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บทคัดยอ 
 

 จุดประสงคในการศึกษาครั้งนี้เพื่อเปรียบเทียบวธิีการยอมสีอินคลูชันบอดี เพื่อยืนยนัการตรวจพบ

กลุมอนุภาคเซอรโคไวรัสในสุกร โดยทาํการศึกษายอนหลงัโดยนําบล็อกเนื้อเยื่อของลําไสเล็กสวน ileum 

และตอมน้ําเหลืองอยางละ 5 ตัวอยาง  ที่ไดรับการยืนยันวาติดเชื้อเซอรโคไวรัสโดยวิธี PCR และตรวจพบ

อินคลูชันบอดใีนซัยโตพลาสมของ macrophage โดยวิธีมาตรฐานทางจุลพยาธวิทิยา และยอมดวยส ี

Hematoxylin และ Eosin (H&E)  นําพาราฟนบล็อกดงักลาวมาตัดทําสไลดเนื้อเยื่อ  ยอมดวยสีพิเศษ 3 วิธ ี

คือ Lendrum’s phloxine – tartrazine  Page – Green และ Feulgen reaction  โดยทํา 3 ซ้ํา   เพื่อ

เปรียบเทียบผลการยอมอินคลูชันบอดีของโรคติดเชื้อเซอรโคไวรัสจากการตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสง

สวางธรรมดา    โดยนักพยาธิวิทยา 6 คน  พบอนิคลูชันบอดีลักษณะเปนเม็ดกลมๆ หรือเปนกลุมคลายพวง

องุนกระจายอยูในซัยโตพลาสมของ macrophage ใน Peyer’s patch  ของลําไสเล็กสวน ileum และตอม

น้ําเหลือง  โดยพบวาวธิี Lendrum’s phloxine – tartrazine ใหผลชดัเจนที่สุด คือ อินคลูชนับอดีติดสีชมพู

เขมจนถงึมวงแดง  แตกตางจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นชัดเจน   ดังนัน้วิธีนี้จงึเหมาะกับการยอม

อินคลูชันบอดใีนการตรวจวนิิจฉัยทางจุลพยาธิวทิยา  เพื่อยืนยันการติดเชื้อเซอรโคไวรัส 

 

คําสําคัญ :  การยอมสี     อินคลูชันบอด ี    เซอรโคไวรัส 
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บทนํา 
 

 เซอรโคไวรัส  (Circovirus)  เปนดีเอ็นเอไวรัส จัดอยูใน Family  Circoviridae,  Genus  circovirus  

(Mori  et  al.,  2000)  แบงเปน 2 ชนิด   ชนิดแรกพบในป ค.ศ. 1974  จากการปนเปอนในเซลลเพาะเลี้ยง 

continuous  porcine  kidney  cell  line (PK – 15)  เปนเชื้อไมกอโรคและไมทําใหเกิดการเปลีย่นแปลง

ทางพยาธวิิทยาของเซลล (Tischer  et  al., 1974,  Tischer  et  al., 1982)   ชนิดที่สอง  พบครั้งแรกจาก

รายงานการปวยของสุกรหลงัหยานมดวยกลุมอาการ Postweaning  multisystemic  wasting  syndrome 

(PMWS) ในประเทศแคนาดา ในป ค.ศ. 1991  สามารถติดเชื้อในเซลลของอวัยวะตางๆ ไดแก ตับ  ตับออน  

เซลลบุลําไส  เซลลบุทอไต และเซลลบุทางเดินหายใจ  ทําใหลูกสุกรมสุีขภาพทรุดโทรม ซูบซีด จนถึงดีซาน 

แคระแกร็น หายใจลําบากและอาจพบอาการทองเสีย  (Clark and Harding, 1998) สงผลใหสุกรปวยและ

ตาย ทาํความเสียหายเกษตรกรผูเลี้ยงสกุร การตรวจหาเชื้อเซอรโคไวรัสดวยวิธ ี polymerase chain 

reaction (PCR)  วธิ ี direct sequencing และวิธ ี immunohistochemistry ที่ใชอยูในปจจบัุนคอนขาง

ยุงยาก ใชเวลานานและคาใชจายสงู สําหรับการวนิิจฉัยโรคทางจุลพยาธิวทิยา ยอมดวยส ี hematoxylin 

และ eosin (H&E) พบรอยโรคที่จําเพาะคือ การตรวจพบอินคลูชนับอดีในซัยโตพลาสม (intracytoplasmic 

inclusion  bodies) ของ macrophage ใน Peyer,s patches ของลําไสสวน ileum และตอมน้ําเหลือง  มี

ลักษณะกลมเปนเนื้อเดยีวกนั (homogenous) มีรูปรางเปนกอนกลมเดี่ยว(single  globule) หรือเปนกลุม

คลายพวงองุน (botryoid  cluster) (Mori  et  al., 2000) ติดสีน้าํเงนิ (basophilic) หรือติดสีระหวางน้ําเงิน

และแดง (amphophilic) (ตวงทองและคณะ 2543) ซึ่งเหมือนกบัการติดสีของสวนประกอบชนิดอื่น ๆ เชน 

นิวเคลียส ซึง่ทาํใหวินิจฉัยแยกความแตกตางคอนขางยาก ซึง่เมื่อนําเนื้อเยื่อดังกลาว ไปตรวจดวยวิธ ี

electronmicroscopy พบวาในกอนอนิคลูชันบอดีดังกลาวเปนกลุมอนุภาคของเซอรโคไวรัส แตการตรวจ

ดวยวิธ ีelectronmicroscopy มีความยุงยาก ใชเวลานานและเสียคาใชจายสงูเชนกนั 

 องคประกอบทางเคมีและปฏิกิริยาการยอมสีอินคลูชันบอดีทางจุลพยาธิวทิยาของกลุมอนุภาค

ไวรัสแตละชนิดแตกตางกัน บางชนิดมองเห็นไดงายดวยกลองจุลทรรศนแสงสวางธรรมดาโดยการยอมH&E   

Morton และ Dietherish  (1979)ไดนําวิธ ี Lendrum,s phloxine – tartrazine มายอมอินคลูชนับอดีของ 

poxvirus โดยพบอินคลูชนับอดีติดสีแดง (acidophilic intracytoplasmic inclusion bodies) สวน 

Bollinger et al.(1999) ตรวจพบอนิคลูชนับอดีของเชื้อ iridovirus  จากตัวอยางเนือ้เยื่อของซาลามานเดอร  

และพบ intracytoplasmic  inclusion  bodies ติดสีแดงจนถงึมวงแดงโดยการยอมดวยวิธี Lendrum,s  

phloxine – tartrazine  และเมื่อนาํตัวอยางเดยีวกนันีย้อมดวยวิธ ี Feulgen reaction ซึ่งเปนวิธทีี่ใชยอมดี

เอ็นเอ โดยใช N-HCl ที่รอน ไป hydrolysis เอา purine และ pyrimidine ออกจาก sugar phosphate 

group แลวปลอย aldehyde group ออกมา จากนัน้นาํมาทาํปฏิกิริยากับ Schiff’s reagent พบวาอินคลู

ชันบอดีของดีเอ็นเอไวรัสติดสีชมพ ู สวนวธิีPage-Green สามารถยอมสีอินคลูชันบอดีในซัยโตพลาสมไดดี
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โดยยอมดวย Shorr’s staining solution ที่มีสวนประกอบของ biebrich scarlet ซึ่งมีคุณสมบัติเปน acid 

dye ทําใหอินคลูชันบอดีติดสีแดง(Luna ,1992) แตยังไมมีรายงานการยอมอินคลูชันบอดีของโรคติดเชื้อ

เซอรโคไวรัส จุดประสงคของรายงานนี้เพื่อยืนยันการตรวจพบอนิคลูชันบอดีของกลุมอนุภาคเซอรโคไวรัส 

โดยเปรียบเทยีบผลจากการยอมสีพิเศษ 3 วิธ ีไดแก Lendrum,s phloxine- tartrazine Page – Green และ 

Feulgen  reaction เพื่อเปนขอมูลในการเลือกใชวิธทีี่เหมาะสมในการตรวจทางจุลพยาธวิิทยา 

 

วิธีการ  
 

 ศึกษายอนหลงัโดยนาํบล็อกเนื้อเยื่อของตวัอยางชิน้เนื้อลําไสเล็กสวน ileum และตอมน้ําเหลือง

ของสุกร ที่ตรวจพบอนิคลูชนับอดีในซัยโตพลาสมของ macrophage ใน Peyer’s patches ของลําไสเล็ก

สวน ileum และของตอมน้ําเหลืองทางจุลพยาธิวทิยา โดยการยอมสี H&E (รูปที่ 1)และไดรับการตรวจ

ยืนยนัวาติดเชือ้เซอรโคไวรัสโดยวิธPีCRจากกลุมไวรัสวทิยา สถาบนัสขุภาพสัตวแหงชาต ิ นาํบล็อกเนื้อเยื่อ

ดังกลาว ซึง่เปนบล็อกชิน้เนื้อลําไสเล็กสวนปลาย 5 ตัวอยาง และตอมน้ําเหลือง 5 ตัวอยาง มาตัดใหเปน

แผนดวยเครื่องตัดชิ้นเนื้อหนาประมาณ 4 ไมครอน  ตัวอยางละ 9 แผน ยืดแผนชิ้นเนื้อในน้ํารอนอุณหภูม ิ

45 องศาเซลเซียส  แลวชอนดวยแผนสไลดแกว  จากนั้นนําไปอบทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 1 ชั่วโมง 

แบงสไลดออกเปน 3 ชุด แตละชุดประกอบดวยตัวอยางลําไสเลก็สวน ileum  15 แผน และตัวอยางสไลด

ตอมน้ําเหลือง 15 แผน แลวนําไปยอมดวยสีพิเศษ ดังนี ้   

 - สไลดเนื้อเยือ่ชุดที่ 1 ยอมดวยวิธ ี Lendrum,s phloxine- tartrazine  (Luna , 1968) โดยยอม

นิวเคลียสดวยสี Meyer’s hematoxylin เปนอันดับแรก แลวยอมอินคลูชันบอด ี ดวยสี phloxine ที่เติม 

calcium chloride เพื่อใหสียอมมีความเขมมากขึ้น จากนัน้ยอมสวนประกอบอื่นๆ ดวยสารละลาย 

tartrazine 

 - สไลดเนื้อเยื่อชุดที่ 2  ยอมดวยวธิ ี Page – Green  ซึ่งดัดแปลงมาจาก Luna (1968)โดยยอม

นิวเคลียสดวยสี Meyer’s hematoxylin แทน Harri’s hematoxylin เนื่องจากตดิสีเขมกวา จากนัน้ยอม

อินคลูชันบอด ีและสวนประกอบอื่นๆ ดวย Shorr’s staining solution 

 - สไลดเนื้อเยือ่ชุดที่ 3  ยอมดวยวธิFีeulgen reaction ตามวธิีของ Sheehan and Hrapchak 

(1980) โดย hydrolysis เนื้อเยื่อดวย N-HCl ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส แลวยอมDNAและอินคลูชันบอดี 

ดวย Schiff’s reagent จากนั้นยอมสวนประกอบอื่นๆ ดวยสารละลาย light green 

 โดยแตละวิธทีาํการทดลองซ้าํ  3 คร้ัง   จากนั้นนําสไลดดังกลาวมาตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสง

สวางธรรมดาเพื่อเปรียบเทียบผลการยอมและใหคะแนนโดยมีเกณฑของระดับคะแนนดงันี ้

 1  หมายถึง ไมสามารถแยกอินคลูชันบอดี ออกจากนวิเคลียสและสวนประกอบอืน่ได  

 2  หมายถึง สามารถแยกอินคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นได แตไมชัดเจน 
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 3  หมายถึง สามารถแยกอนิคลูชันบอด ีออกจากนิวเคลียสไมชัดเจน แตแยกจากสวนประกอบอื่น 

      ชัดเจน  

 4  หมายถึง สามารถแยกอินคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นไดชดัเจน 

   จากนัน้นาํสไลดดังกลาวไปใหนักพยาธวิทิยาตรวจรวมจํานวน 6 คน โดยใหทกุคนลงคะแนนความ

พอใจของผลการยอมแตละวธิี ที่สามารถตรวจแยกอนิคลูชันบอดีออกจากสวนประกอบอื่นๆ โดยใช

หลักเกณฑเดยีวกนั บันทึกผลการใหคะแนนแลวคาํนวณหาคะแนนเฉลี่ย ตามวิธีของชูศรี (2525) 

 

ผล 
 

 พบการติดสีของอินคลูชนับอดี  มีลักษณะกลมเปนเนื้อเดียวกนั โดยพบเปนกอนกลมเดี่ยวหรือเปน

กลุมคลายพวงองุนกระจายอยูในซัยโตพลาสมของ macrophage  ใน Peyer,s  patches ของลําไสเล็กสวน 

ileum และตอมน้ําเหลือง  โดยติดสีชมพู แดง หรือมวงแดง ข้ึนอยูกับการยอมแตละวิธี แสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางที ่1    เปรียบเทียบผลการยอมอินคลูชันบอดีโดยการยอมวิธ ีLendrum,s  phloxine– tartrazine 

                     วิธี Page – Greenและ วิธี Feulgen  reaction  

 

 
วิธ ี

 
Inclusion  bodies 

 
Background 

* คะแนนความ
พอใจของ 

นักพยาธิวิทยา 

 

1. Lendrum,s  

    phloxine – tartrazine 

 

2. Page – Green   

 

 

3. Feulgen  reaction  

 

   

 Deep pink and 

   purplish  red  

 

   Brilliant  red 

 

   

   Pink 

 

 

Nucleus  : deep  blue 

Connective tissue  : yellow 

  

Nucleus  : purplish blue 

Connective tissue  : green 

 

Nucleus  :  pink 

Connective tissue : light green 

 

 

4 

 

 

3 

 

 

2 

 

         *  1  หมายถงึ ไมสามารถแยกอนิคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นได  

 2  หมายถึง สามารถแยกอินคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นได แตไมชัดเจน 
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 3  หมายถึง สามารถแยกอนิคลูชันบอด ีออกจากนิวเคลียสไมชัดเจน แตแยกจากสวนประกอบอื่น

      ชัดเจน  

 4  หมายถึง สามารถแยกอินคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นไดชดัเจน 

 จากนั้นนําสไลดเนื้อเยื่อดังกลาวไปใหนักพยาธวิิทยาตรวจรวมจํานวน 6 คน โดยใหทุกคน

ลงคะแนนความพอใจของผลการยอมแตละวิธ ี ที่สามารถตรวจแยกอินคลูชนับอดีออกจากสวนประกอบ

อ่ืนๆ พบวา ไดรับคะแนนความพอใจเฉลีย่แตกตางกนัไป แสดงในตารางที ่2 

 

ตารางที ่2   เปรียบเทียบผลการยอมอินคลูชันบอดีของโรคติดเชื้อเซอรโคไวรัสโดยการยอมวิธ ี

                         Lendrum,s  phloxine– tartrazine วิธี Page – Greenและ วิธี Feulgen  reaction จาก 

                        คะแนนความพอใจเฉลี่ยของนักพยาธวิทิยา 6 คน 

 

 
วิธ ี
 

 
* คะแนนความพอใจเฉลีย่ของนักพยาธิวทิยา 6 คน 

 

1. Lendrum,s phloxine – tartrazine 

2. Page – Green   

3. Feulgen  reaction  

 

 

3.83 

3.16 

2.00 

 

         *  1  หมายถงึ ไมสามารถแยกอนิคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นได  

 2  หมายถึง สามารถแยกอินคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นได แตไมชัดเจน 

 3 หมายถึง สามารถแยกอินคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสไมชัดเจน แตแยกจากสวนประกอบอื่น

     ชัดเจน  

4 หมายถงึ สามารถแยกอนิคลูชันบอดี ออกจากนิวเคลยีสและสวนประกอบอื่นไดชดัเจน 

 

วิจารณ 
 

 จากตารางที่ 1 พบวาวิธ ีLendrum,s  phloxine – tartrazine ใหผลการยอมสีที่ชัดเจน สามารถแยก

อินคลูชันบอดอีอกจากนิวเคลียสและสวนประกอบอื่นไดอยางเดนชัด และไดรับคะแนนความพอใจสูงสุด

จากนักพยาธวิิทยา ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกบัตารางที ่2 พบวาใหผลสอดคลองกับคะแนนความพอใจเฉลี่ยของ
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นักพยาธิวทิยาจํานวน 6 คน ทั้งนี้เนื่องจากอินคลูชนับอดีที่ตรวจพบจะติดสีชมพูเขมจนถงึมวงแดง  เพราะมี

คุณสมบัติเปน phloxiophilic จึงดึงดูดสทีาํใหติดสีเขม (Sheehan and Hrapchak ,1980) นอกจากนัน้

อินคลูชันบอดดัีงกลาวยงัสามารถแยกจากสวนนิวเคลียสที่ติดสีน้ําเงนิเขมและเนื้อเยือ่เกี่ยวพัน(connective 

tissue) ซึ่งติดสีเหลืองไดอยางชัดเจน ทําใหเหน็อนิคลูชันบอดีเดนชดั แมวาจะดูดวยกลองจุลทรรศน

กําลังขยายต่าํ (รูปที ่ 2)  นอกจากนี้รอยโรคที่ตรวจพบในการศึกษาครั้งนี ้ เปนอนิคลูชันบอดทีีต่รวจพบใน 

ซัยโตพลาสม จึงยอมติดดวย Lendrum,s  phloxine – tartrazine ไดดี (Luna , 1992 ) สําหรับวธิี Page-

Green สามารถยอมอินคลชูันบอดีในซยัโตพลาสมไดดีเชนเดียวกับวธิ ี Lendrum,s phloxine – tartrazine  

แตไดรับคะแนนรองลงมาเนือ่งจาก อินคลชูันบอดีติดสีแดง แตนวิเคลยีสติดสีน้ําเงินอมมวง (รูปที ่3) จึงแยก

จากนิวเคลียสคอนขางยาก จงึตองใชความระมัดระวงั หรือตรวจดวยกลองจุลทรรศนกําลงัขยายสูงจึงเหน็

ความแตกตางชัดเจนขึ้น อยางไรก็ตามสามารถแยกจากสวนประกอบอื่นๆ เชน เนื้อเยื่อเกีย่วพนัซึ่งติดสี

เขียวไดชัดเจน  สวน Feulgen reaction เปนเทคนิคที่ใชยอม DNA ซึ่งสวนประกอบของนวิเคลียสและ

อินคลูชันบอดมีี DNA เชนเดียวกนั   ดังนั้นอนิคลูชันบอดีที่พบจงึติดสีชมพูเหมือนนิวเคลียส (รูปที่ 4) จึง

ตรวจแยกจากกันไดยาก ดังนัน้ตองศึกษาจากรูปรางและลักษณะอืน่ๆ ประกอบจงึจะวนิิจฉัยได วิธนีี้มี

ขอจํากัดคือ ไมสามารถยอมอินคลูชันบอดีในนิวเคลียส (intranuclear inclusion bodies) เนื่องจากติดสี

ชมพูเหมือนกนั นอกจากนีพ้บวาแมการ hydrolysis โดยใชเวลาที่เหมาะสมจะทําใหการติดสดีีข้ึน แตถา

นานเกนิไปจะไมติดสีทําใหมีความยากลาํบากในการยอม (Sheehan and Hrapchak,1980) 

 น้ํายาคงสภาพชิ้นเนื้อเปนอกีปจจัยหนึง่ทีต่องพิจารณาในการเลือกวธิีการยอม ที่ใชในการศึกษา

คร้ังนี้เปนตัวอยางที่ผานน้ํายา 10% บัฟเฟอรฟอรมาลนิมาแลว  ซึง่ใชไดกับการยอมทั้ง 3 วิธ ี แต  Sheehan 

และ Hrapchak (1980) รายงานวาการยอมวิธ ี Lendrum,s phloxine – tartrazine  ใหผลดีที่สุดกับน้ํายา

เมอรคิวริก คลอไรด ฟอรมาลิน  (เมอรคิวริกคลอไรดอ่ิมตัว 9 สวน ตอ ฟอรมาลนิ 1 สวน)   ซึ่งสามารถนํา

หลักการนี้ไปใชปรับปรุงการยอมใหดีข้ึนไดในการศึกษาครั้งตอไป  

 

สรุป 
 

 จากการทดลองเปรียบเทียบการยอมสีทั้ง 3 ชนิด สรุปวาการยอมดวยวิธ ี Lendrum,s  phloxine – 

tartrazine  ใหผลชัดเจนที่สุด  สามารถยนืยนัการติดเชื้อเซอรโคไวรัสไดแมนยําขึน้และมคีวามสะดวก 

รวดเร็ว  อันนาํไปสูการควบคุมโรคที่มปีระสิทธิภาพและสามารถถายทอดเทคโนโลยีใหแกนักวชิาการเพื่อ

นําไปปรับใช หรือนําไปพัฒนาการยอมอินคลูชันบอดีของโรคติดเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆตอไป   
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 รูปที่ 1   Intracytoplasmic inclusion bodies ใน macrophage (ศรชี้) 

             A : ในลําไสเล็ก   B : ในตอมน้าํเหลือง , H&E X40 

 

 

 

    
 

รูปที่ 2   Intracytoplasmic inclusion bodies ใน macrophage (ศรชี้) 

           A : ในลําไสเล็ก     B : ในตอมน้าํเหลือง , Lendrum’s phloxine  tartrazine method  X40 

 

 

 

A B

A B
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รูปที่ 3   Intracytoplasmic inclusion bodies ใน macrophage (ศรชี้) 

           A : ในลําไสเล็ก     B : ในตอมน้าํเหลือง  , Page – Green method  X40 

 

 

 

 
 

รูปที่ 4   Intracytoplasmic inclusion bodies ใน macrophage (ศรชี้) 

           A : ในลําไสเล็ก   B : ในตอมน้ําเหลือง  ,  Feulgen reaction X40 

 

A 

A 

B

B
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Abstract 
 

The purpose of this study was to compare inclusion bodies staining methods for 

pathological diagnosis of circovirus infection in swine. The retrospective study was conducted in 

5 cases of paraffin blocks of circovirus infection which confirmed by PCR and the microscopic 

detection of intracytoplasmic in macrophage in ileum and lymph nodes. The paraffin blocks 

were sectioned and stained with three method ; Lendrum’s phloxine - tartrazine, Page – Green 

method and Feulgen reaction with 3 replication and observed by 6 pathologists.The inclusion 

bodies were characterized by single globule or botryiod cluster in cytoplasm of macrophages in 

Peyer’s patch of ileum and lymph nodes. By Lendrum’s phloxine - tartrazine, inclusion bodies 

stained deep pink or purplish red which are clearest distinguished from nucleus and 

background. The results of this study indicate that  Lendrum’s phloxine - tartrazine method could 

be a suitable method for circovirus confirmation. 
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