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Executive Summary 
 

 การมีโรคปากและเทาเปอยระบาดในประเทศไทยเปนอุปสรรคในการสงออกเนื้อสุกรและ
ผลิตภัณฑสุกรไปยังประเทศที่ปลอดโรคปากและเทาเปอย เชน ประเทศญี่ปุน  ในปจจุบันนี้แมวา
ประเทศญี่ปุนไดยอมรับผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรซึ่งผานกระบวนการผลิตดวยวิธีการตมและอบไอน้ํา  
โดยมีเงื่อนไขวา อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูงกวา 100oซ นาน 1 นาที โดยวิธีการตม
หรือการอบดวยไอน้ํา  หรือ อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูงกวา 70 oซ นานอยางนอย 
30 นาที โดยการใหความรอนวิธีอ่ืนๆ เชน การปง การทอด การยาง  เปนตน  ซ่ึงเงื่อนไขดังกลาว  
กอใหเกิดขอจํากัดในเชิงความหลากหลายของผลิตภัณฑ และยังทําใหผลิตภัณฑแปรรูปที่ไดขาดคุณ
ลักษณะที่ดีที่ผูบริโภคยอมรับได  อยางไรก็ตาม  การจะขอแกไขเงื่อนไขดังกลาว จําเปนตองมีขอมูล
และหลักฐานทางวิทยาศาสตรเพื่อใชในการเจรจาตอรองทางการคา 
 การศึกษาประสิทธิภาพการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนจะทําใหไดขอ
มูลที่สําคัญเพื่อใชเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรเพื่อเจรจาตอรองทางการคากับประเทศญี่ปุน  โดย
ทําการศึกษาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปและเสตรนที่มีการระบาดใน
ประเทศไทยและไดคัดเลือกไวเปนเสตรนที่ใชในการผลิตวัคซีน  คือ ซีโรไทปโอ ประกอบดวย 2 
เสตรน คือ O189/87 และ OPN/65 ซีโรไทปเอ ประกอบดวย 3 เสตรน คือ A118/87, A-Sakolnakorn 
/97 และ A132/87 และ ซีโรไทปเอเชียวัน 1 เสตรน คือ Petchaburi/85  ณ อุณหภูมิ  50, 60, 70, 80, 
90, และ 100oซ ในสารละลายกอน  จากนั้นเลือกไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่มีความทนทานตอ
ความรอนมากที่สุดเพื่อนําไปศึกษาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในเนือ้
สุกรตอไป 
 การวิเคราะหหาอัตราการทําลายไวรัสที่เปนมาตรฐานสามารถแสดงไดเปนคา DT หรือ 
Decimal reduction time ซ่ึงคือ เวลาที่ใชในการทําลายจํานวนไวรัสลง 10 เทา ณ อุณหภูมิหนึ่งๆ  
โดยปกติแลว คา DT จะลดลง เมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น แสดงวา อุณหภูมิสูงกวาก็จะมีประสิทธิภาพ
การทําลายไวรัสมากกวา  และอีกความหมายหนึ่งของคา DT  คือ ณ อุณหภูมิที่เทากัน ไวรัสเสตรนที่
มีคา DT สูงกวาก็จะทนตอความรอนมากกวาไวรัสเสตรนที่มีคา DT ต่ํากวา  
 ผลการศึกษาไดเสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve) 3 แบบ ดวยกัน คือ แบบเสน
ตรง (linear)  แบบหัวไหล (shoulder) และ แบบทายลาด (tailing)   อัตราการทําลายไวรัสสําหรับ
กรณีที่มีรูปแบบการทําลายไวรัสแบบเสนตรงจะอาศัยสมการเชิงเสนแบบถดถอย (linear 
regression) ในการคํานวณคา DT  โดยใชคา root mean square error (RMSE) บอกระดับความ
เหมาะสมของคา DT ที่คํานวณไดจากสมการเสนตรงนั้น 
 ถาหากรูปแบบการทําลายไวรัสเปนแบบหัวไหล จะเปรียบเทียบคา DT กับคา lag time (tL) 
ถามีคาไมแตกตางกัน ก็ถือวาไมมี shoulder effect หรือสามารถใชคา DT ที่คํานวณจากเสนโคงการ
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ทําลายไวรัสทั้งหมดไดทันที  แตถา tL มากกวา DT แลว ใหคํานวณคา DT ใหมเฉพาะสวนที่ไมมี 
shoulder effect   สวนรูปแบบการทําลายไวรัสแบบทายลาด  จะแยกคํานวณคา DT เปน 2 ระยะ แลว
ใหน้ําหนักของคา DT ตามสัดสวนของปริมาณการทําลายไวรัสทั้ง 2 ระยะ  
 คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรน  เมื่อวิเคราะหแยกแตละอุณหภูมิพบวา  
โดยมากแลว DT ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  และผลการทดลองพบวา 
พิสัยของ D50, D60, D70, D80, D90, and D100 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย 6 เสตรน คือ 732-2414, 
16.37-42.00, 6.06-10.87, 2.84-5.99, 1.65-3.18, และ 1.90-2.94 นาที ตามลําดับ  เมื่อเปรียบเทียบคา 
DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนของแตละซีโรไทปที่ทําการศึกษากับไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยเสตรนอื่นๆ ที่แยกไดจากแหลงตางๆ ในประเทศอื่นๆ พบวา  ไวรัสโรคปากและเทา
เปอยที่แยกไดจากการระบาดในประเทศไทยที่ใชในการศึกษาครั้งนี้มีความทนตอความรอนนอย
กวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนอื่นๆ ที่แยกไดจากประเทศตางๆ มาก 
 คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่ทําการศึกษาไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  ดังนั้น  สามารถใชไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปหรือเสตรนใดก็
ไดในการศกึษาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในเนื้อสุกร   และจากผล
การทดลองพบวา  พิสัยของคา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ และซีโรไทปเอ คือ 
21.78-23.26 และ 19.11-22.79oซ ตามลําดับ และ คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป 
เอเชียวัน คือ 18.50oซ 
 โดยสรุปผลการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่ 
ทําการศึกษาในครั้งนี้มีความทนตอการถูกทําลายดวยความรอนที่ไมแตกตางกัน  แตมีความทนตอ
การถูกทําลายดวยความรอนนอยกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนที่มีการระบาดใน 
ตางประเทศ 
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 ศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ เอและเอเชียวัน ณ อุณหภูมิ 50, 60, 
70, 80, 90, และ 100oซ ในสารละลาย PBS ไดเสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve) 3 แบบ 
คือ แบบเสนตรง (linear)  แบบหัวไหล (shoulder) และแบบทายลาด (tailing)   คํานวณหา 
ประสิทธิภาพการทําลายไวรัสจากเสนโคงการทําลายไวรัสแบบเสนตรงดวยสมการเชิงเสนแบบ 
ถดถอย (linear regression) เปนคา D  สําหรับรูปแบบการทําลายไวรัสแบบหัวไหลถาไมพบความ
แตกตางของคา D กับคา lag time (tL) ถือวาไมมี shoulder effect   สวนรูปแบบการทําลายไวรัสแบบ
ทายลาดจะคํานวณคา D ตามสัดสวนการทําลายไวรัสทั้ง 2 ระยะมารวมกัน  พิสัยของ D50, D60, D70, 
D80, D90, and D100 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย 6 เสตรน คือ 732-2414, 16.37-42.00, 6.06-10.87, 
2.84-5.99, 1.65-3.18, และ 1.90-2.94 วินาที ตามลําดับ  พิสัยของคา Z ของไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทปโอ และซีโรไทปเอ คือ 21.78-23.26 และ 19.11-22.79oซ ตามลําดับ และ คา Z ของ 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน คือ 18.50oซ   คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุก
เสตรนที่ทําการศึกษาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  ผลการศึกษาครั้งนี้
แสดงใหเห็นวาความทนตอความรอนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่ทําการศึกษาครั้งนี้
ไมแตกตางกันแตมีความทนตอความรอนนอยกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนที่มีการระบาด
ในตางประเทศ 
 
 
 
 
 
 
คําสําคัญ :   ไวรัสโรคปากและเทาเปอย  การทําลายไวรัสดวยความรอน  คา D   คา Z
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Abstract 
 

 The thermal inactivation of foot-and-mouth disease virus serotypes O, A, and Asia1 were 
determined at 50, 60, 70, 80, 90, and 100oC in phosphate buffer saline.  The observed inactivation 
curves are linear, linear curve with shoulder, and linear curve with a tailing (biphasic curves).  For 
linear curves, D-values were analyzed by linear regression.  The difference of  lag time of curves 
with shoulder (tL) and D-value of the overall curves were employed to determine whether the 
shoulder effect existed.  For curves with tailing, D-values were proportionate to the virus 
reduction of two combined inactivation phases.  Ranges of D50, D60, D70, D80, D90, and D100 of 6 
FMDV strains were 732-2414, 16.37-42.00, 6.06-10.87, 2.84-5.99, 1.65-3.18, and 1.90-2.94 
seconds, respectively.  Ranges of Z-values of FMDV serotypes O and A were 21.78-23.26 and 
19.11-22.79oC, respectively and Z-value of FMDV serotype Asia1 was 18.50oC.  The Z-values of 
FMDV strains studied were not statistically significant (p>0.05).  The result of this study 
demonstrated that heat resistance of FMDV strains studied was not different but it was much less 
than foreign epidemic FMDV strains. 
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ภาคผนวก 4  การแยกซีโรไทปของไวรัสโรคปากและเทาเปอย (ELISA typing)  52
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บทนํา 

 
 อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวในประเทศไทยที่มีความกาวหนาในระดับนานาประเทศ  เชน 
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเนื้อ และการเลี้ยงกุง ทั้งนี้มีผลมาจากปจจัยหลักที่สําคัญอันหนึ่ง คือ  
ความสามารถและศักยภาพในการปรับปรุงและพัฒนาผลิตภัณฑใหสามารถสงออกสูตลาดโลก เชน 
ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป หรือ ประเทศญี่ปุน  อยางไรก็ตาม  อุปสรรคสําคัญที่ทําให 
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรซึ่งมีศักยภาพทัดเทียมกับกลุมอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวอ่ืนในการ 
สงออก คือ ปญหาโรคปากและเทาเปอย  ทําใหไมสามารถสงออกสุกรมีชีวิต หรือ ผลิตภัณฑสุกร
แปรรูปบางชนิดได  ในขณะนี้แมจะมีการสงออกเนื้อสุกรแปรรูปชนิดตมหรืออบไอน้ําแลวก็ตาม  
แตตลาดของผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปชนิดอื่นๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศญี่ปุนนั้นยังมีโอกาส
อยูมาก 
 ผลิตภัณฑแปรรูปเนื้อสุกรที่ภาคเอกชนมีความสนใจ คือ เนื้อสุกรชุบแปงทอด(Tongkatsu)  
ปจจุบันประเทศญี่ปุนไดยอมรับผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรซึ่งผานกระบวนการผลิตดวยวิธีการตมและ
อบไอน้ํา  โดยมีเงื่อนไขวา อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูงกวา 100 องศาเซลเซียส(oซ) 
นาน 1 นาที โดยวิธีการตมหรือการอบดวยไอน้ํา  หรือ อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูง
กวา 70 oซ นานอยางนอย 30 นาที โดยการใหความรอนวิธีอ่ืนๆ  ซ่ึงเงื่อนไขดังกลาว  กอใหเกิด 
ขอจํากัดในเชิงความหลากหลายของผลิตภัณฑ เชน การปง การทอด การยาง  และยังทําให 
ผลิตภัณฑแปรรูปที่ไดขาดคุณลักษณะที่ดีที่ผูบริโภคยอมรับได  ดังนั้น  หากประเทศไทยตองการ 
ตอรองเงื่อนไขที่กําหนดโดยประเทศญี่ปุนนั้น  ในฐานะผูผลิตอาหารประเทศไทยจําเปนตองมี 
ขอมูลที่ครบถวนและถูกตองตามหลักการทางวิทยาศาสตรเพื่อใชในการเจรจาลดความเขมงวดของ
เงื่อนไขดังกลาวลง 
 ในอดีตที่ผานมานั้น (ตารางที่ 1)  ขอมูลเกี่ยวกับอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย
โดยใชความรอน ณ อุณหภูมิ (temperature) และชวงเวลา (time) ตางๆ นั้นมีอยูอยางจํากัด ไม
ครบถวน ไมสอดคลองกัน และไมสามารถนํามาใชเปรียบเทียบกันได  ขอมูลที่ไดสวนใหญไมได
อยูในชวงอุณหภูมิเปาหมาย  ไวรัสเสตรน (strain)ที่ใชในการศึกษาเหลานี้ก็มิใชไวรัสเสตรนที่
ระบาดหรือแยกไดในประเทศไทย  ดังนั้น  ขอมูลที่มีอยูจึงไมใชตัวแทนที่ดีในการนําไปใชเปน 
ขอมูลพื้นฐานสําหรับประเทศไทย  ซ่ึงในโครงการนี้ไดนําเสนอการศึกษาความสัมพันธของการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรนที่ระบาดในประเทศไทย ณ อุณหภูมิและเวลาตางๆ อยาง
ครบถวนเปนระบบตามหลักการทางวิทยาศาสตร  ซ่ึงผลที่ไดจะทําใหทราบถึงอัตราการทําลาย 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยครอบคลุมชวงอุณหภูมิเปาหมายในการผลิตผลิตภัณฑสุกร 
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ตารางที่ 1  เวลาที่ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอน 
 

ซีโรไทป 
(Serotypes) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาที) 

ส่ือและสภาวะ เอกสารอางอิง 

O 49 
54 
60 
63 
80 
86 

28.8 
22.55a 
0.645 
0.323 

10 
2.42 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

น้ํานม 
น้ํานม 

บนสไลดแกวแหง 
ผงเลือดแหง 

(4) 
(9) 
(1) 
(1) 
(3) 
(5) 

A 49 
54 
80 

612 
18.20b 

12 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

บนสไลดแกวแหง 

(4) 
(9) 
(3) 

Asia 1 49 
54 
80 

567 
25.34c 

15 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

บนสไลดแกวแหง 

(4) 
(9) 
(3) 

C 49 
54 
80 

72 
32.02d 

15 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

บนสไลดแกวแหง 

(4) 
(9) 
(3) 

SAT I 49 
54 

4.5 
15.50e 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

(4) 
(9) 

SAT II 49 
54 

8.8 
15.50f 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

(4) 
(9) 

SAT III 49 
54 

8.8 
13.48g 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

(4) 
(9) 

        a คาเฉลี่ยจาก 10 strains  b คาเฉลี่ยจาก 16 strains  c คาเฉลี่ยจาก 4 strains  d คาเฉลี่ยจาก 5 strains  e คาเฉลี่ยจาก 5 strains 
        f คาเฉลี่ยจาก 10 strains  g คาเฉลี่ยจาก 3 strains 

  
 โครงการที่เสนอนี้เปนโครงการยอยของ “การพัฒนาระบบรับรองความปลอดไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยตลอดขั้นตอนการผลิตผลิตภัณฑสุกร” 
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วิธีการวิจัย 
 1. ไวรัสและเซลเพาะเลี้ยง (Virus and cell culture) 
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย (Foot-and-mouth-disease viruses หรือ FMDV) จํานวน 3 ซีโร
ไทป (serotypes)  ทําการทดลองที่ศูนยอางอิงโรคปากและเทาเปอย อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา   
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมดไดรับความอนุเคราะหจากศูนยอางอิงโรคปากและเทาเปอย กรม
ปศุสัตว  ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 
 1.1 ซีโรไทปโอ 2 เสตรน คือ O/Udonthani/87(O189/87) และ O/Nakhonpathom/65 (OPN) 
 1.2 ซีโรไทปเอ 3 เสตรน คือ A118/87, A132/89 และ A-Sakolnakorn/97 
 1.3  ซีโรไทปเอเชียวัน 1 เสตรน คือ Asia1/Petchaburi/85    

เซลเพาะเลี้ยงที่ใช คือ Baby hamster kidney 21 (BHK-21) โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซล 
(Growth medium : GM) ซ่ึงประกอบดวย  

Eagle’s Modified Eagle Medium Solution (Nissui® No.1) 9.4 กรัม/ลิตร   90  มล.   
Normal Bovine Serum           10  มล.  
ยาปฏิชีวนะ (Kanamycin 10 กรัม, Penicillin 1.173 กรัม, Streptomycin 10 กรัม)   1   มล.  
Fungizone   (Amphotericin 50 มิลลิกรัม)      0.5  มล.  
7% bicarbonate Solution           1   มล.  
นําไปเพาะเลี้ยงในตูอบที่มีกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5  อุณหภูมิ 37oซ เมื่อเซล 

เจริญเติบโตเต็มที่แลวเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลเปนชนิดที่มีปริมาณ serum ลดลง หรือ Maintenance 
medium (MM) ซ่ึงประกอบดวย 

Eagle’s Modified Eagle Medium Solution (Nissui® No.1) 9.4 กรัม/ลิตร  98  มล.   
Normal Bovine Serum           2  มล.  
ยาปฏิชีวนะ (Kanamycin 10 กรัม, Penicillin 1.173 กรัม, Streptomycin 10 กรัม)   1   มล.  
Fungizone   (Amphotericin 50 มิลลิกรัม)       0.5  มล.  
7% bicarbonate Solution            1   มล.  

 นําไวรัสโรคปากและเทาเปอยมาเพิ่มจํานวน (propagate) โดยเพาะไวรัสในเซลเพาะเลี้ยง  
ประมาณ 18-24 ชั่วโมงหรือจนกวาไวรัสจะทําลายเซลเพาะเลี้ยง (cytopathic effect หรือ CPE) จน
หมดกอนจึงเก็บ (harvest) ไวรัสโรคปากและเทาเปอย  หลังจากนั้นนําสารละลายไวรัสที่ไดไปปน
เหวี่ยงดวยเครื่องปนความเร็วสูง (centrifugation) เพื่อแยกโปรตีนขนาดใหญออกจากสารละลาย 
ไวรัส  แบงปริมาตรยอย (aliquot) กอนทําการเก็บที่ -80oC 
  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยเปนไวรัสที่มีความสามารถในการระบาดสูงมาก  ดังนั้น  ใน
การศึกษาจําเปนตองระมัดระวังเรื่องความสะอาดและความปลอดภัยเพื่อปองกันมิใหมีการระบาด
ของไวรัสชนิดนี้ไปสูทองที่ได  สารละลายไวรัสและอุปกรณที่ (มีโอกาส) ปนเปอนดวยไวรัสใน
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การศึกษาทั้งหมดจะตองผานการทําลายเชื้อดวยสารเคมี เชน Glutaraldehyde รอยละ 10, Iodophore 
รอยละ 3 หรือ นํามานึ่งทําลายเชื้อดวยหมอนึ่งความดันสูง (Autoclave) 
 

 2. การทําลายไวรัสดวยความรอน (Thermal inactivation) 
 เตรียมหลอดแกวที่ปราศจากเชื้อ (Sterile) ใหมีจํานวนเพียงพอกับจํานวนซีโรไทปและ
จํานวนเวลาที่ตองการทําการทดลองและหลอดอานอุณหภูมิ  จากนั้นเจือจางสารละลายไวรัส (Virus 
suspension) ลงในหลอดแกวที่เตรียมไว 10 เทา (1 Log) ดวยสารละลายเกลือ (Phosphate buffered 
saline : PBS1) ความเขมขน 0.01 Molar ที่ pH 7.4-7.6 โดยสัดสวนที่ใชคือ สารละลายไวรัส 200 μl 
ตอ 0.01M PBS 1800μl สวนหลอดควบคุม (Control) ใส 0.04M PBS  2000μl ปดจุกยางที่ 
หลอดแกวทุกหลอดใหสนิทยกเวนหลอดอานอุณหภูมิ   ระบุรายละเอียดของซีโรไทป  ชวงเวลา 
และอุณหภูมิที่ขางหลอดแกวใหชัดเจน ทําการปรับอุณหภูมิของอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water 
bath; Julabo® TWB22) ใหอยูในระดับที่ตองการ  จุมหัววัดอุณหภูมิ (Probe) ของเครื่องวัดอุณหภูมิ 
(Thermocouple; Hanna® HI98701) ลงในหลอดควบคุมแลวทําการบันทึกอุณหภูมิขณะนั้นเปน 
ชวงเวลา 0 วินาที จากนั้นจึงทําการจุมหลอดแกวทั้งหมดที่เตรียมไวรวมทั้งหลอดอานอุณหภูมิลงใน
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิพรอมกัน ทําการบันทึกอุณหภูมิจากเครื่องวัดอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นทุกๆ 10 
วินาที ในขณะเดียวกันเครื่องวัดอุณหภูมิจะบันทึกการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิทุกๆ 60 วินาที  เมื่อ
ถึงชวงเวลาที่กําหนดใหนําหลอดแกวออกจากอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแลวนําไปแชน้ําแขง็ให
อุณหภูมิลดลงอยางรวดเร็วเพื่อเปนการหยุดการทําลายไวรัสดวยความรอน จากนั้นจึงนําสารละลาย
ไวรัสที่ผานการทําลายดวยความรอนแลวไปวัดระดับความเขมขนของเชื้อที่เหลืออยู (Virus 
titration) ตอไป(10-12) 
 

 3. การหาจํานวนไวรัส (Virus titration) 
 เตรียมสารละลาย MM ลงในหลอดพลาสติกที่ปราศจากเชื้อ (Sterile) หลอดละ 900 μl เพื่อ
ใชในการเจือจาง (dilute)ไวรัสใหเปน Serial 10-fold dilutions  เมื่อสารละลาย FMDV เย็นลงแลว  
เติมสารละลายไวรัสลงในหลอดพลาสติคที่เตรียมไว 100 μl ผสมใหเขากันดี  ซ่ึงจะทําใหไดไวรัสที่

เจือจางลงไป 10 เทา (10-1) เปล่ียน Pipette tip ใหม แลวดูดสวนผสมของไวรัสในหลอดแรก 100 μl 
เติมลงในหลอดที่ 2 ผสมใหเขากันซึ่งจะทําใหไดไวรัสที่เจือจางลงไป 100 เทา (10-2)  เปล่ียน Pipette 
tip ใหม แลวจึงทําซ้ําในลักษณะเดียวกันนี้จนกระทั่งไดไวรัสที่เจือจางลงไป 1,000,000 เทา (10-6)  
ของสารละลายไวรัสเริ่มตน  

                                                        
1
 NaCl 80 กรัม KCl 2 กรัม NaHPO4 11.5 กรัม (หรือ NaHPO4  2H2O 14 กรัม หรือ NaHPO4 12H2O 

28.9 กรัม) KH2PO4 2 กรัม ผสมน้ํากลั่น 1 ลิตร 
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 ทําการยอยเซลเพาะเลี้ยง(BHK-21) ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลโดยใช Trypsin-Versene 
(EDTA) แลวนําเซลที่ยอยไดมาเติมลงใน GM ที่เตรียมไวโดยใหมีความเขมขนของเซลประมาณ 

2.5 × 105 เซล/มล จากนั้นจึงทําการหยอดเซลลงใน Sterile 96-well plate (Costar® หรือ Cellstar® 

Micro-plate) ชนิดกนแบนทุกหลุมๆ ละ 100 μl ทําการระบุรายละเอียดของซีโรไทป ระยะเวลา 
อุณหภูมิ และ ลําดับการเจือจางของสารละลายไวรัสตามแถวบนฝาของ 96-well plate ใหชัดเจน  
การวัดระดับความเขมขนของไวรัสตอ 1 ชุด (เวลา) ใชเซลทั้งหมด 4 แถว จากนั้นจึงทําการหยอด
สารละลายไวรัสที่เจือจางแลวลงในแตละหลุมๆ ละ 50 μl ตามคอลัมนที่กําหนดไว  คอลัมนที่เปน
เซลควบคุม (negative control) หยอดเฉพาะ MM  เมื่อหยอดสารละลายไวรัสครบแลวใหนําไป 
เพาะเลี้ยงในตูอบที่มีกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 อุณหภูมิ 37oซ  นาน 48 ชั่วโมง  แลวจึงทํา
การอาน และบันทึกผลโดยสังเกตจากการที่ไวรัสทําใหเซลเพาะเลี้ยงเกิดภาวะ Cytopathic effect 
(CPE) เทากับ 50% ของหนวยเซลเพาะเลี้ยงทั้งหมด ซ่ึงวิธีการคํานวณคาระดับความเขมขนของ 
ไวรัสจะใชวิธีการของ Reed and Muench (1938) คาความเขมขนของไวรัสที่ไดมีหนวยเปน Tissue 
culture infective dose 50% (TCID50/ml) (13) 
 

 4. การแยกไวรัส (Virus isolation) 
 ถึงแมวาตัวอยางสุดทายที่ใหผลลบ (negative) คือ ไมพบ CPE ในเซลเพาะเลี้ยง ยังมีความ
จําเปนที่ตองยืนยันวา สารละลาย FMDV ไมมีไวรัสเหลืออยูจริง  โดยการนําสารละลาย FMDV 
เวลาแรกสุด 2 ชุดการเจือจาง (dilutions) ที่ใหผลลบหรือไมเกิด CPE ไปทดลองเพิ่มจํานวนไวรัสใน
เซลปฐมภูมิจากเนื้อไตแกะ (primary lamb kidney cell) จํานวน 3 คร้ัง(passages)   
 ระบุหมายเลขตัวอยางที่ตองการแยกไวรัสใหตรงกับขวดเซลเพาะเลี้ยง  ใชเซลเพาะเลี้ยงที่
ไมใสตัวอยางเปนขวดควบคุม(negative control) เท GM ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซล  ใสสารละลาย
ตัวอยางที่ตองการตรวจหาไวรัสประมาณ 1 มล./ขวด  นําไปบมที่ 37oซ นาน 60 นาทีเพื่อใหไวรัสที่
มีอยูเกาะติดกับเซล (adsorb) ใส Eagle medium พอประมาณใหคลุมเซลทั้งหมด บมที่ 37oซ  นาน 2 
วัน และสังเกตการทําลายเซล (CPE)  ถาไดผลบวกหรือ เกิด CPE จะนําเชื้อที่แยกไดไปทําการระบุซี
โรไทปของ FMDV วาเปนซิโรไทปเดียวกับที่ทําการทดลองหรือไม 
  

 5.  การระบุแยกซีโรไทป (ELISA typing)  
 ระบุซีโรไทปของไวรัสโรคปากและเทาเปอย  โดยการฉาบซีร่ัมกระตายที่มีภูมิคุมกันตอ 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย (rabbit anti-FMD viruses) ซีโรไทป O, A, Asia 1 และซีร่ัมกระตายปกติ 
(normal rabbit serum) บน ELISA plate โดยใชสารละลายในการฉาบ (coating buffer)  ซ่ึง 
ประกอบดวย คารบอเนตและไบคารบอเนต pH 9.6)  อบที่ 37oซ นาน 60 นาที  หรือเก็บคางคืน 
(Over-night)ที่ 4 oซ ในกลองที่มีความชื้นเหมาะสม ลาง plate 5 คร้ังดวย PBS   จากนั้นเจือจาง 
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ไวรัสโรคปากและเทาเปอยและตัวอยางเปนลําดับชุดแบบเทาตัว ( 2-fold dilution)  โดยใช 
สารละลายอีไลซา(ELISA diluent) เติมไวรัสและตัวอยางที่เจือจางแลวลงใน coated plate  แลวอบ 
plate ไวที่ 37oซ นาน 60 นาที  ลาง plate ดวย PBS 5 คร้ัง ใสซีร่ัมหนูตะเภาที่มี (homologous guinea 
pig anti-FMD serum) และซีร่ัมหนูตะเภาปกติที่ไมมีภูมิคุมกันตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
(normal guinea pig serum) ซ่ึงผสมซีร่ัมโคเพื่อปองกันการจับกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยาง
ไมจําเพาะ(non-specific binding)  โดยใชสารละลายอีไลซา(ELISA diluent)  ซ่ึงมีโปรตีนไขขาว
จากโค (3% Bovine Serum Albumin) เปน blocked diluent  อบ plate ที่ 37oซ นาน 30 นาที  ลาง 
plate ดวย PBS 5 คร้ัง เติม peroxidase conjugated rabbit anti-guinea pig immunoglobulin  อบ plate 
ที่ 37oซ  นาน 30 นาที   ลาง plate ดวย PBS 5 คร้ัง    เติมสารละลาย substrate ที่มี TMB (3,3’ 5,5’ 
Tetramethly benzidine) และ H2O2 นาน 20 นาที   หยุดปฏิกิริยาดวย   1 N. H2SO4 อานความเขมขน
ของสีที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร   
  

 6. การคํานวณอัตราการทําลายไวรัส 
วัตถุประสงคของการคํานวณหาอัตราการทําลายไวรัส  ก็คือ การเปรียบเทียบความทนตอ

ความรอนของไวรัสซีโรไทปตางๆ  จึงจําเปนตองมีการกําหนดคามาตรฐานที่ใชวัดคุณสมบัติ 
ดังกลาว 
 อัตราการทําลายไวรัสในแตละอุณหภูมิสามารถวิเคราะหไดจากการทําลายไวรัสจํานวน
หนึ่งในชวงเวลาตางๆกัน  ขอมูลความสัมพันธระหวางเวลาทําลายไวรัสและจํานวนไวรัสที่เหลืออยู
จากการทําลายที่อุณหภูมิตางๆ จะนํามาสรางเสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve)  ไดจาก
ความสัมพันธระหวางเลขยกกําลังของจํานวนอนุภาคไวรัสที่เหลือ(ตัวแปรตาม; Y) กับชวงเวลาใน
การทําลายไวรัส (ตัวแปรอิสระ; X) ของกระบวนการความรอนที่ไวรัสไดรับ ในลักษณะ 
semi-logarithmic scale  เรียกความสัมพันธนี้วา เสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve)  คา
ความชัน (slope) ของเสนโคงนี้  คือ อัตราการทําลายไวรัส ณ อุณหภูมิหนึ่ง  ซ่ึงสามารถวิเคราะห
ความสัมพันธในเชิงสมการเสนตรงแบบถดถอยได (linear regression analysis)  ดังสมการ (1)  อนึ่ง 
คาลบของสวนกลับของความชันของเสนโคงนี้ ก็คือ คา DT นั่นเอง  
 

Y = aX + b 
 

 Y =  ปริมาณไวรัสโรคปากและเทาเปอย (log TCID50) 
 a =   ความชันของสมการเสนตรงหรือเสนโครงการทําลายไวรัส 
 X =  เวลาที่ใชในการทําลายไวรัส (วินาที) 
 b =   จุดตัดแกนตั้ง 
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 คาความชันที่คํานวณไดจากสมการเสนตรง จะทําการทดสอบสมมุติฐานวาคาความชันนี้มี
ความแตกตางจากคาความชันเทากับศูนยหรือไม (H0 = β1 = 0) ที่ระดับนัยสําคัญรอยละ 5 
 คา DT หรือ Decimal reduction time (DRT หรือ D value)  คือ ชวงเวลาที่ใชในการลด
จํานวนไวรัสลงเหลือรอยละ 90 ณ อุณหภูมิหนึ่ง ภายใตสภาวะการทดลองนั้น  โดยคา DT นี้จะเปน
คุณสมบัติประจําอุณหภูมิของเชื้อที่ทําการศึกษา  คา DT ที่ไดจะใชเปนขอมูลในการกําหนดเวลาที่
ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมดในเนื้อสุกร 
 การประเมินวา  สมการเสนตรงที่ไดสามารถทาบกับขอมูลดิบที่ไดมากนอยนั้น(goodness 
of fit) สามารถแสดงไดในรูปคา root mean square error (RMSE)  ยิ่งคา RMSE นอยลงเทาไร 
สมการเสนตรงที่ไดก็จะมีความเหมาะสมกับขอมูลดิบมากขึ้นเทานั้น (6, 18) 
 

Root mean square error =   [ Σ (Yi-Y
^
i)

2 ]1/2  =  MSE1/2 
 

 นอกจากคา RMSE แลว  คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (correlation coefficient หรือ r2)  ก็
เปนคาที่บอกระดับความเหมาะสมของสมการเสนตรงกับขอมูลดิบไดในระดับหนึ่ง  ใน 
ขณะเดียวกัน  คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธยังเปนคาที่ใชวัดระดับความสัมพันธระหวางตัวแปร
อิสระและตัวแปรดวย(7, 15) 

 

r2 = [SSY – SSE] / SSY 
 

โดยที่  SSY =  Σ (Yi-Y
bar

i)
2 

  SSE = Σ (Yi-Y
^
i)

2 
 

 การศึกษาวิจัยคร้ังนี้เปนการทดลองจริงโดยทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง  ถึงแมวาจะมีการ
กําหนดระยะเวลาการทําลายไวรัส (ตัวแปร X) ใหเหมือนกันทั้ง 3 การทดลองก็ตาม  แตเนื่องจาก 
อัตราการเพิ่มอุณหภูมิของ water bath ในแตละการทดลองไมเทากัน  [โปรดศึกษาเพิ่มเติม เร่ือง การ
หาระยะเวลาแทจริงในการทําลายไวรัส ในหัวขอถัดไป]  ดังนั้น  จึงทําใหระยะเวลาทําลายไวรัส
ของแตละการทดลองที่ไดมีความแตกตางกัน  สงผลใหไมสามารถทําการหาคาเฉลี่ยของจํานวน 
ไวรัสในแตละจุดเวลาการทําลายไวรัสได  ดังนั้น  ในการวิเคราะหขอมูลจึงไดนําผลการทดลองทั้ง 
3 คร้ังมาหาอัตราการทําลายไวรัสรวม    
 

 7. การหาระยะเวลาที่แทจริงในการทําลายไวรัส 
 การคํานวณหาระยะเวลาที่ทําลายไวรัสจริง อาศัยหลักการคํานวณพื้นที่ใตเสนโคงของ
ความสัมพันธระหวางอุณหภูมิจริงในสารละลายและเวลาที่ทําการทดลอง  แลวหารดวยอุณหภูมิ 
เปาหมายเพื่อใหไดเปนระยะเวลาการทําลายไวรัสจริง  
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 8. รูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการทําลายไวรัส    มีปจจัยหลายอยางที่มีบทบาทตอรูปแบบ
การทําลายไวรัส   รูปแบบการทําลายไวรัสที่แตกตางกันเปนปจจัยหลักที่กําหนดวิธีการวิเคราะหหา
อัตราการทําลายไวรัส  โดยสวนมากแลวรูปแบบการทําลายจุลินทรีย (ดวยความรอน) มี 3 รูปแบบ 
(18) ดังนี้ 
 8.1 รูปแบบเสนตรง (linear)  การวิเคราะหหาคา DT  (ภาพที่ 1) จะเปนไปตามหลักการที่
กลาวไวแลวในหัวขอ “การคํานวณอัตราการทําลายไวรัส”       
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ภาพที่ 1   เสนโคงการทําลายเชื้อแบบเสนตรง (linear) โดยแกนนอนเปนระยะเวลา (time) แกนตั้ง
เปนความเขมขนไวรัส (log) 
 
 

log (Nt/No) = - t / D 
 
 

โดยที่  log Nt   =  จํานวนเชื้อ ณ เวลา t (Y) 
 log No  =   จํานวนเชื้อเริ่มตน (b) 
 t     =   ระยะเวลาในการทําลายเชื้อ (X) 
 D    =   Decimal reduction time (-1/a) 
 

 8.2 รูปแบบหัวไหล (shoulder)  รูปแบบการทําลายไวรัสในลักษณะนี้  มักเกิดจากเชื้อมีการ
รวมกันเปนกลุมกอน (clump) หรือ มีจุดในการทําลายไวรัสหลายจุด (multiple target sites)  ทําให
การทําลายเชื้อเกิดขึ้นอยางชาๆ เปนชวงสั้นๆในระยะแรก จากนั้นจะมีการทําลายเชื้อในอัตราที่เร็ว
ขึ้น (18)  (ภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 2  เสนโคงการทําลายเชื้อแบบหัวไหล (shoulder)โดยแกนนอนเปนระยะเวลา (time) แกนตั้ง
เปนความเขมขนไวรัส (log) 

 

log (Nt/No) = 1 +  -(t-tL) / D 
 

tL = t – D [log(Nt/No) -1] 
 

โดยที่ tL  คือ  ระยะเวลาแรกที่ใชในการทําลายเชื้อลง 10 เทา (lag time) 
 log Nt   คือ  จํานวนเชื้อ ณ เวลา t 
 log No คือ  จํานวนเชื้อเริ่มตน 
 t    คือ  ระยะเวลาในการทําลายเชื้อ 
 D   คือ  Decimal reduction time 
 

 ทําการวิเคราะหโดยคํานวณวาคา  tL นอยกวาคา DT ของการทําลายเชื้อรวมตลอดระยะเวลา
การทดลองหรือไม  ถาหากวา tL นอยกวาคา DT แลว แสดงวาไมมี shoulder effect ดังนั้นสามารถใช
คา DT ของการทําลายเชื้อรวมตลอดระยะเวลาการทดลองได  แตถา tL ไมนอยกวาคา DT แลว  แสดง
วามี shoulder effect ดังนั้น จึงใหใชคา DT ของการทําลายเชื้อโดยไมรวม tL (16) 
 

 8.3  รูปแบบทายลาด (tailing)  ในกรณีที่มีไวรัสกลุมยอย (subpopulation) ที่มีความ 
ตานทานความรอนสูงกวาประชากรรวมทั้งหมด  ทําใหไวรัสกลุมยอยนี้ถูกทําลายในชวงสุดทาย 
และมีอัตราการทําลายที่ต่ํากวาประชากรรวมทั้งหมด  รูปรางของเสนโคงหรืออัตราการทําลายจะ
เห็นเปน 2 สวนแยกกันชัดเจน เรียกวา เสนโคง 2 ระยะ (biphasic curve) (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3  เสนโคงการทําลายเชื้อแบบทายลาด (tailing) หรือแบบ 2 ระยะ (biphasic) 

 

 ทําการวิเคราะหโดยเฉลี่ยตามสัดสวนของปริมาณการทําลายไวรัสทั้ง 2 ระยะ  เปนคา DT 
ของการทดลองนั้นๆ (16, 18) 
 

 9. การคํานวณอัตราการเปลี่ยนคา DT 
 การคํานวณหาอัตราการเปลี่ยนคา DT จากเสนโคงการลดคา DT (Decimal reduction curve)  
เพื่อทํานายอัตราการทําลายไวรัส ณ อุณหภูมิอ่ืนๆ ที่ไมไดทําการทดลองโดยตรง  และคํานวณคา Z 
ในสื่อที่ทําการศึกษาเพื่อใชเปรียบเทียบกับอัตราการเปลี่ยนคา DT ในสื่ออ่ืนๆรวมถึงในเนื้อสุกรชุบ
แปงทอด   
 คา Z  คือ ชวงอุณหภูมิที่เปล่ียนคา D รอยละ 90  โดยที่คา Z เปนคุณสมบัติประจําไวรัสใน
ส่ือที่ทดลองนั้นๆ   คา Z นี้มีประโยชนในการทํานาย (predict) อัตราการทําลายไวรัสในอุณหภูมิ
อ่ืนๆ ไดโดยไมจําเปนตองทําการทดลอง ณ อุณหภูมินั้นโดยตรง  โดยคา Z  นี้หาไดจากความ
สัมพันธ ของเลขยกกําลังของคา DT (ตัวแปรตาม: Y) กับอุณหภูมิที่ใช (ตัวแปรอิสระ: X) ใน
ลักษณะ semi-logarithmic scale เรียกความสัมพันธนี้วา เสนโคงการลดคา DT (Decimal reduction 
curve)  ซ่ึงสามารถวิเคราะหความสัมพันธในเชิงสมการเสนตรงแบบถดถอยได (linear regression 
analysis)  อนึ่ง คาลบของสวนกลับของความชันของเสนโคงนี้ ก็คือคา Z นั่นเอง 
 คาความชันที่คํานวณไดจากสมการเสนตรง จะทําการทดสอบสมมุติฐานวาคาความชันนี้มี
ความแตกตางจากคาความชันเทากับศูนยหรือไม (H0 = β1 = 0) ที่ระดับนัยสําคัญรอยละ 5 
 วิธีการวิเคราะหรูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการลดคา DT จะใชวิธีการเดียวกับที่กลาวไว
ในเรื่อง “รูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการทําลายไวรัส”  อยางไรก็ตาม จากขอมูลการศึกษานํารองมี
หลักฐานระบุวาแนวโนมของรูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการลดคา DT  มีรูปแบบเปนแบบทายลาด 
(tailing) โดยที่มีคา Z ที่อุณหภูมิ 50oซ จะสูงกวาและแยกจากกลุมคา Z ที่อุณหภูมิ 60-100oซ  ดังนั้น 
การวิเคราะหขอมูลคา Z จะทํา 3 วิธีเปรียบเทียบกัน  คือ 
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 9.1  วิเคราะหรวมระหวางอุณหภูมิ 50-100oซ  
 9.2  วิเคราะหรวมระหวางอุณหภูมิ 60-100oซ 
 9.3  วิเคราะหตามรูปแบบทายลาด (tailing) 
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ผลการวิจัย 
 

1.  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย หรือ คา DT   
 คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ ณ อุณหภูมิ 50oซ, 60oซ, 70oซ, 80oซ, 
90oซ และ 100oซ แสดงในตารางที่ 2-7 ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 2  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิ 50oซ 
 

Serotype D-ValueI 
(second) SEII r2  III RMSEIV P valueV 

O189/87 806a 176 0.69 0.68 0.0001 
OPN/65 890a 845 0.63 0.59   N/AVI 
A118/87 2,414b 8,490 0.13 0.96 0.23 

A-Sakol/97 2,279b 14,476 0.10 0.75 0.27 
A132/87 732a 149 0.88 0.42 N/A 
AS1/85 2,329b 3,657 0.25 0.71 0.14 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
  

 คาพิสัยของ D50 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ศึกษาครั้งนี้อยูระหวาง 732 ถึง 2,414 
วินาที หรือเทากับ 12.2 ถึง 40.2 นาที  อาจจะสามารถแบงไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยใชคา D50 
ออกเปน 2 กลุมคราวๆ คือ กลุมที่มีคา D50 ต่ํากวาและสูงกวา 15 นาที   โดยพบวา A118/87 อยูใน
กลุมที่มีคา D50 สูงกวา 15 นาที  จากตารางที่ 2  ยังพบดวยวา A118/87 มีความทนความรอนสูง 
สุดแตกลับไมแตกตางจาก A-Sakolnakorn/97 และ AS1/85 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   อยางไรก็
ตาม ไวรัสโรคปากและเทาเปอยในกลุมนี้มีทนความรอนสูงกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยกลุมที่มี
คา D50 ต่ํากวา 15 นาที คือ O189/87, OPN/65 และ A132/87  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
 แมวาคา r2 ที่ไดจากการทาบ (fit) ขอมูลดิบกับสมการเสนตรงจะมีคาไมสูงมากนัก  
โดยเฉพาะอยางยิ่ง r2 ของ A-Sakol มีคา 0.10 เทานั้น  ทั้งนั้นเนื่องมาจากความชันของสมการ 
เสนตรงมีคานอยมาก  โดยสามารถสังเกตไดจากคา D50 ซ่ึงมีคาสูงมาก  ในขณะที่คา RMSE ของ 
A-Sakol ก็ไมสูงมาก เทากับวา สมการเสนตรงนั้นทาบกับขอมูลดิบจากการทดลองไดดี  ดังนั้น  คา 
r2 ที่ต่ํามิไดเกิดจากความผิดพลาดหรือความไมสม่ําเสมอในการทดลอง  แตนาจะเกิดจากคา DT ที่
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อุณหภูมิต่ํา มักมีคาสูง  เนื่องจาก  ระดับความสัมพันธของตัวแปรอิสระ คือ เวลาในการทําลายไวรัส 
และตัวแปรตาม คือ ปริมาณไวรัส นั้นมีคานอย  จึงทําใหคา r2 ต่ําได 
 จากประเด็นเรื่องของคา r2  ที่มีคาต่ํา สวนหนึ่งเกิดจากระดับความสัมพันธของตัวแปร
อิสระและตัวแปรตาม  จะเห็นไดอยางชัดเจนวา เมื่อทําการทดสอบสมมุติฐานวา ความชันของ 
สมการเสนตรงมีความแตกตางจาก 0  ซ่ึงเปนการทดสอบวา ตัวแปรอิสระและตัวแปรตามมี 
ความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม  จากการทดสอบพบวา  ไวรัสในกลุมที่มีความ
ทนความรอนสูงนั้น ไดแก A118, A-Sakol และ AS1 มีความชันไมแตกตางจาก 0 อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ หมายความวา  คา DT มีระดับที่สูงมาก หรือ ตองใชเวลานานมากในการทําลายไวรัสลง 10 
เทา ที่อุณหภูมิ 50oซ   
 สําหรับไวรัสโรคปากและเทาเปอย OPN และ A132  มีลักษณะที่เปนแบบทายลาด (tailing) 
[ศึกษาเพิ่มเติมจากหัวขอ “รูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการทําลายไวรัส” ในเรื่องวิธีทําวิจัย]   เมื่อ
ทําการวิเคราะหแลวพบวา คา RMSE ลดลง จาก 0.94 และ 1.12  (ไมไดแสดงขอมูล) เปน 0.59 และ 
0.42 (ตารางที่ 2) ตามลําดับ ดังนั้น  การปรับวิธีวิเคราะหคา D50 โดยการใชการวิเคราะหแบบ tailing 
จะทําใหไดคา D50 ที่มีความถูกตองแมนยํามากขึ้น  อยางไรก็ตาม  เนื่องจากการคํานวณคา D50 ตาม
วิธีการวิเคราะหแบบ tailing เปนการเฉลี่ยคาตามสัดสวนของ 2 ระยะการทําลายไวรัส ดังนั้น จึงไม
ไดรายงานคา P value 
 

ตารางที่ 3  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิ 60oซ 
 

Serotype D-ValueI 
(second) SEII r2  III RMSEIV P valueV 

O189/87 16.37a 2.23 0.83 0.85 8 x 10-7 
OPN/65 42.00a 9.11 0.74 0.50 N/AVI 
A118/87 18.36a 3.30 0.81 0.79 0.0001 

A-Sakol/97 21.20a 4.36 0.77 0.77 0.0002 
A132/87 21.73a 4.03 0.84 0.68 0.0002 
AS1/85 32.83a 8.82 0.61 0.71 0.0003 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
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ตารางที่ 4  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิ 70oซ 
 

Serotype D-ValueI 
(second) SEII r2  III RMSEIV P valueV 

O189/87 6.06a 1.22 0.81 0.67 0.0003 
OPN/65 10.87a 7.58 0.59 0.68 N/AVI 
A118/87 8.87a 1.29 0.86 0.65 1 x 10-5 

A-Sakol/97 8.68a 1.27 0.86 0.66 1 x 10-5 
A132/87 7.28a 2.32 0.66 1.16 0.003 
AS1/85 9.24a 1.45 0.82 0.69 9 x 10-6 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
 

 แมวาคาพิสัยของ D60 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนที่ศึกษาจะอยูระหวาง  
16.37 ถึง 42  วินาทีแต D60 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนนั้นกลับไมมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ซ่ึงมีลักษณะเดียวกันกับที่พบที่อุณหภูมิ 70oซ  คือ คาพิสัยของ D70 
ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ศึกษาอยูระหวาง  6.06 ถึง 10.87 วินาที   แตไมมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติของ D70 ของไวรัสทั้งหมดจากการศึกษาครั้งนี้ เชนเดียวกันกับที่อุณหภูมิ 
60 oซ 
 คา D60 และ D70  มีคาลดลงกวา D50 เปนการสะทอนถึงระดับความสัมพันธของตัวแปร
อิสระและตัวแปรตามที่เพิ่มสูงขึ้น  ซ่ึงจะสังเกตไดวา  คา r2 เพิ่มสูงขึ้นอยางมาก โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ไวรัส A-Sakol และ A118 มีคา r2 ที่ 50oซ เทากับ 0.10 และ 0.13 ตามลําดับ   แตกลับมีคา r2 ที่ 60oซ  
เปน 0.77 และ 0.81 ตามลําดับ และ 70 oซ เปน 0.86 เทากัน  ในขณะที่มีคา RMSE ที่คอนขางคงที่ไม
เกิน 0.80  และ นอกจากนี้ คา P value ยังมีระดับที่ต่ํามากดวย  แสดงถึงความสัมพันธที่มากขึ้นของ
ตัวแปรทั้ง 2 หรือ คา D60 และ D70 เปนคาที่เชื่อถือได 
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย OPN มีรูปแบบการทําลายไวรัสแบบ tailing ที่อุณหภูมิ 60oซ 
และ 70oซ เหมือนกับที่อุณหภูมิ 50oซ มีคา RMSE ที่ดีกวาวิธีการวิเคราะหแบบสมการเสนตรงปกติ 
โดยคา RMSE ที่อุณหภูมิ 60oซ และ 70oซ ลดลงจาก 0.58 และ 0.81 เปนคา 0.5 และ 0.68 ตามลําดับ  
จึงไมรายงาน P value  
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189 แสดงลักษณะการทําลายไวรัสแบบหัวไหล (shoulder 
effect) ที่อุณหภูมิ 60oซ และ 70oซ แตเมื่อทําการวิเคราะหหาคา tL ที่อุณหภูมิ 60oซ และ 70oซ พบวา 
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ไมแตกตางจาก D60 และ D70 ที่ไดจากการวิเคราะหแบบวิธีสมการเสนตรงปกติ หรือ ไมมี shoulder 
effect นั่นเอง  ดังนั้น จึงเลือกใชคา D60 และ D70 เดิม 
 

ตารางที่ 5  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิ 80oซ 
 

Serotype D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

O189/87 2.84a 0.35 0.89 0.91 4 x 10-6 
OPN/65 5.99b 0.70 0.94 0.60 7 x 10-5 
A118/87 3.81a,b 0.54 0.85 0.95 6 x 10-6 

A-Sakol/97 5.16b 0.57 0.91 0.70 2 x 10-6 
A132/87 3.38a 0.32 0.94 0.61 1 x 10-6 
AS1/85 5.42b 0.37 0.95 0.48 3 x 10-10 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

 คาพิสัยของ D80 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ศึกษาอยูระหวาง  2.84 ถึง 5.99 วินาที  
แบงเปนกลุมที่ทนความรอนต่ํากวา คือ O189, A118, A132 ซ่ึงมีคา D80 ต่ํากวา 3.8 วินาที  และกลุม
ที่ทนความรอนสูงกวา คือ A118, OPN, A-Sakol และ AS1 มีคา D80 สูงกวา 3.8 วินาที  โดยที่ A118 
จะอยูกึ่งกลางของทั้ง 2 กลุม   
 รูปแบบการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่อุณหภูมิ 80oซ มีลักษณะเปน 
เสนตรงทั้งหมด  ไมพบรูปแบบการทําลายไวรัสแบบ tailing หรือ shoulder  
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ตารางที่ 6  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิ 90oซ 
 

Serotype D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

O189/87 2.35a 0.44 0.80 1.30 0.0001 
OPN/65 3.18a 0.25 0.95 0.49 3 x 10-7 
A118/87 1.65a 0.34 0.83 1.05 0.0006 

A-Sakol/97 1.75a 0.42 0.82 0.94 0.0009 
A132/87 2.77a 0.44 0.87 0.87 0.0001 
AS1/85 2.71a 0.32 0.90 0.67 2 x 10-6 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 
ตารางที่ 7  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิ 100oซ 
 

Serotype D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

O189/87 2.94a 0.39 0.90 0.65 3 x 10-5 
OPN/65 2.88a 0.41 0.89 0.55 4 x 10-5 
A118/87 2.64a 0.66 0.76 0.64 0.001 

A-Sakol/97 2.52a 0.45 0.78 1.04 3 x 10-5 
A132/87 2.49a 0.36 0.84 0.87 4 x 10-6 
AS1/85 1.90a 0.31 0.83 0.88 3 x 10-5 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

 คาพิสัยของ D90 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนที่ศึกษาอยูระหวาง  1.65 ถึง 
3.18  วินาที  และD90 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนที่ศึกษาไมมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ  ในลักษณะเดียวกันกับที่พบที่อุณหภูมิ 100oซ  คาพิสัยของ D100 ของไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยที่ศึกษาอยูระหวาง 1.90 ถึง 2.94 วินาที  และไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติของ D100 ของไวรัสทั้งหมดจากการศึกษาครั้งนี้ เชนเดียวกันกับที่อุณหภูมิ 90 oซ 
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 ที่อุณหภูมิ 90oซ ไวรัสโรคปากและเทาเปอยมีลักษณะการถูกทําลายที่เบี่ยงเบนไปจากปกติ 
คือ เปนลักษณะแบบหัวไหลทุกเสตรน ยกเวน OPN  เมื่อทําการวิเคราะหการทําลายไวรัสแบบ 
หัวไหลแลวพบวา เฉพาะ O189 และ A132 ไมมี shoulder effect ดังนั้นจึงใชคา D90 เดิม  แต A118, 
A-Sakol และ AS1 แสดง shoulder effect เนื่องจาก tL ที่คํานวณไดมีความแตกตางจาก D90 ดังนั้น จึง
ใชคา D90 ที่คํานวณโดยไมรวมสวนแรกของการทําลายไวรัส  แมวาจะพบ shoulder effect หรือไมก็
ตาม  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนก็มีคา DT ที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
อุณหภูมิ 90 oซ 
 ที่อุณหภูมิ 100 oซ มี 2 เสตรนที่มีรูปแบบการทําลายไวรัสแบบหัวไหล  เมื่อทําการวิเคราะห
แลวพบวา A-Sakol ไมมี shoulder effect ในขณะที่ AS1 มี shoulder effect 
 

 สรุปโดยรวม จะเห็นไดวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ระบาดในประเทศไทยทั้ง 3 ซีโร
ไทป 6 เสตรน  โดยแตละเสตรนนั้นแทบจะไมมีความแตกตางกันในเชิงการทนตอความรอน
ระหวางอุณหภูมิ 50-100 oซ  ยกเวนที่ อุณหภูมิ 50 oซ และ  80 oซ  ซ่ึงมีคา DT แบงเปน 2 กลุม และ
แตละกลุมก็ประกอบดวยซีโรไทปและเสตรนที่แตกตางกันดวย  ดังนั้น  ไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ในซีโรไทปเดียวกันก็ไมจําเปนตองมีลักษณะการทนความรอนที่ใกลเคียงกัน  เนื่องจาก การ 
ฃแบงกลุมซีโรไทปและเสตรนของไวรัสนั้นอาศัยลักษณะการคุมโรคที่เกิดจากรางกายสัตว 
ตอบสนองตอโครงสรางภายนอกของอนุภาคไวรัส 
 

 คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรน O189,  OPN,  A118, A-Sakol,  A132, และ 
AS1  ณ อุณหภูมิตางๆ  แสดงในตารางที่ 8-13 ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 8  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O189  ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

50 806a 176 0.69 0.68 0.0001 
60 16.37b 2.23 0.83 0.85 8 x 10-7 
70 6.06c 1.22 0.81 0.67 0.0003 
80 2.84d 0.35 0.89 0.91 4 x 10-6 
90 2.35d 0.44 0.80 1.30 0.0001 
100 2.94d 0.39 0.90 0.65 3 x 10-5 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
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 คา DT ลดลงอยางรวดเร็วจากอุณหภูมิ 50 oซ มาที่อุณหภูมิ 60 oซ  ในขณะที่อุณหภูมิที่คอยๆ 
เพิ่มสูงขึ้นคา DT กลับลดลงอยางชาๆ โดยเฉพาะในชวงอุณหภูมิ 60-80 oซ  ขอสังเกตที่นาสนใจ คือ
ถึงแมวาโดยหลักการแลวคา D100 ควรจะต่ํากวา D80 และ D90  แตจากการทดลองจริงคา D80, D90 และ  
D100 ของทั้ง 3 อุณหภูมิไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แสดงใหเห็นวา  ที่ระดับอุณหภูมิ
สูง เกินกวา 60oซ นั้นไวรัสมีความไวตอความรอนใกลเคียงกันอยางมาก  ดังนั้น  ขอแนะนําใน 
การศึกษาตอไป คือ การเพิ่มจํานวนซ้ําการทดลองเพื่อลดคาเบี่ยงเบนมาตรฐานหรือความแปรปรวน
ระหวางชวงอุณหภูมิลง  จะทําใหมีโอกาสเห็นความแตกตางของคา DT  ที่อุณหภูมิตางๆ ไดชัดเจน
ขึ้น 
  

ตารางที่ 9  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป OPN ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

50 890a 845 0.63 0.59   N/AVI 
60 42.00b 9.11 0.74 0.50 N/A 
70 10.87c 7.58 0.59 0.68 N/A 
80 5.99c 0.70 0.94 0.60 7 x 10-5 
90 3.18e 0.25 0.95 0.49 3 x 10-7 
100 2.88e 0.41 0.89 0.55 4 x 10-5 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
 

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน OPN ถึงแมจะพบวา  คา DT มีการ 
เรียงลําดับจากมากไปหานอยขณะที่อุณหภูมิเพิ่มสูงมากขึ้น  แตพบวาภายในคู  D70 และ D80  รวมถึง
ภายในคู D90 และ D100 กลับไมมีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  จะสังเกตไดอีกครั้งวา  คา DT 
ที่อุณหภูมิสูงมักไมคอยมีความแตกตางกันมากนัก 
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ตารางที่ 10  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A118 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

50 2,414a 8,490 0.13 0.96 0.23 
60 18.36b 3.30 0.81 0.79 0.0001 
70 8.87c 1.29 0.86 0.65 1 x 10-5 
80 3.81c,d 0.54 0.85 0.95 6 x 10-6 
90 1.65e 0.34 0.83 1.05 0.0006 
100 2.64d,e 0.66 0.76 0.64 0.001 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
  

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A118 พบ คา D100 สูงกวาคา D90 แต
ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ แมวาคา D100 แมวาจะต่ํากวาคา D80 แตวาไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเชนเดียวกัน  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A118 เปน
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยอีกซีโรไทปหนึ่งที่พบวาคา DT ที่อุณหภูมิสูงๆ นั้นไมคอยมีความ 
แตกตางกันมากนัก (ตารางที่ 10) 
 

ตารางที่ 11  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A-Sakol ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

50 2,279a 14,476 0.10 0.75 0.27 
60 21.20b 4.36 0.77 0.77 0.0002 
70 8.68c 1.27 0.86 0.66 1 x 10-5 
80 5.16d 0.57 0.91 0.70 2 x 10-6 
90 1.75e 0.42 0.82 0.94 0.0009 
100 2.52e 0.45 0.78 1.04 3 x 10-5 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
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 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย A-Sakol  มีคา DT ที่ลดลงตามลําดับอุณหภูมิที่เพิ่มมากขึ้น  แต
ไมพบความแตกตางของคา D90 และ D100 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 11) 
 

ตารางที่ 12  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A132 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

50 732a 149 0.88 0.42 N/AVI 
60 21.73b 4.03 0.84 0.68 0.0002 
70 7.28b 2.32 0.66 1.16 0.003 
80 3.38c 0.32 0.94 0.61 1 x 10-6 
90 2.77c 0.44 0.87 0.87 0.0001 
100 2.49c 0.36 0.84 0.87 4 x 10-6 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
 

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A132 พบคาD50 มีคาสูงที่สุดและสูง
กวา D60 และ D70 ซ่ึงมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ในขณะที่ D80, D90 และ D100 ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 13  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป AS1 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

อุณหภูมิ D-ValueI 
(second) SEII     r2  III RMSEIV P valueV 

50 2,329a 3,657 0.25 0.71 0.14 
60 32.83b 8.82 0.61 0.71 0.0003 
70 9.24c 1.45 0.82 0.69 9 x 10-6 
80 5.42d 0.37 0.95 0.48 3 x 10-10 
90 2.71e 0.32 0.90 0.67 2 x 10-6 
100 1.90e 0.31 0.83 0.88 3 x 10-5 

I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป AS18 พบคา D50 สูงกวาคา D60, D70 
และ D80 ตามลําดับ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตวา D90 ไมแตกตางจาก D100 อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (ตารางที่ 13) 
 
 สรุปคา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O189,  OPN,  A118,  A-Sakol,  A132 
และ AS1  ณ อุณหภูมิ 50oซ, 60oซ, 70oซ, 80oซ, 90oซ และ 100oซ แสดงในตารางที่ 14 
 

ตารางที่ 14  คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ ณ อุณหภูมิตางๆ 
 

คา DT (วินาที)  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ อุณหภูมิ 
(oซ) O189/87 OPN/65 A118/87 A-Sakol/97 A132/87 AS1/85 
50 806 890 2,414 2,279 732 2,329 
60 16.37 42.00 18.36 21.20 21.73 32.83 
70 6.06 10.87 8.87 8.68 7.28 9.24 
80 2.84 5.99 3.81 5.16 3.38 5.42 
90 2.35 3.18 1.65 1.75 2.77 2.71 
100 2.94 2.88 2.64 2.52 2.49 1.90 
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2. คํานวณหาอัตราการเปลี่ยนแปลงคา D หรือ คา Z 
 ใชขอมูลคา DT จาก 6 อุณหภูมิ คือ 50oซ, 60oซ, 70oซ, 80oซ, 90oซ และ 100oซ  คํานวณคา Z  
ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยได 3 วิธี  ดังตารางที่ 15-17 และภาพที่ 4 
 

ตารางที่ 15  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย คํานวณจาก 50-100oซ 
 

Serotype 
Z-ValueI 

(oC) 
SEII r2 III RMSEIV P valueV 

O189/87 23.26a 11.78 0.69 0.60 0.04 
OPN/65 21.78a 6.54 0.82 0.44 0.01 
A118/87 19.11a 9.03 0.71 0.70 0.04 

A-Sakol/97 19.17a 8.38 0.73 0.66 0.03 
A132/87 22.79a 9.15 0.75 0.53 0.03 
AS1/85 18.50a 6.51 0.79 0.59 0.02 

 I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
 II Standard error of regression coefficient 
 III Correlation coefficients 
 IV Root mean square error 
 V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

ตารางที่ 16  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย คํานวณจาก 60-100oซ 

Serotype 
Z-ValueI 

(oC) 
SEII r2 III RMSEIV P valueV 

O189/87 52.55a 26.62 0.75 0.20 0.06 
OPN/65 34.95a 8.16 0.90 0.17 0.01 
A118/87 41.41a 14.67 0.83 0.20 0.03 

A-Sakol/97 39.29a 11.26 0.87 0.18 0.02 
A132/87 43.45a 13.52 0.86 0.17 0.02 
AS1/85 33.25a 4.95 0.95 0.12 0.00 

 I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
 II Standard error of regression coefficient 
 III Correlation coefficients 
 IV Root mean square error 
 V ทดสอบ regression coefficient = 0 
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ตารางที่ 17  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย คํานวณจาก 50-100oซ โดยใชการ
ปรับเสนโคงแบบ Tailing 
 

Serotype 
Z-ValueI 

(oC) 
SEII r2 III RMSEIV 

O189/87 20.26a 29.62 0.93 215.94 
OPN/65 20.37a 3.58 0.98 178.43 
A118/87 14.02a 10.59 0.93 205.11 

A-Sakol/97 13.94a 7.16 0.95 202.51 
A132/87 20.76a 7.45 0.96 196.19 
AS1/85 15.40a 1.04 1.00 186.72 

  I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
  II Standard error of regression coefficient 
  III Correlation coefficients 
  IV Root mean square error 
 

DRT curves of FMDV 
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ภาพที่ 4  แสดงเสนโคงการเปลี่ยนแปลงคา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรน 

 

 พิสัยของคา Z ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีรวม 6 อุณหภูมิ คือ 50-100oซ อยูระหวาง 19.11 
ถึง 23.26 องศาโดย A118 และ O189 มีคา Z  สูงสุดและต่ําสุดตามลําดับ  สวนพิสัยของคา Z ที่ได
จากการวิเคราะหดวยวิธีรวม 5 อุณหภูมิ คือ 60-100oซ อยูในชวงที่ต่ํากวาวิธีการวิเคราะหที่รวม 6 
อุณหภูมิ คือ อยูระหวาง 33.25 ถึง 52.55 องศาโดย O189 และ AS1 มีคา Z  สูงสุดและต่ําสุด 
ตามลําดับ  ทั้งนี้สาเหตุที่ทําใหคา Z วิเคราะหดวยวิธีที่ 2 สูงกวาคา Z วิเคราะหดวยวิธีแรก เนื่องจาก  
D50 สูงกวากลุม D60 ถึง D100 คอนขางมาก หรือ คาความชันของเสนโคงการทําลายไวรัสที่อุณหภูมิ
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สูงมีคาสูงกวาคาความชันของเสนโคงการทําลายไวรัสที่อุณหภูมิที่ต่ํากวา (ภาพที่ 4)  ทั้งนี้สังเกตได
จากคา r2  เพิ่มมากขึ้น  เมื่อใชวิธีวิเคราะหวิธีที่ 2 แบบรวม 5 อุณหภูมิ 
 พิสัยของคา Z ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี tailing  โดยพิจารณารวม 6 อุณหภูมิ คือ 
50-100oซ อยูระหวาง 13.94 ถึง 20.76 องศาโดย A132 และ A-Sakol มีคา Z  สูงสุดและต่ําสุด 
ตามลําดับ  จะสังเกตไดวา คา Z ที่ไดจากวิธีวิเคราะหแบบ tailing มีคาต่ําสุดในการวิเคราะหทั้ง 3 วิธี  
และมีคา r2 ที่สูงที่สุดดวย 
 เมื่อวิเคราะหหาความแตกตางระหวางคา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยแตละเสตรน 
พบวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติทั้งสิ้น  ดังนั้น  จึงไมมีปญหาเรื่องความทน
ความรอนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยระหวางอุณหภูมิที่ใชทําลายไวรัส   
 การเลือกคา Z จากการวิเคราะหโดยวิธีทั้ง 3 นั้น อาจจะพิจารณาจากขอมูลจากการศึกษาที่
ผานมาทั้งสําหรับไวรัสโรคปากและเทาเปอยหรือไวรัสอื่นในกลุมใกลเคียงกนั พบวา ไวรัสตับ
อักเสบเอ (hepatitis A virus) ซ่ึงเปนไวรัสที่อยูใน family เดียวกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยมีคา Z 
ระหวาง 11.26-21.41oซ ในน้ําตาลซูโครส 28-52 oBrix(2)  ในขณะที่คา Z ของไวรัสโรคปากและเทา
เปอยอยูที่ประมาณ 10oซ ในน้ํานมหรือประมาณ 23 องศาในอาหารเลี้ยงเซล (1, 17) จะสังเกตไดวา 
คา Z จะไมเกิน 30 oซ ดังนั้น ในการศึกษาครั้งนี้จะเลือกคา Z ที่ไดจากการวิเคราะหรวม 6 อุณหภูมิ 
โดยมิไดปรับ tailing แมวา r2 จะไมสูงมากนักแตมีคา RMSE ที่ต่ํากวามาก (ตารางที่ 15 และ 17) 
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การอภิปรายผล 
 

 แมวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปที่มีการศึกษากันอยางมาก คือ ซีโรไทปโอ 
(serotype O)โดยเฉพาะอยางยิ่งเสตรน O-BFS 1860 (4, 9, 17) แตกลับมีผลการศึกษาที่แตกตางกัน
คอนขางมาก คือ คา D49 ประมาณ 28.8 นาที ใน PBS ที่ pH 8.0 (4)  D50 ประมาณ 4.17 นาที ใน
อาหารเลี้ยงเซล(17) และ D54 ประมาณ 25.21 นาที ใน PBS ที่ pH 7.6 (9)  แมวาจะไมสามารถ 
เปรียบเทียบคา DT  ณ อุณหภูมิเดียวกันได  (โดยเชื้ออยูในสื่อที่แตกตาง) แตจะสังเกตไดวา  ถาคา Z 
อยูที่ประมาณ 10-20 องศา ดังนั้น DT  ที่จะลดลงมาได 10 เทาตองมีอุณหภูมิสูงกวา DT อางอิงนั้น
ประมาณ 10-20 องศา  ดังนั้น เมื่อเปรียบเทียบคา D49, D50 และ D54 แลว พบวา DT ของทั้ง 3 คาจาก 
3 การศึกษานั้นไมอยูในชวงที่เปรียบเทียบกันได หรือ สรุปไดวามีความแตกตางกันอยางมาก   
อยางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบคา DT จากทั้ง 3 การศึกษากับการศึกษาครั้งนี้ แมวาจะไมใชไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยเสตรน O-BFS 1860 ก็ตาม แตก็เปนไวรัสในซีโรไทปเดียวกัน พบวา DT ที่ 
เปรียบเทียบกันได คือ D50 และ D54 เนื่องจาก  ไมสามารถคํานวณคา D49 จากคา Z ในการศึกษาครั้ง
นี้  ซ่ึงไดจากการศึกษาชวงอุณหภูมิระหวาง 50-100oซ ซ่ึงอยูนอกชวง D49  (extrapolation)   ผลการ
เปรียบเทียบคา D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189 และ OPN กับ D50 และ D54 ของ
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย O-BFS 1860  รวมถึง D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ 
เสตรนอื่นๆ ดังแสดงในตารางที่ 18 
 จากตารางที่ 18 จะเห็นไดวา  D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189/87 และ 
OPN/65 อยูที่ประมาณ 13.4 นาทีและ 14.8 นาที ตามลําดับ ซ่ึงมีคาสูงกวาคา D50 ของไวรัสโรคปาก
และเทาเปอย O-BFS 1860  ประมาณ 4.17 นาทีเทานั้น  ทั้งนี้เมื่อพิจารณาวา ในอาหารเลี้ยงเซลซึ่ง
เปนสื่อที่ใชในการศึกษาไวรัสโรคปากและเทาเปอย O-BFS 1860  อาจมีโปรตีนหรือสารชนิดอื่นที่
ชวงปองกันไวรัสจากความรอน ทําใหไวรัสที่ศึกษามีแนวโนมทนความรอนไดมาก (14)  จะเห็นได
วา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง O189/87 และ OPN/65 มีความทนทานตอความรอนสูงกวาไวรัส
โรคปากและเทาเปอย O-BFS 1860 อยางมาก   
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ตารางที่ 18  คา D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ เสตรนตางๆ  
 

เสตรน D50
a D54

b 
O189/87 13.4 1.44 
OPN/65 14.8 2.56 

O-BFS 1860 4.17 25.21 
O Lausanne  N/Ac 26.20 
O Pacheco N/A 32.96 
O Campos N/A 25.97 

O Colombia 7250 N/A 18.07 
O Susan 5/75 N/A 23.81 
O Susan 6/75 N/A 20.07 
O Susan 1/76 N/A 18.07 
OK 120/64 N/A 16.43 

 a คา DT รายงานเปนนาที 
 b คา Z ของ O189 = 23.26 องศา และ คา Z ของ OPN = 21.78 องศา 
 c Not applicable 
 

 อยางไรก็ตามเมื่อทําการเปรียบเทียบคา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน O189 
และ OPN กับ ไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน O-BFS 1860 และเสตรนอื่นๆ   กลับใหผล 
ตรงกันขาม คือ ไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189 และ OPN กลับมีความไวตอความรอนสูงกวา 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน O-BFS 1860 และเสตรนอื่นๆ ประมาณ 6-10 เทา  นั่น 
หมายความวา  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ  เสตรนที่มีการระบาดในประเทศไทยนั้นมี
ความไวตอความรอนมากกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรนที่พบในประเทศอื่นๆ  ดังนั้น  จะ
เหน็ไดวา  การเปรียบเทียบผลของแตละการศึกษาจะกระทําไดอยางถูกตองก็ตอเมื่อมีวิธีการทําการ
ทดลองและวิธีการวิเคราะหที่ใกลเคียงกันหรือเหมือนกันเทานั้น  เทากับเปนการสะทอนใหเห็นวา  
จําเปนตองมีการทดลองศึกษาหาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนโดย
ศึกษาจากไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนที่มีการระบาดจริงในประเทศไทย  เพื่อใหไดขอมูลที่
แทจริงของประเทศไทย 
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ (serotype A) ในการศึกษาครั้งนี้ มีจํานวนมากที่สุด 
คือ 3 เสตรน เนื่องจาก เปนซีโรไทปที่มีการระบาดคอนขางมากในประเทศไทย  ไวรัสโรคปากและ
เทาเปอย ซีโรไทปเอ เสตรนที่ทําการศึกษาครั้งนี้  เปนเสตรนที่แยกไดจากการระบาดจริงในประเทศ
และไดคัดเลือกเปนเสตรนที่ใชในการผลิตวัคซีน ซ่ึงมีความสัมพันธทางซีร่ัมวิทยาใกลเค ียงกับเชื้อที่
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ระบาดในพื้นที่  ดังนั้น ผลการศึกษาจึงสามารถใชเปนขอมูลหรือหลักฐานทางวิทยาศาสตรไดอยาง
มีน้ําหนักเพียงพอ  จากการศึกษาที่ผานมาพบวา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ มีคา D49 
ประมาณ 612 นาที ใน PBS ที่ pH 8.0 (4)  และ D54 ประมาณ 18.20 นาที ใน PBS ที่ pH 7.6 (9)  จะ
สังเกตไดวา ลักษณะขอมูลของ D49 และ D54 คอนขางจะเหมือนกับกรณี D49 และ D54 ของไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ คือ เปนขอมูลที่ไมสามารถเปรียบเทียบกันไดอยางตรงไปตรงมา 
เนื่องจาก ขาดขอมูลของคา Z ของแตละการศึกษาทําใหไมสามารถคํานวณคา DT เพื่อการ 
เปรียบเทียบได  เฉพาะขอมูล D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ เสตรนอื่นๆ (9)  
เทานั้น ที่สามารถนํามาเปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งนี้ได เนื่องจาก อยูในชวงอุณหภูมิที่ 
ทําการศึกษา คือ 50-100oซ  จึงสามารถคํานวณหาคา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ
ทั้ง 3 เสตรนไดดังตารางที่ 19 
ตารางที่ 19  คา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ เสตรนอื่นๆ 

เสตรน คา D54 (นาที) 
A118/87a 2.98 

A-Sakol/87b 3.04 
A132/87c 1.61 

A5 France 1/68 26.79 
A22 Mahmatli 33.90 
A22 Iraq 24/64 36.81 

A Pando (1970) 37.97 
A24 Cruzeiro 33.15 

A Colombia 8046 15.35 
A Bage 14.93 

A Venceslau (Bra 1/77) 25.32 
AK 18/66 (9) 18.34 
A Sudan 2/75 15.23 

A Morocco 5/77 18.58 
A Morocco 8/77 12.34 

A Philippine 10/75 12.07 
A Philippine 14/75 13.95 

  a คา  Z = 19.11 องศา 
  b คา  Z = 19.17 องศา 
  c คา  Z = 22.79 องศา 
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 จากตารางที่ 19 จะเห็นไดวา คา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ 3 เสตรนที่
เคยมีการระบาดในประเทศไทยมีความทนตอความรอนนอยกวาซีโรไทปเอ ทุกเสตรนที่ใชใน 
การศึกษาที่ผานมาอยางนอยประมาณ 4 เทา   
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน ถึงแมวาไมพบการระบาดในประเทศไทยมา
นานแลว  แตยังมีความจําเปนตองทําการศึกษาความทนตอความรอนดวย เนื่องจาก ซีโรไทปเอเชีย
วันอาจเปนซีโรไทปที่มีความทนตอความรอนสูงสุด  ทําใหตองใชไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโร
ไทปนี้ในการศึกษาในโครงการระยะตอไป  จากการศึกษาเปรียบเทียบขอมูลที่ผานมา(9) ดังแสดง
ในตารางที่ 20 
 

ตารางที่ 20  คา D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรนตางๆ 
เสตรน D52

a D54
b 

Asia1 Petchburi/85 4.83 3.76 
Asia1 BHK TM3 70.42 N/A 
Asia1 Pak 1/54 N/A 27.40 
Asia1 Iran 1/73 N/A 26.79 

Asia1 Turkey 73 N/A 23.53 
Asia1 Hong Kong 24/75 N/A 24.09 

 a คา DT รายงานเปนนาที 
 b คา Z ของ Asia 1 = 18.50 องศา 
 c Not applicable 
  

 จากตารางที่ 20 พบวา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรน BHK TM3 มี
คา D52 ประมาณ 70.42 นาที (8)  เปนการศึกษาในประเทศไทยโดยใชไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่
แยกไดในประเทศไทย และ ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรน Hong Kong 
24/75 มีคา D54 ประมาณ 24.09 นาที (9)  เมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยเสตรน Petchburi/85 ในการศึกษาครั้งนี้ พบวา D52 ประมาณ 4.83 นาที และ D54 ประมาณ 3.76 
นาที ซ่ึงจะเห็นไดวา  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรนที่แยกไดจากประเทศ
ไทยอาจมีความทนทานตอความรอนแตกตางกัน ทั้งนี้ อาจจะเนื่องมาจาก วิธีการศึกษาปริมาณ 
ไวรัสหรือวิธีการวิเคราะหขอมูลหรืออาจเกิดจากการกลายพันธุก็ได อยางไรก็ตาม  ผลที่ไดจาก 
การศึกษาไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวันครั้งนี้  ทําใหทราบวา ไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรน Petchaburi/85  มีความไวตอความรอนสูงกวาไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรนอื่นๆ อยางนอย 6 เทา 
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ขอสรุป 
 

 1.  ความรอนในระดับอุณหภูมิระหวาง 50-100oซ มีประสิทธิภาพในการทําลายไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยทั้ง 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปโอ ซีโรไทปเอ และซีโรไทปเอชัยวัน รวม 6 เสตรน 
คือ O189, OPN, A118, A-Sakol, A132 และ AS1 ไดในระดับที่แตกตางกัน 
 2.  ประสิทธิภาพการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิตางๆ นั้นแสดงไดเปน
คา DT (Decimal reduction time) หรือ ระยะเวลาในการทําลายจํานวนไวรัสลง 10 เทา ณ อุณหภูมิ
หนึ่งๆ    ทั้งนี้  เมื่อมีการเพิ่มอุณหภูมิหรือเพิ่มระยะเวลาการใหความรอนแลว ทําใหอัตราการลดลง
ของจํานวนไวรัสเพิ่มขึ้นเปนลําดับชัดเจน  ดังตารางที่ 14 (ซํ้า) 
 

ตารางที่ 14  คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ ณ อุณหภูมิตางๆ 
 

คา DT (วินาที)  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ อุณหภูมิ 
(oซ) O189/87 OPN/65 A118/87 A-Sakol/97 A132/87 AS1/85 
50 806 890 2,414 2,279 732 2,329 
60 16.37 42.00 18.36 21.20 21.73 32.83 
70 6.06 10.87 8.87 8.68 7.28 9.24 
80 2.84 5.99 3.81 5.16 3.38 5.42 
90 2.35 3.18 1.65 1.75 2.77 2.71 

100 2.94 2.88 2.64 2.52 2.49 1.90 
 

 3. ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปโอ ซีโรไทปเอ และซีโรไทปเอ
ชัยวัน รวม 6 เสตรน คือ O189, OPN, A118, A-Sakol, A132 และ AS1 ที่ทําการศึกษาทั้งหมด มี
ความไวตอความรอนมากกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่มีการรายงานมาในอดีต 
 4. ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปโอ ซีโรไทปเอ และซีโรไทปเอ
ชัยวัน รวม 6 เสตรน คือ O189, OPN, A118, A-Sakol, A132 และ AS1  มีระดับความทนทานตอ
ความรอนที่ไมความแตกตางกันในระดับอุณหภูมิที่ทําการศึกษาทั้ง 6 อุณหภูมิ คือ 50oซ, 60oซ, 70o

ซ, 80oซ, 90oซ และ 100oซ  ดังคา Z  ที่แสดงในตารางที่ 15 (ซํ้า)  ดังนั้น สามารถเลือกใชไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยซีโรไทปหรือเสตรนใดก็ไดเปนตัวแทนในการศึกษาประสิทธิภาพการทําลาย 
ไวรัสในสื่ออ่ืนๆ เชน เนื้อสุกร เปนตน 
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ตารางที่ 15  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย คํานวณจาก 50-100oซ 
 

ซีโรไทป 
Z-ValueI 

(oC) 
SEII r2 III RMSEIV P valueV 

O189/87 23.26a 11.78 0.69 0.60 0.04 
OPN/65 21.78a 6.54 0.82 0.44 0.01 
A118/87 19.11a 9.03 0.71 0.70 0.04 

A-Sakol/97 19.17a 8.38 0.73 0.66 0.03 
A132/87 22.79a 9.15 0.75 0.53 0.03 
AS1/95 18.50a 6.51 0.79 0.59 0.02 

 I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
 II Standard error of regression coefficient 
 III Correlation coefficients 
 IV Root mean square error 
 V ทดสอบ regression coefficient = 0 
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ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก 1  การศึกษาการใชแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
 

อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความเขมแสง  0.9 mW/cm2   
 

Serotype 
D Value I 

(second) 
SE II r2  III RMSE IV P value V 

O189 38.35 b 7.87 0.54 1.18 9.26 x 10-5 
A132 19.42 a 0.85 0.97 0.33 3.39 x 10-14 

A-Sakol 23.09 a,b 1.74 0.90 0.59 3.39 x 10-14 
AS1 30.22b 2.44 0.86 0.75 2.05 x 10-12 

 I ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
 II Standard error of regression coefficient 
 III Correlation coefficients 
 IV Root mean square error 
 V ทดสอบ regression coefficient = 0 
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ภาคผนวก 2 การแยกไวรัส (Virus isolation procedure) 
 

1. เนื้อหาท่ัวไป 
1.1  วัตถุประสงค 

1. เพื่อเพาะเชื้อไวรัส FMD จากตัวอยางภาคสนาม และผลิตภัณฑที่ไดจากสัตว 
2. เพื่อแยกชนิดของเชื้อไวรัส FMD จากตัวอยางภาคสนาม ผลิตภัณฑที่ไดจาก

สัตว และอาหารสัตว 

3. เพื่อเก็บเชื้อไวรัสที่ไดจากภาคสนามที่อุณหภูมิ -80°C สําหรับใชในการวิจัย 
r-value การทํา PCR  และการทํา seed for vaccine 

1.2 ขอบเขตงาน 
- การเตรียมอาหารเลี้ยงเซล 
- แยกไวรัส 
- ดูการเกิด CPE 
- การบันทึกขอมูล 
- การ harvest เชื้อไวรัส 
- การเก็บเชื้อไวรัส 

  1.3   บุคคลากรที่เกี่ยวของ 
    - สัตวแพทย 

- นักวิทยาศาสตรการแพทย 
- นักเทคนิคการสัตวแพทย 

  1.4   บทนํา 
การเพาะเลี้ยงเซลสําหรับการแยกไวรัสในศูนย FMD (ปากชอง ประเทศไทย) เซลที่ใช

ในการแยกครั้งที่หนึ่งมาจากเซลปฐมภูมิจากไตของลูกแกะซึ่งเตรียมโดยฝายผลิต เพื่อเพิ่ม
ปริมาณของเชื้อไวรัส เซล BHK ถูกนํามาใชในการ passage จนกระทั่งเกิด CPE ใน 18-24  
ช่ัวโมง จากนั้นไวรัสจะถูกเก็บและยืนยันโดยการทํา ELISA TYPING 

2. อุปกรณ 
2.1.   เครื่องแกว 

2.1.1. ปเปตตขนาด 1, 5, 10 และ 20 ml 
2.1.2. ขวดแกวสําหรับการเพาะเลี้ยงเซล     
2.1.3. ขวดแกวสําหรับอาหารเลี้ยงเซล 
2.1.4. หลอดทดลอง 

2.2. หลอดปนแยก 
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2.3. แทนใสหลอดทดลอง 
2.4. ปากกาสําหรับทําเครื่องหมาย 
2.5. จุกยาง และ pipette aid  

3. เคร่ืองมือและวัสด ุ
3.1. clean bench 
3.2. ตูอบ  
3.3. กลองจุลทรรศนชนิด inverted microscope  
3.4. เครื่องนึ่งฆาเชื้อ  
3.5. ตูเย็น  

3.6. ตูแชแข็ง –20°C และ –80°C 
3.7. เครื่องปนแยก 
3.8. เครื่อง water bath 
3.9. เครื่องดูดอากาศ 

4. สารเคมี  
  4.1   การเตรียม Maintenance medium สําหรับเพาะไวรัส  100    ml 
   สารละลาย MEM  98 ml 
   Normal bovine serum 2 ml 
   ยาปฏิชีวนะ  1 ml 
   Fungizone  0.5 ml 
   สารละลาย 7 % bicarbonate  3  ml 

4.2  การเตรียม Fungizone 
  Fungizone ( SQUIBB) 50 ml 
          น้ํากลั่น  100 ml 
   -    ปนใหละลายจนหมด แลวกรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm  

   -    แจกใสหลอดทดลอง หลอดละ 1 cc. เก็บที่อุณหภูมิ -20°C 
   (เตรียมครั้งละ 200 ml แจกหลอดละ 1 ml ได 200 หลอด) 
4.3   การเตรียมสารละลาย 7% sodium bicarbonate (NaHCO3) : 1 L 
  Sodium bicarbonate 70  gm 
  น้ํากลั่น   1,000 ml 
   -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm 
   -    แจกใสหลอดทดลองหลอดละ 4 ml  เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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4.4   การเตรียมยาปฏิชีวนะ :                             1,000   ml 
  Kanamycin  10 gm 
  Penicillin  1.173 gm 
  Streptomycin 10  gm 
  ละลายในน้ํากลั่นนึ่ง 1,000  ml 
  -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm 
   -    เตรียมครั้งละ 1 L 

   -    แจกใสหลอดทดลองหลอดละ 3 ml  เก็บที่ -20°C 
5. วีธีการแยกเชื้อไวรัส 

การแยกเชื้อไวรัสจากตัวอยางภาคสนาม ( 10% w/v epithelial suspension) 
  5.1 ติดฉลากที่ขวดเพาะเลี้ยงเซลระบุรายละเอียดของเชื้อไวรัส การจําแนกตัวอยางและ 
วันที่ 

5.2 ควรเพิ่ม flask เพาะเลี้ยงเซลในชุดเดียวกันดวยโดยไมตองเพาะเชื้อไวรัส เพื่อใชเปน
กลุมควบคุมในการดูเปรียบเทียบ 

  5.3 ทิ้งอาหารเพาะเลี้ยงเซลไวในบีกเกอรหรือเครื่องดูดอากาศดวยวิธีปลอดเชื้อ 

  5.4 บมเซล monolayer ที่อยูดานลางของขวดเพาะเลี้ยงเซลไวที่อุณหภูมิ 37°C นาน 60 
นาที เพื่อใหเชื้อไวรัสที่อยูในสารแขวนลอยเขาไปในเซลได 

  5.5 เติม Eagle’s medium (maintenance medium) ท่ีปลอดเชื้อในปริมาณที่พอเพียง (5 ml) 
ใหทวมเซล monolayer 

  5.6 เก็บไวที่อุณหภูมิ 37°C 
  5.7 ตรวจดูการเกิด cytopathic effect (CPE) ทุกวัน 

5.8 เมื่อเกิด CPE สมบูรณ เก็บของเหลวที่อยูสวนบนของเซลเพาะเลี้ยงลงในหลอดปน
แยก แลวนําไปปนแยกที่ 2,500 rpm นาน 15 นาที 

5.9 เขยาของเหลวสวนใสดานบนที่มีเชื้อไวรัสแลวใสลงในภาชนะที่ปลอดเชื้อ นําไป 
แบงเปนสวนๆ เพื่อใชในการทดสอบ ELISA Typing สารแขวนลอยที่มีไวรัสที่ 
เหลืออยู อาจนําไปผสมรวมกับ glycerol หรือไมใชรวมกับ glycerol ก็ได ติดฉลาก
ระบุการจําแนก strain ของตัวอยาง ระดับการทํา passage และวันที่ จากนั้นจึงเก็บ 
ตัวอยางที่ผสมกับ glycerol  

5.10 ถาการ passage คร้ังแรกไมเกิด CPE ใน 48 ช่ัวโมงหลังทําการเพาะเชื้อไวรัส ใหเก็บ
ของเหลวสวนบนมาเพาะเชื้อใหม (ทําการ passage คร้ังที่สอง) ตามวิธีตั้งแต 5.1 ถึง 
5.2 แลวตรวจดูการเกิด CPE ตออีก 48 ช่ัวโมง 
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5.11 ถาไมเกิด CPE หลังจากทําการ passage แลว 3 คร้ัง สรุปวาตัวอยางตั้งตนไมมีไวรัส 
FMD (no virus detected, NVD) 

 

การทดสอบการแยกเชื้อไวรัส 
 

เพาะเซลปฐมภูมิจากไตลูกแกะลงในขวดเพาะเซลขนาด 25 cm2 
 
 

เพาะตัวอยาง 1 ml ลงบนเซลเพาะเลี้ยง monolayer  
 
 

เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ maintenance medium 4 ml ลงไป 
 
 

ดูการเกิด CPE  
 

     เกิด CPE ไมเกิด CPE 
 

    ทํา ELISA Typing ทําการ passage คร้ังที่ 2 และ 3 
      (confirm type)  
       ไมเกิด CPE 
       (negative sample) 
 
6. เอกสารอางอิง 
Ferris, N P and Dawson, M.1988. Routine application of enzyme-linked immunosorbent assay 
in comparison with complement fixation for the diagnosis of foot and mouth and swine vesicular 
disease. Vet. Microbiol, 15, 101-209. 
Roeder, P L and Le Blanc Smith, P M. 1987. Detection and typing of foot –and- mouth disease 
virus by enzyme-linked immunosorbent assay : A sensitive, rapid and reliable technique for 
primary diagnosis. Res. Vet. Sci., 43, 225-323. 

 

4 วัน

บมไว 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37°C 

บมในตูอบอุณหภูมิ 37°ซ นาน 2 วัน
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ภาคผนวก 3 การทํา Tissue culture เพื่อการแยกไวรัส (Tissue culture for virus 
isolation) 
3. เนื้อหาท่ัวไป 

1.1  วัตถุประสงค 
4. เพื่อเตรียมเซล monolayer BHK-21 ซ่ึงเปนเซลปฐมภูมิจากไตลูกแกะสําหรับ

ทําการแยกไวรัส  

5. เพื่อเก็บเซล BHK-21 ในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -80°C 
6. เพื่อ subculture เซล BHK-21 

1.2  ขอบเขตงาน 
- การเตรียมอาหารเลี้ยงเซล 
- subculture เซลที่ใชในการแยกไวรัส 
- subculture เซลสําหรับ seed cell 

  1.3   บุคคลากรที่เกี่ยวของ 
    - สัตวแพทย 

- นักวิทยาศาสตรการแพทย 
- นักเทคนิคการสัตวแพทย 

  1.4   บทนํา 
   Monolayer ของเซลที่เพาะออกมาไดพรอมๆ กันอาจสามารถเก็บรักษาไดนานขึ้นใน
ระหวางการแบงเซลโดยการเก็บที่ 37oซ   
   cell lines ควรถูก subculture กอนที่จะมีการเจริญเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนและแยกตัวออก
จากผิวหนาของ cell culture  ในการทํา subculture ควรจะแนใจวาเซลยังมีชีวิตอยูเพื่อลดความเสี่ยง
ตอการปนเปอนและการเจริญที่ไมดีของเซล ไมควรทําการ passage เซล stock พรอมกันทั้งหมดใน
คร้ังเดียว และเซลที่ใชควรแบงออกอยางนอยเปนสองสวนเพื่อใชกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่แตกตางกัน 
   Versene (ethylenediamine tetracetic acid: EDTA) มักจะถูกใชรวมกับ trypsin ในการ
แยกเซลสําหรับการ passage    โดยที่ Versene เปน chelating agent ซ่ึงทํางานโดยการไปจับกับ 
divalent ions ของแคลเซียมและแมกนีเซยีมซ่ึงชวยในการยึดเกาะระหวางเซลที่ยังมีชีวิตกับผนังของ
เครื่องแกว ดังนั้น ในการเตรียม Versene จึงตองใช สารละลายของเกลือที่ปราศจากแคลเซียมและ
แมกนีเซียมเปนตัวทําละลาย เพื่อปองกันการเกิด neutralization ของ Versene นอกจากนี้ยังชวยให
เซลกับผนังเครื่องแกวไมแยกออกจากกัน อยางไรก็ตาม Versene ไมสามารถใชงานไดหากไมนํามา
รวมกับ trypsin (เอนไซมยอยสลายโปรตีน) ซ่ึงเปนตัวที่ทําใหเซลแยกออกจากกันไดอยางรวดเร็ว 
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แต trypsin มีความเปนพิษตอเซลมาก สามารถทําใหเซลตายไดภายใน 1 ช่ัวโมง อาจปองกันไดโดย
การเติมซีร่ัมลงในอาหารเลี้ยงเซลเมื่อเซลเริ่มมีการแยกออกมาแลวเพื่อ inactivate เอนไซม trypsin 
2 อุปกรณ 

2.1.   เครื่องแกว 
2.1.1 ปเปตตขนาด 1, 5 และ 10 ml 
2.1.2 ปเปตตชนิด Komagome pipette 
2.1.3 ขวดแกวสําหรับการเพาะเลี้ยงเซล ขนาด 25, 75 และ 150 cm2    
2.1.4 ขวดแกวสําหรับอาหารเลี้ยงเซล 
2.1.5 หลอดทดลอง 

2.2 Automatic syringe 
2.3 หลอดปนแยก 
2.4 Cryotube ขนาด 1 และ 5 ml 
2.5 แทนใสหลอดทดลอง 
2.6 ปากกาและเทปสําหรับทําเครื่องหมาย 
2.7 pipette aid  
2.8 จุกยาง 
2.9 rubber stopper 

3 เคร่ืองมือและวัสด ุ
3.1 clean bench 
3.2 ตูอบ  
3.3 กลองจุลทรรศนชนิด inverted microscope  
3.4 เครื่องนึ่งฆาเชื้อ  
3.5 ตูเย็น  

3.6 ตูแชแข็ง –20°C และ –80°C 
3.7 เครื่องปนแยก 
3.8 เครื่อง water bath 
3.9 เครื่องสูบอากาศ 

4. Reagent  
  4.1.  Growth medium 
  4.2  Maintenance medium 

4.3 Fungizone 
 4.4   7% sodium bicarbonate (NaHCO3) 
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4.5   ยาปฏิชีวนะ 
4.6 สารละลาย 2 % Trypsin – Versene 

4.6.1 การเตรียม stock 1 % Trypsin 
Trypsin x 250 1 gm 
ละลายในสารละลาย PBS ที่นึ่งแลว  100 ml 

      -    ปนผสมใหเขากันแลวเก็บที่ 4°ซ ขามคืน 
  -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.45 μm  
   ถาตันใหเปล่ียนแผนใหมจน trypsin หมด 

      -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm ที่ฆาเชื้อแลว เก็บที่อุณหภูมิ -40°C 
    4.6.2 การเตรียม stock 1 % Versene 
      EDTA 1 gm 
      ละลายในสารละลาย PBS  100 ml 

      -    ฆาเชื้อโดยการนึ่งที่อุณหภูมิ 110°C นาน 15 นาที เก็บที่ -40oซ 
    4.6.3  การเตรียมสารละลาย 0.2 % Trypsin – Versene 
      -    ละลายสารละลาย stock แลวเตรียมใน clean bench 

 100 ml 1 L 2 L 
1 % Trypsin 12.5 ml 125 ml 250 ml 
1 % Versene 2.5 ml 25 ml 50 ml 
PBS ที่นึ่งแลว 85 ml 850 ml 1700 ml 

รวม 100 ml 1000 ml 2000 ml 
  4.7 การเตรียมอาหารเลี้ยงเซล MEM 

4.8 การเตรียม PBS (phosphate buffer saline) No Mg+ และ Ca+ ความเขมขน 10x : 5 L 
 NaCl (sodium chloride) Grade for Analysis 400 gm 
 KCl (potassium chloride) Grade for Analysis 10  gm  
 NaHPO4 (di-sodium hydrogen orthophosphate anhydrous) 57.5 gm 
 Or NaHPO4.2H2O 70 gm 
 Or NaHPO4.12H2O 144.5 gm 
 KH2PO4  (potassium dihydrogen orthophosphate) Anular 10 gm  
 ละลายในน้ํากลั่น 5,000  ml 

- ปนละลายจนหมด 
- เตรียมเปนความเขมขน 1x โดยนํา PBS 10x 500 ml ผสมกับน้ํากลั่น 4500 ml 

รวมได 5 L  
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- แบงใสขวด 100 ml นําไปนึ่งฆาเชื้อ รอจนเย็นแลวนําไปใชในการลางเซลโดย
ไมตองทําการปรับ pH (pH 6.6-6.8) 

 
5. วิธีการทํา cell passage 
  5.1 subculture เซลเมื่อเซล monolayer มีการเรียงตัวดีแลว 
  5.2 เทอาหารเลี้ยงเซลใน flask ออก 
  5.3 ใสเซล monolayer ในสารละลาย PBS อุนที่ปราศจาก Ca+ และ Mg+ แลวทําการเคาะ 

flask เบาๆ ที่ดานขางนาน 20 วินาที และทิ้งไว 
  5.4 เติมสารละลาย Trypsin – Versene อุนที่เพิ่งเตรียมใหมลงไปในเซล monolayer 1 

ml/25 cm2 ของ flask แลวทิ้ง flaskไวเพื่อให Versene – Trypsin ปดคลุมเซลจนกระทั่ง
เซลหลุดออกจาก flask ซ่ึงจะเกิดไดดีภายใน 5 นาที แลวจึงทําการเขยาใหเซลขึ้นมาอยู
ในสารละลายสวนบน 

  5.5 เตรียมอาหารเลี้ยงเซลใหมใหเหมาะสม โดยทําการอุนลวงหนาที่ 37°C  ดูด 
สารละลายสวนบนที่มีเซลขึ้นมา 3-4 ml ดวยปเปตตขนาด 10 ml เขยาขึ้นลงเบาๆ  
เพื่อใหกลุมเซลกระจายเปนเซลเดี่ยวๆ แลวนําไปใสในอาหารเลี้ยงเชื้อตามปริมาณที่
กําหนด 

  5.6 แบงสารแขวนลอยของเซลนี้ตามจํานวนของ flask ที่กําหนดไว ตรวจสอบใหแนใจวา
เซลเรียงตัวหนาแนนดี และทําการติดฉลากระบุชนิดเซล passage level และวันที่ 

  5.7 เก็บไวที่อุณหภูมิ 37°C โดยวาง flask ไวบนพื้นผิวที่เรียบเสมอกันเพื่อใหเซลเจริญ
เปนเซล monolayer ได 

  5.8 เก็บบันทึกขอมูลในการทํา tissue culture passaging 
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ภาคผนวก 4 การแยกซีโรไทปของไวรัสโรคปากและเทาเปอย (ELISA typing) 
1. เนื้อหาท่ัวไป 

1.1  วัตถุประสงค 
เพื่อทําการจําแนก serotype ของตัวอยางที่สงสัยโดยวิธี ELISA 

1.2 ขอบเขตงาน 
- เพื่อจําแนก serotype ของตัวอยางจากภาคสนาม หรือของเหลวที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงเซลในการทําการแยกเชื้อไวรัสโดยวิธี ELISA  
- รายงานผลไปยัง DLD  ศูนยสัตวแพทย หรือหองปฏิบัติการ 

  1.3   บุคคลากรที่เกี่ยวของ 
    - สัตวแพทย 

- นักเทคนิคการสัตวแพทย 
  1.4   บทนํา 
   Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) เปน ปฏิกิริยาที่ใชในการตรวจจับและ
วัดปริมาณของเชื้อไวรัส การทดสอบจะใชทฤษฎี indirect double antibody sandwich ELISA ซ่ึง
เปนปฏิกิริยาที่เกิดไดเร็ว มีความจําเพาะสูงและไวตอการทดสอบ สามารถตรวจจับเชื้อไดแมมี
ปริมาณนอยโดยไมมีปญหาเกี่ยวของเหมือนกับการใชวิธี complement fixation (CF) test ในการหา
เชื้อไวรัส FMD 
   indirect double antibody sandwich ELISA ไดรับการรับรองวาสามารถใชในการ
ตรวจจับ antigen ของเชื้อ foot and mouth disease virus ได (FMDV ; Roeder and Le Blanc Smith, 
1987; Ferris and Dawson, 1988) และยังมีขอไดเปรียบมากกวาการทดสอบโดยวิธี complement 
fixation test (CFT) อีกดวยคือ 

1. ELISA มีความไวตอการทดสอบมากกวาวิธี CFT โดย ELISA สามารถ 
ตรวจจับปริมาณ antigen ที่นอยกวาไดถึง 500 เทา 

2. ELISA ไมมีผลกระทบจากการเกิดปฏิกิริยาตอตาน complement มาเกี่ยวของ 
ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยานี้ทําใหการใชวิธี CFT ไมไดรับการรับรองใหใชสําหรับ
การทดสอบ 

3. ELISA มีความเหมาะสมทางเศรษฐกิจในการนํามาใชกับการจําแนก 
antiserum อางอิงจําเพาะมากกวา 

4. reagent ที่ใชสามารถนํามาทําเปน standardized ได และยังมีอายุยาวนานกวา 
5. ELISA สามารถใหผลวิเคราะหที่เห็นไดชัด เชื่อถือได ทดสอบใหมได และ

ปฏิบัติไดงาย 



 51

   จากขอไดเปรียบนี้ทําใหมีการตกลงกันระหวางหองปฏิบัติการทั่วไปใหใช standard 
level assay ของ ELISA ในการทดสอบเพื่อตรวจจับ FMDV antigen 
 
2. อุปกรณ 

2.1. Control antigens 
  Strain ของเชื้อ foot and mouth disease virus type O 189/87, type A 132/87 และ type 
Asia1/85 ที่เล้ียงใน BHK-21 monolayer cell ของเหลวจากการเพาะเลี้ยงเซลถูกเก็บเมื่อเกิด 
cytopathic effect (CPE) สมบูรณ ของเหลวที่มีเชื้อไวรัสจะทําใหบริสุทธิ์โดยการนําไปปน
แยก และทําใหเชื้อ inactivate ดวยการเติม 2% BEI และ 20% (V/V) glycerine แลวแบงลง 
vial หรือ cryotube จากนั้นนําไปเก็บไวที่ -20 ºC เปน stock antigen 
2.2. ตัวอยางจากภาคสนาม 

เก็บตัวอยางจากเยื่อบุล้ิน หรือเนื้อเยื่อระหวางกีบ แลวนําไปเตรียมเปน 10% 
suspension โดยวิธีการสกัดเนื้อเยื่อทําไดตามตารางที่ 1 

2.3. การเตรียม Coating buffer 
0.05 M Carbonate bicarbonate buffer pH 9.5 
Na2CO3 (anhydrous) 1.59 gm 
NaHCO3 2.93 gm 
ทําใหเปน 1 L ในน้ํากลั่น 

2.4. การเตรียม PBS สําหรับ ELISA washing dilution buffers 
  2.4.1 การเตรียม stock PBS A 10X :                  5 L 
    NaCl (sodium chloride) Grade for Analysis 400     gm 
    KCl (potassium chloride) Grade for Analysis 10      gm  
    NaHPO4 (di-sodium hydrogen orthophosphate anhydrous)  57.5 gm 
    KH2PO4 (potassium dihydrogen orthophosphate) Anular     10      gm  
    ละลายในน้ํากลั่น 5000       ml 

2.4.2 การเตรียม Stock MgCl2 10X 
MgCl2 .6H2O 5 gm 
ละลายในน้ํากลั่น 500  ml 

2.4.3 การเตรียม Stock CaCl2 10X 
CaCl2 (anhydrous) 6.65 gm 
ละลายในน้ํากลั่น 500 ml 
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    การเตรียม washing buffer 10 L 
    - เตรียม PBS A 1000 ml. 
    - ผสมในน้ํากลั่น 7000 ml 
    - เจือจาง 10X CaCl2 100 ml ในน้ํากลั่น 900 ml 
    - เติมสารละลาย CaCl2 ลงในสารละลาย PBS A 
    - เจือจาง 10X MgCl2 100 ml ในน้ํากลั่น 900 ml 
    - เติมสารละลาย MgCl2 ลงในสารละลายผสมของ PBS A และ CaCl2 
    - ปรับคา pH ใหเปน 7.3 
  2.5. การเตรียม ELISA diluent (PBST + 3% Bovine serum albumin) :          500 ml 
    - เตรียม Bovine serum albumin 15 G. (3%, W/V) 
    - ละลายในน้ํากลั่น 350 ml 
    - เติม 10X PBS A 50 ml 
    - เจือจาง 10X CaCl2 5 ml ในน้ํากลั่น 45 ml 
    - เติมสารละลาย CaCl2 ลงไปผสมกับสารละลายดานบน 
    - เจือจาง 10X MgCl2 5 ml ในน้ํากลั่น 45 ml 
    - เติมสารละลาย MgCl2 ลงไปผสมกับสารละลายดานบน 
    - เติม NaCl 10 G. 
    - เติม Tween 20 0.25 ml 
    - เติม 1% phenol red 1 ml 
    - ปรับคา pH ใหเปน 7.4 - 7.6 
  2.6. การเตรียม Citrate – Acetate buffer 
    2.6.1 การเตรียม Stock 1 M Citric acid 
      Citric acid 20 gm 
      น้ํากลั่น 100 ml 

2.6.2 การเตรียม Stock 1 M Sodium acetate 
Sodium acetate 8.2 gm 
น้ํากลั่น 100  ml 

    ใช 1 M Citric acid ปริมาณเล็กนอย (ประมาณ 4 ml) และ 1 M Sodium acetate 
ผสมแลวปรับ pH ใหเปน 5.6 

2.7. การเตรียม Chromogen/TMB Substrate solution (3,3’5,5’ Tetramethyl benzidine) 
   2.7.1 การเตรียม stock 1% 
     TMB substrate 0.1 gm 
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     DMSO (Dimethylsulfoxide) 10 ml. 
- แบงเปนสวนๆ ปริมาณ 1 ml แลวเก็บในที่อุณหภูมิ 4 ºC 

2.7.2 การเตรียมสารละลาย substrate 
- สวน A  

น้ํากลั่น 9 ml. 
1% TMB 0.1 ml. 
Citric acetate buffer 1 ml. 

- สวน B    
H2O2 (30% W/V) 25 μl. 
ละลายใหเขากันในน้ํากลั่น 400 μl. 

- นําสารละลายสวน B 25 μl เติมลงในสารละลายสวน A แลวนําไปใช
ทันที 

2.8. การเตรียม Stopping solution 
   1 N. H2SO4 : 
   Conc. H2SO4 (36 N) 1 ml. 
   ละลายในน้ํากลั่น 35 ml. 

2.9. การเตรียมยาฆาเชื้อ 
 สารละลาย 4% Na2CO3 (W/V) 
 สารละลาย 0.5% Iodophore (V/V) 
 สารละลาย 10% Citric acid (W/V) 

      
3. เคร่ืองมือและวัสด ุ
  3.1. Photometer : มี interference filter 450 nm 

3.2. Orbital Shaker 
3.3. Washer สําหรับ plate ขนาด 96 หลุม หรือ Handi-wash microplate washer หรืออาจ

ใชขวดพลาสติกหรือถุงขนาดใหญพอเหมาะ 
3.4. ปเปตตและ tips ขนาด 5 – 50 μl และ 50 – 250 μl และ eppendorf ขนาด 1 - 20 μl, 20 

– 200 μl และ 200 – 1000 μl 
3.5. เครื่องทําน้ําบริสุทธิ์ 
3.6. microplate ชนิดกนหลุมแบน ขนาด 96 หลุม 
3.7. ตูเย็น อุณหภูมิอยูในชวง +4 ºC ถึง +6 ºC 
3.8. ตูแชแข็ง อุณหภูมิอยูในชวง –18 ºC ถึง –22 ºC 
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3.9. incubator อุณหภูมิอยูในชวง +35 ºC ถึง +39 ºC 
3.10. เครื่อง water bath อุณหภูมิอยูในชวง +35 ºC ถึง +39 ºC 
3.11. เครื่องวัดคา pH 

  3.12.เครื่องแกว และพลาสติก 
    - ขวดมีฝาปดขนาด 50, 250, 500 และ 1,000 ml 
    - Flask ขนาด 1000 – 5000 ml 
    - กระบอกตวงที่มีขีดบอกปริมาตรขนาด 100 – 5,000 ml 
    - ปเปตตที่มีขีดบอกปริมาตรขนาด 1 – 10 ml พรอมจุกยาง 
    - ขวดเก็บสารที่มีฝาปดขนาด 10 – 20 ml 
    - หลอดเจือจางขนาด 2 – 5 ml และแทนวางหลอด 
    - ภาชนะสําหรับบรรจุ wash fluid พรอมดวย tap และที่ดูด wash fluid จาก
ภาชนะนี้ไปยัง plate washer หรือขวดทีใชสําหรับการลาง 

3.13.Cryopreservation Vials ชนิด polypropylene และมี screw cap ที่มี thread และ O-ring 
(1 – 5) พรอมดวยแทนวาง 
3.14.Vortex mixer 
3.15.Weighing Balance 
3.16.เครื่องจับเวลา 
3.17.ผาเช็ดมือที่ซับน้ํา 
3.18.ปากกาสําหรับทําเครื่องหมายและปายฉลาก 

    
4. ELISA Reagent  
  4.1.  การเตรียม Trapping antibodies 
   เตรียม Rabbit serum anti FMDV type O, A และ Asia1 โดยการฉีด antigen 146 S 
บริสุทธิ์ของแตละ type ที่ผสมกับ Complete Freund adjuvant เขากลามเนื้อของกระตาย เชื้อที่ใชใน
การฉีดประกอบดวย 40 μg ของ 146 S antigen ตอ 1 ml ตอการฉีดในกระตาย 1 ตัว ทําการ boosted 
กระตายที่ 28 วันหลังการฉีดครั้งแรกโดยใช 20 μg ของ 146 S antigen ที่ผสมกับ Incomplete 
Freund adjuvant ใหเก็บเลือดหลังการ boosted 10 วัน แลวแยกเลือดไวเปนรายตัว นําไปทําการไต
เตรตเพื่อหาการเจือจาง ที่เหมาะสมในการนําไปใชทํา ELISA assay 
   การเก็บ Rabbit anti FMDV serotype O, A และ Asia1 จะทําการเก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 
  4.2   การเตรียม Detecting antibodies 
   เตรียม Guinea pig serum anti FMDV type O, A และ Asia1 โดยการฉีด 20 μg ของ 
146 S antigen ที่ผสมกับ Complete Freund adjuvant เขากลามเนื้อหนูตะเภาครั้งเดียว เก็บเลือดที่ 28 
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วันหลังการฉีด นําเลือดไปทําการไตเตรตเพื่อหาการเจือจางที่เหมาะสม และทําการทดสอบการเกิด 
cross reaction ระหวาง type O, A และ Asia1 
   การเก็บ Guinea pig anti FMDV type O, A และ Asia1 จะทําโดยการทํา pre-blocked 
กับ normal, non-immune bovine serum กอน แลวทําการเก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 

4.4 การเตรียม Control Virus 
เตรียมเชื้อไวรัสโดยการทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ FMDV type O, A และ Asia1 ทําการ 
inactivate ดวย BEI และ glycerinate (20% v/v) แลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 

4.5 การเตรียม Control normal serum 
ใช serum ของกระตายและหนูตะเภาปกติซ่ึงจะไมมีภูมิคุมกันเปนกลุมควบคุมในการ
วิเคราะห 

4.7 การเตรียม Anti-species conjugate 
ใช Horseradish peroxidase-conjugate rabbit anti-guinea pig immunoglobulin ในการ
ทดสอบวิเคราะห โดย Conjugate จะถูกทําการ pre-blocked ดวย normal, 
non-immmmune bovine serum (50% v/v) นาน 15 นาทีกอนนํามาใช 

4.8 การเตรียม Substrate 
Hydrogen peroxide (stock 30%) ทําการเก็บที่อุณหภูมิ 4 ºC 

4.7 การเตรียม Chromogen 
 0.01% Tetramithyl benzidine ;TMB (stock 1% ใน DMSO; Dimethyl sulfoxide) ทํา
การเก็บที่อุณหภูมิ 4 ºC 
4.8 การเตรียม Chromogen buffer 
 Citrate-Acetate buffer pH 5.6 ทําการเก็บที่อุณหภูมิ 4 ºC 
4.9 การเตรียม Coating buffer 
 0.05 M Carbonate-bicarbonate buffer pH 9.5 ทําการเก็บที่อุณหภูมิ 4 ºC 
4.10 การเตรียม ELISA washing buffer 
 1X PBS A ทําการเก็บที่อุณหภูมิหอง 
4.11การเตรียม Stopping solution 
 1 N H2SO4 ทําการเก็บที่อุณหภูมิหอง 

 
5. วิธีการทํา typing 
  Coat plate ดวย rabbit antiserum ที่ละลายใน coating buffer สําหรับ reagent อ่ืนใหละลาย
ใน ELISA Diluent (Blocking buffer) ถาไมมี orbital shaker และไมไดทําการอุนขามคืน ใหทําการ
เคาะเบาๆ ที่มุมของ plate ทุก 20 นาที เพื่อให reagent กระจายทั่ว 
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  5.1. การ coat plate  
   - coat plate ดวย rabbit antiserum ที่ละลายใน coating buffer 
   - เตรียม rabbit anti FMD viruses O, A, Asia1 และ  serum กระตายปกติ เจือจาง 
1:5000 ใน coating buffer (Carbonate/bicarbonate pH 9.5) 
    ขั้นแรก : เตรียม 1:250 โดยเติม rabbit anti FMD viruses O, A, Asia1 และ  serum 
กระตายปกติ 2 μl ลงใน coating buffer 500 μl แลวผสมใหเขากันดี 
    ขั้นที่สอง : เตรียม 1:20 โดยเติม 100 μl ของสารละลายจากขั้นแรกลงใน coating 
buffer 2 ml (ตอ 1 plate) เพื่อทําใหเปนสารละลายเจือจาง 1:5000 
    หยอด rabbit anti FMD viruses ลงในแตละหลุมของ plate แลวเคาะ plate เบาๆ 
โดยใหเติม 
    Type O    ลงในแถว A และ E 
    Type A    ลงในแถว B และ F 
    Type Asia1  ลงในแถว C และ G 
    Serum กระตายปกติ  ลงในแถว D และ H 
   - ปด plate ดวยฝาปดและวางไวบน orbital shaker ใน incubator ที่อุณหภูมิ 37 ºC 
นาน 1 ชั่วโมง หรือไวใน moisture chamber ที่อุณหภูมิ 4 ºC ขามคืน 
   - ELISA plate ที่ coat แลวจะทําการลางดวย phosphate buffer saline washing buffer 
5 คร้ัง 
  5.2. การเตรียมเชื้อไวรัส 
   5.2.1 การเตรียมเชื้อไวรัสกลุมควบคุม 
     เตรียมเชื้อไวรัสใน microtube ทําการเจือจาง antigen control ที่ 1:5 ตามผล
จากการไตเตรตดวย ELISA diluent ซ่ึงประกอบดวย 3% BSA ใน PBST (PBS และ tween 20)  
     ตัวอยางเชน ผสมเชื้อไวรัส 100 μl กับ diluent 400 μl แลวทําการเจือจาง 2 เทา 
3 คร้ัง 

5.2.2 ตัวอยางภาคสนามและตัวอยางจากการแยกเชื้อไวรัส 
- ตัวอยางภาคสนาม : เร่ิมเจือจางที่ 1:1 โดยเติมเชื้อไวรัสลงในหลอด

แรก 500 μl แลวทําการเจือจาง 2 เทา 3 คร้ัง 
- ตัวอยางการแยกเชื้อไวรัสจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ : เร่ิมเจือจางที่ 1:5  

โดยเติมตัวอยางจากการแยกเชื้อไวรัส 100 μl ลงใน ELISA diluent 
400 μl แลวทําการเจือจาง 2 เทา 3 คร้ัง 

- เติม ELISA diluent 50 μl ลงในหลุมตามคอลัมนที่ 4, 8 และ 12 
- เติมเชื้อไวรัสกลุมควบคุมและเชื้อไวรัสกลุมตัวอยาง 
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- ปด plate ดวยฝาปดแลววางบน orbital shaker ใน incubator ที่
อุณหภูมิ 37 ºC นาน  60 นาที แลวทําการลาง plate ดวย PBS washing 
buffer 5 คร้ัง 

5.3. การเตรียม Guinea pig anti FMD 
   - การเตรียม Guinea pig anti FMD viruses type O, A, Asia1 และ normal guinea pig 
serum (GPS) โดยเจือจางกับ ELISA diluent 1:1000 ตัวอยางเชน ใน 1 plate จะใช GPS 2 μl + 
diluent 2000 μl 
   - หยอด serum ที่เจือจางแลวลงในแตละหลุมของ plate โดยใหเติม 
    Type O    ลงในแถว A และ E 
    Type A    ลงในแถว B และ F 
    Type Asia1  ลงในแถว C และ G 
    Serum หนูตะเภาปกติ  ลงในแถว D และ H 
   - วาง plate ลงบน orbital shaker ที่อยูใน incubator ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 30 นาที 
แลวลางดวย PBS washing buffer 5 คร้ัง 
  5.4. การเตรียม Anti-species conjugate 
   - นํา Horseradish peroxidase-conjugate rabbit anti-guinea pig immunoglobulin ไป
ทําการ pre-blocked conjugate ดวย Fetal Bovine Serum (FBS) ซ่ึงเปน non-immune serum 1:1 แลว
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนานอยางนอย 15 นาที ตัวอยางการเตรียม conjugate สําหรับ 1 plate จะใช 
สารละลาย 6 ml โดยเตรียมสารละลายจาก conjugate block 2 μl และ FBS 2 μl ที่อุณหภูมิหองนาน
อยางนอย 15 นาทีแลวผสมกับ diluent 6 ml (conjugate ที่ใชใชการเจือจางที่ 1 :3000) 
   - หยอดสารละลาย conjugate ที่เจือจางแลวลงในแตละหลุมของ plate  
   - วาง plate ลงใน incubator ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 30 นาที แลวลางดวย PBS 
washing buffer 6 คร้ัง 
  5.5. การเตรียม Substrate/Chromogen Solution 
  การเตรียมสารละลาย substrate สําหรับ 1 plate 
   - สวน A  
    น้ํากลั่น  9 ml. 
    1% TMB 0.1 ml. 
    Citric acetate buffer 1 ml. 
   - สวน B    
    H2O2 (30% W/V) 25 μl. 
    ละลายใหเขากันในน้ํากลั่น 400 μl. 
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- นําสารละลายสวน B 25 μl เติมลงในสารละลายสวน A แลวนําไปใชทันที 
- หยอดสารละลาย TMB 100 μl ลงในแตละหลุมของ plate 
- ทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยานาน 20 นาทีที่อุณหภูมิหอง แลวทําการหยุดปฏิกิริยาโดย

การหยอด 1 N H2SO4 50 μl ลงในแตละหลุมตามลําดับ 
   - อานผลของ plate ดวยเครื่อง spectrophotometer (OD) ที่ความยาวคลื่น 450  
    nm บน Titertek Multislan (Flow Laboratories) 
   - ผลบวกจะอานจากหลุมที่มีคา OD มากกวา 0.2 เมื่อตัดคา background ออก 
 
6. การแปลผล 

6.1. การแปลผลโดยการใชเครื่องอาน microplate 
  Plate ที่จะอานผลจะตองมีการเกิดสีที่หลุม antigen control เพื่อบงชี้วามีการ 
coat plate ดวย antisera เกิดขึ้นจริง ทําการคํานวณหาคาเฉลี่ยการเกิดปฏิกิริยา 
background โดยการรวมคา optical density (OD) values ที่หลุมแถวที่ 4, 8 และ 12 
แลวหารดวย 3 การเติม OD value จะขึ้นกับ reagent ของแตละหลุม และไมจําเพาะกับ
ปฏิกิริยาที่เกิดระหวาง antigen และ antiserum 
  ตัวอยางการตัด OD ของ background ในแตละ serotype ออกจากคา OD ที่ 
แทจริงเพื่อใหมีคา OD value ที่ถูกตอง เชน type O แถว A ใหรวม OD value ลงใน
หลุม A4, A8 และ A12 จากนั้นทําการหาร 3 จะไดคาเฉลี่ยของ background OD 
สําหรับแถว A นําคาที่คํานวณไดนี้ไปหักออกจากคา OD ที่วัดไดจริงของแถว A ทํา
เชนกันในแถวอื่นๆ คาเฉลี่ยที่ไดจากแตละกลุมของ 3 หลุมนี้สามารถนําไปใชเปน 
คาเฉลี่ยใน antiserum serotype อ่ืนได 

6.2. การแปรผลโดยการดูจากตัวอยาง 
  ถาคาเฉลี่ย OD เกิน 0.2 จะบงชี้วาผลเปนบวกและจะสามารถอาน serotype นี้
ได ถาคาใกลเคียง 0.2 ควรดูดวยความระวังกอนจะทําการสรุปผลการทดสอบและอาจ
ตองทําการยืนยันผลดวยการทดสอบอื่นเพิ่มเติม หรืออาจใชการเพิ่มปริมาณในเซล
เพาะเลี้ยงแลวทดสอบกับของเหลวที่อยูสวนบนของเซลเพาะเลี้ยงที่ใหมอยู 

6.3. การแปลผลโดยการดูดวยตาเปลา 
  ตองดูการเกิดสี background ในคอลัมนที่ 4, 8 และ 12 ของแถว A ถึง H การ
เกิดสีของ background ที่เกิดมากกวาปกติสําหรับ 3 หลุมนี้ของแตละแถวจะบงชี้ถึง
การเกิดผลบวก ซ่ึงการอานผลนี้สามารถอานไดกับ serotype อ่ืนตามการหยอดสารลง
ใน plate  แตไมควรยึดการอานผลแบบนี้เพียงอยางเดียวในการแปลผลแค 1 – 2 หลุม 
เพราะอาจจะเกิด false positive ไดในกรณีที่ลาง plate ไมเพียงพอ 
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  ถามี antigen อยูในตัวอยางมากก็จะเกิดสีไดมากทําใหสีเขม และถามี antigen 
อยูนอยก็จะเกิดสีจางระวังการสรุปการเกิดผลบวกในกรณีที่ใชตัวเทียบที่มีสีจางเปน
เกณฑ ซ่ึงอาจตองทําการทดสอบใหมหรือทําการเพิ่มปริมาณในเซลเพาะเลี้ยงแลว
ทดสอบกับของเหลวที่อยูสวนบนของเซลเพาะเลี้ยงที่ใหมอยู 

6.4. ขอสําคัญควรจํา 
วิธีการทดสอบดวย ELISA ถือวาทําไดงายมากและเปนมาตรฐาน แตอยางไรก็ตามก็
ตองมีการปฏิบัติใหถูกตองเพื่อที่จะไดประสบความสําเร็จในการทดลอง นั่นคือ 

6.4.1 ตองมีสมาธิในการปฏิบัติทุกขั้นตอน เชน แนใจวาใช reagent ในแตละ 
ขั้นตอนถูกตอง เติม antiserum ใสในหลุมถูกตอง 

6.4.2 เปล่ียน tips ทุกครั้งและใช reagent ที่เตรียมใหม 
6.4.3 ผสม reagent ใหเขากันดีและไมมีการผสมขาม serotype  
6.4.4 ใช tips ของปเปตตแยกกันในการทดสอบตาง antigen ตัวอยาง 
6.4.5 ใช antigen ที่ยังมีความสามารถทําใหติดเชื้อไดอยู และใชดวยความระวัง 
6.4.6 รางที่ใชใส reagent ควรลางดวยน้ํากลั่นทันทีหลังการใช 
6.4.7 ลาง plate อยางละเอียดหลังการ incubate ทุกขั้นตอน โดยเฉพาะหลังจาก

การเติม conjugate และกอนการเติม TMB 
6.4.8 ตองแนใจวา TMB ถูก activate ดวย hydrogen peroxide และนํามาใชทันที 
6.4.9 เติม TMB และ 1 N H2SO4 ลงใน plate ตามลําดับเพื่อใหแนใจวาเวลาที่ใช

ในการเกิดปฏิกิริยาใกลเคียงกันในแตละหลุม 
6.4.10 หลีกเลี่ยงการจับสวนลางของ plate เพื่อไมใหมีรอยนิ้วมือไปรบกวนการ

มองเห็น 
6.4.11 ไมควรใช tips ของปเปตตที่ใชในการ conjugate ซํ้า 
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