.6)) 
       ช่ังสาร Na2CO3 1.59 กรัม และ NaHCO3 2.93 กรัม ละลายในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ปริมาตร 
800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ให้อยู่ท่ี 9.6 และเติมน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ทำการปรับปริมาตรจนครบ 
1,000 มิลลิลิตร แล้วเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
2. Wash buffer (0.05% Tween-20 ใน PBS (pH 7.4))  
       เตรียมสารละลาย 10X PBS โดยช่ังสาร NaCl 80 กรัม KCl 2 กรัม Na2HPO4 . 2H2O 14.4 
กรัม และ KH2PO4 2.4 กรัม ละลายในน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้อยู่ท่ี 
7.4 และเติมน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ทำการปรับปริมาตรจนครบ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำมาเตรียม
เป็นสารละลาย 1X PBS โดยตวงสารละลาย 10X PBS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ละลายในน้ำบริสุทธิ์ 
Type 1 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร และนำมาเตรียมเป็นสารละลาย Wash buffer โดยตวงสารละลาย 
1X PBS ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และเติมสาร Tween-20 ลงไป 0.5 มิลลิลิตร แล้วเก็บรักษาไว้ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 

3. Blocking solution (5% Skim milk ใน PBS ท่ีมี 0.1% Tween-20) 
       เตรียม 5% Skim milk ใน PBS โดยช่ัง Skim milk 1 กรัม ละลายในสารละลาย 1X PBS 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นนำมาเตรียมเป็นสารละลาย Blocking solution โดยนำสาร 5% Skim 
milk ใน PBS ท่ีเตรียมไว้ในปริมาตร 20 มิลลิลิตร มาเติมสาร Tween-20 ลงไป 20 ไมโครลิตร แล้ว
ผสมให้เข้ากัน  
 

4. Stop solution (2M H2SO4) 
       เตรียมน้ำบริสุทธิ์ Type 1 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร จากนั้นค่อย ๆ เติมสาร H2SO4 ปริมาตร 
110 มิลลิลิตร ลงไปอย่างระมัดระวัง ผสมให้เข้ากันแล้วเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิห้องได้เป็นระยะเวลา  
1 ปี 
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ภาคผนวก ข 
ขั้นตอนการพัฒนาชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่า 
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ภาคผนวกที่ ข 1  Microsep 3K สำหรับใช้ในการกรองแยกเกลือและส่ือออกจากวัคซีนเพื่อเตรียม
              แอนติเจนบริสุทธิ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาคผนวกที่ ข 2  การตรวจสอบปริมาณโปรตีนของแอนติเจนด้วยวิธี Bradford  
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ภาคผนวกที่ ข 3  การหามวลโมเลกุลของแอนติเจนด้วยวิธี Native PAGE 
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ภาคผนวกที่ ข 4  การหามวลโมเลกุลของแอนติเจนด้วยวิธี SDS-PAGE 
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ภาคผนวกที่ ข 5  การตรวจสอบคุณสมบัติความเป็นแอนติเจนของโปรตีนโดยวิธี Dot blot 
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ภาคผนวกที่ ข 6  การตรวจตัวอย่างซีรั่มสุกรด้วยชุดตรวจทางการค้า (BioChek; UK) 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวกที่ ข 7  การทดสอบหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมในการทำปฏิกิริยากันของแอนติเจน ซีรั่ม และ
              คอนจูเกต  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



93 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวกที่ ข 8  การตรวจตัวอย่างซีรั่มสุกรด้วยชุดตรวจอินไดเร็คอีไลซ่าท่ีพัฒนาขึ้น (I-ELISA) 
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