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 มกษ. 10400-2555  

 

มาตรฐานสินค้าเกษตร 

การชันสูตรโรคปากและเท้าเปื่อย 

1 ขอบข่าย  

มาตรฐานสินค้าเกษตรนี้ ก าหนดรายละเอียดท่ีส าคัญเกี่ยวกับการชันสูตรเพื่อวินิจฉัยโรคปากและเท้าเปื่อย 

(foot and mouth disease; FMD หรือ เอฟเอ็มดี) ซึ่งเกิดจากไวรัสในวงศ์ Picornaviridae สกุล Aphthovirus  
ด้วยวิธีทางห้องปฏิบัติการ ในสัตว์กีบคู่ (cloven–hoofed animal) รวมท้ังผลิตภัณฑ์จากสัตว์นั้น  

2 นิยาม  

ความหมายของค าทีใ่ช้ในมาตรฐานสินค้าเกษตรนี้ มีดังต่อไปนี้ 

2.1 การชันสูตรโรค (diagnosis) หมายถึง การตรวจสอบหาสาเหตุ เพื่อประกอบการวินิจฉัยโรค   

2.2 ความจ าเพาะ (specificity) ของวิธีชันสูตร หมายถึง ประสิทธิภาพของวิธีทดสอบที่ให้ผลเป็นลบใน

กลุ่มตัวอย่างที่ไม่ติดเชื้อ  

2.3 ความไว (sensitivity) ของวิธีชันสูตร หมายถึง ประสิทธิภาพของวิธีทดสอบที่ให้ผลเป็นบวกในกลุ่ม

ตัวอย่างที่ติดเชื้อ 

2.4 ชุดควบคุมผลบวก (positive control set) หมายถึง ชุดทดสอบที่มีเชื้อมาตรฐานที่ต้องการศึกษา  

เพื่อใชดู้ผลเปรียบเทียบ 

2.5 ชุดควบคุมผลลบ (negative control set) หมายถึง ชุดทดสอบที่ไม่มีเชื้อมาตรฐานที่ต้องการศึกษา 

เพื่อใช้ดูผลเปรียบเทียบ 



มกษ. 10400-2555 

 

2 

3 การชันสูตรโรค 

การชันสูตรโรค FMD เบื้องต้นสามารถท าได้โดยสังเกตจากอาการและรอยโรค (lesion) (ภาคผนวก ก) 

อย่างไรก็ตามการสังเกตอาการและรอยโรคนั้นไม่สามารถบอกได้แน่ชัดว่าเกิดจากโรค FMD จ าเป็นต้องใช้

การชันสูตรทางห้องปฏิบัติการ เพื่อยืนยันการเกิดโรค FMD และจ าแนกออกจากโรคอื่นที่มีอาการคล้ายกัน

อีกหลายโรค เช่น swine vesicular disease, vesicular stomatitis หรือ vesicular exanthema  

การชันสูตรโรค FMD ทางห้องปฏิบัติการสามารถท าได้หลายวิธี โดยแต่ละวิธีมีประสิทธิภาพและ

วัตถุประสงค์การน าไปใช้ที่แตกต่างกัน เช่น การตรวจหาไวรัส FMD ในสัตว์ที่เป็นพาหะสามารถท าได้โดยการ

เก็บตัวอย่างน้ าเมือกบริเวณหลอดอาหารส่วนต้น และ/หรือ คอหอย (oesophageal-pharyngeal fluid) แล้ว

น ามาเล้ียงในเซลล์เพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณไวรัส ด้วยวิธี viral isolation จากนั้นจึงจ าแนกไทป์ของไวรัส

ด้วยวิธี ELISA (ELISA typing) หรือวิธ ีreverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)  

การตรวจแอนติบอดีต่อไวรัส FMD ท าได้หลายวิธี ได้แก่ วิธี liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) ซึ่ง

เป็นการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์ต่างๆ ขึ้นอยู่กับชนิดของวัคซีนที่ฉีดให้กับสัตว์ และวิธี virus 

neutralization test (VNT) นอกจากนี้ในปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติบอดีต่อ non-structural 

protein (NSP) ของไวรัส FMD ในตัวอย่างซีรัม ด้วยวิธี indirect ELISA หรือ NSPs-ELISA test ซึ่งวิธี

ดังกล่าวสามารถใช้วินิจฉัยแยกสัตว์ที่เคยได้รับการฉีดวัคซีนออกจากสัตว์ติดเชื้อได้อย่างถูกต้องและแม่นย า 

และใช้เป็นวิธีมาตรฐานการตรวจสอบสัตว์ปลอดโรค FMD ในระดับสากล 

3.1 การเก็บและน าส่งตัวอย่าง  

การเก็บตัวอย่างต้องเหมาะสม ถูกวิธี และน าส่งห้องปฏิบัติการโดยเร็วที่สุด เนื่องจากมีผลโดยตรงต่อการ

ชันสูตรโรค หีบห่อบรรจุตัวอย่างต้องเป็นไปตามหลักการความปลอดภัยและความมั่นคงทางชีวภาพ 

(biosafety and biosecurity) และอยู่ในสภาพสมบูรณ์ขณะขนส่งตั้งแต่ต้นทางจนถึงปลายทาง เพื่อป้องกัน

ไม่ให้เกิดการรั่วไหลของไวรัสไปสู่บริเวณใกล้เคียงหรือสิ่งแวดล้อม 

ตัวอย่างเพื่อการชันสูตรโรค FMD ที่ให้ความจ าเพาะ ความไว และความแม่นย าสูง คือตัวอย่างที่เก็บจาก

เนื้อเย่ือบริเวณรอยโรค จากสัตว์ป่วยหรือสัตว์ที่สงสัยว่าป่วย รวมถึงการเก็บตัวอย่างซีรัม     

3.1.1 ตัวอย่างเนื้อเย่ือ 

(1) เก็บตัวอย่างจากสัตว์ป่วยหรือสัตว์ที่สงสัยว่าป่วยด้วยโรค FMD ที่บริเวณตุ่มน้ าใสหรือแผลที่เย่ือลิ้น  

เย่ือบุภายในช่องปาก แผลที่ไรกีบ ซอกกีบ และเต้านม ในสุกรอาจเก็บจากแผลบริเวณดั้งจมูกได้ด้วย  

ให้ท าความสะอาดบริเวณที่จะเก็บตัวอย่างด้วยน้ าสะอาดก่อน โดยห้ามใช้น้ ายาฆ่าเชื้อ เช่น ทิงเจอร์ 

(tincture) หรือเจนเชียน (gentian) ท าความสะอาดบริเวณที่จะเก็บเนื้อเย่ือ เพราะจะท าให้ผลการวินิจฉัย

ผิดพลาดได้ ควรเก็บเนื้อเย่ือในลักษณะเป็นชิ้น ปริมาณไม่ต่ ากว่า 1 g ถ้าเห็นว่าเก็บเนื้อเย่ือจากสัตว์ตัวหนึ่ง

ได้น้อยควรเก็บจากสัตว์ตัวอื่นเพิ่ม โดยแยกเก็บแต่ละตัว  
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(2) ใส่ตัวอย่างเนื้อเย่ือลงในขวดท่ีมี 50% กลีเซอร์รีนบัพเฟอร์ (glycerin buffer) หรือ viral transport 

medium ชนิดอื่น ที่เหมาะสม เติมน้ ายาให้ท่วมเนื้อเย่ือปิดฝาให้แน่น และปิดทับด้วยเทปกันน้ ายารั่ว ติด

ฉลากบ่งชี้ตัวอย่างให้ชัดเจน ใช้น้ ายาฆ่าไวรัส FMD เช็ดบริเวณภายนอกขวดและกล่องใส่เนื้อเย่ือ อุปกรณ์ 

รวมทั้งมือผู้เก็บตัวอย่าง  เพื่อป้องกันการแพร่เชื้อตามหลักการความปลอดภัยและความมั่นคงทางชีวภาพ  

(3) น าขวดเก็บเนื้อเย่ือแช่ใน ice pack บรรจุลงในภาชนะที่ผ่านการรับรองมาตรฐานตามเกณฑ์ก าหนดของ
สหประชาชาติ (The United Nations; UN) หรือสมาคมขนส่งทางอากาศระหว่างประเทศ (The International  

Air Transport Association; IATA) หรือเทียบเท่า (ภาพประกอบการบรรจุตัวอย่างในหีบห่อเพื่อการขนส่ง 

แสดงดังภาคผนวก ช ) พร้อมบันทึกประวัติสัตว์ป่วย และรีบน าส่งห้องปฏิบัติการโดยเร็วที่สุด   

3.1.2 ตัวอย่างน้ าเหลืองจากตุ่มใส 

หากพบตุ่มน้ าใสที่ยังไม่แตกออก ซึ่งมักพบในสัตว์ที่เป็นโรคใหม่ๆ ให้เก็บน้ าเหลืองจากตุ่มใส โดยใช้เข็มและ

หลอดที่แห้ง สะอาด และผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ดูดน้ าเหลืองจากตุ่มใส และเก็บในขวดที่สะอาด น าขวดแช่ใน 

ice pack ก่อนบรรจุลงในภาชนะเพื่อน าส่งตรวจต่อไป 

3.1.3 ตัวอย่างน้ าเมือกบริเวณหลอดอาหารส่วนต้น และ/หรือ คอหอย  

ในสัตว์เคี้ยวเอื้องสามารถเก็บตัวอย่างน้ าเมือกบริเวณหลอดอาหารส่วนต้น และ/หรือ คอหอย โดยใช้อุปกรณ์

ที่เรียกว่า probang cup  

3.1.4 ตัวอย่างซีรัม 

(1) ให้ใช้เข็มและหลอดเก็บเลือดท่ีแห้ง สะอาด และผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 

(2)  เจาะเลือดเสร็จแล้วให้วางหลอดเก็บเลือดในแนวเอียง เพื่อให้เกิดการแยกชั้นของซีรัมกับเกล็ดเลือด

ได้ดีขึ้น และควรวางไว้ท่ีอุณหภูมิห้องไม่น้อยกว่า 1 h 

(3) เก็บตัวอย่างซีรัมปริมาตรไม่น้อยกว่า 2 ml ใส่หลอดพลาสติกสะอาดหรือผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว โดยไม่

ควรมีเม็ดเลือดแดงปนและไม่เกิดการแตกของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) ปิดฝาหลอดให้แน่นและใช้เทปพัน

รอบจุกเพื่อป้องกันการรั่ว 

(4) ติดฉลากบ่งชี้ตัวอย่าง (labelling) ที่ชัดเจน รวบรวมใส่ในถุงพลาสติกอีกชั้น มัดปากถุงให้แน่น  

เก็บใน ice pack ขณะน าส่งห้องปฏิบัติการ หากจ าเป็นต้องเก็บรักษาไว้ ให้เก็บในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20o
C  

3.2 วิธีการชันสูตรโรคทางห้องปฏิบัติการ 

เมื่อได้รับตัวอย่างให้ตรวจสอบสภาพหีบห่อหรือภาชนะบรรจุ พร้อมเอกสารที่แนบมากับหีบห่อในเบื้องต้น  

และพิจารณาวิธกีารทดสอบทางห้องปฏิบัติการตามวัตถุประสงค์และชนิดของตัวอย่าง ดังนี้ 

การตรวจแอนติเจนหรือสารพันธุกรรมของไวรัส มีวัตถุประสงค์เพื่อยืนยันโรคในสัตว์ต้องสงสัย ตรวจหาไวรัส

ในสัตว์พาหะเพื่อการป้องกันและเฝ้าระวังโรค และการตรวจระบุไทป์ของไวรัส ประกอบด้วยวิธีการตรวจ
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จ าแนกไทป์ของไวรัสโดยวิธี indirect double antibody sandwich ELISA การแยกไวรัสและพิสูจน์ไวรัส 

(virus isolation and identification) และวิธี RT-PCR 

การตรวจแอนติบอดีต่อไวรัส มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสุขภาพสัตว์ก่อนการเคล่ือนย้าย รวมทั้งการน าเข้า

และส่งออกสัตว์ การป้องกันและเฝ้าระวังโรค การยืนยันโรคในสัตว์ต้องสงสัย การยืนยันสถานะปลอดโรค 

ตลอดจนประเมินประสิทธิภาพของการใช้วัคซีน การตรวจแอนติบอดีต่อไวรัสแบ่งได้เป็นสองประเภท คือ 

การตรวจวัดระดับแอนติบอดีต่อ viral structural protein (SP) โดยวิธี LP ELISA หรือวิธี virus 

neutralization test และการตรวจหาแอนติบอดีต่อ non-structural protein ของไวรัส โดยวิธ ีindirect ELISA  

3.2.1 การเตรียมตัวอย่าง 

ตัวอย่างน้ าเหลืองจากตุ่มใสและตัวอย่างซีรัมสามารถน าไปใช้ชันสูตรด้วยวิธีต่างๆ ได้ทันที ในขณะที่ตัวอย่าง

เนื้อเย่ือต้องน ามาสกัดแยกไวรัสให้อยู่ในรูปสารละลายก่อน ดังนี้ 

(1) ชั่งตัวอย่างก่อนน ามาตัดให้เป็นชิ้นเล็กๆ ด้วยกรรไกรสะอาดทีผ่่านการฆ่าเชื้อด้วยความร้อน  

(2) ใส่ตัวอย่างในโกร่งที่มีทรายขาวละเอียดที่ผ่านการฆ่าเชื้อ บดตัวอย่างให้ละเอียด 

(3) น าตัวอย่างที่บดมาท าเป็นสารละลายเจือจาง 10 % (w/v) โดยใช้ phosphate buffered saline (PBS) 

0.4 โมลาร์ (molar; M) เป็นตัวละลาย เช่น ตัวอย่าง 1 g เติม PBS ปริมาตร 9 ml เป็นต้น 

(4) ปั่นในเครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดท าความเย็นที่ 700 g นาน 15 min ถึง 20 min 

(5) แยกส่วนน้ าใสไปกรองด้วย syringe filter ขนาด 0.45 µm และแบ่งใส่หลอดเพื่อใช้ในการชันสูตรด้วย

วิธีต่างๆ ต่อไป 

3.2.2 การตรวจจ าแนกไทป์ของไวรัสด้วยวิธี ELISA (ELISA typing) 

3.2.2.1 หลักการ 

เป็นการตรวจเชิงคุณภาพเพื่อจ าแนกไทป์ของไวรัสโดยใช้วิธี indirect double antibody sandwich ELISA 

ตัวอย่างที่ใช้ในการชันสูตรวิธีนี้คือ ตัวอย่างน้ าสกัดจากเนื้อเยื่อ และน้ าเหลืองจากตุ่มใส 

3.2.2.2 วิธีการ 

(1) เคลือบเพลทด้วยซีรัมกระต่ายที่มีแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส FMD (rabbit trapping antibody) ไทป์ที่

ต้องการตรวจ และซีรัมกระต่ายปกติ (normal rabbit serum) ซึ่งปรับความเข้มข้นแล้ว (working 

dilution) ท าการเจือจางโดยใช้ coating buffer (0.05 M carbonate bicarbonate buffer pH 9.5) หยดลง

บน ELISA  plate ก้นเรียบหลุมละ 50 µl วางบนเครื่องเขย่าแนวราบ (orbital shaker) ใช้ความเร็ว  

200 รอบต่อนาที ในตู้อบอุณหภูมิ 37
o
C นาน 60 min หรือเก็บข้ามคืนที่ 4

o
C 

(2) ล้างเพลทด้วย PBS 5 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง 
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(3) เตรียมสารละลายแอนติเจนควบคุม (antigen control) และตัวอย่างจากสารละลายเจือจาง 10% (w/v)   

ที่ต้องการจ าแนกไทป์ของไวรัสในไมโครทิวป์ (microtube) โดยใช้ ELISA diluent ท า two fold serial 

dilution ไป 3 dilution หยดลงในเพลท ปิดฝาเพลท วางบนเครื่องเขย่า ใช้ความเร็ว 200 รอบต่อนาที  

ในตู้อบอุณหภูมิ 37
o
C นาน 60 min 

(4) ล้างเพลทด้วย PBS 5 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง 

(5) ใส่สารละลาย guinea pig detecting antibody ส าหรับไวรัส FMD ไทป์ที่ต้องการตรวจ และซีรัมหนู

ตะเภาปกติ ซึ่งปรับความเข้มข้นเหมาะสมแล้ว โดยใช้ blocked diluent (ELISA diluent ที่มี 3% BSA เป็น

ส่วนประกอบ หรือ 5 % skimmed milk) หยดลงเพลทหลุมละ 50 µl เขย่าในตู้อบอุณหภูมิ 37o
C นาน 30 min 

(6) ล้างเพลทด้วย PBS 5 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง 

(7) เติมคอนจูเกต (horseradish peroxidase conjugate) ซึ่งปรับความเข้มข้นเหมาะสมแล้วใน blocked 

diluent หยดลงเพลทหลุมละ 50 µl เขย่าในตู้อบอุณหภูมิ 37o
C นาน 30 min 

(8) ล้างเพลทด้วย PBS 5 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง 

(9) เติมสารละลายซับสเตรต TMB (tetramethylbenzidine substrate) หรือ 3,3',5,5' tetramethylbenzidine 

โดยใช้ TMB 1 mg ละลายด้วย phosphate citrate buffer pH 5.6 ปริมาตร 11 ml และเติม 30%  H2O2 (w/v)  

ปริมาตร 2 µl เขย่าให้เข้ากัน แล้วหยอดลงในเพลทหลุมละ 100 µl ตั้งทิ้งไว้ 20 min หรือเตรียม

สารละลาย 0.01% TMB หยอดลงในเพลทหลุมละ 100 ml ให้เกิดปฏิกิริยาในอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 min 

(10) เติม 1 N H2SO4 ปริมาตร 50 µl เพื่อหยุดปฏิกิริยาของซับสเตรต  

3.2.2.3 การแปลผล 

ตัวอย่างในหลุมที่ให้ผลบวกจะติดสีเหลือง แสดงว่าเป็นไวรัสชนิดนั้น 

สามารถอ่านค่าความเข้มของแสงส่องผ่าน (optical density; OD) ด้วยเครื่องอ่าน ELISA reader ที่ความ
ยาวคล่ืน 450 nm (กรณีใช้ orthophenylene diamine; OPD) เป็นซับสเตรตต้องอ่านค่า OD ที่ความยาว

คล่ืน 492 nm) 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 แผนภาพแสดงการตรวจจ าแนกชนิดของไวรัสด้วยวิธี ELISA typing 
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3.2.3 การแยกและพิสูจน์ไวรัส (virus isolation and identification) 

3.2.3.1 หลักการ 

การแยกและพิสูจน์ไวรัส เป็นวิธีการผ่านไวรัสลงในเซลล์เพาะเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณไวรัส ซึ่งต้องท าใน

ห้องปฏิบัติการที่มีการควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ ระดับ 3 (biosafety level 3; BSL-3) ตัวอย่าง

ที่ใช้ในการชันสูตรวิธีนี้คือ ตัวอย่างน้ าสกัดจากเนื้อเยื่อ และน้ าเหลืองจากตุ่มใส  

การแยกไวรัสในเซลล์เพาะเล้ียงเป็นวิธีชันสูตรที่ให้ผลแน่นอน แต่จ าเป็นต้องใช้เซลล์ปฐมภูมิ (primary cell) 

ซึ่งเตรียมจากไตของลูกแกะ (primary lamb kidney cell) หรือต่อมไทรอยด์ของลูกโค (primary bovine 

thyroid cell) หรืออาจใช้ cell line จากไตลูกหนูแฮมเตอร์ (baby hamster kidney cell; BHK) ได้  

แต่พบว่า cell line จะมีความไวน้อยกว่าเซลล์ปฐมภูมิ รายละเอียดการเตรียมเซลล์ปฐมภูมิแสดงดัง

ภาคผนวก จ 

3.2.3.2 วิธีการ 

(1) น าเซลล์เพาะเล้ียงที่เกิด confluent monolayer (เช่น ในกรณี cell line ใช้อายุ 2 วัน หรือเซลล์ปฐมภูมิ) 

ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้ง 

(2) เติมตัวอย่างน้ าสกัดจากเนื้อเย่ือ ปริมาตร 1 ml แล้วบ่มในตู้อบเพื่อให้เกิดการ absorb ที่อุณหภูมิ 

37
o
C เป็นเวลา 1 h  

(3) เติม maintenance medium (MM) และเก็บในตู้อบที่ 37
o
C 

(4) อ่านผลการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์ (cytopathic effect; CPE) ทุกวัน เป็นเวลา 2 วัน (ดังแสดงใน

ภาคผนวก ช) 

(5) เก็บไวรัสจากเซลล์โดยการ freeze-thaw และปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1,000 g นาน 15 min ที่อุณหภูมิ 

4°C เพื่อแยกส่วนใสออกจากตะกอนที่เป็นกากเซลล์ 

(6) น าส่วนใสนี้ไปผ่านลงในเซลล์เพาะเล้ียงอีกครั้ง ปฏิบัติตามข้อ (1) ถึงข้อ (5) รวม 3 ซ้ า แล้วน าส่วนใส

มาท าการตรวจ ELISA typing เพื่อยืนยัน ตามวิธีในข้อ 3.2.2 

3.2.4 วิธี RT-PCR 

3.2.4.1 หลักการ 

วิธีนี้เป็นการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสโดยเทคนิคระดับโมเลกุล ประกอบด้วยขั้นตอนการสกัด RNA 

การสร้าง cDNA การเพิ่มจ านวน DNA เป้าหมายแบบทวีคูณโดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะจนมีจ านวนมากพอที่จะ

ตรวจพบได้ และแยกแถบ DNA ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis)  
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ตัวอย่างที่สามารถน ามาใช้ในการชันสูตรด้วยวิธีนี้ ได้แก่ น้ าสกัดจากเนื้อเย่ือ และน้ าเมือกบริเวณหลอดอาหาร

ส่วนต้น และ/หรือคอหอย  

3.2.4.2 วิธีการ 

3.2.4.2.1 การสกัด RNA โดยใช้ Trizol reagent มีวิธีการดังนี้ 

(1)  น าตัวอย่าง ปริมาตร 250 µl ใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนาด 1.5 ml เติม Trizol reagent ปริมาตร 

750 µl ผสมให้เข้ากันโดยพลิกหลอดขึ้น-ลงเบาๆ และตั้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 min 

(2) เติม chloroform ปริมาตร 250 µl ผสมให้เข้ากัน โดยพลิกหลอดขึ้น-ลงเบาๆ และตั้งไว้ที่

อุณหภูมิห้อง 5 min 

(3) น าหลอดไปปั่นในเครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดท าความเย็น (อุณหภูมิ 4
o
C) ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 15 min 

ส่วนผสมจะแยกเป็น 3 ช้ัน ดูดส่วนน้ าใสชั้นบน ใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ 

โดยดูดเบาๆ ให้ได้ปริมาตร 500 µl 

(4) เติม isopropanol ปริมาตร 500 µl เพื่อตกตะกอน RNA ผสมให้เข้ากัน โดยพลิกหลอดขึ้น-ลงเบาๆ 

และตั้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 10 min  

(5) น าหลอดไปปั่นในเครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดท าความเย็น (อุณหภูมิ 4
o
C) ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 

15 min จะเห็นตะกอน RNA สีขาวอยู่ที่ก้นหลอด  

(6) ดูดส่วนน้ าใสข้างบนทิ้ง เติม 75% ethanol ปริมาตร 1 ml เพื่อล้างตะกอน RNA น าหลอดไปปั่นใน

เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดท าความเย็น (อุณหภูมิ 4
o
C) ความเร็ว 6,000 g เป็นเวลา 15 min  

(7) ดูดส่วนน้ าใสข้างบนทิ้ง เหลือส่วนที่เป็นตะกอน RNA อยู่ท่ีก้นหลอด  

(8) ท าให้ตะกอน RNA แห้ง และละลายตะกอนด้วย RNase-free water ปริมาตร 30 µl  

(9) น าไปทดสอบในขั้นตอนที่ 3.2.4.2.2 ต่อไป หรือเก็บในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20
o
C 

หมายเหต ุอาจใช้ชุดสกัด RNA ทางการค้าได้    
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3.2.4.2.2 ขั้นตอน reverse transcription (RT) มีวิธีการดังนี้  

(1) เตรียมสารละลาย RT Master mix ในหลอด PCR ขนาด 0.5 ml ดังตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1 ส่วนประกอบสารละลาย RT Master mix 

สารเคม ี ความเข้มข้น ปริมาตร/ตัวอย่าง 

RNase-free water  2.5   µl 
5X Buffer  5.0   µl 
dNTPs 10 mM* 2.5   µl 
DTT 100 mM 2.5   µl 
RNase inhibitor  40  U/µl** 0.5   µl 
Reversed transcriptase primer (random hexamer) 

(Random hexamer) 
20 pmol/µl 1.0   µl 

Reversed transcriptase enzyme (M-MLV) 200 U/µl 1.0   µl 
Total ( µl )  15   µl 
หมายเหต ุ*มิลลิโมลาร์ (millimolar; mM) **ยูนิตต่อไมโครลิตร (unit per microliter; U/ µl) 
(2) เติม RNA ปริมาตร 10 µl ผสมให้เข้ากัน โดยใช้ vortex mixer   
(3) ปั่นสารทั้งหมดให้ตกลงก้นหลอด (spin down)     

(4) น าหลอดเข้าเครื่อง thermocycler โดยตั้งโปรแกรมที่อุณหภูมิ 42
o
C เป็นเวลา 60 min และ 95

o
C  

เป็นเวลา 5 min จะได้ RT product เป็น cDNA  ส าหรับน าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป หรือเก็บในตู้แช่แข็ง

อุณหภูมิ -20
o
C 

3.2.4.2.3 ขั้นตอน polymerase chain reaction (PCR) มีวิธีการดังนี้ 

(1) เตรียมสารละลาย PCR Master mix ลงในหลอด PCR ขนาด 0.5 ml ดังตารางท่ี 2 

ตารางที่ 2 ส่วนประกอบสารละลาย PCR Master mix 

สารเคม ี ความเข้มข้น ปริมาตร/ตัวอย่าง 

RNase-free water  28.5  µl 
10X Buffer   

 
 5.0   µl 

MgCl2 25 mM 3.0   µl    
dNTPs 10 mM 1.0   µl 
Forward primer 20 pmol/µl 1.0   µl 
Reverse primer 20 pmol/µl         1.0   µl 
Taq DNA Polymerase 

(Random hexamer) 
5  U/µl 0.5   µl 

Total ( µl )  40   µl 
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ตารางที่ 3 แสดง oligonucleotide Primer 1, Primer 2 และขนาด product length 

Primer 

name 
           Primer sequence 5'-3'                          Location 

Product  

length (bp) 

1F GCCTGGTCTTTCCAGGTCT (Forward primer) 3D 
328 

1R CCAGTCCCCTTCTCAGATC (Reverse primer) 3D 

AP5 AGGACAAAGCGCTGTTCCGC  (Forward primer) 3D 
454 

AP6 TCAGGGTTGCAACCGACCGC  (Reverse primer) 3D 

 

(2) เติม  RT product ที่เป็น cDNA ปริมาตร 10 µl ผสมให้เข้ากัน โดยใช้ vortex mixer   

(3) ปั่นสารทั้งหมดให้ตกลงก้นหลอด (spin down)  

(4) น าหลอดเข้าเครื่อง thermocycler เพื่อเพิ่มจ านวนชิ้นส่วน DNA เป้าหมายโดยตั้งสภาวะในขั้นตอน

ต่างๆ ดังนี้ 
 

อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 

94
o
C 4   min 1 

94
o
C 

55
o
C 

72
o
C 

60  min                     

60  min 

90 min 

30 

72
o
C 5  min 1 

 

3.2.4.2.4 แยกแถบ DNA ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส   

(1) เตรียม 1.5% agarose gel และท าหลุมส าหรับหยอดตัวอย่าง น าไปวางลงใน chamber ของเครื่อง 

อิเล็กโทรโฟรีซิส 

(2) เติม 1X TBE buffer ให้ท่วมแผ่น gel              

(3) หยอด  DNA ladder เป็น marker  

(4) หยดตัวอย่างที่ผสมกับ loading dye ลงในหลุมบน agarose gel ปริมาตร 5 µl ต่อหลุม  

(5) ปิดฝา chamber เลือกใช้กระแสไฟฟ้า 100 V เป็นเวลา 25 min (อาจปรับเปล่ียนได้ตามความ

เหมาะสม) 

(6) ย้อมแผ่น agarose gel ด้วยสารละลาย ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 µg/ml เป็นเวลา 10 min 
หรือใช้สารเรืองแสงส าหรับย้อม DNA (florescence dye) ชนิดอื่น  
(7) น าแผ่น agarose gel ไปอ่านด้วยเครื่อง UV transilluminator จะเห็นชิ้นส่วนของ DNA ที่ย้อมด้วย 

ethidium bromide เป็นแถบ (band) เรืองแสงบน agarose gel   
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3.2.4.3  การแปลผล 

อ่านผลเป็นบวกหรือลบโดยบอกขนาด product length ของแต่ละตัวอย่าง เมื่อเทียบกับ DNA marker 

และชุดควบคุมผลบวก/ชุดควบคุมผลลบ ดังนี้   

(1) กรณีใช้ Primer 1F/1R   

- พบ product band ที่ต าแหน่ง 328 bp อ่านผลเป็นบวก 

- ไม่พบหรือไม่มี product band ที่ต าแหน่ง 328 bp อ่านผลเป็นลบ  

       
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 แสดงผลการตรวจหาไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย โดยวิธี RT-PCR กรณีใช้ Primer 1F/1R 

(2) กรณีใช้ Primer AP5/AP6   

- พบ product band ที่ต าแหน่ง 454 bp อ่านผลเป็นบวก 

- ไม่พบหรือไม่มี product band ที่ต าแหน่ง 454 bp อ่านผลเป็นลบ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 แสดงผลการตรวจหาเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย โดยวิธี RT-PCR กรณีใช้ Primer AP5/AP6   

Lane 1         = DNA ladder marker 

Lane 2-8      = Sample (positive) 

Lane 9         = Positive control 

Lane 10       = Negative control 

Lane 1          = DNA ladder marker 

Lane 2, 3, 5  = Sample (positive) 

Lane 4          = Sample (negative) 

Lane 6          = Positive control 

Lane 7          = Negative control 

 

   

454 bp 

1000 bp 

  
500 bp 

 
  

100 bp 
 

 

328 bp 

 

1000 bp 

 500 bp 

 100 bp 
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3.2.4.4 ข้อควรระวัง 

เพื่อป้องกันการปนเปื้อนควรท าความสะอาดบริเวณพื้นที่ท างาน เครื่องมือและอุปกรณ์ด้วยน้ ายาท าลาย

เอนไซม์ RNase และ DNase (สารเคมีที่มีฤทธิ์เป็นด่าง เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์) และสวมถุงมือยางทุก

ครั้งท่ีปฏิบัติงาน รวมท้ังมีการแยกพื้นที่การปฏิบัติงาน  

3.2.5 วิธี LP ELISA 

3.2.5.1 หลักการ  

เป็นการตรวจสอบเชิงปริมาณด้านวิทยาภูมิคุ้มกันของโรค FMD ในตัวอย่างซีรัม โดยมีหลักการการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีที่จ าเพาะกัน หรือปฏิกิริยาที่แอนติบอดีไปยับย้ังคุณสมบัติ

แอนติเจนให้เป็นกลาง (neutralize) ซึ่งเป็นการท าลายคุณสมบัติด้านการติดเชื้อ (infectivity) ของไวรัส โดย

การเจือจางซีรัมแบบ two fold serial dilution และท าปฏิกิริยากับไวรัสในปริมาณคงที่ ในเวลาและอุณหภูมิที่

เหมาะสม ท าการตรวจสอบปริมาณไวรัสที่หลงเหลือหรือถูกยับย้ังโดยสมบูรณ์ ด้วยวิธี enzyme immunoassay 

แบบ indirect double antibody sandwich ELISA  

3.2.5.2 วิธีการ                                                                                         

(1) เคลือบ rabbit trapping antibody ต่อไวรัส FMD ไทป์ที่ต้องการตรวจ ลงบน ELISA plate โดยใช้ 

coating buffer (0.05 M carbonate bicarbonate buffer pH 9.5) ปริมาตร 50 µl ต่อหลุม เก็บในตู้อบที่

อุณหภูมิ 37
o
C เป็นเวลา 1 h หรือเก็บข้ามคืนทีอุ่ณหภูมิ 4

o
C  

(2) เตรียมตัวอย่าง virus-serum mixture ใน U-shape plate โดยเจือจางซีรัมแบบ two fold serial dilution 

และเติมไวรัสอ้างอิง (reference virus) ของไวรัส FMD ไทป์ที่ต้องการตรวจ ในปริมาณที่คงที่ (ผ่านการ 

titration และหา optimal dilution แล้ว) โดยเติมอย่างละ 50 µl ต่อหลุม เก็บในตู้อบที่อุณหภูมิ 37o
C  

เป็นเวลา 1 h หรือเก็บข้ามคืนที่ 4
o
C 

(3) ในขณะเดียวกันให้เตรียมชุดควบคุม ซึ่งประกอบด้วย antigen control, strong positive serum (C++), 

weak positive serum (C+) และ negative serum (C-) ของแต่ละไทป์ หยอดลงบน U-shave plate   

(4) ถ่ายสารละลาย virus-serum mixture ปริมาตร 50 µl ลงบน coated plate น าไปวางบนเครื่องเขย่าแบบ
แนวราบ (orbital shaker) ในตู้อบอุณหภูมิ 37

o
C บ่มเป็นเวลา 1 h ล้างด้วย PBS 4 ครั้ง 

(5) เติมสารละลาย guinea pig detecting antibody ของไวรัส FMD ไทป์ที่ต้องการตรวจ ของแต่ละเพลท 

ปริมาตร 50 µl ต่อหลุม เขย่าทีอุ่ณหภูมิ 37
o
C บ่มเป็นเวลา 1 h ล้างด้วย PBS 4 ครั้ง 

(6) เติมสารละลาย horseradish peroxidase conjugate ปริมาตร 50 µl ต่อหลุม เขย่าที่อุณหภูมิ  
37 

o
C บ่มเป็นเวลา 1 h ล้างด้วย PBS 4 ครั้ง 

(7) เติมสารละลายซับสเตรต TMB โดยใช้ TMB จ านวน 1 mg ละลายด้วย  phosphate citrate buffer pH 5.6 

ปริมาตร 11 ml และเติม 30%  H2O2  (w/v)  ปริมาตร 2 µl เขย่าให้เข้ากัน แล้วหยอดลงในเพลทหลุมละ 

100 µl ตั้งทิ้งไว้ 20 min หรือเตรียมสารละลาย 0.01% TMB หยอดลงในเพลทหลุมละ 100 µl ให้

เกิดปฏิกิริยาในอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 min 
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(8)  เติม 1 N H2SO4 ปริมาตร 50 µl เพื่อหยุดปฏิกิริยาของซับสเตรต   

3.2.5.3 การแปลผล 

(1)  อ่านค่า OD ด้วยเครื่อง ELISA Reader ที่ความยาวคล่ืน 450 nm กรณีใช้ OPD substrate ต้องอ่านค่า 

OD ทีค่วามยาวคล่ืน 492 nm 

(2) ค านวณค่าระดับภูมิคุ้มกัน (antibody titer) โดยดูจากค่า serum dilution สูงสุด ที่มีค่า 50% OD max 

ของ antigen control อยู่ในช่วง 1.0–1.5 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 ตัวอย่างแสดงการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อไวรัส FMD โดยวิธี LP ELISA  

3.2.6 วิธี virus neutralization test (VNT)                   

3.2.6.1 หลักการ 

เป็นการตรวจสอบเชิงปริมาณด้านวิทยาภูมิคุ้มกันของโรค FMD ในตัวอย่างซีรัม โดยหลักการการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีที่จ าเพาะกัน หรือปฏิกิริยาที่แอนติบอดีไปยับย้ังคุณสมบัติ

แอนติเจนให้เป็นกลาง (neutralize) ซึ่งเป็นการท าลายคุณสมบัติด้านการติดเชื้อ (infectivity) ของไวรัส    

โดยการเจือจางซีรัมแบบ two fold serial dilution ลงบน tissue culture plate โดยใช้ MEM เป็น diluent 

เตรียม standard virus ของไทป์ที่ต้องการตรวจ ใช้ปริมาณไวรัสที่ 100 TCID50 (50% tissue culture 

infective dose) โดยเติม standard virus ลงบนสารละลายซีรัมปริมาณเท่ากัน ปล่อยให้ท าปฏิกิริยายับย้ัง

คุณสมบัติแอนติเจนให้เป็นกลาง ในเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสม ท าการตรวจสอบปริมาณไวรัสที่

หลงเหลือหรือถูกยับย้ังโดยสมบูรณ์ อ่านผลการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์ (CPE) ทางกล้องจุลทรรศน์หรือ

ย้อมเซลล์ด้วย 0.1% crystal violet ในสารละลายที่มี 10 % formalin-PBS ในการตรวจสอบอาจเลือกใช้

เซลล์เพาะเล้ียงได้หลายชนิด เช่น  BHK-21,  IB-RS-2,  lamb kidney cell หรือ pig kidney cell    

เตรียมสต็อกไวรัสโดยผ่านลงบนเซลล์เพาะเล้ียงแบบ monolayer cell ตรวจสอบ virus titer 2 ครั้ง ถึง 3 ครั้ง 

โดยวิธี tissue culture method จนได้ virus titer ที่คงที่ ท าการแจกใส่ไมโครทิวป์ หลอดละ 1 ml เพื่อเก็บ

เป็นสต็อก โดยเก็บที่ -20 
o
C ที่มี 50% glycerine จะสามารถรักษาความคงทนไว้ได้นาน ส่วนซีรัมสัตว์ 

 
 

 
C++  = strong positive control serum 

C+   = weak positive control serum 

C- = negative control serum 

Ca = control antigen 
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ที่ต้องการตรวจสอบ ต้องท าการ inactivate serum โดยแช่ใน water bath อุณหภูมิ 56
o
C เป็นเวลา  

30 min เพื่อท าลาย complement และ non specific protein ที่มีอยู่ในซีรัม  

หมายเหต:ุ ขั้นตอนนี้ ต้องท าในห้องปฏิบัติการที่มีการควบคุมความปลอดภัยทางชีวภาพ ระดับ 3   
 

3.2.6.2 วิธีการ                

(1) ท าการเจือจางซีรัมแบบ two fold serial dilution ด้วย MEM diluent เริ่มที่ 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 

1:64, 1:128 และ 1:256 ตามล าดับ ใส่ลงบน microplate แบบ tissue culture plate ก้นแบน แบบ 96 หลุม 

โดยในหนึ่งตัวอย่างควรท าซ้ า (duplicate)  

(2) เตรียม positive control serum, negative control serum และ cell control ลงบน microplate  

(3) น าสต็อกไวรัสที่ผ่านการ titrate มาแล้ว เตรียมสารละลายไวรัสโดยค านวณ dilution ที่ต้องใช้ เพื่อให้

ได้ปริมาณของไวรัสหลังจากรวมกับซีรัมแล้วเป็น 100 TCID50 เติมลงใน microplate หลุมละ 50 µl เคาะ

เพลทเบาๆ เพื่อให้ซีรัมและไวรัสผสมกันได้ท่ัว ปิดเพลทด้วย microplate lid 

(4) บ่มทีอุ่ณหภูมิ  37
 o
C ใน CO2 incubator (มี 5% CO2 ส าหรับปรับสภาวะกรด-ด่าง ให้คงที)่ เป็นเวลา 1 h 

(5) เตรียมเซลล์แขวนลอย (cell suspension) โดยค านวณปริมาณเซลล์ประมาณ 10
6
 เซลล์ต่อ ml โดยใช้ 

growth medium ที่มีส่วนผสมของ MEM, 10% bovine serum, 3% NaHCO3 และยาปฏิชีวนะ เติมลงบน 

microplate ทุกหลุมๆ ละ 50 µl ปิดเพลทด้วย microplate lid           

(6)  บ่มทีอุ่ณหภูมิ  37
o
C ใน CO2 incubator เป็นเวลา 2 วัน ถึง 3 วัน อ่านผล CPE ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

ควรอ่านผลภายใน 48 h เนื่องจากเซลล์เพาะเล้ียงจะเริ่มมีการตายเกิดขึ้น ท าให้การอ่านผล CPE ไม่

ชัดเจน    
(7)  หากต้องการเก็บ microplate ไว้นานเพื่ออ่านผลซ้ า สามารถย้อมเพลทด้วย 0.1% crystal violet ใน

สารละลายท่ีมี 10 % formalin-PBS   เป็นเวลา 30 min ล้างสีทีต่กค้างออกด้วยน้ าสะอาด 

(8) การอ่านผล virus control เพื่อตรวจสอบว่าปริมาณความเข้มข้นของไวรัสที่เตรียมเป็น 100 TCID50  

ที่ถูกต้อง เมื่อค านวณค่า virus titer (back titration) แล้ว จะได้ค่า titer อยู่ในช่วง 1.5 ถึง 2.5 TCID50 

3.2.6.3 การแปลผล 

อ่านผล serum titer คือ ค่า serum dilution สูงสุด ที่สามารถ neutralize virus ได้ 50% (หรือ 50% 

neutralizing end-point) วิธีค านวณหาค่า serum titer ค านวณเป็นค่า log จากนั้นแปรกลับเป็นตัวเลขโดย

เปิด antilog อีกครั้ง    
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ตัวอย่างการค านวณค่า serum titer (ตัวอย่างหมายเลข 2 (S-2) ภาพที่ 5) 

อ่านค่า serum dilution สูงสุดที่สามารถ neutralize ได้ 50% ในที่นี้คือค่าระหว่าง 1:8 ถึง 1:16 หรือที่ 2
3
 

และ 2
4
 ดังนั้น ค่าที่อ่านได้จะต้องเป็น 2

3.5
 

วิธีค านวณดังนี้ 

          สมมุติค่า  serum titer = X 

        X = 2
3.5

 

         ต้อง take log ทั้งสองข้าง        log X  = log 2
3.5

 

            log X  = 0.301 x 3.5 (log 2 = 0.301) 

            log X  = 1.0535 

        X  = 11.310 (มาจากการเปิด antilog) 

           ดังนั้นจะได้ค่า  serum titer  = 1:11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 แสดงตัวอย่างการอ่านผลและการแปลผลค่า serum titer 

3.2.7 การตรวจหาแอนติบอดีต่อ non-structural protein ของไวรัส FMD โดยวิธี indirect ELISA  

3.2.7.1 หลักการ 

เป็นการตรวจสอบทาง enzyme immunoassay ในตัวอย่างซีรัม โดยการตรวจหาแอนติบอดีต่อ  

non-structure protein ของไวรัส FMD ซึ่งเตรียมและสังเคราะห์โดยใช้หลักการของการตัดต่อยีนทาง 

พันธุวิศวกรรม  (genetic  engineering) ในส่วนของยีนนี้เรียกว่า 3A, 3B, 3AB, 3ABC, 2A, 2B, 2C 

หรือ 3D เป็นต้น โดยหลักการที่ไวรัส  FMD จะมีองค์ประกอบส่วน structural protein ได้แก่ VP1, VP2, 

VP3  และ VP4 และส่วน non-structural protein ได้แก่  2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, และ 3D ที่เกิดขึ้น

จากกระบวนการ viral replication ในร่างกายสัตว์ขณะติดเชื้อ ร่างกายสัตว์จะสร้างแอนติบอดีต่อส่วน 

structural protein และ non-structural protein ซึ่งจะสามารถตรวจพบได้ในซีรัมสัตว์ป่วย แต่ไม่สามารถ

ตรวจพบในซีรัมสัตว์ที่ได้รับวัคซีนที่เตรียมด้วย inactivated virus ดังนั้นจึงได้มีการพัฒนาเทคนิคการตรวจ
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วินิจฉัยโรค FMD ในซีรัมสัตว์โดยตรวจหาแอนติบอดีต่อส่วน non-structural protein ดังกล่าว เพื่อ

จุดประสงค์ในการแยกระหว่างสัตวท์ี่ได้รับการฉีดวัคซีนและสัตวท์ี่ติดเชื้อได้อย่างถูกต้องและแม่นย า  

3.2.7.2 วิธีการ 

การผลิตชุดตรวจสอบในปัจจุบันมีการพัฒนา non-structural protein ในส่วนของ 3ABC, 3AB, 3B หรือ 

2B ผลิตเป็นชุดตรวจสอบส าเร็จรูป และมีใช้ในต่างประเทศรวมทั้งในประเทศไทยอย่างแพร่หลาย เพื่อ

ความสะดวก เหมาะสม และความรวดเร็วในการตรวจสอบ  

ชุดตรวจสอบส าเร็จรูปต้องได้รับการตรวจสอบความใช้ได้ (validation) ของวิธีทดสอบ โดยศูนย์อ้างอิง

โรคปากและเท้าเปื่อย ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ หรือหน่วยงานที่องค์การโรคระบาดสัตว์ระหว่าง

ประเทศ (World Organization for Animal Health; OIE) ยอมรับ ก่อนน าไปใช้ 

ตัวอย่างชุดตรวจสอบที่ได้ผ่านการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ โดยศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย 

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ แสดงไวใ้นภาคผนวก ฉ  
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ภาคผนวก ก 

วิทยาการระบาด พยาธิก าเนดิ และอาการของโรคปากและเท้าเปื่อย 
 (ข้อ 3) 

ก.1 วิทยาการระบาด 

โรค FMD เป็นโรคระบาดที่ร้ายแรง ติดต่อง่ายและระบาดรวดเร็ว ในสัตว์กีบคู่ (cloven–hoofed animal) 

เช่น โค กระบือ แพะ แกะ สุกร กวาง อูฐ และสัตว์ชนิดอื่นๆ เช่น ช้าง เป็นต้น สาเหตุของโรคเกิดจากไวรัส

ปากและเท้าเปื่อย (foot and mouth disease virus; FMDV) ในวงศ์ Picornaviridae สกุล Aphthovirus 

ไวรัส FMD มีทั้งหมด 7 ไทป์ (serotype) ได้แก่ โอ (O)  เอ (A)  ซี (C)  เอเชียวัน (Asia1)  แซทวัน 

(SAT1) แซททู (SAT2) และแซททรี (SAT3) ในประเทศไทยเคยพบระบาดอยู่ 3 ไทป์ คือ โอ เอ และ

เอเชียวัน ไวรัสแต่ละชนิดไม่ท าให้เกิดความคุ้มโรคข้าม (cross immunity) และยังแบ่งเป็นไทป์ย่อย 

(subtype) รวมทั้งหมด 64 ไทป์ย่อย คือ ไทป์โอมี 11 ไทป์ย่อย ไทป์เอ มี 32 ไทป์ย่อย ไทป์ซี มี 5 ไทป์ย่อย 

ไทป์เอเชียวัน มี 3 ไทป์ย่อย ไทป์แซทวัน มี 6 ไทป์ย่อย ไทป์แซททู มี 3 ไทป์ย่อย และไทป์แซททรีมี  

4 ไทป์ย่อย 

ด้วยเหตุที่โรค FMD เป็นโรคที่ติดต่อง่าย ระบาดรวดเร็ว และก่อให้เกิดความเสียหายอย่างมาก รวมทั้งยัง

ส่งผลถึงการค้าระหว่างประเทศ องค์การโรคระบาดสัตว์ระหว่างประเทศ จึงก าหนดให้โรคนี้อยู่ในบัญชี 

โรคระบาดสัตว์บก ทั้งนี้ประเทศไทยได้ประกาศให้โรค FMD เป็นโรคระบาดตามพระราชบัญญัติ 

โรคระบาดสัตว์ พ.ศ. 2499  

ก.2 พยาธิก าเนิด 

โรค FMD สามารถติดต่อได้หลายทาง ได้แก่ การสัมผัสโดยตรงกับสัตว์ป่วยหรือสัตว์ที่เป็นพาหะ (carrier) 

สัมผัสส่ิงขับถ่ายหรือส่ิงคัดหล่ังของสัตว์ที่เป็นโรค เช่น ปัสสาวะ อุจจาระ น้ าลาย น้ านม น้ าจากตุ่มใส สัมผัสส่ิง

ปนเปื้อนไวรัส ผ่านทางเดินหายใจ หรือการกินอาหารที่ปนเปื้อน  

เมื่อติดเชื้อเข้าสู่ทางเดินหายใจจะพบไวรัสได้บริเวณคอหอย (pharynx) แล้วไวรัสจะแพร่กระจายไปตาม

กระแสเลือดและระบบน้ าเหลืองไปสู่อวัยวะต่างๆ ทั่วร่างกาย  ในระยะก่อนที่สัตว์จะแสดงอาการป่วยพบว่ามี

ไวรัสถูกขับออกมากับส่ิงขับถ่ายและสารคัดหล่ังในปริมาณสูง ในกรณีสัตว์ได้รับเชื้อจากการกินอาหารหรือน้ า

ที่ปนเปื้อนไวรัส ปริมาณไวรัสในร่างกายสัตว์ป่วยจะเริ่มลดลงเมื่อร่างกายมีการตอบสนองโดยการสร้าง

แอนติบอดีไปต่อต้านไวรัส สัตว์ที่ป่วยจะสามารถเป็นพาหะในการแพร่เชื้อไปสู่สัตว์ตัวอื่นได้ พบว่าโคเป็น

พาหะแพร่เชื้อได้นานถึง 24 เดือน ส่วนสุกรไม่พบว่าเป็นพาหะ  การตรวจหาไวรัสโรค FMD ในสัตว์ที่เป็น

พาหะสามารถตรวจได้โดยการเก็บตัวอย่างน้ าเมือกจากบริเวณคอหอยจนถึงส่วนต้นของหลอดอาหาร  

แล้วน ามาเพาะเล้ียงในเซลล์เพาะเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณไวรัส ด้วยวิธี virus isolation และตรวจจ าแนกไทป์

ของไวรัสด้วยวิธ ีELISA typing หรือตรวจสอบโดยวิธี RT-PCR หรือ real time RT-PCR  
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ก.3 อาการ 

สัตว์ที่ติดเชื้อจะแสดงอาการป่วยโดยมีอาการซึม เบื่ออาหาร น้ าลายไหล พบเม็ดตุ่มใสบนเยื่อบุล้ิน ภายใน

ช่องปาก กระพุ้งแก้ม  ไรกีบ ร่องกีบ หรืออุ้งเท้า เม็ดตุ่มจะแตกออกภายในเวลา 24 h และเกิดการลอกของ

เนื้อเย่ือที่ล้ินและเย่ือบุภายในช่องปาก หลังจากนั้น 2 วัน ถึง 5 วัน ไวรัสจะแพร่กระจายไปทั่วร่างกายโดยพบ

เป็นตุ่มใสและแผลบริเวณอุ้งเท้าและไรกีบ ระยะนี้สัตว์จะเริ่มเดินขากะเผลก ในรายท่ีเป็นรุนแรงจะพบรอย

โรคที่บริเวณเต้านม หัวนม (ในโค) และบริเวณเหนือจมูก (ในสุกร) (ภาพประกอบอาการและรอยโรค 

ดังภาคผนวก ช) 
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ภาคผนวก ข 

วิธี virus infection associated agar gel immunodiffusion test 

(VIA-AGID)  

ข.1 หลักการ 

วิธีนี้เป็นการตรวจสอบหาแอนติบอดีต่อ virus infections associated (VIA) antigen ในตัวอย่างซีรัมของ

สัตว์ที่เคยติดเชื้อไวรัส FMD มาก่อน ซึ่งเป็นวิธีที่มีขั้นตอนไม่ซับซ้อน และมีค่าใช้จ่ายต่ ากว่าวิธีอื่น 

นอกจากนี้ ยังสามารถใช้แยกสัตว์ที่ เคยได้รับการฉีดวัคซีนออกจากสัตว์ที่ได้รับการติดเชื้อโดยมี

ความจ าเพาะในระดับหนึ่ง แต่มีโอกาสเกิดผลบวกเทียม (false positive) กรณีที่สัตว์นั้นเคยได้รับวัคซีน 

FMD หลายครั้ง (multiple vaccination) ด้วยวัคซีน FMD ชนิดเชื้อตาย ที่มี BEI เป็นสาร inactivant  ซึ่ง

วัคซีนที่ผลิตหรือมีใช้ในประเทศไทยโดยส่วนใหญ่เป็นวัคซีนเชื้อตายที่มี BEI เป็นสาร inactivant ดังนั้นจึง

ไม่แนะน าให้ใช้วิธีนี้ในสัตว์ที่ได้รับวัคซีนเป็นประจ า อย่างไรก็ตามวิธีนี้สามารถน าไปใช้ในการตรวจแยกสัตว์

กีบคู่อื่นๆ ที่เคยได้รับการติดเช้ือ FMD เช่น สัตว์ป่า เป็นต้น 

วิธีนี้ใช้หลักการของปฏิกิริยาแอนติเจน-แอนติบอดีที่จ าเพาะกัน จะมีการเคล่ือนเข้าหากันโดยอาศัยวุ้นเป็น

สื่อกลาง จนถึงจุดๆ หนึ่งเมื่อความเข้มข้นของแอนติเจนกับแอนติบอดีเหมาะสมจะหยุดการเคลื่อนที่

เกิดเป็นตะกอนวุ้นหรือ precipitation line  

ข.2 วิธีการ 

(1) เตรียม 0.8% agarose gel ใน Petri dish  

(2) เจาะรูวุ้นเรียงเป็นวงจ านวน 6 หลุม และตรงกลาง 1 หลุม ด้วย gel puncher ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

4 ml ดูดวุ้นที่เจาะให้เป็นหลุมโดยใช้ vacuum pump 

(3) หยอด positive control serum ตรงหลุมด้านบนและด้านล่างที่ตรงข้ามกัน หยอด VIA antigen ใน

หลุมกลาง ส่วนที่เหลืออีก 4 หลุมส าหรับหยอดตัวอย่าง โดยใหมี้ ปริมาตร 50 µl ต่อหลุม (ภาพที ่ข.1) 

(4) ปิดฝา Petri dish น าไปวางในภาชนะพลาสติกใส่ส าลีชุ่มน้ าเพื่อให้เกิดความชื้น ปิดฝาภาชนะวาง 

ที่อุณหภูมิห้อง อ่านผล precipitation line ที่เกิดขึ้นภายใน 1 วัน ถึง 5 วัน 



มกษ. 10400-2555 

 

19 

ข.3 การแปลผล 

หากในซีรัมตัวอย่างมีแอนติบอดีต่อ VIA antigen จะเกิดแนวตะกอนวุ้นขึ้น ดังภาพที่ ข.1 พบว่าตัวอย่างที่ 1 

และตัวอย่างท่ี 4 ให้ผลบวก  

 

 

 

 

 

ภาพที่ ข.1 การแปลผลการตรวจด้วยวิธี VIA-AGID  

 

  

 

Ag   = VIA antigen 

P      = positive control 

S1    = sample 1 (positive) 

S2    = sample 2 (negative) 

S3    = sample 3 (negative) 

S4    = sample 4 (positive) 
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ภาคผนวก ค 

การเตรยีมแอนติบอดีและสารเคมสี าหรับทดสอบด้วยวิธี ELISA 

(ข้อ 3) 

ค.1 การเตรียม traping antibody  

การเตรียม rabbit traping antibody โดยการฉีด 146S แอนติเจนที่เข้มข้นและบริสุทธิ์ให้กระต่าย มีขั้นตอน 

โดยน า 146S แอนติเจนของไวรัสไทป์ที่ต้องการตรวจ ผสมกับ complete Freund’s adjuvant ฉีดเข้ากล้ามเนื้อ

กระต่าย ใช้ 146S แอนติเจนประมาณ 40 µg ต่อตัว หลังจากนั้น 28 วัน จึงท าการฉีดแอนติเจนซ้ า ขนาด  

20 µg ต่อตัว ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant  และเจาะเลือดกระต่ายวันที่ 10 หลังฉีดเข็มที่สอง 

แยกซีรัมมาท า titration เพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสม (working dilution) แจกใส่ไมโครทิวป์ และเก็บที่  

-20 
o
C เพื่อเก็บเป็นสต็อก 

ค.2 การเตรียม detecting antibody 

การเตรียม guinea pig detecting antibody โดยการฉีด 146S แอนติเจนที่เข้มข้นและบริสุทธิ์ให้หนูตะเภา 

มีข้ันตอนโดยน า 146S แอนติเจนของไวรัสไทป์ที่ต้องการตรวจผสมกับ complete Freund’s adjuvant ฉีดเข้า

กล้ามเนื้อหนูตะเภาในขนาด 20 µg ต่อตัว จากนั้น 28 วันหลังฉีดให้เจาะเลือด และแยกซีรัมน ามาท า 

titration เพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสม (working dilution) แจกใส่ไมโครทิวป์และเก็บที่ -20
 o
C เพื่อเก็บ

เป็นสต็อก 

ค.3 การเตรียมสารเคมี 

ค.3.1 coating buffer 

เตรียม 0.05 M carbonate bicarbonate buffer pH 9.5 ดังนี้ 

(1) Na2CO3 (anhydrous)  1.59 g 

(2) NaHCO3   2.93 g 

ผสมในน้ ากล่ันให้ได้ 1 L 

ค.3.2 PBS ส าหรับ washing diluent 

เตรียมสต๊อก PBS A ความเข้มข้น 10 เท่า ปริมาตร 5 L ดังนี้ 

(1) NaCl    400 g 

(2) KCl     10 g 
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(3) Na2HPO4           57.5 g 

(4) KH2PO4     10 g 

ละลายในน้ ากล่ัน 5 L 

ค.3.3 สต๊อกสารละลาย MgCl2 ความเข้มข้น 10 เท่า ดังนี้ 

MgCl2.6H2O      5 g 

ละลายในน้ ากล่ัน 500 ml 

ค.3.4 สต๊อกสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 10 เท่า ดังนี้ 

(1) CaCl2 (anhydrous) 6.65 g ละลายในน้ ากล่ัน 500 ml 

ค.3.5 เตรียม washing buffer 10 L  

(1) เจือจาง PBS A 1 L (ข้อ ค.3.2) กับน้ ากลั่น 7 L  

(2) เจือจางสต๊อก MgCl2 100 ml (ข้อ ค.3.3) ในน้ ากล่ัน 900 ml 

(3) เจือจางสต๊อก CaCl2 100 ml (ข้อ ค.3.4) ในน้ ากลั่น 900 ml 

(4) ผสมสารละลายข้อ (1) ข้อ (2) และข้อ (3) จากนั้นปรับ pH ให้ไดป้ระมาณ 7.4 

ค.3.6 เตรียม ELISA diluent (PBST)  

(1) 0.01M PBS ชนิดผงส าเร็จรูป จ านวน 1 ซอง ละลายด้วย deionized water 1 L 

(2) 1% phenol red               1 ml  

(3) Tween 20                   0.25 ml     

จากนั้นใช้ HCl/NaOH ปรับ pH ให้ไดป้ระมาณ 7.4 - 7.6    

ค.3.7 เตรียมสารละลาย blocked diluent  

การทดสอบส่วนใหญ่ไม่จ าเป็นต้องใช้ bovine serum albumin (BSA) โดยสามารถใช้ skimmed milk 

แทนได้ ส าหรับวิธ ีELISA typing ใช้ 3% BSA ส่วนวิธ ีLP ELISA ใช้ 3-5% skimmed milk  

(1) ELISA diluent               100 ml 

(2) skimmed milk powder  5 g หรือ BSA 3 g 

จากนั้นใช้ HCl/NaOH ปรับ pH ให้ได้ประมาณ 7.6  

ค.3.8 สต๊อก citrate-acetate buffer  

(1) เตรียมสต๊อกสารละลาย 1 M citric acid โดยใช ้citric acid 20 g ละลายในน้ ากล่ัน 100 ml 

(2) เตรียมสต๊อกสารละลาย 1 M sodium acetate โดยใช้ sodium acetate 8.2 g ละลายใน 

น้ ากลั่น 100 ml 
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(3) ใช้ 1 M citric acid ปริมาตรประมาณ 4 ml เพื่อปรับ pH ของสารละลาย 1 M sodium 

acetate ปริมาตร 100 ml ให้ได้ pH ประมาณ 5.6 

ค.3.9 Chromogen/TMB substrate solution (3,3',5,5' tetramethylbenzidine) 

เตรียมเป็นสต๊อกสารละลาย 1% TMB (w/v) ดังนี้ 

(1) TMB substrate     0.1 g 

(2) DMSO (dimethylsulfoxide)  10 ml 

(3) ละลาย TMB substrate ใน DMSO แจกใส่หลอดทดลอง 1 ml เก็บเป็นสต็อกที่ 4 
o
C 

(4) เตรียม working solution เช่น การเตรียมสารละลาย substrate ปริมาตร 10 ml ดังนี้ 

Part A:  น้ ากลั่น      9 ml 

   1% TMB   0.1 ml 

   citrate acetate buffer    1 ml 

Part B:  เตรียมสารละลาย H2O2 โดยดูด H2O2 (30% w/v) ปริมาตร 25 µl ลงในน้ ากล่ัน 400 µl  

ดูดสารละลายใน part B 25 µl ลงในสารละลาย part A 10 ml  

ค.3.10 stopping solution 

เตรียม H2SO4 1 นอร์มอล (normal; N) ดังนี้ 

(1) Conc. H2SO4 (36 N)   1 ml 

(2) ละลายในน้ ากล่ัน           35 ml 

ค.3.11 น้ ายาฆ่าเชื้อ FMD (disinfectant) 

อาจเลือกใช้ดังนี้ 

(1) 4% Na2CO3 solution (w/v) 

(2) 10% citric acid (w/v) 

(3) 2.5 % Iodophor as iodine 2.5% (w/v) ให้เจือจาง 1:200 ก่อนใช ้

(4) 0.1 % glutaraldehyde 

หรือสารเคมีอื่นๆ ท่ีผ่านการทดสอบประสิทธิภาพแล้ว 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมแอนติเจนและสารเคมีส าหรับทดสอบด้วยวธิี VIA-AGID 

(ภาคผนวก ข) 

 
ง.1 การเตรียม VIA antigen โดยหลักการ ion exchange chromatography 

(1) เพาะไวรัส FMD ลงในเซลล์เพาะเล้ียง ด้วยขนาด high multiplicity of infection (MOI)  

บ่มในตู้ที่อุณหภูม ิ37
o
C เป็นเวลา 9 h ถึง 12 h 

(2) เก็บไวรัส (harvest) น าไปปั่นเพื่อแยกส่วนน้ าใสออกจากตะกอนเซลล์ น าส่วนน้ าใสมาผสม

กับ DEAE Sephadex A-50 เขย่าข้ามคืนที่ 4
o
C น าไปบรรจุในกระบอกแก้ว (column) (ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 2.6 cm สูง 40 cm)  

(3) ล้างกระบอกแก้วด้วย washing buffer ซึ่งประกอบด้วย 0.02 M Tris-HCl pH 7.6 ผสม 

0.15 N NaCl จากนั้นแยก VIA antigen ที่จับโมเลกุลของ DEAE Sephadex โดยใช้ eluting buffer  

ที่ประกอบด้วย 0.02 M Tris-HCl pH 7.6 ผสม 1N NaCl  

(4) ต่อกระบอกแก้วเข้ากับเครื่องควบคุมที่ต่อกับ fraction collector วัดค่า OD ที่ความยาวคล่ืน 

254 nm  

(5) เก็บส่วนของ VIA ช่วงที่เป็น peak ท าให้เข้มข้นและบริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนด้วยสารละลาย

อิ่มตัวของ (NH4)2SO4 ปั่นทีอุ่ณหภูมิ 4
o
C นาน 1 h เก็บเฉพาะส่วนตะกอน  

(6) ละลายตะกอนด้วย 0.02 M Tris-HCl pH 7.6 ผสม 0.15 N NaCl  

(7) น าไปใส่ใน cellophane tube ท าการ dialysis ที่ 4
o
C เป็นเวลา 2 วัน ถึง 3 วัน เพื่อแยกเกลือ NH4

2+
 

และ SO4

2- 
จาก VIA antigen จากนั้นน าไปตรวจสอบความจ าเพาะและหา working dilution ที่เหมาะสม

ของ VIA antigen โดยวิธี agar gel immunodiffusion (AGID) test 

(8) แบ่งใส่หลอดเพื่อเก็บเป็นสต็อกที่อุณหภูมิ -20
o
C เพื่อใช้ตรวจสอบต่อไป 

ง.2 การเตรียมสารเคมีส าหรับทดสอบด้วยวิธี VIA-AGID 

ง.2.1 เตรียมสต๊อก buffer 0.2 M Tris-HCl pH 7.6 ดังนี้ 

(1) Tris (hydroxymethyl aminomethan) 24.2 g 

(2) ละลายใน deionized water   900 ml 

(3) ปรับ pH ให้ได้ 7.6  

(4) เติม NaN3 (จาก stock 10% w/v)       2 ml 

(5) เติม deionized water ให้ได้ปริมาตรทั้งหมด 1 L 
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ง.2.2 เตรียม washing buffer A (0.02 M Tris-HCl pH 7.6 ผสม 0.15 N NaCl) ดังนี้ 

(1) 0.2 M Tris-HCl pH 7.6 จากข้อ ง.2.1 ข้อ (1) 100 ml 

(2) ละลายใน deionized water  800 ml 

(3) เติม NaCl (analytical grade)  8.766 g 

(4) เติม NaN3 (จาก stock 10% w/v)    2 ml 

(5) เติม deionized water ให้ได้ปริมาตรทั้งหมด 1 L 

ง.2.3 เตรียม eluting buffer B (0.02 M Tris-HCl pH 7.6 ผสม 1 N NaCl) 

(1) 0.2 M Tris-HCl pH 7.6 จากข้อ ง.2.1 ข้อ (1) 100 ml 

(2) ละลายใน deionized water     800 ml 

(3) เติม NaCl (analytical grade)          58.44 g 

(4) เติม NaN3 (จาก stock 10% w/v)      2 ml 

(5) เติม deionized water ให้ได้ปริมาตรทั้งหมด 1 L  

ง.2.4 เตรียม saturated (NH4)2SO4 ดังนี้ 

(1) (NH4)2SO4 powder           1,000 g 

(2) 0.02 M Tris-HCl pH 7.6    300 ml 

ละลายในอ่างน้ าอุ่น (warm water bath) จนกระทั่งอิ่มตัวและเกิดผลึก 

ง.2.5 น้ ายาฆ่าเชื้อ FMD (disinfectant) 

อาจเลือกใช้ดังนี้ 

(1) 4% Na2CO3 solution (w/v) 

(2) 10% citric acid (w/v) 

(3) 2.5 % Iodophor as iodine 2.5% (w/v) ให้เจือจาง 1:200 ก่อนใช ้

(4) 0.1 % glutaraldehyde 

หรือสารเคมีอื่นๆ ท่ีผ่านการทดสอบประสิทธิภาพแล้ว 
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ภาคผนวก จ 

การเตรยีมสารเคมีส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์  

และการเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง 

(ข้อ 3.2.3) 

จ.1 การเตรียมสารเคมี 

จ.1.1 7% NaHCO3 

(1) NaHCO3        7 g 

(2) ละลายในน้ ากลั่น  100 ml 

กรองแล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 

จ.1.2 PBS ความเข้มข้น 10 เทา่ (10X) 

(1) NaCl      80 g 

(2) KCl        2 g 

(3) Na2HPO4   11.5 g 

      หรือ Na2HPO4. 2H2O   14 g 

      หรือ Na2HPO4. 12H2O 28.9 g 

(4) KH2PO4       2 g 

(5) เติมน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตร      1 L 

นึ่งฆ่าเชื้อแล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เมื่อจะน าไปใช้งานให้เตรียมเป็นสารละลาย 1 เท่า (1X) 

จ.1.3  1% EDTA  

(1) EDTA       1 g 

(2) ละลายใน PBS (1X)        100 ml 

นึ่งฆ่าเชื้อแล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20
o
C 

จ.1.4 1% Trypsin  

(1) Trypsin        1 g 

(2) ละลายใน PBS (1X) 100 ml 

เขย่าข้ามคืนที่ 4
o
C กรองแล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20

o
C 
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จ.1.5 Trypsin-Versine (TV) 

(1) 1% Trypsin         12.5 ml 

(2) 1% EDTA   2.5 ml 

(3) ละลายใน PBS (1X)  85 ml 

กรองแล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20
o
C 

จ.1.6 สต๊อก Fungizone 

(1) Fungizone   50 mg 

(2) ละลายในน้ ากล่ัน         100 ml 

กรองและแจกใส่หลอดขนาด 3 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20
o
C 

จ.1.7 สต๊อกยาปฏิชีวนะ  

Penicillin          10,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (unit per milliliter; U/ml) 

Streptomycin          10,000 mg/ml 

Kanamycin          10,000 mg/ml 

ละลายในน้ ากล่ัน 100 ml 

กรองและแจกใส่หลอด เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20
o
C 

จ.1.8 สตอ๊ก 2.92% L-glutamine ปริมาตรรวม 100 ml 

(1) L-glutamine          2.92 g 

(2) ละลายในน้ ากล่ัน 100 ml 

กรองและแจกใส่ขวด ปริมาตร 20 ml เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20
o
C 

จ.1.9 growth medium (GM) ปริมาตรรวม 100 ml 

(1) MEM   92 ml 

(2) bovine serum    5 ml 

(3) ยาปฏิชีวนะ   0.5 ml 

(4) fungizone           0.5 ml 

(5) 7% NaHCO3     1 ml 

(6) 2.92% L-glutamine   1 ml 
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จ.1.10 maintenance medium (MM) ปริมาตรรวม 100 ml 

(1) MEM      95.5 ml ถึง 96 ml 

(2) ยาปฏิชีวนะ   0.5 ml 

(3) fungizone   0.5 ml 

(4) 7% NaHCO3      2 ml ถึง 2.5 ml 

(5) 2.92% L-glutamine   1 ml 

จ.1.11   freezing medium ส าหรับเก็บเซลล์ เช่นเตรียมปริมาตร 10 ml ดังนี้ 

(1) MEM         6.75 ml 

(2) bovine serum (20%)   2 ml 

(3) 7% NaHCO3 (1.5-2%) 0.15 ml 

(4) DMSO (10%)         1 ml 

(5) 2.92% L-glutamine        0.1 ml 

จ.1.12  0.45% trypsin 

      (1) trypsin (analytical grade) 0.45 g 

      (2) PBS buffer                  100 ml 

 (3) วางบน magnetic stirrer ปั่นในอุณหภูมิ 4
o
C จน trypsin ละลายอย่างเป็นเนื้อเดียวกัน 

สมบูรณ์ กรองด้วย filter แล้วน ามาอุ่นใน water bath ก่อนใช้ หรือเก็บเป็นสต็อกที่อุณหภูมิ  

-20
o
C และน ามาละลายและอุ่นให้ได้อุณหภูมิ 37

o
C ก่อนใช ้

จ.1.13 growth medium ส าหรับการเตรียมเซลล์ปฐมภูมิ ปริมาตรรวม 100 ml 

  (1) Hank Earle Lactalbumin Yeast extract (HELY) medium 87 ml 

(2) foetal calf serum  10 ml 

(3) ยาปฏิชีวนะ     1 ml 

(4) NaHCO3     1 ml 

(5) L-glutamine    1 ml 
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จ.2 การเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง 

จ.2.1 เซลล์ปฐมภูมิ  

เซลล์ปฐมภูมิที่เหมาะและมีความไวส าหรับการเพาะเล้ียงไวรัส FMD สามารถเตรียมได้จากต่อมไทรอยด์

ของลูกโค หรือไตของลูกแกะ โดยคัดเลือกจากลูกสัตว์ที่มีอายุน้อยและต้องไม่มีแอนติบอดีต่อไวรัสโรค FMD 

เช่น ใช้ต่อมไทรอยด์จากลูกโคอายุประมาณ 7 วัน หรือใช้ไตจากลูกแกะอายุไม่เกิน 2 เดือน เป็นต้น 

ตัวอย่างวิธีการเตรียมเซลล์ปฐมภูมิจากต่อมไทรอยด์ของลูกโค ทุกกระบวนการเตรียมจะต้องใช้เทคนิค

ปลอดเชื้อ (aseptic technique) ดังนั้นวัสดุอุปกรณ์และสารละลายทุกชนิดต้องผ่านการนึ่งหรืออบฆ่าเชื้อแล้ว 

ดังนี้ 

(1) เก็บตัวอย่างต่อมไทรอยดจ์ากลูกโค ด้วยความระมัดระวังอย่าให้มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย น าต่อม

ไทรอยด์ใส่ใน Petri dish ที่มีฝาปิด แช่เย็นขณะขนส่งไปยังห้องปฏิบัติการ   

(2) การเตรียมและย่อยเซลล์ ต้องปฏิบัติงานภายในตู้ปลอดเชื้อ (laminar flow) ล้างต่อมไทรอยด์ด้วย

สารละลาย PBS ทีผ่สมยาปฏิชีวนะ จ านวน 3 ครั้ง ใช้ปากคีบ (forceps) หยิบต่อมไทรอยด์ใส่ลงใน Petri dish 

อันใหม ่

(3) เลาะเนื้อเย่ือหรือส่วนที่เป็น fiber รอบๆ ต่อมไทรอยด์ออกให้หมดด้วยกรรไกร ล้างต่อมไทรอยด์ด้วย 

PBS ผสมยาปฏิชีวนะ น าไปใส่ใน Petri dish อันใหม ่

(4) ตัดต่อมไทรอยด์ให้เป็นชิ้นเล็กๆ  ให้ละเอียดที่สุดด้วยกรรไกรอันใหม่   เติมสารละลาย PBS 

ปริมาตร 50 ml เขย่าเบาๆ เพื่อล้างเศษเนื้อเย่ือออก รินน้ าส่วนบนทิง้เหลือแต่ส่วนตะกอนเซลล์ (cell pellet)    

(5) ถ่ายส่วนตะกอนเซลล์ลงใน trypsinizing flask เติม 0.45 % trypsin ที่อุ่น (ประมาณ 37
 o

C) 20 ml 

เขย่าเบาๆ รินส่วนน้ าใสท้ิงอีกครั้ง โดยเทผ่านช่องของ trypsinizing flask 

(6) เติม  0.45 % trypsin ปริมาตร 50 ml ลงใน flask น าไปวางใน water bath 37 
o
C ปั่นด้วย magnetic 

stirrer 15 min เพื่อให้ trypsin ย่อยเซลล์ให้เป็นเซลล์เดี่ยว และแขวนลอยอยู่ในสารละลาย 

(7) ถ่ายเซลล์แขวนลอยที่ย่อยแล้ว ลงในขวดและเติม foetal calf serum ปริมาตร 20 ml เก็บเป็น 

สต๊อกไว้ที่อุณหภูมิ 4 
o
C เพื่อคงสภาพเซลล์ให้มีชีวิต 

(8) เติม 0.45 % trypsin 50 ml ลงใน flask เป็นครั้งที่ 2 เพื่อย่อยเซลล์ในส่วนที่เหลือ น าไปวางใน 

water bath 37 
o
C ปั่นด้วย magnetic stirrer 15 min ถ่ายเซลล์ที่ย่อยแล้วลงในขวด สต๊อกตามข้อ (7)  

ท าการย่อยซ้ าตามวิธีในข้อ (6) จนเซลล์ถูกย่อยเกือบหมด เหลือแต่ white connective tissue 

(9) เทเซลล์แขวนลอยในขวดสต๊อกตามข้อ (7) ทั้งหมดลงในหลอด centrifuge ขนาด 50 ml น าไปปั่นที่

ความเร็วรอบ 400 g เป็นเวลา 5 min 
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(10) ดูดน้ าใสส่วนบนทิ้งเหลือแต่ส่วนตะกอนเซลล์ ท าการ resuspend ด้วย growth medium ประมาณ  

5 ml ถึง 10 ml ดูดและเป่าเซลล์เบาๆ ด้วยปิเปตต์จากนั้นท าการเติม growth medium ให้ครบ 100 ml 

(11) นับจ านวนเซลล์ ให้มีปริมาณ 4x10
4 
เซลล์ต่อ ml จากนั้นแจกใส่หลอดทดลอง หลอดละ 1 ml หรือ

แจกใส่ขวดเพาะเล้ียงเซลล์ขวดละ 50 ml ตามวัตถุประสงค์ของการใช้งาน น าไปบ่มในตู้อบที่อุณหภูมิ 

37
o
C ประมาณ 7 วัน ถึง 10 วัน    

(12) ดูการเจริญเติบโตของเซลล์ทุกวัน หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ 3 วัน ถึง 4 วัน ให้ท าการเปลี่ยน growth 

medium ใหม ่ในช่วงนี้จะสังเกตว่าเซลล์ปฐมภูมิควรมีอัตราการเจรญิเติบโตประมาณ 50% เมื่อเซลล์เจริญ

เต็มพื้นทีป่ระมาณ 80% ถึง 90% (80% - 90% confluent monolayer) สามารถน าไปเพาะเล้ียงไวรัส หรือ

ท าการตรวจสอบด้วยวิธี virus isolation ได้ 

จ.2.2 BHK cell line แบบ monolayer  

(1) น าเซลล์ที่เกิด confluent monolayer ที่เตรียมไว้เป็น seed cell มาเพาะเล้ียงต่อโดยการดูดอาหารเล้ียง

เซลล์เก่าทิ้ง 

(2) ล้างเซลล์ด้วย PBS และดูดทิ้ง 

(3) เติม 0.1% Trypsin-Versine เพื่อย่อยและแยกเซลล์ออกเป็นเซลล์เดี่ยว โดยใช้ pipetting technique 

(4) ดูดเซลล์ที่ย่อยแล้วใส่ลงในอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ที่มี 5% bovine serum เป็นส่วนประกอบตาม

ปริมาตรที่ก าหนด  

(5) แจกลงขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ ในปริมาตรที่เหมาะสมกับขวด เช่น ขวดขนาด 25 cm
2 ใส่ขวดละ 5 ml  

(6) เก็บเข้าตู้บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37
o
C เป็นเวลานาน 2 วัน  
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ภาคผนวก ฉ 

ชุดตรวจสอบส าเรจ็รูป NS kit 

(ข้อ 3.2.7) 

ชุดตรวจสอบส าเร็จรูป NS kit ซึ่งให้ผลเป็นที่ยอมรับและมีการใช้ในประเทศไทยในปัจจุบันมีหลายชนิด เช่น 

ฉ.1 UBI
®
 FMDV NS EIA   

เป็นการตรวจหาแอนติบอดตี่อส่วน 3B non-structural protein ของไวรัส FMD โดยวิธี indirect ELISA 

มีข้ันตอนและวิธีการตามคู่มือผู้ผลิตดังนี้ 

ก่อนเริ่มท าการตรวจสอบให้น า reaction microplate, dilution microplate หรือ strip สารตรวจสอบต่างๆ  

รวมถึงตัวอย่างซีรัม (test serum) วางที่อุณหภูมิห้อง (15
o
C ถึง 30

o
C) ประมาณ 30 min ระวังอย่าให้

โดนแสงแดดและอุณหภูมิที่สูงกว่า 30
 o
C           

(1) เจือจาง test serum และ control serum (ประกอบด้วย reactive control และ non reactive control) 

เป็น 1:21 ใน dilution microplate โดยใช้สารละลาย specimen diluent ที่มากับชุดตรวจสอบ โดยเตรียม 

specimen diluent 200 µl เติม test serum หรือ control serum 20 µl  

(2) ถ่ายสารละลาย test serum และ control serum ที่เจือจางแล้วปริมาตร 100 µl ต่อหลุม ลงบน  
reaction microplate  ที่ได้รับการ pre-coated มาก่อนแล้วด้วยแอนติเจนที่มีส่วนของ 3B non-structural  

protein ที่มากับชุดตรวจสอบ     

(3) น าไปวางในตู้อบที่อุณหภูมิ 37
o
C บ่ม 1 h ล้างด้วย PBST 4 ครั้ง 

(4) เติมสารละลายคอนจูเกตปริมาตร 100 µl ต่อหลุม ซึ่งเจือจางเป็น 1:101 และใช้ conjugate diluent 

เตรียม working dilution ตามปริมาณที่ใชแ้ต่ละครั้ง         

(5) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37
o
C 30 min จากนั้นล้างด้วย PBST 4 ครั้ง 

(6) เติมสารละลายซับสเตรทปริมาตร 100 µl ต่อหลุม ปล่อยไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 min 

(7) เติม stop solution (1 M H2SO4) ปริมาตร 100 µl ต่อหลุม เพื่อหยุดปฏิกิริยาของซับสเตรท  

(8) อ่านค่า OD ที่ความยาวคล่ืน 450 nm ด้วยเครื่อง ELISA Reader   
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ภาพที่ ฉ.1 แสดงรูปแบบการจัด format plate และแผนภาพการตรวจสอบ 3B NS test 

(9) การแปลผล      

โดยค านวณค่า OD เฉล่ีย ของ FMDV non-reactive control serum (NRC) และ reactive control serum (RC) 

ดังนี้ 

 (9.1) ค่า OD เฉล่ีย ของ NRC จะต้องอยู่ในช่วงที่ก าหนด คือ < 0.15 

                                   ดังตัวอย่างแสดงการค านวณ ค่าเฉล่ีย  NRC  

                                   Sample No.                       Absorbance 

                                        A1                                     0.102   

                                        B1                                     0.113 

                                       Total                                    0.215 

                                       Average NRC                         0.215/2 =  0.108 

 (9.2) ค่า OD เฉล่ีย ของ RC จะต้องอยู่ในช่วงที่ก าหนด คือ > 0.7 และ < 1.9 

                              ดังตัวอย่างแสดงการค านวณ ค่าเฉลี่ย  RC  

                                    Sample No.                       Absorbance 

                                      C1                                      1.245   

                                      D1                                      1.191 

                                      Total                                    2.436 

                                      Average RC                           2.436/2  =  1.218 

(9.3) ค านวณหาค่า cut off value 

                                   cut off value          =    (0.23) X RC 

                                   ตัวอย่าง เช่น RC      =    1.218 

cut off value          =    0.23 X 1.218  =  0.282 

(9.4) เทียบค่า OD ของตัวอย่างซีรัมที่ทดสอบกับค่า cut off value ถ้ามีค่ามากกว่า หรือ

เท่ากับค่า cut off value อ่านผลเป็นบวกแต่ถ้ามีค่าน้อยกว่าค่า  cut off value อ่านผลเป็นลบ   

 

          1     2     3      4     5     6     7     8     9    10    11    12  
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  26               42                        66     74               90 

35  51  67    83 
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ฉ.2 PrioCKECK
®

 FMDV-NS     

เป็นการตรวจหาแอนติบอดตี่อส่วน 3ABC non-structural protein FMDV โดยวิธี bloocking ELISA  

มีข้ันตอนและวิธีการตามคู่มือผู้ผลิตดังนี้ 

(1) เพลทท่ีมากับชุดตรวจสอบของผู้ผลิต จะถูกเตรียมในรูป 3ABC coated plate ส าเร็จรูปพร้อมใช้งาน    

โดยผ่านการเคลือบด้วย monoclonal antibody ที่เตรียมจาก 3ABC non-structural protein จากนั้นเติม 

3ABC แอนติเจนที่จ าเพาะลงบนเพลทในปริมาณที่เหมาะสม ท าเพลทให้แห้ง เพื่อพร้อมใช้งานกับชุด

ตรวจสอบของผู้ผลิต    

(2) ท าการเจือจาง test serum และ control serum เป็น 1:5 โดยใช้ ELISA buffer ที่มากับชุดตรวจสอบ

เป็นตัวเจือจาง โดยเติม ELISA buffer ปริมาตร 80 µl ลงในเพลทซึ่งถูกเคลือบด้วย 3ABC แอนติเจน

แล้ว        

(3) เติม test serum, strong positive, weak positive และ negative serum ที่มากับชุดตรวจสอบปริมาตร  

20 µl ลงบนเพลท เขย่าเพลทเพื่อให้สารละลายเข้ากันอย่างช้าๆ รูปแบบการตรวจสอบดังแสดงในภาพที่ ฉ.2 

(4) น าไปบ่มโดยวางในอุณหภูมิ 20 o
C ถึง 25 

o
C ข้ามคืน (16 h ถึง 18 h) 

(5) ท าการล้างเพลท ด้วย washing buffer ที่มากับชุดตรวจสอบ  จ านวน 6 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง     

(6) เติม working dilution ของ conjugate ที่มากับชุดตรวจสอบ  ปริมาตร 100 µl ทุกหลุม 

(7) ปิดเพลทแล้วน าไปบ่ม โดยวางไว้ทีอุ่ณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 h ล้างเพลทด้วย washing buffer 

6 ครั้ง เคาะเพลทให้แห้ง     

(8) เติม chromogen/substrate solution ที่มากับชุดตรวจสอบ  หลุมละ 100 µl ปล่อยไว้ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 20 min 

(9) เติม stop solution หลุมละ 100 µl เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

(10) อ่านค่า OD ที่ความยาวคล่ืน 450 nm ด้วยเครื่อง ELISA Reader  

(11) การแปลผล      

โดยค านวณค่า OD450 ของแต่ละตัวอย่าง ในรูปของ percent inhibition (% PI) โดยเทียบกับค่า OD 

negative control (OD450 max) ดังนี้ 

                              % PI     =      (OD450 test sample ) X 100  

                                                   OD450  Max 
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(12)  การหาค่า cut off หรือ validation criteria  ดูจากเกณฑ์ก าหนดของค่า control ต่างๆ ดังนี้ 

           -   ค่า OD max  (A1-B1)        > 1.0 

           -   Mean % PI ของ weak positive   > 50 % 

           -   Mean % PI ของ strong positive  > 70 %     

(13) การรายงานผล 

            - ค่า PI < 50%  อ่านผลเป็นลบแสดงว่าไม่มีแอนติบอดีต่อ NS protein ของไวรัส FMD 

            - ค่า PI > 50%  อ่านผลเป็นบวกแสดงว่ามีแอนติบอดีต่อ NS protein ของไวรัส FMD 

 
        

     
                 
 

  
             

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ ฉ.2  แสดงรูปแบบการจัด format plate และแผนภาพในการตรวจสอบ 3ABC NS test  
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ภาคผนวก ช 

ภาพประกอบการตรวจวินิจฉัยโรคปากและเท้าเปื่อย 

(ข้อ 3 และภาคผนวก ก) 

 

 

 

 
 

 

 

ภาพที่ ช.1 ลักษณะโคป่วยที่แสดงอาการซึม น้ าลายไหลยืดที่ปาก 

  

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ ช.2 ลักษณะรอยโรคในโค พบแผล (ลูกศรสีแดง) บริเวณเยื่อบุช่องปากและล้ิน  

ซึ่งเกิดจากการแตกของตุ่มใส  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ช.3 ลักษณะรอยโรคในสุกร พบตุ่มใส (ลูกศรสีแดง) บริเวณจมูก  
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ภาพที่ ช.4 ลักษณะรอยโรคในสุกร พบตุ่มใสและแผล (ลูกศรสีแดง) บริเวณไรกีบ  

 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ช.5 ในลูกสัตว์มักพบการอักเสบของกล้ามเนื้อหัวใจ  

โดยจะพบจุดสีขาว (ลูกศรสีแดง) ที่กล้ามเนื้อหัวใจ (tiger heart) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ช.6 ลักษณะการบรรจุตัวอย่างในขวด 
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ภาพที่ ช.7 ตัวอย่างภาชนะ หรือ primary container และ secondary container ส าหรับบรรจุตัวอย่างเนื้อเย่ือ 

ก่อนใส่ลงในหีบห่อภายนอก หรือกล่องมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ ช.8 การบรรจุตัวอย่างในหีบห่อเพื่อการขนส่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

                                     (ช.9.1)                                                    (ช.9.2)  

ภาพที่ ช.9 แสดงลักษณะเซลล์ปกติ (ช.9.1) และเซลล์ทีเ่กิดพยาธิสภาพ (ช.9.2) โดยเซลล์ตายจะเปล่ียน

รูปร่างจากเรียวยาวคล้ายกระสวย (fibroblast) เป็นเซลล์กลม ขอบเซลล์หนาเรียบ และสะท้อนแสงเนื่องจาก 

ไซโตพลาซึมสลายไป ระยะนี้เซลล์จะลอกหลุดจากผิวภาชนะ และลอยอยู่ในอาหารเล้ียงเซลล์ 

(ก าลังขยาย 400 เท่า) 

ที่มา: ศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (ภาพที่ ช.1 ถึง ช.9) 
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 ภาคผนวก ซ 

หนว่ย 

หน่วยและสัญลักษณ์ที่ใช้ในมาตรฐานนี้ และหน่วยที่ SI (International System of Units หรือ  

Le Système International d’ Unités) ยอมรับให้ใช้ได้ มีดังนี้ 
 

 รายการ ชื่อหน่วย สัญลักษณห์น่วย 

มวล 

กรัม (gram) g 

มิลลิกรัม (milligram) mg 

ไมโครกรัม (microgram)  µg 

ปริมาตร 

ลิตร (liter) L 

มิลลิลิตร (milliliter) ml 

ไมโครลิตร (microliter) µl 

ความยาว 

เซนติเมตร (centimeter) cm 

มิลลิเมตร (millimeter) mm 

ไมโครเมตร (micrometer) µm 

นาโนเมตร (nanometer) nm 

ตารางเซนติเมตร 

(square centimeter) 
cm

2
 

เวลา 

ชั่วโมง (hour) h 

นาที (minute) min 

วินาที (second) s 

ปริมาณสาร พิโคโมล (picomole) pmol 

อุณหภูมิ องศาเซลเซียส (degree Celsius) 
o
C 

ความเข้มข้น 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

(milligram per milliliter) 
mg/ml 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(microgram per milliliter) 
µg/ml 

พิโคโมลต่อไมโครลิตร 

(picomole per microliter)  
pmol/ µl 

ค่าแรงเหวี่ยง แกรวิตี (gravity) g 
ความต่างศักย์ โวลต์ (volt) V 
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