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Executive Summary 
 

 การมีโรคปากและเทาเปอยระบาดในประเทศไทยเปนอุปสรรคในการสงออกเนื้อสุกรและ
ผลิตภัณฑสุกรไปยังประเทศที่ปลอดโรคปากและเทาเปอย เชน ประเทศญี่ปุน  ในปจจุบันนี้แมวา
ประเทศญี่ปุนไดยอมรับผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรซึ่งผานกระบวนการผลิตดวยวิธีการตมและอบไอน้ํา  
โดยมีเงื่อนไขวา อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูงกวา 100oซ นาน 1 นาที โดยวิธีการตม
หรือการอบดวยไอน้ํา  หรือ อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูงกวา 70 oซ นานอยางนอย 
30 นาที โดยการใหความรอนวิธีอ่ืนๆ เชน การปง การทอด การยาง  เปนตน  ซ่ึงเงื่อนไขดังกลาว  
กอใหเกิดขอจํากัดในเชิงความหลากหลายของผลิตภัณฑ และยังทําใหผลิตภัณฑแปรรูปที่ไดขาดคุณ
ลักษณะที่ดีที่ผูบริโภคยอมรับได  อยางไรก็ตาม  การจะขอแกไขเงื่อนไขดังกลาว จําเปนตองมีขอมูล
และหลักฐานทางวิทยาศาสตรเพื่อใชในการเจรจาตอรองทางการคา 
 การศึกษาประสิทธิภาพการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนจะทําใหไดขอ
มูลที่สําคัญเพื่อใชเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรเพื่อเจรจาตอรองทางการคากับประเทศญี่ปุน  โดย
ทําการศึกษาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปและเสตรนที่มีการระบาดใน
ประเทศไทยและไดคัดเลือกไวเปนเสตรนที่ใชในการผลิตวัคซีน  คือ ซีโรไทปโอ ประกอบดวย 2 
เสตรน คือ O189/87 และ OPN/65 ซีโรไทปเอ ประกอบดวย 3 เสตรน คือ A118/87, A-Sakolnakorn 
/97 และ A132/87 และ ซีโรไทปเอเชียวัน 1 เสตรน คือ Petchaburi/85  ณ อุณหภูมิ  50, 60, 70, 80, 
90, และ 100oซ ในสารละลายกอน  จากนั้นเลือกไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่มีความทนทานตอ
ความรอนมากที่สุดเพื่อนําไปศึกษาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในเนือ้
สุกรตอไป 
 การวิเคราะหหาอัตราการทําลายไวรัสที่เปนมาตรฐานสามารถแสดงไดเปนคา DT หรือ 
Decimal reduction time ซ่ึงคือ เวลาที่ใชในการทําลายจํานวนไวรัสลง 10 เทา ณ อุณหภูมิหนึ่งๆ  
โดยปกติแลว คา DT จะลดลง เมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น แสดงวา อุณหภูมิสูงกวาก็จะมีประสิทธิภาพ
การทําลายไวรัสมากกวา  และอีกความหมายหนึ่งของคา DT  คือ ณ อุณหภูมิที่เทากัน ไวรัสเสตรนที่
มีคา DT สูงกวาก็จะทนตอความรอนมากกวาไวรัสเสตรนที่มีคา DT ต่ํากวา  
 ผลการศึกษาไดเสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve) 3 แบบ ดวยกัน คือ แบบเสน
ตรง (linear)  แบบหัวไหล (shoulder) และ แบบทายลาด (tailing)   อัตราการทําลายไวรัสสําหรับ
กรณีที่มีรูปแบบการทําลายไวรัสแบบเสนตรงจะอาศัยสมการเชิงเสนแบบถดถอย (linear 
regression) ในการคํานวณคา DT  โดยใชคา root mean square error (RMSE) บอกระดับความ
เหมาะสมของคา DT ที่คํานวณไดจากสมการเสนตรงนั้น 
 ถาหากรูปแบบการทําลายไวรัสเปนแบบหัวไหล จะเปรียบเทียบคา DT กับคา lag time (tL) 
ถามีคาไมแตกตางกัน ก็ถือวาไมมี shoulder effect หรือสามารถใชคา DT ที่คํานวณจากเสนโคงการ
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ทําลายไวรัสทั้งหมดไดทันที  แตถา tL มากกวา DT แลว ใหคํานวณคา DT ใหมเฉพาะสวนที่ไมมี 
shoulder effect   สวนรูปแบบการทําลายไวรัสแบบทายลาด  จะแยกคํานวณคา DT เปน 2 ระยะ แลว
ใหน้ําหนักของคา DT ตามสัดสวนของปริมาณการทําลายไวรัสทั้ง 2 ระยะ  
 คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรน  เมื่อวิเคราะหแยกแตละอุณหภูมิพบวา  
โดยมากแลว DT ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  และผลการทดลองพบวา 
พิสัยของ D50, D60, D70, D80, D90, and D100 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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  เมื่อเปรียบเทียบคา 
DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนของแตละซีโรไทปที่ทําการศึกษากับไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยเสตรนอื่นๆ ที่แยกไดจากแหลงตางๆ ในประเทศอื่นๆ พบวา  ไวรัสโรคปากและเทา
เปอยที่แยกไดจากการระบาดในประเทศไทยที่ใชในการศึกษาครั้งนี้มีความทนตอความรอนนอย
กวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนอื่นๆ ที่แยกไดจากประเทศตางๆ มาก 
 คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่ทําการศึกษาไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  ดังนั้น  สามารถใชไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปหรือเสตรนใดก็
ไดในการศกึษาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในเนื้อสุกร   และจากผล
การทดลองพบวา  พิสัยของคา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ และซีโรไทปเอ คือ 
21.78-23.26 และ 19.11-22.79oซ ตามลําดับ และ คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป 
เอเชียวัน คือ 18.50oซ 
 โดยสรุปผลการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่ 
ทําการศึกษาในครั้งนี้มีความทนตอการถูกทําลายดวยความรอนที่ไมแตกตางกัน  แตมีความทนตอ
การถูกทําลายดวยความรอนนอยกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนที่มีการระบาดใน 
ตางประเทศ 
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บทคัดยอ 
  
 ศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ เอและเอเชียวัน ณ อุณหภูมิ 50, 60, 
70, 80, 90, และ 100oซ ในสารละลาย PBS ไดเสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve) 3 แบบ 
คือ แบบเสนตรง (linear)  แบบหัวไหล (shoulder) และแบบทายลาด (tailing)   คํานวณหา 
ประสิทธิภาพการทําลายไวรัสจากเสนโคงการทําลายไวรัสแบบเสนตรงดวยสมการเชิงเสนแบบ 
ถดถอย (linear regression) เปนคา D  สําหรับรูปแบบการทําลายไวรัสแบบหัวไหลถาไมพบความ
แตกตางของคา D กับคา lag time (tL) ถือวาไมมี shoulder effect   สวนรูปแบบการทําลายไวรัสแบบ
ทายลาดจะคํานวณคา D ตามสัดสวนการทําลายไวรัสทั้ง 2 ระยะมารวมกัน  พิสัยของ D50, D60, D70, 
D80, D90, and D100 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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  พิสัยของคา Z ของไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทปโอ และซีโรไทปเอ คือ 21.78-23.26 และ 19.11-22.79oซ ตามลําดับ และ คา Z ของ 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน คือ 18.50oซ   คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุก
เสตรนที่ทําการศึกษาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  ผลการศึกษาครั้งนี้
แสดงใหเห็นวาความทนตอความรอนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่ทําการศึกษาครั้งนี้
ไมแตกตางกันแตมีความทนตอความรอนนอยกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนที่มีการระบาด
ในตางประเทศ 
 
 
 
 
 
 
คําสําคัญ :   ไวรัสโรคปากและเทาเปอย  การทําลายไวรัสดวยความรอน  คา D   คา Z



 7

Project Title  Thermal Inactivation of Foot-and-mouth Disease Virus 
 

Name of Investigators Assistant Professor Dr. Suphachai Nuanualsuwan 
 Dr. Somjai Kamolsiripichaiporn 
 Dr Romphruke Udon 
 Dr. Panithan Thongtha 
 

Year April 2005 
 

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. 
 

 
 
 
 
 
 
 
Keywords : Foot-and-mouth disease virus, Thermal inactivation, D-value, Z-value 
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บทนํา 

 
 อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวในประเทศไทยที่มีความกาวหนาในระดับนานาประเทศ  เชน 
อุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเนื้อ และการเลี้ยงกุง ทั้งนี้มีผลมาจากปจจัยหลักที่สําคัญอันหนึ่ง คือ  
ความสามารถและศักยภาพในการปรับปรุงและพัฒนาผลิตภัณฑใหสามารถสงออกสูตลาดโลก เชน 
ประเทศในกลุมสหภาพยุโรป หรือ ประเทศญี่ปุน  อยางไรก็ตาม  อุปสรรคสําคัญที่ทําให 
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรซึ่งมีศักยภาพทัดเทียมกับกลุมอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวอ่ืนในการ 
สงออก คือ ปญหาโรคปากและเทาเปอย  ทําใหไมสามารถสงออกสุกรมีชีวิต หรือ ผลิตภัณฑสุกร
แปรรูปบางชนิดได  ในขณะนี้แมจะมีการสงออกเนื้อสุกรแปรรูปชนิดตมหรืออบไอน้ําแลวก็ตาม  
แตตลาดของผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปชนิดอื่นๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศญี่ปุนนั้นยังมีโอกาส
อยูมาก 
 ผลิตภัณฑแปรรูปเนื้อสุกรที่ภาคเอกชนมีความสนใจ คือ เนื้อสุกรชุบแปงทอด(Tongkatsu)  
ปจจุบันประเทศญี่ปุนไดยอมรับผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรซึ่งผานกระบวนการผลิตดวยวิธีการตมและ
อบไอน้ํา  โดยมีเงื่อนไขวา อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูงกวา 100 องศาเซลเซียส(oซ) 
นาน 1 นาที โดยวิธีการตมหรือการอบดวยไอน้ํา  หรือ อุณหภูมิใจกลางของเนื้อสุกรแปรรูปตองสูง
กวา 70 oซ นานอยางนอย 30 นาที โดยการใหความรอนวิธีอ่ืนๆ  ซ่ึงเงื่อนไขดังกลาว  กอใหเกิด 
ขอจํากัดในเชิงความหลากหลายของผลิตภัณฑ เชน การปง การทอด การยาง  และยังทําให 
ผลิตภัณฑแปรรูปที่ไดขาดคุณลักษณะที่ดีที่ผูบริโภคยอมรับได  ดังนั้น  หากประเทศไทยตองการ 
ตอรองเงื่อนไขที่กําหนดโดยประเทศญี่ปุนนั้น  ในฐานะผูผลิตอาหารประเทศไทยจําเปนตองมี 
ขอมูลที่ครบถวนและถูกตองตามหลักการทางวิทยาศาสตรเพื่อใชในการเจรจาลดความเขมงวดของ
เงื่อนไขดังกลาวลง 
 ในอดีตที่ผานมานั้น (ตารางที่ 1)  ขอมูลเกี่ยวกับอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย
โดยใชความรอน ณ อุณหภูมิ (temperature) และชวงเวลา (time) ตางๆ นั้นมีอยูอยางจํากัด ไม
ครบถวน ไมสอดคลองกัน และไมสามารถนํามาใชเปรียบเทียบกันได  ขอมูลที่ไดสวนใหญไมได
อยูในชวงอุณหภูมิเปาหมาย  ไวรัสเสตรน (strain)ที่ใชในการศึกษาเหลานี้ก็มิใชไวรัสเสตรนที่
ระบาดหรือแยกไดในประเทศไทย  ดังนั้น  ขอมูลที่มีอยูจึงไมใชตัวแทนที่ดีในการนําไปใชเปน 
ขอมูลพื้นฐานสําหรับประเทศไทย  ซ่ึงในโครงการนี้ไดนําเสนอการศึกษาความสัมพันธของการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรนที่ระบาดในประเทศไทย ณ อุณหภูมิและเวลาตางๆ อยาง
ครบถวนเปนระบบตามหลักการทางวิทยาศาสตร  ซ่ึงผลที่ไดจะทําใหทราบถึงอัตราการทําลาย 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยครอบคลุมชวงอุณหภูมิเปาหมายในการผลิตผลิตภัณฑสุกร 
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ตารางที่ 1  เวลาที่ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอน 
 

ซีโรไทป 
(Serotypes) 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา 
(นาที) 

ส่ือและสภาวะ เอกสารอางอิง 

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 

บนสไลดแกวแหง 
ผงเลือดแหง 

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

A 49 
54 
80 

612 
18.20b 

12 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

บนสไลดแกวแหง 

(4) 
(9) 
(3) 

Asia 1 49 
54 
80 

567 
25.34c 

15 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

บนสไลดแกวแหง 

(4) 
(9) 
(3) 

C 49 
54 
80 

72 
32.02d 

15 

PBS, pH 8.0 
PBS, pH 7.6 

บนสไลดแกวแหง 

(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 คาเฉลี่ยจาก 10 strains  b คาเฉลี่ยจาก 16 strains  c คาเฉลี่ยจาก 4 strains  d คาเฉลี่ยจาก 5 strains  e คาเฉลี่ยจาก 5 strains 
        f คาเฉลี่ยจาก 10 strains  g คาเฉลี่ยจาก 3 strains 

  
 โครงการที่เสนอนี้เปนโครงการยอยของ “การพัฒนาระบบรับรองความปลอดไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยตลอดขั้นตอนการผลิตผลิตภัณฑสุกร” 
 



 11

วิธีการวิจัย 
 1. ไวรัสและเซลเพาะเลี้ยง (Virus and cell culture) 
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย (Foot-and-mouth-disease viruses หรือ FMDV) จํานวน 3 ซีโร
ไทป (serotypes)  ทําการทดลองที่ศูนยอางอิงโรคปากและเทาเปอย อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา   
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมดไดรับความอนุเคราะหจากศูนยอางอิงโรคปากและเทาเปอย กรม
ปศุสัตว  ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 
 1.1 ซีโรไทปโอ 2 เสตรน คือ O/Udonthani/87(O189/87) และ O/Nakhonpathom/65 (OPN) 
 1.2 ซีโรไทปเอ 3 เสตรน คือ A118/87, A132/89 และ A-Sakolnakorn/97 
 1.3  ซีโรไทปเอเชียวัน 1 เสตรน คือ Asia1/Petchaburi/85    

เซลเพาะเลี้ยงที่ใช คือ Baby hamster kidney 21 (BHK-21) โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซล 
(Growth medium : GM) ซ่ึงประกอบดวย  

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.  
นําไปเพาะเลี้ยงในตูอบที่มีกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5  อุณหภูมิ 37oซ เมื่อเซล 

เจริญเติบโตเต็มที่แลวเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลเปนชนิดที่มีปริมาณ serum ลดลง หรือ Maintenance 
medium (MM) ซ่ึงประกอบดวย 

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.  

 นําไวรัสโรคปากและเทาเปอยมาเพิ่มจํานวน (propagate) โดยเพาะไวรัสในเซลเพาะเลี้ยง  
ประมาณ 18-24 ชั่วโมงหรือจนกวาไวรัสจะทําลายเซลเพาะเลี้ยง (cytopathic effect หรือ CPE) จน
หมดกอนจึงเก็บ (harvest) ไวรัสโรคปากและเทาเปอย  หลังจากนั้นนําสารละลายไวรัสที่ไดไปปน
เหวี่ยงดวยเครื่องปนความเร็วสูง (centrifugation) เพื่อแยกโปรตีนขนาดใหญออกจากสารละลาย 
ไวรัส  แบงปริมาตรยอย (aliquot) กอนทําการเก็บที่ -80oC 
  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยเปนไวรัสที่มีความสามารถในการระบาดสูงมาก  ดังนั้น  ใน
การศึกษาจําเปนตองระมัดระวังเรื่องความสะอาดและความปลอดภัยเพื่อปองกันมิใหมีการระบาด
ของไวรัสชนิดนี้ไปสูทองที่ได  สารละลายไวรัสและอุปกรณที่ (มีโอกาส) ปนเปอนดวยไวรัสใน
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การศึกษาทั้งหมดจะตองผานการทําลายเชื้อดวยสารเคมี เชน Glutaraldehyde รอยละ 10, Iodophore 
รอยละ 3 หรือ นํามานึ่งทําลายเชื้อดวยหมอนึ่งความดันสูง (Autoclave) 
 

 2. การทําลายไวรัสดวยความรอน (Thermal inactivation) 
 เตรียมหลอดแกวที่ปราศจากเชื้อ (Sterile) ใหมีจํานวนเพียงพอกับจํานวนซีโรไทปและ
จํานวนเวลาที่ตองการทําการทดลองและหลอดอานอุณหภูมิ  จากนั้นเจือจางสารละลายไวรัส (Virus 
suspension) ลงในหลอดแกวที่เตรียมไว 10 เทา (1 Log) ดวยสารละลายเกลือ (Phosphate buffered 
saline : PBS1) ความเขมขน 0.01 Molar ที่ pH 7.4-7.6 โดยสัดสวนที่ใชคือ สารละลายไวรัส 200 μl 
ตอ 0.01M PBS 1800μl สวนหลอดควบคุม (Control) ใส 0.04M PBS  2000μl ปดจุกยางที่ 
หลอดแกวทุกหลอดใหสนิทยกเวนหลอดอานอุณหภูมิ   ระบุรายละเอียดของซีโรไทป  ชวงเวลา 
และอุณหภูมิที่ขางหลอดแกวใหชัดเจน ทําการปรับอุณหภูมิของอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water 
bath; Julabo® TWB22) ใหอยูในระดับที่ตองการ  จุมหัววัดอุณหภูมิ (Probe) ของเครื่องวัดอุณหภูมิ 
(Thermocouple; Hanna® HI98701) ลงในหลอดควบคุมแลวทําการบันทึกอุณหภูมิขณะนั้นเปน 
ชวงเวลา 0 วินาที จากนั้นจึงทําการจุมหลอดแกวทั้งหมดที่เตรียมไวรวมทั้งหลอดอานอุณหภูมิลงใน
อางน้ําควบคุมอุณหภูมิพรอมกัน ทําการบันทึกอุณหภูมิจากเครื่องวัดอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นทุกๆ 10 
วินาที ในขณะเดียวกันเครื่องวัดอุณหภูมิจะบันทึกการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิทุกๆ 60 วินาที  เมื่อ
ถึงชวงเวลาที่กําหนดใหนําหลอดแกวออกจากอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแลวนําไปแชน้ําแขง็ให
อุณหภูมิลดลงอยางรวดเร็วเพื่อเปนการหยุดการทําลายไวรัสดวยความรอน จากนั้นจึงนําสารละลาย
ไวรัสที่ผานการทําลายดวยความรอนแลวไปวัดระดับความเขมขนของเชื้อที่เหลืออยู (Virus 
titration) ตอไป(10-12) 
 

 3. การหาจํานวนไวรัส (Virus titration) 
 เตรียมสารละลาย MM ลงในหลอดพลาสติกที่ปราศจากเชื้อ (Sterile) หลอดละ 900 μl เพื่อ
ใชในการเจือจาง (dilute)ไวรัสใหเปน Serial 10-fold dilutions  เมื่อสารละลาย FMDV เย็นลงแลว  
เติมสารละลายไวรัสลงในหลอดพลาสติคที่เตรียมไว 100 μl ผสมใหเขากันดี  ซ่ึงจะทําใหไดไวรัสที่

เจือจางลงไป 10 เทา (10-1) เปล่ียน Pipette tip ใหม แลวดูดสวนผสมของไวรัสในหลอดแรก 100 μl 
เติมลงในหลอดที่ 2 ผสมใหเขากันซึ่งจะทําใหไดไวรัสที่เจือจางลงไป 100 เทา (10-2)  เปล่ียน Pipette 
tip ใหม แลวจึงทําซ้ําในลักษณะเดียวกันนี้จนกระทั่งไดไวรัสที่เจือจางลงไป 1,000,000 เทา (10-6)  
ของสารละลายไวรัสเริ่มตน  

                                                        
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 



 13

 ทําการยอยเซลเพาะเลี้ยง(BHK-21) ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลโดยใช Trypsin-Versene 
(EDTA) แลวนําเซลที่ยอยไดมาเติมลงใน GM ที่เตรียมไวโดยใหมีความเขมขนของเซลประมาณ 

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

Micro-plate) ชนิดกนแบนทุกหลุมๆ ละ 100 μl ทําการระบุรายละเอียดของซีโรไทป ระยะเวลา 
อุณหภูมิ และ ลําดับการเจือจางของสารละลายไวรัสตามแถวบนฝาของ 96-well plate ใหชัดเจน  
การวัดระดับความเขมขนของไวรัสตอ 1 ชุด (เวลา) ใชเซลทั้งหมด 4 แถว จากนั้นจึงทําการหยอด
สารละลายไวรัสที่เจือจางแลวลงในแตละหลุมๆ ละ 50 μl ตามคอลัมนที่กําหนดไว  คอลัมนที่เปน
เซลควบคุม (negative control) หยอดเฉพาะ MM  เมื่อหยอดสารละลายไวรัสครบแลวใหนําไป 
เพาะเลี้ยงในตูอบที่มีกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 อุณหภูมิ 37oซ  นาน 48 ชั่วโมง  แลวจึงทํา
การอาน และบันทึกผลโดยสังเกตจากการที่ไวรัสทําใหเซลเพาะเลี้ยงเกิดภาวะ Cytopathic effect 
(CPE) เทากับ 50% ของหนวยเซลเพาะเลี้ยงทั้งหมด ซ่ึงวิธีการคํานวณคาระดับความเขมขนของ 
ไวรัสจะใชวิธีการของ Reed and Muench (1938) คาความเขมขนของไวรัสที่ไดมีหนวยเปน Tissue 
culture infective dose 50% (TCID50/ml) (13) 
 

 4. การแยกไวรัส (Virus isolation) 
 ถึงแมวาตัวอยางสุดทายที่ใหผลลบ (negative) คือ ไมพบ CPE ในเซลเพาะเลี้ยง ยังมีความ
จําเปนที่ตองยืนยันวา สารละลาย FMDV ไมมีไวรัสเหลืออยูจริง  โดยการนําสารละลาย FMDV 
เวลาแรกสุด 2 ชุดการเจือจาง (dilutions) ที่ใหผลลบหรือไมเกิด CPE ไปทดลองเพิ่มจํานวนไวรัสใน
เซลปฐมภูมิจากเนื้อไตแกะ (primary lamb kidney cell) จํานวน 3 คร้ัง(passages)   
 ระบุหมายเลขตัวอยางที่ตองการแยกไวรัสใหตรงกับขวดเซลเพาะเลี้ยง  ใชเซลเพาะเลี้ยงที่
ไมใสตัวอยางเปนขวดควบคุม(negative control) เท GM ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซล  ใสสารละลาย
ตัวอยางที่ตองการตรวจหาไวรัสประมาณ 1 มล./ขวด  นําไปบมที่ 37oซ นาน 60 นาทีเพื่อใหไวรัสที่
มีอยูเกาะติดกับเซล (adsorb) ใส Eagle medium พอประมาณใหคลุมเซลทั้งหมด บมที่ 37oซ  นาน 2 
วัน และสังเกตการทําลายเซล (CPE)  ถาไดผลบวกหรือ เกิด CPE จะนําเชื้อที่แยกไดไปทําการระบุซี
โรไทปของ FMDV วาเปนซิโรไทปเดียวกับที่ทําการทดลองหรือไม 
  

 5.  การระบุแยกซีโรไทป (ELISA typing)  
 ระบุซีโรไทปของไวรัสโรคปากและเทาเปอย  โดยการฉาบซีร่ัมกระตายที่มีภูมิคุมกันตอ 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย (rabbit anti-FMD viruses) ซีโรไทป O, A, Asia 1 และซีร่ัมกระตายปกติ 
(normal rabbit serum) บน ELISA plate โดยใชสารละลายในการฉาบ (coating buffer)  ซ่ึง 
ประกอบดวย คารบอเนตและไบคารบอเนต pH 9.6)  อบที่ 37oซ นาน 60 นาที  หรือเก็บคางคืน 
(Over-night)ที่ 4 oซ ในกลองที่มีความชื้นเหมาะสม ลาง plate 5 คร้ังดวย PBS   จากนั้นเจือจาง 
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ไวรัสโรคปากและเทาเปอยและตัวอยางเปนลําดับชุดแบบเทาตัว ( 2-fold dilution)  โดยใช 
สารละลายอีไลซา(ELISA diluent) เติมไวรัสและตัวอยางที่เจือจางแลวลงใน coated plate  แลวอบ 
plate ไวที่ 37oซ นาน 60 นาที  ลาง plate ดวย PBS 5 คร้ัง ใสซีร่ัมหนูตะเภาที่มี (homologous guinea 
pig anti-FMD serum) และซีร่ัมหนูตะเภาปกติที่ไมมีภูมิคุมกันตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
(normal guinea pig serum) ซ่ึงผสมซีร่ัมโคเพื่อปองกันการจับกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยาง
ไมจําเพาะ(non-specific binding)  โดยใชสารละลายอีไลซา(ELISA diluent)  ซ่ึงมีโปรตีนไขขาว
จากโค (3% Bovine Serum Albumin) เปน blocked diluent  อบ plate ที่ 37oซ นาน 30 นาที  ลาง 
plate ดวย PBS 5 คร้ัง เติม peroxidase conjugated rabbit anti-guinea pig immunoglobulin  อบ plate 
ที่ 37oซ  นาน 30 นาที   ลาง plate ดวย PBS 5 คร้ัง    เติมสารละลาย substrate ที่มี TMB (3,3’ 5,5’ 
Tetramethly benzidine) และ H2O2 นาน 20 นาที   หยุดปฏิกิริยาดวย   1 N. H2SO4 อานความเขมขน
ของสีที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร   
  

 6. การคํานวณอัตราการทําลายไวรัส 
วัตถุประสงคของการคํานวณหาอัตราการทําลายไวรัส  ก็คือ การเปรียบเทียบความทนตอ

ความรอนของไวรัสซีโรไทปตางๆ  จึงจําเปนตองมีการกําหนดคามาตรฐานที่ใชวัดคุณสมบัติ 
ดังกลาว 
 อัตราการทําลายไวรัสในแตละอุณหภูมิสามารถวิเคราะหไดจากการทําลายไวรัสจํานวน
หนึ่งในชวงเวลาตางๆกัน  ขอมูลความสัมพันธระหวางเวลาทําลายไวรัสและจํานวนไวรัสที่เหลืออยู
จากการทําลายที่อุณหภูมิตางๆ จะนํามาสรางเสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve)  ไดจาก
ความสัมพันธระหวางเลขยกกําลังของจํานวนอนุภาคไวรัสที่เหลือ(ตัวแปรตาม; Y) กับชวงเวลาใน
การทําลายไวรัส (ตัวแปรอิสระ; X) ของกระบวนการความรอนที่ไวรัสไดรับ ในลักษณะ 
semi-logarithmic scale  เรียกความสัมพันธนี้วา เสนโคงการทําลายไวรัส (inactivation curve)  คา
ความชัน (slope) ของเสนโคงนี้  คือ อัตราการทําลายไวรัส ณ อุณหภูมิหนึ่ง  ซ่ึงสามารถวิเคราะห
ความสัมพันธในเชิงสมการเสนตรงแบบถดถอยได (linear regression analysis)  ดังสมการ (1)  อนึ่ง 
คาลบของสวนกลับของความชันของเสนโคงนี้ ก็คือ คา DT นั่นเอง  
 

Y = aX + b 
 

 Y =  ปริมาณไวรัสโรคปากและเทาเปอย (log TCID50) 
 a =   ความชันของสมการเสนตรงหรือเสนโครงการทําลายไวรัส 
 X =  เวลาที่ใชในการทําลายไวรัส (วินาที) 
 b =   จุดตัดแกนตั้ง 
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 คาความชันที่คํานวณไดจากสมการเสนตรง จะทําการทดสอบสมมุติฐานวาคาความชันนี้มี
ความแตกตางจากคาความชันเทากับศูนยหรือไม (H0 = β1 = 0) ที่ระดับนัยสําคัญรอยละ 5 
 คา DT หรือ Decimal reduction time (DRT หรือ D value)  คือ ชวงเวลาที่ใชในการลด
จํานวนไวรัสลงเหลือรอยละ 90 ณ อุณหภูมิหนึ่ง ภายใตสภาวะการทดลองนั้น  โดยคา DT นี้จะเปน
คุณสมบัติประจําอุณหภูมิของเชื้อที่ทําการศึกษา  คา DT ที่ไดจะใชเปนขอมูลในการกําหนดเวลาที่
ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมดในเนื้อสุกร 
 การประเมินวา  สมการเสนตรงที่ไดสามารถทาบกับขอมูลดิบที่ไดมากนอยนั้น(goodness 
of fit) สามารถแสดงไดในรูปคา root mean square error (RMSE)  ยิ่งคา RMSE นอยลงเทาไร 
สมการเสนตรงที่ไดก็จะมีความเหมาะสมกับขอมูลดิบมากขึ้นเทานั้น (6, 18) 
 

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

2 ]1/2  =  MSE1/2 
 

 นอกจากคา RMSE แลว  คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (correlation coefficient หรือ r2)  ก็
เปนคาที่บอกระดับความเหมาะสมของสมการเสนตรงกับขอมูลดิบไดในระดับหนึ่ง  ใน 
ขณะเดียวกัน  คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธยังเปนคาที่ใชวัดระดับความสัมพันธระหวางตัวแปร
อิสระและตัวแปรดวย(7, 15) 

 

r2 = [SSY – SSE] / SSY 
 

โดยที่  SSY =  Σ (Yi-Y
bar

i)
2 

  SSE = Σ (Yi-Y
^
i)

2 
 

 การศึกษาวิจัยคร้ังนี้เปนการทดลองจริงโดยทําการทดลองซ้ํา 3 คร้ัง  ถึงแมวาจะมีการ
กําหนดระยะเวลาการทําลายไวรัส (ตัวแปร X) ใหเหมือนกันทั้ง 3 การทดลองก็ตาม  แตเนื่องจาก 
อัตราการเพิ่มอุณหภูมิของ water bath ในแตละการทดลองไมเทากัน  [โปรดศึกษาเพิ่มเติม เร่ือง การ
หาระยะเวลาแทจริงในการทําลายไวรัส ในหัวขอถัดไป]  ดังนั้น  จึงทําใหระยะเวลาทําลายไวรัส
ของแตละการทดลองที่ไดมีความแตกตางกัน  สงผลใหไมสามารถทําการหาคาเฉลี่ยของจํานวน 
ไวรัสในแตละจุดเวลาการทําลายไวรัสได  ดังนั้น  ในการวิเคราะหขอมูลจึงไดนําผลการทดลองทั้ง 
3 คร้ังมาหาอัตราการทําลายไวรัสรวม    
 

 7. การหาระยะเวลาที่แทจริงในการทําลายไวรัส 
 การคํานวณหาระยะเวลาที่ทําลายไวรัสจริง อาศัยหลักการคํานวณพื้นที่ใตเสนโคงของ
ความสัมพันธระหวางอุณหภูมิจริงในสารละลายและเวลาที่ทําการทดลอง  แลวหารดวยอุณหภูมิ 
เปาหมายเพื่อใหไดเปนระยะเวลาการทําลายไวรัสจริง  
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 8. รูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการทําลายไวรัส    มีปจจัยหลายอยางที่มีบทบาทตอรูปแบบ
การทําลายไวรัส   รูปแบบการทําลายไวรัสที่แตกตางกันเปนปจจัยหลักที่กําหนดวิธีการวิเคราะหหา
อัตราการทําลายไวรัส  โดยสวนมากแลวรูปแบบการทําลายจุลินทรีย (ดวยความรอน) มี 3 รูปแบบ 
(18) ดังนี้ 
 8.1 รูปแบบเสนตรง (linear)  การวิเคราะหหาคา DT  (ภาพที่ 1) จะเปนไปตามหลักการที่
กลาวไวแลวในหัวขอ “การคํานวณอัตราการทําลายไวรัส”       
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ภาพที่ 1   เสนโคงการทําลายเชื้อแบบเสนตรง (linear) โดยแกนนอนเปนระยะเวลา (time) แกนตั้ง
เปนความเขมขนไวรัส (log) 
 
 

log (Nt/No) = - t / D 
 
 

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

 8.2 รูปแบบหัวไหล (shoulder)  รูปแบบการทําลายไวรัสในลักษณะนี้  มักเกิดจากเชื้อมีการ
รวมกันเปนกลุมกอน (clump) หรือ มีจุดในการทําลายไวรัสหลายจุด (multiple target sites)  ทําให
การทําลายเชื้อเกิดขึ้นอยางชาๆ เปนชวงสั้นๆในระยะแรก จากนั้นจะมีการทําลายเชื้อในอัตราที่เร็ว
ขึ้น (18)  (ภาพที่ 2) 
 
 



 17

0
1
2
3
4
5
6
7
8

0 2 4 6 8 10 12 14

Time

Lo
g 

vi
ru

s 
nu

m
be

r

 
ภาพที่ 2  เสนโคงการทําลายเชื้อแบบหัวไหล (shoulder)โดยแกนนอนเปนระยะเวลา (time) แกนตั้ง
เปนความเขมขนไวรัส (log) 

 

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

tL = t – D [log(Nt/No) -1] 
 

โดยที่ tL  คือ  ระยะเวลาแรกที่ใชในการทําลายเชื้อลง 10 เทา (lag time) 
 log Nt   คือ  จํานวนเชื้อ ณ เวลา t 
 log No คือ  จํานวนเชื้อเริ่มตน 
 t    คือ  ระยะเวลาในการทําลายเชื้อ 
 D   คือ  Decimal reduction time 
 

 ทําการวิเคราะหโดยคํานวณวาคา  tL นอยกวาคา DT ของการทําลายเชื้อรวมตลอดระยะเวลา
การทดลองหรือไม  ถาหากวา tL นอยกวาคา DT แลว แสดงวาไมมี shoulder effect ดังนั้นสามารถใช
คา DT ของการทําลายเชื้อรวมตลอดระยะเวลาการทดลองได  แตถา tL ไมนอยกวาคา DT แลว  แสดง
วามี shoulder effect ดังนั้น จึงใหใชคา DT ของการทําลายเชื้อโดยไมรวม tL (16) 
 

 8.3  รูปแบบทายลาด (tailing)  ในกรณีที่มีไวรัสกลุมยอย (subpopulation) ที่มีความ 
ตานทานความรอนสูงกวาประชากรรวมทั้งหมด  ทําใหไวรัสกลุมยอยนี้ถูกทําลายในชวงสุดทาย 
และมีอัตราการทําลายที่ต่ํากวาประชากรรวมทั้งหมด  รูปรางของเสนโคงหรืออัตราการทําลายจะ
เห็นเปน 2 สวนแยกกันชัดเจน เรียกวา เสนโคง 2 ระยะ (biphasic curve) (ภาพที่ 3) 
 



 18

0
1
2
3
4
5
6

0 1000 2000 3000

Time

Lo
g 

vi
ru

s 
nu

m
be

r

  
ภาพที่ 3  เสนโคงการทําลายเชื้อแบบทายลาด (tailing) หรือแบบ 2 ระยะ (biphasic) 

 

 ทําการวิเคราะหโดยเฉลี่ยตามสัดสวนของปริมาณการทําลายไวรัสทั้ง 2 ระยะ  เปนคา DT 
ของการทดลองนั้นๆ (16, 18) 
 

 9. การคํานวณอัตราการเปลี่ยนคา DT 
 การคํานวณหาอัตราการเปลี่ยนคา DT จากเสนโคงการลดคา DT (Decimal reduction curve)  
เพื่อทํานายอัตราการทําลายไวรัส ณ อุณหภูมิอ่ืนๆ ที่ไมไดทําการทดลองโดยตรง  และคํานวณคา Z 
ในสื่อที่ทําการศึกษาเพื่อใชเปรียบเทียบกับอัตราการเปลี่ยนคา DT ในสื่ออ่ืนๆรวมถึงในเนื้อสุกรชุบ
แปงทอด   
 คา Z  คือ ชวงอุณหภูมิที่เปล่ียนคา D รอยละ 90  โดยที่คา Z เปนคุณสมบัติประจําไวรัสใน
ส่ือที่ทดลองนั้นๆ   คา Z นี้มีประโยชนในการทํานาย (predict) อัตราการทําลายไวรัสในอุณหภูมิ
อ่ืนๆ ไดโดยไมจําเปนตองทําการทดลอง ณ อุณหภูมินั้นโดยตรง  โดยคา Z  นี้หาไดจากความ
สัมพันธ ของเลขยกกําลังของคา DT (ตัวแปรตาม: Y) กับอุณหภูมิที่ใช (ตัวแปรอิสระ: X) ใน
ลักษณะ semi-logarithmic scale เรียกความสัมพันธนี้วา เสนโคงการลดคา DT (Decimal reduction 
curve)  ซ่ึงสามารถวิเคราะหความสัมพันธในเชิงสมการเสนตรงแบบถดถอยได (linear regression 
analysis)  อนึ่ง คาลบของสวนกลับของความชันของเสนโคงนี้ ก็คือคา Z นั่นเอง 
 คาความชันที่คํานวณไดจากสมการเสนตรง จะทําการทดสอบสมมุติฐานวาคาความชันนี้มี
ความแตกตางจากคาความชันเทากับศูนยหรือไม (H0 = β1 = 0) ที่ระดับนัยสําคัญรอยละ 5 
 วิธีการวิเคราะหรูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการลดคา DT จะใชวิธีการเดียวกับที่กลาวไว
ในเรื่อง “รูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการทําลายไวรัส”  อยางไรก็ตาม จากขอมูลการศึกษานํารองมี
หลักฐานระบุวาแนวโนมของรูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการลดคา DT  มีรูปแบบเปนแบบทายลาด 
(tailing) โดยที่มีคา Z ที่อุณหภูมิ 50oซ จะสูงกวาและแยกจากกลุมคา Z ที่อุณหภูมิ 60-100oซ  ดังนั้น 
การวิเคราะหขอมูลคา Z จะทํา 3 วิธีเปรียบเทียบกัน  คือ 
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 9.1  วิเคราะหรวมระหวางอุณหภูมิ 50-100oซ  
 9.2  วิเคราะหรวมระหวางอุณหภูมิ 60-100oซ 
 9.3  วิเคราะหตามรูปแบบทายลาด (tailing) 
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ผลการวิจัย 
 

1.  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย หรือ คา DT   
 คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ ณ อุณหภูมิ 50oซ, 60oซ, 70oซ, 80oซ, 
90oซ และ 100oซ แสดงในตารางที่ 2-7 ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 2  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
  

 คาพิสัยของ D50 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ศึกษาครั้งนี้อยูระหวาง 732 ถึง 2,414 
วินาที หรือเทากับ 12.2 ถึง 40.2 นาที  อาจจะสามารถแบงไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยใชคา D50 
ออกเปน 2 กลุมคราวๆ คือ กลุมที่มีคา D50 ต่ํากวาและสูงกวา 15 นาที   โดยพบวา A118/87 อยูใน
กลุมที่มีคา D50 สูงกวา 15 นาที  จากตารางที่ 2  ยังพบดวยวา A118/87 มีความทนความรอนสูง 
สุดแตกลับไมแตกตางจาก A-Sakolnakorn/97 และ AS1/85 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   อยางไรก็
ตาม ไวรัสโรคปากและเทาเปอยในกลุมนี้มีทนความรอนสูงกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยกลุมที่มี
คา D50 ต่ํากวา 15 นาที คือ O189/87, OPN/65 และ A132/87  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
 แมวาคา r2 ที่ไดจากการทาบ (fit) ขอมูลดิบกับสมการเสนตรงจะมีคาไมสูงมากนัก  
โดยเฉพาะอยางยิ่ง r2 ของ A-Sakol มีคา 0.10 เทานั้น  ทั้งนั้นเนื่องมาจากความชันของสมการ 
เสนตรงมีคานอยมาก  โดยสามารถสังเกตไดจากคา D50 ซ่ึงมีคาสูงมาก  ในขณะที่คา RMSE ของ 
A-Sakol ก็ไมสูงมาก เทากับวา สมการเสนตรงนั้นทาบกับขอมูลดิบจากการทดลองไดดี  ดังนั้น  คา 
r2 ที่ต่ํามิไดเกิดจากความผิดพลาดหรือความไมสม่ําเสมอในการทดลอง  แตนาจะเกิดจากคา DT ที่
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อุณหภูมิต่ํา มักมีคาสูง  เนื่องจาก  ระดับความสัมพันธของตัวแปรอิสระ คือ เวลาในการทําลายไวรัส 
และตัวแปรตาม คือ ปริมาณไวรัส นั้นมีคานอย  จึงทําใหคา r2 ต่ําได 
 จากประเด็นเรื่องของคา r2  ที่มีคาต่ํา สวนหนึ่งเกิดจากระดับความสัมพันธของตัวแปร
อิสระและตัวแปรตาม  จะเห็นไดอยางชัดเจนวา เมื่อทําการทดสอบสมมุติฐานวา ความชันของ 
สมการเสนตรงมีความแตกตางจาก 0  ซ่ึงเปนการทดสอบวา ตัวแปรอิสระและตัวแปรตามมี 
ความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม  จากการทดสอบพบวา  ไวรัสในกลุมที่มีความ
ทนความรอนสูงนั้น ไดแก A118, A-Sakol และ AS1 มีความชันไมแตกตางจาก 0 อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ หมายความวา  คา DT มีระดับที่สูงมาก หรือ ตองใชเวลานานมากในการทําลายไวรัสลง 10 
เทา ที่อุณหภูมิ 50oซ   
 สําหรับไวรัสโรคปากและเทาเปอย OPN และ A132  มีลักษณะที่เปนแบบทายลาด (tailing) 
[ศึกษาเพิ่มเติมจากหัวขอ “รูปแบบหรือลักษณะเสนโคงการทําลายไวรัส” ในเรื่องวิธีทําวิจัย]   เมื่อ
ทําการวิเคราะหแลวพบวา คา RMSE ลดลง จาก 0.94 และ 1.12  (ไมไดแสดงขอมูล) เปน 0.59 และ 
0.42 (ตารางที่ 2) ตามลําดับ ดังนั้น  การปรับวิธีวิเคราะหคา D50 โดยการใชการวิเคราะหแบบ tailing 
จะทําใหไดคา D50 ที่มีความถูกตองแมนยํามากขึ้น  อยางไรก็ตาม  เนื่องจากการคํานวณคา D50 ตาม
วิธีการวิเคราะหแบบ tailing เปนการเฉลี่ยคาตามสัดสวนของ 2 ระยะการทําลายไวรัส ดังนั้น จึงไม
ไดรายงานคา P value 
 

ตารางที่ 3  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
 
 



 22

ตารางที่ 4  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
 

 แมวาคาพิสัยของ D60 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนที่ศึกษาจะอยูระหวาง  
16.37 ถึง 42  วินาทีแต D60 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนนั้นกลับไมมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ซ่ึงมีลักษณะเดียวกันกับที่พบที่อุณหภูมิ 70oซ  คือ คาพิสัยของ D70 
ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ศึกษาอยูระหวาง  6.06 ถึง 10.87 วินาที   แตไมมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติของ D70 ของไวรัสทั้งหมดจากการศึกษาครั้งนี้ เชนเดียวกันกับที่อุณหภูมิ 
60 oซ 
 คา D60 และ D70  มีคาลดลงกวา D50 เปนการสะทอนถึงระดับความสัมพันธของตัวแปร
อิสระและตัวแปรตามที่เพิ่มสูงขึ้น  ซ่ึงจะสังเกตไดวา  คา r2 เพิ่มสูงขึ้นอยางมาก โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ไวรัส A-Sakol และ A118 มีคา r2 ที่ 50oซ เทากับ 0.10 และ 0.13 ตามลําดับ   แตกลับมีคา r2 ที่ 60oซ  
เปน 0.77 และ 0.81 ตามลําดับ และ 70 oซ เปน 0.86 เทากัน  ในขณะที่มีคา RMSE ที่คอนขางคงที่ไม
เกิน 0.80  และ นอกจากนี้ คา P value ยังมีระดับที่ต่ํามากดวย  แสดงถึงความสัมพันธที่มากขึ้นของ
ตัวแปรทั้ง 2 หรือ คา D60 และ D70 เปนคาที่เชื่อถือได 
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย OPN มีรูปแบบการทําลายไวรัสแบบ tailing ที่อุณหภูมิ 60oซ 
และ 70oซ เหมือนกับที่อุณหภูมิ 50oซ มีคา RMSE ที่ดีกวาวิธีการวิเคราะหแบบสมการเสนตรงปกติ 
โดยคา RMSE ที่อุณหภูมิ 60oซ และ 70oซ ลดลงจาก 0.58 และ 0.81 เปนคา 0.5 และ 0.68 ตามลําดับ  
จึงไมรายงาน P value  
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189 แสดงลักษณะการทําลายไวรัสแบบหัวไหล (shoulder 
effect) ที่อุณหภูมิ 60oซ และ 70oซ แตเมื่อทําการวิเคราะหหาคา tL ที่อุณหภูมิ 60oซ และ 70oซ พบวา 
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ไมแตกตางจาก D60 และ D70 ที่ไดจากการวิเคราะหแบบวิธีสมการเสนตรงปกติ หรือ ไมมี shoulder 
effect นั่นเอง  ดังนั้น จึงเลือกใชคา D60 และ D70 เดิม 
 

ตารางที่ 5  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

 คาพิสัยของ D80 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ศึกษาอยูระหวาง  2.84 ถึง 5.99 วินาที  
แบงเปนกลุมที่ทนความรอนต่ํากวา คือ O189, A118, A132 ซ่ึงมีคา D80 ต่ํากวา 3.8 วินาที  และกลุม
ที่ทนความรอนสูงกวา คือ A118, OPN, A-Sakol และ AS1 มีคา D80 สูงกวา 3.8 วินาที  โดยที่ A118 
จะอยูกึ่งกลางของทั้ง 2 กลุม   
 รูปแบบการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนที่อุณหภูมิ 80oซ มีลักษณะเปน 
เสนตรงทั้งหมด  ไมพบรูปแบบการทําลายไวรัสแบบ tailing หรือ shoulder  
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ตารางที่ 6  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 
ตารางที่ 7  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

 คาพิสัยของ D90 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนที่ศึกษาอยูระหวาง  1.65 ถึง 
3.18  วินาที  และD90 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรนที่ศึกษาไมมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ  ในลักษณะเดียวกันกับที่พบที่อุณหภูมิ 100oซ  คาพิสัยของ D100 ของไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยที่ศึกษาอยูระหวาง 1.90 ถึง 2.94 วินาที  และไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติของ D100 ของไวรัสทั้งหมดจากการศึกษาครั้งนี้ เชนเดียวกันกับที่อุณหภูมิ 90 oซ 
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 ที่อุณหภูมิ 90oซ ไวรัสโรคปากและเทาเปอยมีลักษณะการถูกทําลายที่เบี่ยงเบนไปจากปกติ 
คือ เปนลักษณะแบบหัวไหลทุกเสตรน ยกเวน OPN  เมื่อทําการวิเคราะหการทําลายไวรัสแบบ 
หัวไหลแลวพบวา เฉพาะ O189 และ A132 ไมมี shoulder effect ดังนั้นจึงใชคา D90 เดิม  แต A118, 
A-Sakol และ AS1 แสดง shoulder effect เนื่องจาก tL ที่คํานวณไดมีความแตกตางจาก D90 ดังนั้น จึง
ใชคา D90 ที่คํานวณโดยไมรวมสวนแรกของการทําลายไวรัส  แมวาจะพบ shoulder effect หรือไมก็
ตาม  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกเสตรนก็มีคา DT ที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
อุณหภูมิ 90 oซ 
 ที่อุณหภูมิ 100 oซ มี 2 เสตรนที่มีรูปแบบการทําลายไวรัสแบบหัวไหล  เมื่อทําการวิเคราะห
แลวพบวา A-Sakol ไมมี shoulder effect ในขณะที่ AS1 มี shoulder effect 
 

 สรุปโดยรวม จะเห็นไดวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ระบาดในประเทศไทยทั้ง 3 ซีโร
ไทป 6 เสตรน  โดยแตละเสตรนนั้นแทบจะไมมีความแตกตางกันในเชิงการทนตอความรอน
ระหวางอุณหภูมิ 50-100 oซ  ยกเวนที่ อุณหภูมิ 50 oซ และ  80 oซ  ซ่ึงมีคา DT แบงเปน 2 กลุม และ
แตละกลุมก็ประกอบดวยซีโรไทปและเสตรนที่แตกตางกันดวย  ดังนั้น  ไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ในซีโรไทปเดียวกันก็ไมจําเปนตองมีลักษณะการทนความรอนที่ใกลเคียงกัน  เนื่องจาก การ 
ฃแบงกลุมซีโรไทปและเสตรนของไวรัสนั้นอาศัยลักษณะการคุมโรคที่เกิดจากรางกายสัตว 
ตอบสนองตอโครงสรางภายนอกของอนุภาคไวรัส 
 

 คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรน O189,  OPN,  A118, A-Sakol,  A132, และ 
AS1  ณ อุณหภูมิตางๆ  แสดงในตารางที่ 8-13 ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 8  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O189  ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 



 26

 

 คา DT ลดลงอยางรวดเร็วจากอุณหภูมิ 50 oซ มาที่อุณหภูมิ 60 oซ  ในขณะที่อุณหภูมิที่คอยๆ 
เพิ่มสูงขึ้นคา DT กลับลดลงอยางชาๆ โดยเฉพาะในชวงอุณหภูมิ 60-80 oซ  ขอสังเกตที่นาสนใจ คือ
ถึงแมวาโดยหลักการแลวคา D100 ควรจะต่ํากวา D80 และ D90  แตจากการทดลองจริงคา D80, D90 และ  
D100 ของทั้ง 3 อุณหภูมิไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แสดงใหเห็นวา  ที่ระดับอุณหภูมิ
สูง เกินกวา 60oซ นั้นไวรัสมีความไวตอความรอนใกลเคียงกันอยางมาก  ดังนั้น  ขอแนะนําใน 
การศึกษาตอไป คือ การเพิ่มจํานวนซ้ําการทดลองเพื่อลดคาเบี่ยงเบนมาตรฐานหรือความแปรปรวน
ระหวางชวงอุณหภูมิลง  จะทําใหมีโอกาสเห็นความแตกตางของคา DT  ที่อุณหภูมิตางๆ ไดชัดเจน
ขึ้น 
  

ตารางที่ 9  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป OPN ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
 

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน OPN ถึงแมจะพบวา  คา DT มีการ 
เรียงลําดับจากมากไปหานอยขณะที่อุณหภูมิเพิ่มสูงมากขึ้น  แตพบวาภายในคู  D70 และ D80  รวมถึง
ภายในคู D90 และ D100 กลับไมมีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  จะสังเกตไดอีกครั้งวา  คา DT 
ที่อุณหภูมิสูงมักไมคอยมีความแตกตางกันมากนัก 
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ตารางที่ 10  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A118 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
  

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A118 พบ คา D100 สูงกวาคา D90 แต
ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ แมวาคา D100 แมวาจะต่ํากวาคา D80 แตวาไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเชนเดียวกัน  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A118 เปน
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยอีกซีโรไทปหนึ่งที่พบวาคา DT ที่อุณหภูมิสูงๆ นั้นไมคอยมีความ 
แตกตางกันมากนัก (ตารางที่ 10) 
 

ตารางที่ 11  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A-Sakol ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 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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 ไวรัสโรคปากและเทาเปอย A-Sakol  มีคา DT ที่ลดลงตามลําดับอุณหภูมิที่เพิ่มมากขึ้น  แต
ไมพบความแตกตางของคา D90 และ D100 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 11) 
 

ตารางที่ 12  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A132 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
VI Not applicable 
 

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A132 พบคาD50 มีคาสูงที่สุดและสูง
กวา D60 และ D70 ซ่ึงมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ในขณะที่ D80, D90 และ D100 ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 13  อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป AS1 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 

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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
II Standard error of regression coefficient 
III Correlation coefficients 
IV Root mean square error 
V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

 อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป AS18 พบคา D50 สูงกวาคา D60, D70 
และ D80 ตามลําดับ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตวา D90 ไมแตกตางจาก D100 อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (ตารางที่ 13) 
 
 สรุปคา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O189,  OPN,  A118,  A-Sakol,  A132 
และ AS1  ณ อุณหภูมิ 50oซ, 60oซ, 70oซ, 80oซ, 90oซ และ 100oซ แสดงในตารางที่ 14 
 

ตารางที่ 14  คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ ณ อุณหภูมิตางๆ 
 

คา DT (วินาที)  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ 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. คํานวณหาอัตราการเปลี่ยนแปลงคา D หรือ คา Z 
 ใชขอมูลคา DT จาก 6 อุณหภูมิ คือ 50oซ, 60oซ, 70oซ, 80oซ, 90oซ และ 100oซ  คํานวณคา Z  
ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยได 3 วิธี  ดังตารางที่ 15-17 และภาพที่ 4 
 

ตารางที่ 15  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 0.05 
 II Standard error of regression coefficient 
 III Correlation coefficients 
 IV Root mean square error 
 V ทดสอบ regression coefficient = 0 
 

ตารางที่ 16  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 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  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย คํานวณจาก 50-100oซ โดยใชการ
ปรับเสนโคงแบบ 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 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  แสดงเสนโคงการเปลี่ยนแปลงคา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 เสตรน 

 

 พิสัยของคา Z ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีรวม 6 อุณหภูมิ คือ 50-100oซ อยูระหวาง 19.11 
ถึง 23.26 องศาโดย A118 และ O189 มีคา Z  สูงสุดและต่ําสุดตามลําดับ  สวนพิสัยของคา Z ที่ได
จากการวิเคราะหดวยวิธีรวม 5 อุณหภูมิ คือ 60-100oซ อยูในชวงที่ต่ํากวาวิธีการวิเคราะหที่รวม 6 
อุณหภูมิ คือ อยูระหวาง 33.25 ถึง 52.55 องศาโดย O189 และ AS1 มีคา Z  สูงสุดและต่ําสุด 
ตามลําดับ  ทั้งนี้สาเหตุที่ทําใหคา Z วิเคราะหดวยวิธีที่ 2 สูงกวาคา Z วิเคราะหดวยวิธีแรก เนื่องจาก  
D50 สูงกวากลุม D60 ถึง D100 คอนขางมาก หรือ คาความชันของเสนโคงการทําลายไวรัสที่อุณหภูมิ
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สูงมีคาสูงกวาคาความชันของเสนโคงการทําลายไวรัสที่อุณหภูมิที่ต่ํากวา (ภาพที่ 4)  ทั้งนี้สังเกตได
จากคา r2  เพิ่มมากขึ้น  เมื่อใชวิธีวิเคราะหวิธีที่ 2 แบบรวม 5 อุณหภูมิ 
 พิสัยของคา Z ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี tailing  โดยพิจารณารวม 6 อุณหภูมิ คือ 
50-100oซ อยูระหวาง 13.94 ถึง 20.76 องศาโดย A132 และ A-Sakol มีคา Z  สูงสุดและต่ําสุด 
ตามลําดับ  จะสังเกตไดวา คา Z ที่ไดจากวิธีวิเคราะหแบบ tailing มีคาต่ําสุดในการวิเคราะหทั้ง 3 วิธี  
และมีคา r2 ที่สูงที่สุดดวย 
 เมื่อวิเคราะหหาความแตกตางระหวางคา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยแตละเสตรน 
พบวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติทั้งสิ้น  ดังนั้น  จึงไมมีปญหาเรื่องความทน
ความรอนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยระหวางอุณหภูมิที่ใชทําลายไวรัส   
 การเลือกคา Z จากการวิเคราะหโดยวิธีทั้ง 3 นั้น อาจจะพิจารณาจากขอมูลจากการศึกษาที่
ผานมาทั้งสําหรับไวรัสโรคปากและเทาเปอยหรือไวรัสอื่นในกลุมใกลเคียงกนั พบวา ไวรัสตับ
อักเสบเอ (hepatitis A virus) ซ่ึงเปนไวรัสที่อยูใน family เดียวกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยมีคา Z 
ระหวาง 11.26-21.41oซ ในน้ําตาลซูโครส 28-52 oBrix(2)  ในขณะที่คา Z ของไวรัสโรคปากและเทา
เปอยอยูที่ประมาณ 10oซ ในน้ํานมหรือประมาณ 23 องศาในอาหารเลี้ยงเซล (1, 17) จะสังเกตไดวา 
คา Z จะไมเกิน 30 oซ ดังนั้น ในการศึกษาครั้งนี้จะเลือกคา Z ที่ไดจากการวิเคราะหรวม 6 อุณหภูมิ 
โดยมิไดปรับ tailing แมวา r2 จะไมสูงมากนักแตมีคา RMSE ที่ต่ํากวามาก (ตารางที่ 15 และ 17) 
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การอภิปรายผล 
 

 แมวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปที่มีการศึกษากันอยางมาก คือ ซีโรไทปโอ 
(serotype O)โดยเฉพาะอยางยิ่งเสตรน O-BFS 1860 (4, 9, 17) แตกลับมีผลการศึกษาที่แตกตางกัน
คอนขางมาก คือ คา 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)  แมวาจะไมสามารถ 
เปรียบเทียบคา DT  ณ อุณหภูมิเดียวกันได  (โดยเชื้ออยูในสื่อที่แตกตาง) แตจะสังเกตไดวา  ถาคา Z 
อยูที่ประมาณ 10-20 องศา ดังนั้น DT  ที่จะลดลงมาได 10 เทาตองมีอุณหภูมิสูงกวา DT อางอิงนั้น
ประมาณ 10-20 องศา  ดังนั้น เมื่อเปรียบเทียบคา D49, D50 และ D54 แลว พบวา DT ของทั้ง 3 คาจาก 
3 การศึกษานั้นไมอยูในชวงที่เปรียบเทียบกันได หรือ สรุปไดวามีความแตกตางกันอยางมาก   
อยางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบคา DT จากทั้ง 3 การศึกษากับการศึกษาครั้งนี้ แมวาจะไมใชไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยเสตรน O-BFS 1860 ก็ตาม แตก็เปนไวรัสในซีโรไทปเดียวกัน พบวา DT ที่ 
เปรียบเทียบกันได คือ D50 และ D54 เนื่องจาก  ไมสามารถคํานวณคา D49 จากคา Z ในการศึกษาครั้ง
นี้  ซ่ึงไดจากการศึกษาชวงอุณหภูมิระหวาง 50-100oซ ซ่ึงอยูนอกชวง D49  (extrapolation)   ผลการ
เปรียบเทียบคา D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189 และ OPN กับ D50 และ D54 ของ
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย O-BFS 1860  รวมถึง D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ 
เสตรนอื่นๆ ดังแสดงในตารางที่ 18 
 จากตารางที่ 18 จะเห็นไดวา  D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189/87 และ 
OPN/65 อยูที่ประมาณ 13.4 นาทีและ 14.8 นาที ตามลําดับ ซ่ึงมีคาสูงกวาคา D50 ของไวรัสโรคปาก
และเทาเปอย O-BFS 1860  ประมาณ 4.17 นาทีเทานั้น  ทั้งนี้เมื่อพิจารณาวา ในอาหารเลี้ยงเซลซึ่ง
เปนสื่อที่ใชในการศึกษาไวรัสโรคปากและเทาเปอย O-BFS 1860  อาจมีโปรตีนหรือสารชนิดอื่นที่
ชวงปองกันไวรัสจากความรอน ทําใหไวรัสที่ศึกษามีแนวโนมทนความรอนไดมาก (14)  จะเห็นได
วา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง O189/87 และ OPN/65 มีความทนทานตอความรอนสูงกวาไวรัส
โรคปากและเทาเปอย O-BFS 1860 อยางมาก   
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ตารางที่ 18  คา D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ เสตรนตางๆ  
 

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 คา DT รายงานเปนนาที 
 b คา Z ของ O189 = 23.26 องศา และ คา Z ของ OPN = 21.78 องศา 
 c Not applicable 
 

 อยางไรก็ตามเมื่อทําการเปรียบเทียบคา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน O189 
และ OPN กับ ไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน O-BFS 1860 และเสตรนอื่นๆ   กลับใหผล 
ตรงกันขาม คือ ไวรัสโรคปากและเทาเปอย O189 และ OPN กลับมีความไวตอความรอนสูงกวา 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรน O-BFS 1860 และเสตรนอื่นๆ ประมาณ 6-10 เทา  นั่น 
หมายความวา  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ  เสตรนที่มีการระบาดในประเทศไทยนั้นมี
ความไวตอความรอนมากกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอย เสตรนที่พบในประเทศอื่นๆ  ดังนั้น  จะ
เหน็ไดวา  การเปรียบเทียบผลของแตละการศึกษาจะกระทําไดอยางถูกตองก็ตอเมื่อมีวิธีการทําการ
ทดลองและวิธีการวิเคราะหที่ใกลเคียงกันหรือเหมือนกันเทานั้น  เทากับเปนการสะทอนใหเห็นวา  
จําเปนตองมีการทดลองศึกษาหาอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนโดย
ศึกษาจากไวรัสโรคปากและเทาเปอยเสตรนที่มีการระบาดจริงในประเทศไทย  เพื่อใหไดขอมูลที่
แทจริงของประเทศไทย 
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ (serotype A) ในการศึกษาครั้งนี้ มีจํานวนมากที่สุด 
คือ 3 เสตรน เนื่องจาก เปนซีโรไทปที่มีการระบาดคอนขางมากในประเทศไทย  ไวรัสโรคปากและ
เทาเปอย ซีโรไทปเอ เสตรนที่ทําการศึกษาครั้งนี้  เปนเสตรนที่แยกไดจากการระบาดจริงในประเทศ
และไดคัดเลือกเปนเสตรนที่ใชในการผลิตวัคซีน ซ่ึงมีความสัมพันธทางซีร่ัมวิทยาใกลเค ียงกับเชื้อที่
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ระบาดในพื้นที่  ดังนั้น ผลการศึกษาจึงสามารถใชเปนขอมูลหรือหลักฐานทางวิทยาศาสตรไดอยาง
มีน้ําหนักเพียงพอ  จากการศึกษาที่ผานมาพบวา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ มีคา 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
สังเกตไดวา ลักษณะขอมูลของ D49 และ D54 คอนขางจะเหมือนกับกรณี D49 และ D54 ของไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยซีโรไทปโอ คือ เปนขอมูลที่ไมสามารถเปรียบเทียบกันไดอยางตรงไปตรงมา 
เนื่องจาก ขาดขอมูลของคา Z ของแตละการศึกษาทําใหไมสามารถคํานวณคา DT เพื่อการ 
เปรียบเทียบได  เฉพาะขอมูล D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ เสตรนอื่นๆ (9)  
เทานั้น ที่สามารถนํามาเปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งนี้ได เนื่องจาก อยูในชวงอุณหภูมิที่ 
ทําการศึกษา คือ 50-100oซ  จึงสามารถคํานวณหาคา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ
ทั้ง 3 เสตรนไดดังตารางที่ 19 
ตารางที่ 19  คา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ เสตรนอื่นๆ 

เสตรน คา 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 คา  Z = 19.11 องศา 
  b คา  Z = 19.17 องศา 
  c คา  Z = 22.79 องศา 
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 จากตารางที่ 19 จะเห็นไดวา คา D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอ 3 เสตรนที่
เคยมีการระบาดในประเทศไทยมีความทนตอความรอนนอยกวาซีโรไทปเอ ทุกเสตรนที่ใชใน 
การศึกษาที่ผานมาอยางนอยประมาณ 4 เทา   
 ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน ถึงแมวาไมพบการระบาดในประเทศไทยมา
นานแลว  แตยังมีความจําเปนตองทําการศึกษาความทนตอความรอนดวย เนื่องจาก ซีโรไทปเอเชีย
วันอาจเปนซีโรไทปที่มีความทนตอความรอนสูงสุด  ทําใหตองใชไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโร
ไทปนี้ในการศึกษาในโครงการระยะตอไป  จากการศึกษาเปรียบเทียบขอมูลที่ผานมา(9) ดังแสดง
ในตารางที่ 20 
 

ตารางที่ 20  คา D50 และ D54 ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรนตางๆ 
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 คา DT รายงานเปนนาที 
 b คา Z ของ Asia 1 = 18.50 องศา 
 c Not applicable 
  

 จากตารางที่ 20 พบวา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรน BHK TM3 มี
คา D52 ประมาณ 70.42 นาที (8)  เปนการศึกษาในประเทศไทยโดยใชไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่
แยกไดในประเทศไทย และ ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรน Hong Kong 
24/75 มีคา D54 ประมาณ 24.09 นาที (9)  เมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยเสตรน Petchburi/85 ในการศึกษาครั้งนี้ พบวา D52 ประมาณ 4.83 นาที และ D54 ประมาณ 3.76 
นาที ซ่ึงจะเห็นไดวา  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรนที่แยกไดจากประเทศ
ไทยอาจมีความทนทานตอความรอนแตกตางกัน ทั้งนี้ อาจจะเนื่องมาจาก วิธีการศึกษาปริมาณ 
ไวรัสหรือวิธีการวิเคราะหขอมูลหรืออาจเกิดจากการกลายพันธุก็ได อยางไรก็ตาม  ผลที่ไดจาก 
การศึกษาไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปเอเชียวันครั้งนี้  ทําใหทราบวา ไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรน Petchaburi/85  มีความไวตอความรอนสูงกวาไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทปเอเชียวัน เสตรนอื่นๆ อยางนอย 6 เทา 
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ขอสรุป 
 

 1.  ความรอนในระดับอุณหภูมิระหวาง 50-100oซ มีประสิทธิภาพในการทําลายไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยทั้ง 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปโอ ซีโรไทปเอ และซีโรไทปเอชัยวัน รวม 6 เสตรน 
คือ O189, OPN, A118, A-Sakol, A132 และ AS1 ไดในระดับที่แตกตางกัน 
 2.  ประสิทธิภาพการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย ณ อุณหภูมิตางๆ นั้นแสดงไดเปน
คา DT (Decimal reduction time) หรือ ระยะเวลาในการทําลายจํานวนไวรัสลง 10 เทา ณ อุณหภูมิ
หนึ่งๆ    ทั้งนี้  เมื่อมีการเพิ่มอุณหภูมิหรือเพิ่มระยะเวลาการใหความรอนแลว ทําใหอัตราการลดลง
ของจํานวนไวรัสเพิ่มขึ้นเปนลําดับชัดเจน  ดังตารางที่ 14 (ซํ้า) 
 

ตารางที่ 14  คา DT ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ ณ อุณหภูมิตางๆ 
 

คา DT (วินาที)  ไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทปตางๆ 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. ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปโอ ซีโรไทปเอ และซีโรไทปเอ
ชัยวัน รวม 6 เสตรน คือ O189, OPN, A118, A-Sakol, A132 และ AS1 ที่ทําการศึกษาทั้งหมด มี
ความไวตอความรอนมากกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่มีการรายงานมาในอดีต 
 4. ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปโอ ซีโรไทปเอ และซีโรไทปเอ
ชัยวัน รวม 6 เสตรน คือ O189, OPN, A118, A-Sakol, A132 และ AS1  มีระดับความทนทานตอ
ความรอนที่ไมความแตกตางกันในระดับอุณหภูมิที่ทําการศึกษาทั้ง 6 อุณหภูมิ คือ 50oซ, 60oซ, 70o

ซ, 80oซ, 90oซ และ 100oซ  ดังคา Z  ที่แสดงในตารางที่ 15 (ซํ้า)  ดังนั้น สามารถเลือกใชไวรัสโรค
ปากและเทาเปอยซีโรไทปหรือเสตรนใดก็ไดเปนตัวแทนในการศึกษาประสิทธิภาพการทําลาย 
ไวรัสในสื่ออ่ืนๆ เชน เนื้อสุกร เปนตน 
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ตารางที่ 15  คา Z ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสารละลาย 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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 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  การศึกษาการใชแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
 

อัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความเขมแสง  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 ตัวอักษรเหมือนกันไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ 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 จากตัวอยางภาคสนาม และผลิตภัณฑที่ไดจากสัตว 
2. เพื่อแยกชนิดของเชื้อไวรัส FMD จากตัวอยางภาคสนาม ผลิตภัณฑที่ไดจาก

สัตว และอาหารสัตว 

3. เพื่อเก็บเชื้อไวรัสที่ไดจากภาคสนามที่อุณหภูมิ -80°C สําหรับใชในการวิจัย 
r-value การทํา PCR  และการทํา seed for vaccine 

1.2 ขอบเขตงาน 
- การเตรียมอาหารเลี้ยงเซล 
- แยกไวรัส 
- ดูการเกิด CPE 
- การบันทึกขอมูล 
- การ harvest เชื้อไวรัส 
- การเก็บเชื้อไวรัส 

  1.3   บุคคลากรที่เกี่ยวของ 
    - สัตวแพทย 

- นักวิทยาศาสตรการแพทย 
- นักเทคนิคการสัตวแพทย 

  1.4   บทนํา 
การเพาะเลี้ยงเซลสําหรับการแยกไวรัสในศูนย FMD (ปากชอง ประเทศไทย) เซลที่ใช

ในการแยกครั้งที่หนึ่งมาจากเซลปฐมภูมิจากไตของลูกแกะซึ่งเตรียมโดยฝายผลิต เพื่อเพิ่ม
ปริมาณของเชื้อไวรัส เซล BHK ถูกนํามาใชในการ passage จนกระทั่งเกิด CPE ใน 18-24  
ช่ัวโมง จากนั้นไวรัสจะถูกเก็บและยืนยันโดยการทํา ELISA TYPING 

2. อุปกรณ 
2.1.   เครื่องแกว 

2.1.1. ปเปตตขนาด 1, 5, 10 และ 20 ml 
2.1.2. ขวดแกวสําหรับการเพาะเลี้ยงเซล     
2.1.3. ขวดแกวสําหรับอาหารเลี้ยงเซล 
2.1.4. หลอดทดลอง 

2.2. หลอดปนแยก 
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2.3. แทนใสหลอดทดลอง 
2.4. ปากกาสําหรับทําเครื่องหมาย 
2.5. จุกยาง และ pipette aid  

3. เคร่ืองมือและวัสด ุ
3.1. clean bench 
3.2. ตูอบ  
3.3. กลองจุลทรรศนชนิด inverted microscope  
3.4. เครื่องนึ่งฆาเชื้อ  
3.5. ตูเย็น  

3.6. ตูแชแข็ง –20°C และ –80°C 
3.7. เครื่องปนแยก 
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 
   -    ปนใหละลายจนหมด แลวกรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm  

   -    แจกใสหลอดทดลอง 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 
   -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm 
   -    แจกใสหลอดทดลองหลอดละ 4 ml  เก็บที่อุณหภูมิหอง 
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4.4   การเตรียมยาปฏิชีวนะ :                             1,000   ml 
  Kanamycin  10 gm 
  Penicillin  1.173 gm 
  Streptomycin 10  gm 
  ละลายในน้ํากลั่นนึ่ง 1,000  ml 
  -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm 
   -    เตรียมครั้งละ 1 L 

   -    แจกใสหลอดทดลองหลอดละ 3 ml  เก็บที่ -20°C 
5. วีธีการแยกเชื้อไวรัส 

การแยกเชื้อไวรัสจากตัวอยางภาคสนาม ( 10% w/v epithelial suspension) 
  5.1 ติดฉลากที่ขวดเพาะเลี้ยงเซลระบุรายละเอียดของเชื้อไวรัส การจําแนกตัวอยางและ 
วันที่ 

5.2 ควรเพิ่ม flask เพาะเลี้ยงเซลในชุดเดียวกันดวยโดยไมตองเพาะเชื้อไวรัส เพื่อใชเปน
กลุมควบคุมในการดูเปรียบเทียบ 

  5.3 ทิ้งอาหารเพาะเลี้ยงเซลไวในบีกเกอรหรือเครื่องดูดอากาศดวยวิธีปลอดเชื้อ 

  5.4 บมเซล monolayer ที่อยูดานลางของขวดเพาะเลี้ยงเซลไวที่อุณหภูมิ 37°C นาน 60 
นาที เพื่อใหเชื้อไวรัสที่อยูในสารแขวนลอยเขาไปในเซลได 

  5.5 เติม Eagle’s medium (maintenance medium) ท่ีปลอดเชื้อในปริมาณที่พอเพียง (5 ml) 
ใหทวมเซล monolayer 

  5.6 เก็บไวที่อุณหภูมิ 37°C 
  5.7 ตรวจดูการเกิด cytopathic effect (CPE) ทุกวัน 

5.8 เมื่อเกิด CPE สมบูรณ เก็บของเหลวที่อยูสวนบนของเซลเพาะเลี้ยงลงในหลอดปน
แยก แลวนําไปปนแยกที่ 2,500 rpm นาน 15 นาที 

5.9 เขยาของเหลวสวนใสดานบนที่มีเชื้อไวรัสแลวใสลงในภาชนะที่ปลอดเชื้อ นําไป 
แบงเปนสวนๆ เพื่อใชในการทดสอบ ELISA Typing สารแขวนลอยที่มีไวรัสที่ 
เหลืออยู อาจนําไปผสมรวมกับ glycerol หรือไมใชรวมกับ glycerol ก็ได ติดฉลาก
ระบุการจําแนก strain ของตัวอยาง ระดับการทํา passage และวันที่ จากนั้นจึงเก็บ 
ตัวอยางที่ผสมกับ glycerol  

5.10 ถาการ passage คร้ังแรกไมเกิด CPE ใน 48 ช่ัวโมงหลังทําการเพาะเชื้อไวรัส ใหเก็บ
ของเหลวสวนบนมาเพาะเชื้อใหม (ทําการ passage คร้ังที่สอง) ตามวิธีตั้งแต 5.1 ถึง 
5.2 แลวตรวจดูการเกิด CPE ตออีก 48 ช่ัวโมง 
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5.11 ถาไมเกิด CPE หลังจากทําการ passage แลว 3 คร้ัง สรุปวาตัวอยางตั้งตนไมมีไวรัส 
FMD (no virus detected, NVD) 

 

การทดสอบการแยกเชื้อไวรัส 
 

เพาะเซลปฐมภูมิจากไตลูกแกะลงในขวดเพาะเซลขนาด 25 cm2 
 
 

เพาะตัวอยาง 1 ml ลงบนเซลเพาะเลี้ยง monolayer  
 
 

เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ maintenance medium 4 ml ลงไป 
 
 

ดูการเกิด CPE  
 

     เกิด CPE ไมเกิด CPE 
 

    ทํา ELISA Typing ทําการ passage คร้ังที่ 2 และ 3 
      (confirm type)  
       ไมเกิด CPE 
       (negative sample) 
 
6. เอกสารอางอิง 
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

บมไว 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37°C 

บมในตูอบอุณหภูมิ 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 ซ่ึงเปนเซลปฐมภูมิจากไตลูกแกะสําหรับ

ทําการแยกไวรัส  

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

1.2  ขอบเขตงาน 
- การเตรียมอาหารเลี้ยงเซล 
- subculture เซลที่ใชในการแยกไวรัส 
- subculture เซลสําหรับ seed cell 

  1.3   บุคคลากรที่เกี่ยวของ 
    - สัตวแพทย 

- นักวิทยาศาสตรการแพทย 
- นักเทคนิคการสัตวแพทย 

  1.4   บทนํา 
   Monolayer ของเซลที่เพาะออกมาไดพรอมๆ กันอาจสามารถเก็บรักษาไดนานขึ้นใน
ระหวางการแบงเซลโดยการเก็บที่ 37oซ   
   cell lines ควรถูก subculture กอนที่จะมีการเจริญเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนและแยกตัวออก
จากผิวหนาของ cell culture  ในการทํา subculture ควรจะแนใจวาเซลยังมีชีวิตอยูเพื่อลดความเสี่ยง
ตอการปนเปอนและการเจริญที่ไมดีของเซล ไมควรทําการ passage เซล stock พรอมกันทั้งหมดใน
คร้ังเดียว และเซลที่ใชควรแบงออกอยางนอยเปนสองสวนเพื่อใชกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่แตกตางกัน 
   Versene (ethylenediamine tetracetic acid: EDTA) มักจะถูกใชรวมกับ trypsin ในการ
แยกเซลสําหรับการ passage    โดยที่ Versene เปน chelating agent ซ่ึงทํางานโดยการไปจับกับ 
divalent ions ของแคลเซียมและแมกนีเซยีมซ่ึงชวยในการยึดเกาะระหวางเซลที่ยังมีชีวิตกับผนังของ
เครื่องแกว ดังนั้น ในการเตรียม Versene จึงตองใช สารละลายของเกลือที่ปราศจากแคลเซียมและ
แมกนีเซียมเปนตัวทําละลาย เพื่อปองกันการเกิด neutralization ของ Versene นอกจากนี้ยังชวยให
เซลกับผนังเครื่องแกวไมแยกออกจากกัน อยางไรก็ตาม Versene ไมสามารถใชงานไดหากไมนํามา
รวมกับ trypsin (เอนไซมยอยสลายโปรตีน) ซ่ึงเปนตัวที่ทําใหเซลแยกออกจากกันไดอยางรวดเร็ว 
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แต trypsin มีความเปนพิษตอเซลมาก สามารถทําใหเซลตายไดภายใน 1 ช่ัวโมง อาจปองกันไดโดย
การเติมซีร่ัมลงในอาหารเลี้ยงเซลเมื่อเซลเริ่มมีการแยกออกมาแลวเพื่อ inactivate เอนไซม trypsin 
2 อุปกรณ 

2.1.   เครื่องแกว 
2.1.1 ปเปตตขนาด 1, 5 และ 10 ml 
2.1.2 ปเปตตชนิด Komagome pipette 
2.1.3 ขวดแกวสําหรับการเพาะเลี้ยงเซล ขนาด 25, 75 และ 150 cm2    
2.1.4 ขวดแกวสําหรับอาหารเลี้ยงเซล 
2.1.5 หลอดทดลอง 

2.2 Automatic syringe 
2.3 หลอดปนแยก 
2.4 Cryotube ขนาด 1 และ 5 ml 
2.5 แทนใสหลอดทดลอง 
2.6 ปากกาและเทปสําหรับทําเครื่องหมาย 
2.7 pipette aid  
2.8 จุกยาง 
2.9 rubber stopper 

3 เคร่ืองมือและวัสด ุ
3.1 clean bench 
3.2 ตูอบ  
3.3 กลองจุลทรรศนชนิด inverted microscope  
3.4 เครื่องนึ่งฆาเชื้อ  
3.5 ตูเย็น  

3.6 ตูแชแข็ง –20°C และ –80°C 
3.7 เครื่องปนแยก 
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 ที่นึ่งแลว  100 ml 

      -    ปนผสมใหเขากันแลวเก็บที่ 4°ซ ขามคืน 
  -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.45 μm  
   ถาตันใหเปล่ียนแผนใหมจน trypsin หมด 

      -    กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 μm ที่ฆาเชื้อแลว เก็บที่อุณหภูมิ -40°C 
    4.6.2 การเตรียม stock 1 % Versene 
      EDTA 1 gm 
      ละลายในสารละลาย PBS  100 ml 

      -    ฆาเชื้อโดยการนึ่งที่อุณหภูมิ 110°C นาน 15 นาที เก็บที่ -40oซ 
    4.6.3  การเตรียมสารละลาย 0.2 % Trypsin – Versene 
      -    ละลายสารละลาย stock แลวเตรียมใน 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 ที่นึ่งแลว 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+ ความเขมขน 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 

- ปนละลายจนหมด 
- เตรียมเปนความเขมขน 1x โดยนํา PBS 10x 500 ml ผสมกับน้ํากลั่น 4500 ml 

รวมได 5 L  
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- แบงใสขวด 100 ml นําไปนึ่งฆาเชื้อ รอจนเย็นแลวนําไปใชในการลางเซลโดย
ไมตองทําการปรับ pH (pH 6.6-6.8) 

 
5. วิธีการทํา cell passage 
  5.1 subculture เซลเมื่อเซล monolayer มีการเรียงตัวดีแลว 
  5.2 เทอาหารเลี้ยงเซลใน flask ออก 
  5.3 ใสเซล monolayer ในสารละลาย PBS อุนที่ปราศจาก Ca+ และ Mg+ แลวทําการเคาะ 

flask เบาๆ ที่ดานขางนาน 20 วินาที และทิ้งไว 
  5.4 เติมสารละลาย Trypsin – Versene อุนที่เพิ่งเตรียมใหมลงไปในเซล monolayer 1 

ml/25 cm2 ของ flask แลวทิ้ง flaskไวเพื่อให Versene – Trypsin ปดคลุมเซลจนกระทั่ง
เซลหลุดออกจาก flask ซ่ึงจะเกิดไดดีภายใน 5 นาที แลวจึงทําการเขยาใหเซลขึ้นมาอยู
ในสารละลายสวนบน 

  5.5 เตรียมอาหารเลี้ยงเซลใหมใหเหมาะสม โดยทําการอุนลวงหนาที่ 37°C  ดูด 
สารละลายสวนบนที่มีเซลขึ้นมา 3-4 ml ดวยปเปตตขนาด 10 ml เขยาขึ้นลงเบาๆ  
เพื่อใหกลุมเซลกระจายเปนเซลเดี่ยวๆ แลวนําไปใสในอาหารเลี้ยงเชื้อตามปริมาณที่
กําหนด 

  5.6 แบงสารแขวนลอยของเซลนี้ตามจํานวนของ flask ที่กําหนดไว ตรวจสอบใหแนใจวา
เซลเรียงตัวหนาแนนดี และทําการติดฉลากระบุชนิดเซล passage level และวันที่ 

  5.7 เก็บไวที่อุณหภูมิ 37°C โดยวาง flask ไวบนพื้นผิวที่เรียบเสมอกันเพื่อใหเซลเจริญ
เปนเซล monolayer ได 

  5.8 เก็บบันทึกขอมูลในการทํา tissue culture passaging 
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ภาคผนวก 4 การแยกซีโรไทปของไวรัสโรคปากและเทาเปอย (ELISA typing) 
1. เนื้อหาท่ัวไป 

1.1  วัตถุประสงค 
เพื่อทําการจําแนก serotype ของตัวอยางที่สงสัยโดยวิธี ELISA 

1.2 ขอบเขตงาน 
- เพื่อจําแนก serotype ของตัวอยางจากภาคสนาม หรือของเหลวที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงเซลในการทําการแยกเชื้อไวรัสโดยวิธี ELISA  
- รายงานผลไปยัง DLD  ศูนยสัตวแพทย หรือหองปฏิบัติการ 

  1.3   บุคคลากรที่เกี่ยวของ 
    - สัตวแพทย 

- นักเทคนิคการสัตวแพทย 
  1.4   บทนํา 
   Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) เปน ปฏิกิริยาที่ใชในการตรวจจับและ
วัดปริมาณของเชื้อไวรัส การทดสอบจะใชทฤษฎี indirect double antibody sandwich ELISA ซ่ึง
เปนปฏิกิริยาที่เกิดไดเร็ว มีความจําเพาะสูงและไวตอการทดสอบ สามารถตรวจจับเชื้อไดแมมี
ปริมาณนอยโดยไมมีปญหาเกี่ยวของเหมือนกับการใชวิธี complement fixation (CF) test ในการหา
เชื้อไวรัส FMD 
   indirect double antibody sandwich ELISA ไดรับการรับรองวาสามารถใชในการ
ตรวจจับ antigen ของเชื้อ foot and mouth disease virus ได (FMDV ; Roeder and Le Blanc Smith, 
1987; Ferris and Dawson, 1988) และยังมีขอไดเปรียบมากกวาการทดสอบโดยวิธี complement 
fixation test (CFT) อีกดวยคือ 

1. ELISA มีความไวตอการทดสอบมากกวาวิธี CFT โดย ELISA สามารถ 
ตรวจจับปริมาณ antigen ที่นอยกวาไดถึง 500 เทา 

2. ELISA ไมมีผลกระทบจากการเกิดปฏิกิริยาตอตาน complement มาเกี่ยวของ 
ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยานี้ทําใหการใชวิธี CFT ไมไดรับการรับรองใหใชสําหรับ
การทดสอบ 

3. ELISA มีความเหมาะสมทางเศรษฐกิจในการนํามาใชกับการจําแนก 
antiserum อางอิงจําเพาะมากกวา 

4. reagent ที่ใชสามารถนํามาทําเปน standardized ได และยังมีอายุยาวนานกวา 
5. ELISA สามารถใหผลวิเคราะหที่เห็นไดชัด เชื่อถือได ทดสอบใหมได และ

ปฏิบัติไดงาย 
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   จากขอไดเปรียบนี้ทําใหมีการตกลงกันระหวางหองปฏิบัติการทั่วไปใหใช 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 ของเหลวที่มีเชื้อไวรัสจะทําใหบริสุทธิ์โดยการนําไปปน
แยก และทําใหเชื้อ inactivate ดวยการเติม 2% BEI และ 20% (V/V) glycerine แลวแบงลง 
vial หรือ cryotube จากนั้นนําไปเก็บไวที่ -20 ºC เปน stock antigen 
2.2. ตัวอยางจากภาคสนาม 

เก็บตัวอยางจากเยื่อบุล้ิน หรือเนื้อเยื่อระหวางกีบ แลวนําไปเตรียมเปน 10% 
suspension โดยวิธีการสกัดเนื้อเยื่อทําไดตามตารางที่ 1 

2.3. การเตรียม Coating buffer 
0.05 M Carbonate bicarbonate buffer pH 9.5 
Na2CO3 (anhydrous) 1.59 gm 
NaHCO3 2.93 gm 
ทําใหเปน 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 
    - ปรับคา pH ใหเปน 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 ลงไปผสมกับสารละลายดานบน 
    - เจือจาง 10X MgCl2 5 ml ในน้ํากลั่น 45 ml 
    - เติมสารละลาย MgCl2 ลงไปผสมกับสารละลายดานบน 
    - เติม NaCl 10 G. 
    - เติม Tween 20 0.25 ml 
    - เติม 1% phenol red 1 ml 
    - ปรับคา pH ใหเปน 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 ปริมาณเล็กนอย (ประมาณ 4 ml) และ 1 M Sodium acetate 
ผสมแลวปรับ pH ใหเปน 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. 
- แบงเปนสวนๆ ปริมาณ 1 ml แลวเก็บในที่อุณหภูมิ 4 ºC 

2.7.2 การเตรียมสารละลาย substrate 
- สวน A  

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

- สวน B    
H2O2 (30% W/V) 25 μl. 
ละลายใหเขากันในน้ํากลั่น 400 μl. 

- นําสารละลายสวน B 25 μl เติมลงในสารละลายสวน A แลวนําไปใช
ทันที 

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

2.9. การเตรียมยาฆาเชื้อ 
 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

ใชขวดพลาสติกหรือถุงขนาดใหญพอเหมาะ 
3.4. ปเปตตและ 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 ชนิดกนหลุมแบน ขนาด 96 หลุม 
3.7. ตูเย็น อุณหภูมิอยูในชวง +4 ºC ถึง +6 ºC 
3.8. ตูแชแข็ง อุณหภูมิอยูในชวง –18 ºC ถึง –22 ºC 
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3.9. incubator อุณหภูมิอยูในชวง +35 ºC ถึง +39 ºC 
3.10. เครื่อง water bath อุณหภูมิอยูในชวง +35 ºC ถึง +39 ºC 
3.11. เครื่องวัดคา pH 

  3.12.เครื่องแกว และพลาสติก 
    - ขวดมีฝาปดขนาด 50, 250, 500 และ 1,000 ml 
    - Flask ขนาด 1000 – 5000 ml 
    - กระบอกตวงที่มีขีดบอกปริมาตรขนาด 100 – 5,000 ml 
    - ปเปตตที่มีขีดบอกปริมาตรขนาด 1 – 10 ml พรอมจุกยาง 
    - ขวดเก็บสารที่มีฝาปดขนาด 10 – 20 ml 
    - หลอดเจือจางขนาด 2 – 5 ml และแทนวางหลอด 
    - ภาชนะสําหรับบรรจุ wash fluid พรอมดวย tap และที่ดูด wash fluid จาก
ภาชนะนี้ไปยัง plate washer หรือขวดทีใชสําหรับการลาง 

3.13.Cryopreservation Vials ชนิด polypropylene และมี screw cap ที่มี thread และ O-ring 
(1 – 5) พรอมดวยแทนวาง 
3.14.Vortex mixer 
3.15.Weighing Balance 
3.16.เครื่องจับเวลา 
3.17.ผาเช็ดมือที่ซับน้ํา 
3.18.ปากกาสําหรับทําเครื่องหมายและปายฉลาก 

    
4. ELISA Reagent  
  4.1.  การเตรียม Trapping antibodies 
   เตรียม Rabbit serum anti FMDV type O, A และ Asia1 โดยการฉีด antigen 146 S 
บริสุทธิ์ของแตละ type ที่ผสมกับ Complete Freund adjuvant เขากลามเนื้อของกระตาย เชื้อที่ใชใน
การฉีดประกอบดวย 40 μg ของ 146 S antigen ตอ 1 ml ตอการฉีดในกระตาย 1 ตัว ทําการ boosted 
กระตายที่ 28 วันหลังการฉีดครั้งแรกโดยใช 20 μg ของ 146 S antigen ที่ผสมกับ Incomplete 
Freund adjuvant ใหเก็บเลือดหลังการ boosted 10 วัน แลวแยกเลือดไวเปนรายตัว นําไปทําการไต
เตรตเพื่อหาการเจือจาง ที่เหมาะสมในการนําไปใชทํา 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 เขากลามเนื้อหนูตะเภาครั้งเดียว เก็บเลือดที่ 28 
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วันหลังการฉีด นําเลือดไปทําการไตเตรตเพื่อหาการเจือจางที่เหมาะสม และทําการทดสอบการเกิด 
cross reaction ระหวาง type O, A และ Asia1 
   การเก็บ Guinea pig anti FMDV type O, A และ Asia1 จะทําโดยการทํา pre-blocked 
กับ normal, non-immune bovine serum กอน แลวทําการเก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 

4.4 การเตรียม Control Virus 
เตรียมเชื้อไวรัสโดยการทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ FMDV type O, A และ Asia1 ทําการ 
inactivate ดวย BEI และ glycerinate (20% v/v) แลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 

4.5 การเตรียม Control normal serum 
ใช serum ของกระตายและหนูตะเภาปกติซ่ึงจะไมมีภูมิคุมกันเปนกลุมควบคุมในการ
วิเคราะห 

4.7 การเตรียม Anti-species conjugate 
ใช Horseradish peroxidase-conjugate rabbit anti-guinea pig immunoglobulin ในการ
ทดสอบวิเคราะห โดย Conjugate จะถูกทําการ pre-blocked ดวย normal, 
non-immmmune bovine serum (50% v/v) นาน 15 นาทีกอนนํามาใช 

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 ทําการเก็บที่อุณหภูมิหอง 
4.11การเตรียม Stopping solution 
 1 N H2SO4 ทําการเก็บที่อุณหภูมิหอง 

 
5. วิธีการทํา typing 
  Coat plate ดวย rabbit antiserum ที่ละลายใน coating buffer สําหรับ reagent อ่ืนใหละลาย
ใน ELISA Diluent (Blocking buffer) ถาไมมี orbital shaker และไมไดทําการอุนขามคืน ใหทําการ
เคาะเบาๆ ที่มุมของ plate ทุก 20 นาที เพื่อให reagent กระจายทั่ว 
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  5.1. การ coat plate  
   - coat plate ดวย rabbit antiserum ที่ละลายใน coating buffer 
   - เตรียม rabbit anti FMD viruses O, A, Asia1 และ  serum กระตายปกติ 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 
กระตายปกติ 2 μl ลงใน coating buffer 500 μl แลวผสมใหเขากันดี 
    ขั้นที่สอง : เตรียม 1:20 โดยเติม 100 μl ของสารละลายจากขั้นแรกลงใน coating 
buffer 2 ml (ตอ 1 plate) เพื่อทําใหเปนสารละลายเจือจาง 1:5000 
    หยอด rabbit anti FMD viruses ลงในแตละหลุมของ plate แลวเคาะ plate เบาๆ 
โดยใหเติม 
    Type O    ลงในแถว A และ E 
    Type A    ลงในแถว B และ F 
    Type Asia1  ลงในแถว C และ G 
    Serum กระตายปกติ  ลงในแถว D และ H 
   - ปด plate ดวยฝาปดและวางไวบน orbital shaker ใน incubator ที่อุณหภูมิ 37 ºC 
นาน 1 ชั่วโมง หรือไวใน moisture chamber ที่อุณหภูมิ 4 ºC ขามคืน 
   - ELISA plate ที่ coat แลวจะทําการลางดวย phosphate buffer saline washing buffer 
5 คร้ัง 
  5.2. การเตรียมเชื้อไวรัส 
   5.2.1 การเตรียมเชื้อไวรัสกลุมควบคุม 
     เตรียมเชื้อไวรัสใน microtube ทําการเจือจาง antigen control ที่ 1:5 ตามผล
จากการไตเตรตดวย ELISA diluent ซ่ึงประกอบดวย 3% BSA ใน PBST (PBS และ tween 20)  
     ตัวอยางเชน ผสมเชื้อไวรัส 100 μl กับ diluent 400 μl แลวทําการเจือจาง 2 เทา 
3 คร้ัง 

5.2.2 ตัวอยางภาคสนามและตัวอยางจากการแยกเชื้อไวรัส 
- ตัวอยางภาคสนาม : เร่ิมเจือจางที่ 1:1 โดยเติมเชื้อไวรัสลงในหลอด

แรก 500 μl แลวทําการเจือจาง 2 เทา 3 คร้ัง 
- ตัวอยางการแยกเชื้อไวรัสจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ : เร่ิมเจือจางที่ 1:5  

โดยเติมตัวอยางจากการแยกเชื้อไวรัส 100 μl ลงใน ELISA diluent 
400 μl แลวทําการเจือจาง 2 เทา 3 คร้ัง 

- เติม ELISA diluent 50 μl ลงในหลุมตามคอลัมนที่ 4, 8 และ 12 
- เติมเชื้อไวรัสกลุมควบคุมและเชื้อไวรัสกลุมตัวอยาง 
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- ปด plate ดวยฝาปดแลววางบน orbital shaker ใน incubator ที่
อุณหภูมิ 37 ºC นาน  60 นาที แลวทําการลาง plate ดวย 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 ตัวอยางเชน ใน 1 plate จะใช GPS 2 μl + 
diluent 2000 μl 
   - หยอด serum ที่เจือจางแลวลงในแตละหลุมของ plate โดยใหเติม 
    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 ที่อยูใน incubator ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 30 นาที 
แลวลางดวย 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 ดวย Fetal Bovine Serum (FBS) ซ่ึงเปน non-immune serum 1:1 แลว
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนานอยางนอย 15 นาที ตัวอยางการเตรียม conjugate สําหรับ 1 plate จะใช 
สารละลาย 6 ml โดยเตรียมสารละลายจาก conjugate block 2 μl และ FBS 2 μl ที่อุณหภูมิหองนาน
อยางนอย 15 นาทีแลวผสมกับ diluent 6 ml (conjugate ที่ใชใชการเจือจางที่ 1 :3000) 
   - หยอดสารละลาย conjugate ที่เจือจางแลวลงในแตละหลุมของ plate  
   - วาง plate ลงใน incubator ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 30 นาที แลวลางดวย PBS 
washing buffer 6 คร้ัง 
  5.5. การเตรียม Substrate/Chromogen Solution 
  การเตรียมสารละลาย substrate สําหรับ 1 plate 
   - สวน A  
    น้ํากลั่น  9 ml. 
    1% TMB 0.1 ml. 
    Citric acetate buffer 1 ml. 
   - สวน B    
    H2O2 (30% W/V) 25 μl. 
    ละลายใหเขากันในน้ํากลั่น 400 μl. 
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- นําสารละลายสวน B 25 μl เติมลงในสารละลายสวน A แลวนําไปใชทันที 
- หยอดสารละลาย TMB 100 μl ลงในแตละหลุมของ plate 
- ทิ้งไวใหเกิดปฏิกิริยานาน 20 นาทีที่อุณหภูมิหอง แลวทําการหยุดปฏิกิริยาโดย

การหยอด 1 N H2SO4 50 μl ลงในแตละหลุมตามลําดับ 
   - อานผลของ plate ดวยเครื่อง spectrophotometer (OD) ที่ความยาวคลื่น 450  
    nm บน Titertek Multislan (Flow Laboratories) 
   - ผลบวกจะอานจากหลุมที่มีคา OD มากกวา 0.2 เมื่อตัดคา background ออก 
 
6. การแปลผล 

6.1. การแปลผลโดยการใชเครื่องอาน microplate 
  Plate ที่จะอานผลจะตองมีการเกิดสีที่หลุม antigen control เพื่อบงชี้วามีการ 
coat plate ดวย antisera เกิดขึ้นจริง ทําการคํานวณหาคาเฉลี่ยการเกิดปฏิกิริยา 
background โดยการรวมคา optical density (OD) values ที่หลุมแถวที่ 4, 8 และ 12 
แลวหารดวย 3 การเติม OD value จะขึ้นกับ reagent ของแตละหลุม และไมจําเพาะกับ
ปฏิกิริยาที่เกิดระหวาง antigen และ antiserum 
  ตัวอยางการตัด OD ของ background ในแตละ serotype ออกจากคา OD ที่ 
แทจริงเพื่อใหมีคา OD value ที่ถูกตอง เชน type O แถว A ใหรวม OD value ลงใน
หลุม A4, A8 และ A12 จากนั้นทําการหาร 3 จะไดคาเฉลี่ยของ background OD 
สําหรับแถว A นําคาที่คํานวณไดนี้ไปหักออกจากคา OD ที่วัดไดจริงของแถว A ทํา
เชนกันในแถวอื่นๆ คาเฉลี่ยที่ไดจากแตละกลุมของ 3 หลุมนี้สามารถนําไปใชเปน 
คาเฉลี่ยใน antiserum serotype อ่ืนได 

6.2. การแปรผลโดยการดูจากตัวอยาง 
  ถาคาเฉลี่ย OD เกิน 0.2 จะบงชี้วาผลเปนบวกและจะสามารถอาน serotype นี้
ได ถาคาใกลเคียง 0.2 ควรดูดวยความระวังกอนจะทําการสรุปผลการทดสอบและอาจ
ตองทําการยืนยันผลดวยการทดสอบอื่นเพิ่มเติม หรืออาจใชการเพิ่มปริมาณในเซล
เพาะเลี้ยงแลวทดสอบกับของเหลวที่อยูสวนบนของเซลเพาะเลี้ยงที่ใหมอยู 

6.3. การแปลผลโดยการดูดวยตาเปลา 
  ตองดูการเกิดสี background ในคอลัมนที่ 4, 8 และ 12 ของแถว A ถึง H การ
เกิดสีของ background ที่เกิดมากกวาปกติสําหรับ 3 หลุมนี้ของแตละแถวจะบงชี้ถึง
การเกิดผลบวก ซ่ึงการอานผลนี้สามารถอานไดกับ serotype อ่ืนตามการหยอดสารลง
ใน plate  แตไมควรยึดการอานผลแบบนี้เพียงอยางเดียวในการแปลผลแค 1 – 2 หลุม 
เพราะอาจจะเกิด false positive ไดในกรณีที่ลาง plate ไมเพียงพอ 
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  ถามี antigen อยูในตัวอยางมากก็จะเกิดสีไดมากทําใหสีเขม และถามี antigen 
อยูนอยก็จะเกิดสีจางระวังการสรุปการเกิดผลบวกในกรณีที่ใชตัวเทียบที่มีสีจางเปน
เกณฑ ซ่ึงอาจตองทําการทดสอบใหมหรือทําการเพิ่มปริมาณในเซลเพาะเลี้ยงแลว
ทดสอบกับของเหลวที่อยูสวนบนของเซลเพาะเลี้ยงที่ใหมอยู 

6.4. ขอสําคัญควรจํา 
วิธีการทดสอบดวย ELISA ถือวาทําไดงายมากและเปนมาตรฐาน แตอยางไรก็ตามก็
ตองมีการปฏิบัติใหถูกตองเพื่อที่จะไดประสบความสําเร็จในการทดลอง นั่นคือ 

6.4.1 ตองมีสมาธิในการปฏิบัติทุกขั้นตอน เชน แนใจวาใช reagent ในแตละ 
ขั้นตอนถูกตอง เติม antiserum ใสในหลุมถูกตอง 

6.4.2 เปล่ียน tips ทุกครั้งและใช reagent ที่เตรียมใหม 
6.4.3 ผสม reagent ใหเขากันดีและไมมีการผสมขาม serotype  
6.4.4 ใช tips ของปเปตตแยกกันในการทดสอบตาง antigen ตัวอยาง 
6.4.5 ใช antigen ที่ยังมีความสามารถทําใหติดเชื้อไดอยู และใชดวยความระวัง 
6.4.6 รางที่ใชใส reagent ควรลางดวยน้ํากลั่นทันทีหลังการใช 
6.4.7 ลาง plate อยางละเอียดหลังการ incubate ทุกขั้นตอน โดยเฉพาะหลังจาก

การเติม conjugate และกอนการเติม TMB 
6.4.8 ตองแนใจวา TMB ถูก activate ดวย hydrogen peroxide และนํามาใชทันที 
6.4.9 เติม TMB และ 1 N H2SO4 ลงใน plate ตามลําดับเพื่อใหแนใจวาเวลาที่ใช

ในการเกิดปฏิกิริยาใกลเคียงกันในแตละหลุม 
6.4.10 หลีกเลี่ยงการจับสวนลางของ plate เพื่อไมใหมีรอยนิ้วมือไปรบกวนการ

มองเห็น 
6.4.11 ไมควรใช tips ของปเปตตที่ใชในการ conjugate ซํ้า 
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