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การเฝ�าระวงัการแพรระบาดโรคไวรัสของมนัฝรัง่ทีเ่กดิจากเชื้อการเฝ�าระวงัการแพรระบาดโรคไวรัสของมนัฝรัง่ทีเ่กดิจากเชื้อการเฝ�าระวงัการแพรระบาดโรคไวรัสของมนัฝรัง่ทีเ่กดิจากเชื้อการเฝ�าระวงัการแพรระบาดโรคไวรัสของมนัฝรัง่ทีเ่กดิจากเชื้อ        PVA,PVA,PVA,PVA,    PVM,PVM,PVM,PVM,    PVT, PVT, PVT, PVT,     
PVX,PVX,PVX,PVX,    PVSPVSPVSPVS    และ และ และ และ PLRVPLRVPLRVPLRV    

Survey Survey Survey Survey of theof theof theof the    epidemicepidemicepidemicepidemic    of of of of Potato Virus Diseases caused by PVPotato Virus Diseases caused by PVPotato Virus Diseases caused by PVPotato Virus Diseases caused by PVAAAA, PV, PV, PV, PVMMMM, PVT, , PVT, , PVT, , PVT, 
PVX, PVS PVX, PVS PVX, PVS PVX, PVS and PLRVand PLRVand PLRVand PLRV    
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รายงานความกRาวหนRารายงานความกRาวหนRารายงานความกRาวหนRารายงานความกRาวหนRา    

    
 สํารวจและเก็บตัวอยางใบมันฝรั่ง ระหวางเดือนตุลาคม 2553 ถึงเดือนกันยายน 2554 จาก
แปลงปลูกของเกษตรกรในพ้ืนท่ีจังหวัดเชียงใหม จังหวัดลําปางและจังหวัดตาก โดยคัดแยกเฉพาะ
อาการคลRายโรคไวรัสท่ีมีอาการใบดางและใบมRวน ตรวจวินิจฉัยหาเชื้อไวรัสดRวยวิธี Nitrocellulose 
membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) (ตรวจเชื้อ PVX และ PVS) 
และ Double Antibody Sandwich Enzyme-linked immuno sorbent assay (DAS-ELISA) 
(ตรวจเชื้อ PVA, PVM, PVT และ PLRV) ในหRองปฏิบัติการ จากตัวอยางท้ังหมด 700 พบการระบาด
ของเชื้อไวรัส PVS (0.71%) และ PVX (0.71%) ในพ้ืนท่ีปลูกมันฝรั่ง ต.แมแฝก อ.ฝาง จ.เชียงใหม 
สวนเชื้อไวรัส PVA, PVM, PVT และ PLRV ไมพบการระบาดในพ้ืนท่ีปลูกมันฝรั่ง    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง รหสัการทดลอง 03030303----04040404----54545454----03030303----06060606----00000000----10101010----54545454        
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
    

 จากการท่ีประเทศไทยไดRเปkดเขตการคRาเสรีกับหลายประเทศภายใตRหลักเกณฑEขององคEการ
การคRาโลก (World Trade Organization: WTO) ในการนําเขRาและสงออกสินคRาเกษตร ประเทศไทย
จําเปqนตRองยึดหลักการตามความตกลงวาดRวยการบังคับใชRมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช 
(Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures: SPS 
Agreement) มาตรการ SPS Agreement นี้ยึดหลักการทางวิทยาศาสตรE และการประเมินความเสี่ยง
เพ่ือปกป�องสินคRาเกษตรจากศัตรูพืชท่ีไมเคยมีมากอน ประเทศไทยมีการนําเขRาพืชจํานวนมากจากท่ัว
โลกในแตละปr และปsจจุบันประเทศไทยไดRมีขRอตกลงเปkดการคRาเสรีกับหลายประเทศ มีการวาง
ขRอกําหนดดRานคุณภาพของสินคRา ความปลอดภัยตอมนุษยEและสิ่งแวดลRอมมาเปqนขRอกําหนดการ
นําเขRาสินคRา ดังนั้นแตละประเทศจําเปqนตRองมีขRอมูลดRานวิชาการท่ีชัดเจนเพ่ือเปqนขRอมูลสนับสนุนการ
เจรจาตกลงในเรื่องขRอกําหนดในแตละเรื่อง โดยเฉพาะอยางยิ่งขRอมูลดRานศัตรูพืชและการวิเคราะหE
ความเสี่ยงของศัตรูพืช ท่ีจะถูกหยิบยกข้ึนมาเปqนเรื่องการกีดกันทางการนําเขRาไดRเปqนอยางดี ใน
ระยะเวลาท่ีผานมาประเทศไทยไดRมีการนําเขRาหัวพันธุEมันฝรั่งมากกวาปrละ 8,000-12,000 ตัน จาก
หลายประเทศ ท้ังจากประเทศออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา สกwอตแลนดE เปqนตRน เนื่องจากประเทศไทย
ไมสามารถผลิตหัวพันธุEมันฝรั่งใหRเพียงพอตอความตRองการของผูRปลูก แตจากการนําเขRาหัวพันธุEจาก
ตางประเทศมีปsญหาการติดเชื้อไวรัสเขRามา ไดRแกเชื้อ PVS PVX PVY PLRV ฯลฯ ในภาวะปsจจุบันท่ี
ประเทศไทยตRองสั่งหัวพันธุEจากประเทศตางๆ เขRามาจํานวนมากทุกปr การเรงรวบรวมและหาขRอมูล
ของเชื้อไวรัสโดยเฉพาะ PVA, PVM, PVT, PVX, PVS และ PLRV ใหRเปqนปsจจุบัน วาเชื้อไวรัสท้ัง 6 
ชนิดนี้ยังคงมีปรากฏอยูในแหลงปลูกของประเทศไทยหรือไม หากปรากฏวาสํารวจไมพบวามีอยูใน
ประเทศไทยอีกเลย  นับวาเปqนขRอมูลท่ีเปqนประโยชนEท่ีจะนํามาแจRงประกาศใน IPPC วาเชื้อเหลานี้
ไมไดRมีอยูในประเทศไทยโดยถ่ินกําเนิด และปsจจุบันไดRหายไปจากแหลงปลูกมันฝรั่งของไทยแลRว จาก
การท่ีไทยมีขRอกําหนดใหRมีการติดเชื้อไวรัสมากับหัวพันธุEไดRไมเกิน 0.1% และฝ|ายวิชาการกักพืชมีการ
ตรวจสอบอยางเขRมงวดจริงจังทําใหRหัวพันธุEท่ีนําเขRามามีคุณภาพดี ปลอดโรคไวรัสมากข้ึน  ดังนั้นการ
สํารวจใหRไดRขRอมูลของเชื้อท้ัง 6 ชนิดนี้จะเปqนประโยชนEในการจัดทําเพ่ือใชRเปqนขRอมูล ในการจัดทํา
รายชื่อศัตรูพืช (Pest list) และวิเคราะหEความเสี่ยง (Pest Risk Analysis)  ไวรัสของมันฝรั่ง  และเปqน
ขRอมูลในการป�องกันกําจัดเพ่ือการผลิตหัวพันธุEปลอดเชื้อไวรัส ดังนั้นจึงมีสวนสําคัญมากเพ่ือเปqนการ
ป�องกันการนําเขRาเชื้อไวรัสจากตางประเทศเขRามาภายในประเทศไทย จึงควรเรงรวบรวมและหาขRอมูล
ของเชื้อไวรัสดังกลาววาพบหรือไมพบภายในประเทศไทย 
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
    
อุปกรณEอุปกรณEอุปกรณEอุปกรณE    

- ชุดตรวจ DAS-ELISA ของบริษัท BIOREBA 
- สารเคมีและวัสดุท่ีใชRในการตรวจสอบดRวยวิธี NCM-ELISA 
- ตูRแชแข็ง -20 0C  
- Ice box, ถุงพลาสติกสําหรับเก็บและบดตัวอยาง 
 

วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1.1.1.1.    เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ PVA,PVA,PVA,PVA,    
PVM,PVM,PVM,PVM,    PVT, PVX,PVT, PVX,PVT, PVX,PVT, PVX,    PVS PVS PVS PVS และ และ และ และ PLRVPLRVPLRVPLRV    
      สํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางของมันฝรั่งจากแหลงปลูกมันฝรั่งของเกษตรกรโดยเก็บ
ตัวอยางใบจากแปลงปลูกท่ีใชRหัวพันธุEนําเขRาและแปลงท่ีใชRหัวพันธุEท่ีผลิตในประเทศไทยหรือเก็บใชRเอง
ของผูRปลูกมันฝรั่ง ใชRหลักการเก็บแบบ grid pattern (Canada/USA PVY-n Management plan) 
นํามาใชRสุมเก็บตัวอยางในแปลงปลูกมันฝรั่งสําหรับตรวจหาเชื้อไวรัส PVS PVX และ PLRV  จะเก็บ
เฉพาะตัวอยางท่ีแสดงอาการท่ีสงสัยวาเปqนโรค โดยการเดินสํารวจในแปลงหาตRนเปqนโรคท่ีมีอาการ
ดางและอาการใบมRวนงอท่ีเกิดจากเชื้อ PVA, PVM, PVT, PVX, PVS และ PLRV การเดินแบบ grid 
pattern จะเดินเปqนรูปตัว U ดูแถวริมตลอดแถวแลRวเดินเวRนไป 10 แถว หรือ 10 เมตร เดินเขRาแถวท่ี 
10 และ 11 แลRวเดินตลอดแถวมาจนทะลุหัวแถว ขณะเดินสามารถมองสํารวจดูออกไปในรัสมีของแถว
ท่ี 9, 10, 11 และ 12 ไดRเปqน 4 แถว เม่ือมาถึงปลายแถวก็เดินข้ึนไปขRางหนRาของแถวท่ียังไมไดRเดิน
ผาน เดินผานหัวแถวเวRนไปอีก 10 แถว เดินเขRาระหวางแถวท่ี 20 และ 21 เดินดูไดR อีก 4 แถวคือ 19, 
20, 21 และ 22 จึงเดินเปqนรูปตัว U คว่ําหงายชนกันไปตลอดแปลง การเก็บตัวอยางเลือกเก็บท่ีมี
อาการดางทุกชนิดท่ีพบระหวางการสํารวจ หากมีอาการดางมากท้ังแปลงใหRเก็บโดยเวRนระยะ 3 เมตร
ตอ 1 ตRน ในแถวท่ีเดินผานท้ังซRายและขวา เพราะอาการใบดางเกิดจากเชื้อไวรัสไดRหลายชนิด
จําเปqนตRองเก็บใหRมาก สวนอาการใบมRวนงอท่ีมีความชัดเจนอยูในตRนวาเกิดจากเชื้อ PLRV เก็บใน
ลักษณะเดียวกับใบดาง 

    
2. 2. 2. 2. ตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีNitrocellulose membraneNitrocellulose membraneNitrocellulose membraneNitrocellulose membrane----EnzymeEnzymeEnzymeEnzyme----linked immuno sorbent assay  linked immuno sorbent assay  linked immuno sorbent assay  linked immuno sorbent assay      
            (NCM(NCM(NCM(NCM----ELISA)ELISA)ELISA)ELISA)    เพื่อตรวจหาเชื้อ เพื่อตรวจหาเชื้อ เพื่อตรวจหาเชื้อ เพื่อตรวจหาเชื้อ PVX PVX PVX PVX และ และ และ และ PVSPVSPVSPVS    

นําตัวอยางใบพืชท่ีตRองการตรวจสอบใสในถุงพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M 
Tris, 0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราสวน (ใบพืช : บัฟเฟอรE = 1:5)  แลRวบดตัวอยาง
ใหRละเอียด ทําการวางรูปแบบของแผน Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 µm ชนดิ  
High bone N+   ดRวยการตีเปqนชองตารางสี่เหลี่ยม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ทําเครื่องหมายท่ี
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ตารางของตัวแผน NCM หัวทRายเพ่ือเรียงลําดับตัวอยางจาก 1 ถึงตัวอยางสุดทRาย นําแผน NCM 
พรRอมกับวางกระดาษกรองเบอรE 1  ท่ีตัดใหRมีขนาดพอดีกับแผน NCM แชใน TBS (0.02M Tris, 0.5 
M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาที หลังจากนั้นคีบแผนกระดาษกรองเบอรE 1 ข้ึนมาพรRอมกับแผน 
NCM ท่ีแชไวRดRวยกัน วางลงบนแผนกระดาษกรองแผนใหมท่ีแหRงและมีขนาดใหญกวา โดยใชR pasteur 
pipette ท่ีสะอาดรีดแผน NCM ใหRแนบติดกับกระดาษกรอง ทําการหยดตัวอยางน้ําค้ันพืช 1 หยด  
หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในชองตารางบนแผน NCM ตามรูปแบบท่ีวางไวR เม่ือหยดตัวอยาง
เสร็จแลRวคีบแผน NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผึ่งไวRประมาณ 10-20 นาที นําแผนตัวอยางท่ี
แหRงแลRวแชลงในกลองสี่เหลี่ยมท่ีมี blocking buffer ( 2% non fat milk ใน TBS pH 7.5 ) อยู 10 
มิลลิลิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แชนาน 1 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหRอง หรือ ประมาณ 27-
30๐C หลังจากนั้นเท blocking buffer ออก ใสสวนผสมของ IgG ของ PVS, PVX และ PLRV  ท่ี
ละลายอยูใน blocking buffer ใหม ในอัตรา 1:500 แชแผน NCM นั้นเปqนเวลา 1 ชั่วโมง ท่ี
อุณหภูมิหRอง หรือ ประมาณ 27-30๐C แลRวจึงลRางแผน NCM ดRวย TBS-Tween 3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที 
เทสวนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ท่ีเจือจาง
เปqน 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จํานวน 10 มิลลิลิตร บมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหRอง 1 
ชั่วโมง ลRางออกดRวย TBS-Tween 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที  แลRวเทสวนผสม substrate  (ละลาย 0.25%  
AS-MX จํานวน 1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 และละลายสาร  Fast 
red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 เทสวนผสมท้ัง 2 รวมกัน แลRวเท
ลงในกลองแชแผน NCM เขยาเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา ประมาณ 5-30 นาที เม่ือเกิดปฏิกิริยาเห็นสี
ชมพูชัดเจนแลRวเท substrate ออก แลRวเทน้ํากลั่นลงแทน เพ่ือเปqนการลRางและหยุดปฏิกิริยา 

 
3333. . . . ตรวจจาํแนกดRวยวธิ ีตรวจจาํแนกดRวยวธิ ีตรวจจาํแนกดRวยวธิ ีตรวจจาํแนกดRวยวธิ ีDouble Antibody SDouble Antibody SDouble Antibody SDouble Antibody Sanananandwich dwich dwich dwich EnzymeEnzymeEnzymeEnzyme----linked immuno sorbent assaylinked immuno sorbent assaylinked immuno sorbent assaylinked immuno sorbent assay    
((((DASDASDASDAS----ELISA)ELISA)ELISA)ELISA)    เพื่อตรวจหาเชือ้ เพื่อตรวจหาเชือ้ เพื่อตรวจหาเชือ้ เพื่อตรวจหาเชือ้ PVA, PVM, PVT PVA, PVM, PVT PVA, PVM, PVT PVA, PVM, PVT และ และ และ และ PLRVPLRVPLRVPLRV    

 นําตัวอยางใบมันฝรั่งมาตรวจหาเชื้อ PVA, PVM, PVT และ PLRV ดRวยวิธี DAS-ELISA โดยใชR
ชุดตรวจของบริษัท BIOREBA และปฏิบัติตามคําแนะนําและวิธีการของบริษัท BIOREBA 

 
เวลาแลเวลาแลเวลาแลเวลาและสถานที่ะสถานที่ะสถานที่ะสถานที่    

ระยะเวลา  เริ่มเดือนตุลาคม 2554  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2556 
 สถานท่ี     - หRองปฏิบัติการกลุมงานไวรัสวิทยา  กลุมวิจัยโรคพืช   

      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
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ผลและวจิารณEผลการทดลองผลและวจิารณEผลการทดลองผลและวจิารณEผลการทดลองผลและวจิารณEผลการทดลอง    
    

1.1.1.1.    เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เกบ็ตวัอยางใบมนัฝรัง่ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ เพือ่ใชRในการตรวจสอบและจาํแนกโรคไวรสัของมนัฝรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อ PVA,PVA,PVA,PVA,    
PVM,PVM,PVM,PVM,    PVT, PVX,PVT, PVX,PVT, PVX,PVT, PVX,    PVS PVS PVS PVS และ และ และ และ PLRVPLRVPLRVPLRV    

การสํารวจและเก็บตัวอยางอาการใบดางของมันฝรั่งจากแปลงปลูกของเกษตรกรใน อ.ฝาง  
อ.ไชยปราการ อ.แมอาย อ.สันทราย อ.เจดียEแมครัว อ.แมสรวย จ.เชียงใหม อ.แจRหม จ.ลําปาง และ อ.
พบพระ อ.แมสอด จังหวัดตาก ในปr 2554 ไดRตัวอยางท้ังหมด 700 ตัวอยาง ซ่ึงการสํารวจและจําแนก
ตRองทําการรวบรวมขRอมูลแหลงปลูกมันฝรั่งกอนเปqนข้ันตอนแรก กอนทําการออกสํารวจและเก็บ
รวบรวมตัวอยางมันฝรั่งในแตละแหลงปลูกของเกษตรกรเพ่ือนําตัวอยางใบมันฝรั่งนั้นกลับมาตรวจใน
หRองปฏิบัติการ เพ่ือใชRเปqนขRอมูลของเชื้อ PVA, PVM, PVT, PVX, PVS และ PLRV ท่ีตรวจพบในแตละ
แหลงปลูก 
 
2. 2. 2. 2. ตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีNitrocellulose membraneNitrocellulose membraneNitrocellulose membraneNitrocellulose membrane----EnzymeEnzymeEnzymeEnzyme----linked immuno sorbent assay  linked immuno sorbent assay  linked immuno sorbent assay  linked immuno sorbent assay      
            (NCM(NCM(NCM(NCM----ELISA)ELISA)ELISA)ELISA)    เพื่อตรวจหาเชื้อ เพื่อตรวจหาเชื้อ เพื่อตรวจหาเชื้อ เพื่อตรวจหาเชื้อ PVX PVX PVX PVX และ และ และ และ PVSPVSPVSPVS    
  จากตัวอยางท้ังหมด 700 ตัวอยาง ในพ้ืนท่ีปลูกมันฝรั่งของเกษตรกรใน อ.ฝาง อ.ไชยปราการ 
อ.แมอาย อ.สันทราย อ.เจดียEแมครัว อ.แมสรวย จ.เชียงใหม อ.แจRหม จ.ลําปาง และ อ.พบพระ       
อ.แมสอด จังหวัดตาก โดยไดRนําตัวอยางมาตรวจวินิจฉัยหาเชื้อไวรัส PVS และ PVX ดRวยวิธี NCM-
ELISA จากตัวอยางท้ังหมดพบการเกิดโรคไวรัสของเชื้อ PVS, PVX ในพ้ืนท่ี ต.แมแฝก อ.ฝาง จ.
เชียงใหม โดยพบเชื้อ PVX จํานวน 5 ตัวอยาง (0.71%) และ PVS จํานวน 5 ตัวอยาง (0.71%)  

    
3333. . . . ตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีตรวจจําแนกดRวยวธิ ีDouble Antibody Sandwich Double Antibody Sandwich Double Antibody Sandwich Double Antibody Sandwich EnzymeEnzymeEnzymeEnzyme----linked immuno sorbent assaylinked immuno sorbent assaylinked immuno sorbent assaylinked immuno sorbent assay        
((((DASDASDASDAS----ELISA)ELISA)ELISA)ELISA)    เพื่อตรวจหาเชือ้ เพื่อตรวจหาเชือ้ เพื่อตรวจหาเชือ้ เพื่อตรวจหาเชือ้ PVA, PVM, PVT PVA, PVM, PVT PVA, PVM, PVT PVA, PVM, PVT และ และ และ และ PLRVPLRVPLRVPLRV    
    จากตัวอยางท้ังหมด 700 ตัวอยาง ในพ้ืนท่ีปลูกมันฝรั่งของเกษตรกรใน อ.ฝาง อ.ไชยปราการ 
อ.แมอาย อ.สันทราย อ.เจดียEแมครัว อ.แมสรวย จ.เชียงใหม อ.แจRหม จ.ลําปาง และ อ.พบพระ       
อ.แมสอด จังหวัดตาก โดยไดRนําตัวอยางมาตรวจวินิจฉัยหาเชื้อไวรัส PVA, PVM, PVT และ PLRV 
ดRวยวิธี DAS-ELISA จากตัวอยางท้ังหมดไมพบการระบาดของเชื้อไวรัส PVA, PVM, PVT และ PLRV 
ในพ้ืนท่ีดังกลาว 
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สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    
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