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ข้อแนะนําสําหรับผู้เขยีน 
 

 วารสารชีวผลิตภณัฑ ์กาํหนดออกปีละ 2 ฉบบั คือ เดือนมีนาคมและกนัยายน  
 

�. เรื�องที�จะนําลง 

�.�   ผลงานวิจยั (Research article) เป็นการเสนอผลการวิจยัที�ผูเ้ขียนไดท้าํขึ�นเอง มีการกาํหนด

ปัญหาและวตัถุประสงคที์�ชดัเจน มีการรวบรวมขอ้มูล วิเคราะห์ สรุปและอภิปรายผลการวิจยั 

อนันาํไปสู่ความกา้วหนา้ทางวิชาการ 

1.2   บทความทางวิชาการ (Technical article) เป็นงานเขียนขนาดสั�น ซึ� งมีการกาํหนดประเด็นที�

ชดัเจนโดยผูเ้ขียนเรียบเรียงจากผลงานทางวิชาการของตนเอง หรือของผูอื้�นในลกัษณะที�เป็น

การวิเคราะห์ วิจารณ์ หรือเสนอแนวความคิดใหม่ ๆ จากพื�นฐานทางวิชาการนั�นๆที�รวบรวม

ขอ้มูลความคิดเห็นและประสบการณ์ ของผูเ้ขียน 

�.� บทความปริทรรศน ์(Review article) คือบทความที�รวบรวมผลงาน หรือแนวคิดเรื�องใดเรื�อง

หนึ� งโดยเฉพาะ ซึ� งเคยลงตีพิมพ์มาแลว้ นาํมาวิเคราะห์ วิจารณ์ เพื�อให้เกิดความกระจ่าง                 

ในเรื�องนั�นยิ�งขึ�น  

�.4   เรื� องอื�น ๆที�คณะบรรณาธิการวารสารพิจารณาเห็นสมควร 

�. การจดัทําต้นฉบับ 

2.1 ตน้ฉบบัที�จะเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภณัฑต์อ้งไดรั้บการอนุมติัใหเ้ผยแพร่จากตน้สังกดั และ

ตอ้งไม่เป็นเรื�องที�เคยเผยแพร่หรืออยูร่ะหวา่งการพิจารณาเพื�อเผยแพร่ในสื�ออื�น 

2.2 การพิมพผ์ลงานทางวิชาการ 

2.2.1 ตัวพิมพ์ ใชต้วัอกัษร Angsana New แบบปกติ ขนาด 15 ชื�อหัวขอ้ใหญ่ เช่น ชื�อเรื�อง 

บทคัดย่อ บทนํา อุปกรณ์และวิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ 

และเอกสารอ้างองิ ใชต้วัอกัษรแบบหนา (Bold) ขนาด 17 ส่วนหวัขอ้ย่อย เช่น คําสําคัญ 

ตาราง รูปภาพ เป็นตน้ พิมพโ์ดยใชต้วัอกัษรแบบหนา ขนาด 15  

2.2.2  กระดาษที�ใช้พิมพ์  ใชก้ระดาษ A4 พิมพห์นา้เดียว จาํนวนไม่เกิน �� หนา้ 

�.�.�  การเว้นที�ว่างขอบกระดาษ  ดา้นบนที� �.� ซม. และดา้นซา้ยที� 4.5 ซม. ส่วนดา้นขวาและ

ล่างที� 1.5 ซม. 

2.2.4  การลําดับหน้า   ใชห้มายเลข 1,2,3…... ที�กึ�งกลางหนา้ ดา้นบน และใชต้วัอกัษรปกติ

ขนาด �5 
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�.�.�  ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ  จดัพิมพแ์ยกหนา้เฉพาะ และจดัวางหลงัเอกสารอา้งอิง 

โดยมีรายละเอียดดงันี�  

 ตาราง ระบุเลขที�ของตาราง (table number) ชื�อของตาราง (table title) หวัตาราง 

(table heading) และที�มาของตาราง (ถา้มี) ให้ทาํเป็นภาษาองักฤษหรือภาษาไทย              

ทั�งตาราง พิมพอ์ยู่ในหนา้เดียวกนัทั�งหมด ถา้ตารางมีความยาวเกิน 1 หนา้ ใหพิ้มพ์

ส่วนที�เหลือในหนา้ถดัไปโดยพิมพเ์ลขที�ตารางและตามดว้ยคาํว่า (ต่อ) คาํบรรยาย

ตารางใหเ้ขียนไวด้า้นบนของตาราง 

 รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ ควรเป็นภาพขาวดาํ และทาํเช่นเดียวกบัตาราง แต่คาํบรรยาย

ใหเ้ขียนไวด้า้นล่าง 

�.�.�  การพิมพ์ชื�อวิทยาศาสตร์ของสิ�งมีชีวิต ชื�อวิทยาศาสตร์เป็นไปตามการตั�งชื�อระบบ

ทวินาม (Binomial nomenclature) พิมพ์ดว้ยตวัเอน เช่น Escherichia coli ในกรณี              

ไม่ระบุชื�อสปีชีส์หรือตอ้งการกล่าวถึงหลายสปีชีส์ เช่น Salmonella spp. 

�. ต้นฉบับเพื�อพิจารณาเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภัณฑ์ 

�.�   จดัทาํตน้ฉบบัผลงานทางวิชาการ (original manuscript) และสําเนา (photocopied 

manuscript) อีกจาํนวน � ชุด พร้อมแผ่นบนัทึกไฟล์ขอ้มูลอิเล็กทรอนิกส์ ที�ระบุ

รายละเอียดชื�อผลงาน ชื�อเจา้ของผลงาน  และที�อยู่พร้อมเบอร์โทรศพัท์ 

�.�  ส่งตน้ฉบบัทั�งหมดพร้อมเอกสารนาํส่งถึง 

 กองบรรณาธิการวารสารชีวผลิตภณัฑ ์

 สาํนักเทคโนโลยีชีวภณัฑ์สัตว ์อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา ����� 

              โทรศพัท ์�-����-����  ต่อ 122, ��� โทรสาร �-����-���� 

�.�  ไม่ส่งคืนตน้ฉบบั 

�.�  ตน้ฉบบัที�ส่งใหพิ้จารณาจะมีใบตอบรับใหเ้จา้ของผลงาน และจะแจง้ผลการพิจารณาใหท้ราบ

ภายใน 2 เดือน 

�.�  ผลงานทางวิชาการที�ไดร้ับการเผยแพร่ในวารสาร เจา้ของผลงาน (เฉพาะชื�อแรก) จะไดร้ับ

วารสารชีวผลิตภณัฑ ์จาํนวน 1 เล่ม พร้อม reprint จาํนวน 5 ชุด 

 �. การลาํดบัเรื�อง 

4.1 ชื�อเรื�อง (Title) ตั�งชื�อใหส้ั�นและสื�อความหมายไดดี้  

4.2 ชื�อผู้ เขียนและผู้ ร่วมงาน (Author and co-workers) เขียนชื�อนามสกุลเต็มทั�งภาษาไทย

และภาษาองักฤษ วางกึ�งกลางใตชื้�อเรื�อง พร้อมทั�งสถานที�ทาํงานที�ติดต่อไดส้ะดวก พิมพเ์ป็น

เชิงอรรถ  
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4.3 บทคัดย่อ (Abstract) สั�นไดเ้นื�อความคลุมเรื�องทั�งหมด โดยเฉพาะวตัถุประสงค ์วิธีการ และ            

ผลการทดลองความยาวไม่ควรเกิน 15 บรรทดั ภาษาไทยและภาษาองักฤษเขียนแยกหนา้  

4.4 คําสําคัญ (Key words) คาํหรือขอ้ความสั�น ๆ ที�มีความหมายแสดงถึงความเป็นไปของ                  

การทดลองนั�น ๆ ไม่เกิน 5 คาํสาํคญั โดยพิมพอ์ยูใ่ตบ้ทคดัยอ่ 

�.�  เนื�อหา (Text) สาํหรับผลงานวิจยัประกอบดว้ย 

�.�.�  บทนํา (Introduction) บรรยายถึงความเป็นมาและวตัถุประสงค ์รวมทั�งควรมีการทบทวน

วรรณกรรม (literature review) ประกอบ 

 4.5.2  อุปกรณ์และวิธีการ (Materials and Methods) ถา้เป็นการคิดคน้ขึ�นใหม่ควรอธิบายอย่าง

ละเอียด แต่ถา้เป็นที�ทราบกนั ควรเขียนในลกัษณะอา้งอิงถึง ถา้เป็นชื�อการคา้ใหท้าํเป็น

เชิงอรรถ 

 �.�.�  ผล (Results) บรรยายผลการทดลองให้เขา้ใจง่าย อาจเสนอเป็นตาราง รูปภาพ หรือ

กราฟ  พร้อมคาํบรรยายประกอบ  

 4.5.4  วิจารณ์ (Discussion) วิจารณ์ถึงหลกัการที�แสดงออกมาจากผลการทดลอง เพื�อ

สนับสนุน หรือคดัคา้นทฤษฎีที�มีผูเ้สนอมาก่อน เพื�อเปรียบเทียบกบัผลการทดลองและ

การตีความหมายของผูอื้�น เนน้ถึงปัญหาขอ้โตแ้ยง้ในสาระสาํคญัของเรื�องที�กาํลงักล่าวถึง 

และการนาํผลไปใชใ้หเ้ป็นประโยชน ์

 4.5.5  สรุป (Conclusion) เขียนใจความที�สาํคญัและคุณค่าของงานเพื�อผูอ่้านเขา้ใจไดง่้ายขึ�น 

 4.5.6  กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement) ระบุแหล่งสนับสนุนทุนวิจยั เครื� องมือ 

อุปกรณ์ และความช่วยเหลือจากบุคคลต่าง ๆ 

 4.5.7  เอกสารอ้างองิ (References)  

ก.  การอ้างองิในเนื�อเรื�อง  

1. วารสารหรือหนงัสือ เมื�ออยู่ตน้ประโยค เช่น นพพร (2539), Lin and Lee (1981) 

เมื�ออยู่กลางหรือทา้ยประโยค เช่น (วิไลและคณะ, 2532; Kumakai et al., 1961)  

กรณี อา้งอิงเอกสารหลายเรื�องที�เขียนโดยผูแ้ต่งคนเดียวกนัและปีที�พิมพซ์ํ� ากนั ให้

ใช ้a b c หรือ d ตามหลงัปีที�พิมพส์าํหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช ้ก ข 

ค หรือ ง ตามหลงัปีที�พิมพ ์สาํหรับเอกสารภาษาไทย เช่น  เจือ และคณะ (2516ก),  

Katz (1984a) 

2. บุคคลหรือขอ้มลูที�ไม่เคยลงพิมพม์าก่อน ใหอ้า้งเฉพาะในเนื�อเรื�องเท่านั�น ไม่ตอ้ง

นาํไปรวมในรายชื�อเอกสารอา้งอิง เช่น .....similar results (Layton, R. B. and 
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Weathers, C. C., unpublished data), .....for other bacteria (Jones, A. X., personal 

communication) 

3. เอกสารที�หน่วยงานเป็นผูจ้ดัทาํ ให้ระบุชื�อหน่วยงานเต็มในการอา้งถึงครั� งแรก 

และระบุชื�อย่อที�เป็นทางการหลงัเครื�องหมายจุลภาค (,) การอา้งถึงครั� งต่อไปให้

ใชชื้�อยอ่นั�น กรณีที�ไม่มีชื�อย่อ ให้ระบุชื�อหน่วยงานเต็มทุกครั� ง เช่น (องค์การ

รับส่งสินคา้และพสัดุภณัฑ,์ ร.ส.พ., ����)  

ข. การเขียนเอกสารอ้างอิงท้ายเรื�อง เ ริ� มจากเอกสารอ ้างอิงภาษาไทยเขียนเ รียง

ตามลาํดับพยญัชนะของผูเ้ขียน เอกสารอา้งอิงภาษาองักฤษเขียนเรียงลาํดบัชื�อสกุล

ตามดว้ยชื�อยอ่ของผูเ้ขียน 

1) วารสาร ระบุชื�อผูเ้ขียน ตามดว้ยปี ชื�อเรื�อง ชื�อย่อวารสาร ปีที� ฉบบัที� และหนา้ที�

อา้งถึง  เช่น 

สายพิณ ขุมทรัพย ์ สุรพล ขุมทรัพย ์และจาตุรนต ์พลราช  2544   การเจริญเติบโตของ

เซลล ์IFFA-3 ชนิดแขวนลอยในมีเดียมที�มีกรดอะมิโนและวิตามินผสม

สาํเร็จ วารสารชีวผลิตภณัฑ ์11(1-2): 27-35 

Johnson, R. H. and Collings, D. F. 1971. Transplacental infection of piglets with 

a porcine parvovirus. Res. Vet. Sci. 12: 570-572. 

กรณีอา้งอิงเอกสารหลายเรื�องที�เขียนโดยผูแ้ต่งคนเดียวกนัและปีที�พิมพซ์ํ� ากนั ให้

ใช ้a b c หรือ d ตามหลงัปีที�พิมพ ์สาํหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช ้ก ข ค 

หรือ ง ตามหลงัปีที�พิมพ ์สาํหรับเอกสารภาษาไทย เช่น   

Carter, G. R. 1963a. A discussion of recent developments relating to Pasteurella 

hemolytica with special reference to strains pathogenic for cattle. Can. Vet. 

J. 4(7): 170–174.  

Carter, G. R. 1963b. Immunological differentiation of type B and E strains of 

Pasteurella multocida. Can. Vet. J. 4(3): 61–63. 

2) หนงัสือ ระบุชื�อผูเ้ขียน ปีที�พิมพ ์ชื�อเรื�อง บรรณาธิการ (ถา้มีบรรณาธิการหลายคน

ใหอ้า้งทุกคน) ชื�อหนงัสือ ครั� งที�พิมพ ์สาํนกัพิมพ ์เมืองที�พิมพ ์ประเทศ หนา้แรก

และหนา้สุดทา้ยที�อา้งถึง สําหรับหนงัสือภาษาองักฤษ ถา้อา้งเพียง � หนา้ ใช ้p. 

ถา้อา้งอิงหลายหนา้ใช ้pp. เช่น  

กองแผนงาน กรมปศุสัตว ์���� ขอ้มูลจาํนวนปศุสัตวใ์นประเทศไทย โรงพิมพ์

ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทยจาํกดั กรุงเทพฯ หนา้ �� 
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ไพโรจน ์จ๋วงพานิช  ���� โรคออ้ยที�เกิดจากเชื�อรา ใน เกษม สุขสถาน และอุดม พูลเกษ 

บรรณาธิการ หลกัการทาํไร่ออ้ย  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  กรุงเทพฯ 

หนา้ ���-��� 

Office International des Epizooties. 2000. Principles of Veterinary Vaccine 

Production. In Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines, 4th 

ed. OIE. Paris, France. p. 42. 

Dutta, S. K., Shankarappa, B. and Mattingly-Napier, B. 1991. Antigenic analysis of 

Ehrlichia risticii isolates. In Plowright, W., Rossdale, P. D., Wade, J. F. (ed.), 

Equine Infectious Diseases VI Proceedings of the Sixth International Conference 

7-11 July 1991. R&W Publication (Newmarket) Limited. Suffolk, UK. 

pp. 61-65. 

Van Oirschot, J. T. 1986. Hog Cholera. In Leman, A. D. (ed.), Diseases of 

Swine, 6th ed. Iowa State University Press. Iowa. pp. 293-297. 

3) เวบ็ไซต ์ระบุชื�อผูเ้ขียน ปีที�พิมพ ์ชื�อเรื�อง ชื�อหนงัสือ (ถา้มี) แหล่งที�มาและวนัที�

เขา้ถึง เช่น 

จนัทรา แป้นตุม้  จุฑาพร ศรีวิพฒัน์  วรวิทย ์แสงสิงแกว้ และพึ�งพิศ ดุลยพชัร์ ����

อาหารจากข้าวโพด0000คู่ มือส่งเสริมการเกษตรที� 0��0000แหล่งที�มา 

http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm  27 มีนาคม ���� 

Boscos, C. M. 2004.  Canine TVT: Clinical findings, Diagnosis and Treatment. The 

29th World Congress of the World Small Animal Veterinary 

Association. 6-9 October 2004. Rhodes, Greece. Available from 

http://www.vin.com/proceedings/Proceedings.plx [Accessed 10 January 2006]. 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที� 25    ฉบับที�  1-2    มี.ค.-ก.ย.  2559                             6                       J. Vet. Biol. Vol. 25   No.1-2   Mar-Sep  2016 

 
“โอ้พระองค์ทรงงานมานานนัก พระทรงพกัวรกายในสวรรค์ 

มวลประชาชาวไทยพร้อมใจกนั อญัเชิญพระองค์ท่านสู่สวรรคาลยัเอย” 
 

ปวงข้าพระพุทธเจ้า ขอน้อมเกล้าน้อมกระหม่อมถวายความอาลัยแด่พระบาทสมเด็จ              

พระปรมินทรมหาภูมิพลอดลุยเดช ด้วยสาํนึกในพระมหากรุณาธิคุณหาที�สุดมิได้ 

  

 วารสารชีวผลิตภณัฑฉ์บบันี� เป็นปีที� 25 ฉบบัที� 1-2 มีนาคม-กนัยายน 2559  เป็นฉบบัรวมเล่มอีกครั� ง 

เหตุผลที�ล่าชา้ เนื�องจากจาํนวนผลงานวิจยัและผลงานวิชาการมีนอ้ย ไม่เพียงพอที�จะตีพิมพล์งวารสารได ้           

ซึ� งทางกองบรรณาธิการตอ้งขออภยัมา ณ ที�นี�ดว้ย 

สําหรับเนื�อหาในวารสารชีวผลิตภณัฑฉ์บบันี�ประกอบดว้ยบทความวิชาการ จาํนวน 1 เรื�อง คือ               

โรคบรูเซลโลซิส โดยสัตวแพทยห์ญิงมนยา เอกทตัร์ ซึ� งเป็นผูเ้ชี�ยวชาญด้านโรคบรูเซลโลซิส และเป็น                 

ผูก่้อตั�งศูนยอ์า้งอิงโรคบรูเซลโลซิส โดย OIE ใหก้ารรับรอง ณ สถาบนัสุขภาพสัตวแ์ห่งชาติ และมีผลงาน

วิชาการ จาํนวน 2 เรื�อง คือ พฒันาวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อยสาํหรับโค กระบือ แพะ แกะ ไทป์โอ ที�ใหค้วาม

คุม้โรคสูง: ความคุม้โรคในโคภายหลงัการฉีดวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อยที�มีปริมาณแอนติเจนต่างกนั และ

การศึกษาสภาวะสัตวอ์มโรคที�ติดเชื�อด้วยไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยในโคและกระบือในประเทศไทย                 

ซึ� งทั�งสองเรื�องนบัวา่เป็นประโยชนส์าํหรับการผลิตวคัซีน การป้องกนั และควบคุมโรคปากและเทา้เปื� อยเป็น

อยา่งยิ�ง 

กองบรรณาธิการ ขอขอบคุณผูอ่้านและนกัวิชาการทุกท่านที�สนใจและใหก้ารสนบัสนุนส่งผลงาน

วิชาการและบทความวิชาการมาเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภณัฑ ์มา ณ ที�นี�  

 

 

           ขอขอบคุณ 

            กองบรรณาธิการ 
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โรคบรูเซลโลซิส 

สพ.ญ.มนยา เอกทตัร์ 

ที�ปรึกษาอธิบดีกรมปศุสตัว ์ดา้นโรคบรูเซลโลซิส 

 

ประวตัขิองโรคบรูเซลโลซิส 
บรู เ ซ ล โล ซิ ส เ ป็ นโ ร ค ที� มี ปร ะ วัติ ย า ว น า น  เ ริ� ม จ า กแ ถ บ เ ม ดิ เ ต อ ร์ เ ร เ นี ย น  Hippocrates  

(400 B.C.) มีรายงานการป่วยจาํนวนมาก ระหว่างศตวรรษที� 17-18 และเรียกชื�อต่างๆกนัตามถิ�นที�พบโรค 

เช่น Malta fever, Mediterranean fever, Rock fever of Gibraltar, Cyprus fever, Danube fever เป็นตน้   

ปี ค.ศ.01810 (พ.ศ.02353)   Sir William Burnett  นายแพทยข์องกองทพัเรือองักฤษ  เป็นแพทย ์             

คนแรกที�จาํแนกชนิดของการเป็นไขข้องลกูเรือในแถบเมดิเตอร์เรเนียน  

ปี ค.ศ.01859 (พ.ศ.02402) Dr.Jeffery Allen Marston นายแพทยข์องกองทพัเรือองักฤษและ            

เป็นผูป่้วย ไดบ้นัทึกอาการป่วยของตนเองที�เป็นไขที้�ผิดปกติเป็นเวลา 30-90 วนั  

วนัที� 9 กรกฎาคม ค.ศ.01887 (พ.ศ.02430)  Sir David Bruce  นายแพทยข์องกองทพัเรือองักฤษ               

ไปปฏิบติัการที�เกาะมอลตา ไดพ้บเชื�อจุลชีพที�เป็นสาเหตุของ Malta fever โดยการเพาะแยกเชื�อจากมา้มของ

ทหารเรือองักฤษที�ป่วยและเสียชีวิตเนื�องจากโรคนี�  ไดต้ั�งชื�อวา่ Micrococcus melitensis      

ปี ค.ศ.01895 (พ.ศ.02438) Professor0Dr. 0L. 0F. 0Bernhard0Bang00สัตวแพทยช์าวเดนมาร์ก ดา้น                     

พยาธิวิทยาและแบคทีเรียวิทยา  ได้พบเชื� อแบคทีเ รียที� เ ป็นสาเหตุของโรคในโค  จึงเ รียกชื� อว่า                  

Bacillus0abortus0 (Brucella0abortus)  ในขณะที�ทาํการศึกษาการแทง้ติดต่อในโคของประเทศเดนมาร์ก 

มากกว่าศตวรรษ  นอกจากนี� ยงัพบเชื�อที�ทาํใหเ้กิดโรคในมา้ แกะ  แพะ ซึ� งไดรู้้จกัและตั�งชื�อของโรคนี� ว่า 

“Bang’s disease” 

ปี ค.ศ. 1914 (พ.ศ. 2457) ในประเทศสหรัฐอเมริกา มลรัฐอินเดียนา Trum ไดแ้ยกเชื�อแบคทีเรีย จาก

ตวัอ่อนของลกูสุกรที�แทง้  จึงเรียกชื�อวา่ B. suis  

ปี ค.ศ. 1920 (พ.ศ. 2463) Dr. Alice Evans  นกัแบคทีเรียวิทยาชาวอเมริกนัไดค้น้พบการเชื�อมโยง

ของโรคนี�ระหวา่งคนและสตัว ์ รูปร่างลกัษณะและพยาธิสภาพของเชื�อโรคมีลกัษณะเหมือนกนัมากระหว่าง  

Bang’s Bacterium abortus และ Bruce’s Micrococcus melitensis   ดงันั�นชื�อของ Sir David Bruce  จึงได้

นาํมาเป็นชื�อสายพนัธ์ุของเชื�อ และยงัคงใชอ้ยูจ่นถึงปัจจุบนั 

ปี ค.ศ. 1930 (พ.ศ. 2473) ชื�อของโรคเปลี�ยนจาก “Bovine infectious abortion” เป็น“Bang’s 

disease” และคณะกรรมการสัตวแพทยสมาคมของสหรัฐอเมริกาได้ใช้เชื� อที�มีความรุนแรงตํ�าชื�อว่า                       

B. abortus strain 19 ผลิตวคัซีนเพื�อใชใ้นการควบคุมโรคบรูเซลโลซิสในโค 
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ปี ค.ศ. 1934 (พ.ศ. 2477) ประเทศสหรัฐอเมริกาไดป้ระกาศจดัตั�ง “State Federal Brucellosis 

Eradication Program” ซึ� งส่วนหนึ� งของโปรแกรมดงักล่าวจะดาํเนินการลดจาํนวนโคที�เป็นโรค โดยมี              

การทดสอบโรค  การทําลายสัตว์ที� มีผลบวกทางซีรัมวิทยา และการจ่ายค่าชดเชยโดยรัฐบาลในการ                 

ทาํลายสัตว ์ แต่พบมีปัญหาค่อนขา้งมาก   ต่อมาในปี ค.ศ. 1941 (พ.ศ. 2484) จึงไดเ้ริ�มดาํเนินการฉีดวคัซีน   

บรูเซลโลซิส สเตรน 19 เกือบทั�วประเทศ พร้อมทาํเครื�องหมายสตัวที์�ไดรั้บการฉีดวคัซีนแลว้     

ปี ค.ศ. 1953 (พ.ศ. 2496) ในประเทศออสเตรเลีย และนิวซีแลนด ์  Buddle และ Boyes ไดแ้ยกเชื�อ  

B. ovis  จากแกะที�เป็น epididymitis  

ปี ค.ศ. 1966 (พ.ศ. 2509) ที�ประเทศสหรัฐอเมริกา Carmichael เพาะแยกเชื�อ B. canis ไดจ้ากลกูสุนขั

ที�แทง้  

สาเหตุของโรค 
 เ ชื� อบรูเซลลา  เป็นเชื� อแบคทีเรียรูปร่างทรงแท่งสั� นและค่อนข้างเกือบกลม (coccobacilli)                

ยอ้มติดสีแกรมลบ (gram negative) มีความยาวประมาณ 0.3-2.3 ไมโครเมตร ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคลื�อนที� 

(non-motile) และอาศยัภายในเซลล ์(intra-cellular bacteria) บางครั� งอาจพบเชื�อนอกเซลลไ์ด ้ นอกจากเชื�อ

จะทาํใหเ้กิดการแทง้ลูกในสัตวแ์ลว้ เชื�อ B.0abortus ที�พบในโค-กระบือ  B. melitensis ที�พบในแพะ  และ             

B. suis ที�พบในสุกร ยงัเป็นเชื�อก่อโรคที�มีอนัตรายต่อคน โดยทาํใหค้นที�ติดเชื�อมีไขสู้ง หรือมีการติดเชื�อ

เฉพาะที� เช่น กระดูก เนื�อเยื�อ และอวยัวะในระบบต่างๆ 

ตารางที� 1  สายพนัธ์ุเชื�อบรูเซลลาที�ก่อโรคในสตัวแ์ละคน (OIE, 2009a; *Allix et al., 2008) 

      Species   Biovar/Serovar      Natural Host   Human Pathogen 

B. abortus  1-6, 9, (7)* cattle yes,  moderate 

B. melitensis 1-3 goats, sheep yes,  high 

B. suis 1,3 swine yes,  high 

 2 hare yes,  low 

 4 reindeer, caribou yes,  moderate 

 5 wild rodents (Russia) yes,  high 

B. canis none dogs, other canids yes,  low 

B. ovis none sheep no 

B. neotomae none desert wood rat unknown 

B. ceti - cetaceans high ? 

B. pinnipedialis - pinnipeds high ? 

B. microti - voles-foxes (central EU) unknown 
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ลกัษณะและคุณสมบัตขิองเชื�อบรูเซลลา 

จีโนมของเชื�อบรูเซลลา ประกอบดว้ยไมโครโซม 2 สาย ขนาด 2.1 และ 1.5 เมกกะเบส  ไม่มี     

พลาสมิด ในเชื�อบรูเซลลาที�ต่างสายพนัธ์ุกนัจะมีลาํดบัเบสของสารพนัธุกรรมที�เหมือนกนัมากกว่า 95%               

ทาํใหมี้การจดัสายพนัธ์ุ และจาํแนกเป็น biovars สาํหรับสายพนัธ์ุอื�นๆที�พบในเวลาต่อมาไม่มีการจดั biovars 

จากการที�เชื�อบรูเซลลา มีความใกลชิ้ดกนัมากจึงมีการสันนิษฐานว่าเชื�อในกลุ่มนี�มาจากตน้กาํเนิด (stem or 

progenitor) เดียวกนั และจากการศึกษาเชื�อบรูเซลลา ในแต่ละสายพนัธ์ุเพื�อดูความหลากหลายทางชีวภาพนั�น

พบว่ามีการเปลี�ยนแปลงนอ้ยมาก (Gandara et al., 2001) และมีความใกลชิ้ดกนั ความแตกต่างระหว่าง               

สายพนัธ์ุจะมีประโยชน์มากในการติดตามเส้นทางการเปลี�ยนแปลงของเชื�อซึ� งจะรวมถึงการมี biovars ที�

แตกต่างกันในแต่ละสายพันธ์ุ ลักษณะของโคโลนีที�พบเมื�อมีการเพาะแยกเชื� อ การเปลี�ยนแปลงทาง 

metabolic การเจริญเติบโตของเชื�อบนอาหารเลี�ยงเชื�อที�มีสี basic fuchsin และ thionin  ตอ้งการ CO2 และ 

ซีรัมในการเจริญเติบโต (การเพาะเชื�อจากตวัอย่างในครั� งแรก) ความไวต่อ Brucella bacteriophage และ 

ธรรมชาติของเชื�อที�ชอบ host ที�แตกต่างกนั (OIE, 2009a) ซึ� งคุณสมบติัต่างๆ เหล่านี�นาํมาใชใ้นการจาํแนก

ชนิดเชื�อบรูเซลลา 

Brucella abortus 

เป็นสาเหตุหลกัในการเกิดโรคบรูเซลโลซิสในโค เชื�อจะอยู่เฉพาะที� เช่น ที�ต่อมนํ� าเหลืองต่างๆ              

เตา้นมและต่อมนํ�าเหลืองที�เตา้นม และระบบอวยัวะสืบพนัธ์ุทั�งเพศผูแ้ละเมีย เชื�อ B. abortus  ทุกสายพนัธ์ุ 

รวมทั�ง strain 19 จะทาํใหเ้กิด necrotizing orchitis ในโคเพศผูแ้ละมกัเป็นแบบเฉียบพลนั อาจเป็นขา้งเดียว

หรือสองขา้ง ถุงหุ้มอณัฑะบวมและมีการอกัเสบที�เยื�อหุ้มทาํให้ช่องว่างระหว่างเยื�อหุ้มแคบลง พร้อมทั�ง               

มีเลือดออก และมี fibrinopurulent exudate เกิด necrotic foci ที� testicular parenchyma นอกจากนี�ยงัพบ                 

การเสื�อมสลายของ prostatic epithelium และเมื�อมีการติดเชื�อที� reproductive tract จะส่งผลทาํใหน้ํ� าเชื�อ

คุณภาพไม่ดี 

Brucella melitensis 

 เชื�อนี� เป็นสาเหตุหลกัในการเกิดโรคบรูเซลโลซิสในแพะ แกะ ลกัษณะของการเกิดโรคในแพะจะ

คลา้ยกบัการเกิดโรคในโค ในระยะแรกที�เป็น bacteremic phase ในแพะที�ไม่แสดงอาการของโรค เชื�อมกัจะ

อยู่ที�เตา้นมซึ� งจะส่งผลให้เกิด acute mastitis พบ nodule เนื�อเยื�อของเตา้นมอกัเสบทาํให้นํ� านมบางส่วน               

จบักนัเป็นกอ้น และส่วนที�เป็นนํ�าจะใสๆ การแทง้ลูกในระยะทา้ยของการตั�งทอ้งยงัคงเป็นลกัษณะเฉพาะ

ของการเกิดโรคในแพะ 

Brucella ovis 

เชื�อ B. ovis จดัเป็นเชื�อที�มีความรุนแรงนอ้ยที�สุดของสายพนัธ์ุบรูเซลลา แต่มีความสําคญัเพราะ  

เป็นสาเหตุในการเกิด epididymitis ในแกะเพศผู ้การติดต่อของโรคคือทางการผสมพนัธ์ุ เชื�อ B. ovis จะอยู่ที� 
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epididymis และมกัจะอยู่ที�ส่วนปลายทาํใหเ้กิด perivascular edema มี lymphocytes และ monocytes มาอยู่

รวมกนัที� peritubular tissue ส่วน neutrophils ทาํใหเ้กิดการอกัเสบมีหนอง และในที�สุด epithelial cell จะถูก

ทาํลาย  ลูกแกะจากแม่ที�เป็นโรคอาจมีชีวิตอยู่หลงัคลอด ส่วนลูกแกะที�ตายจะพบมีการบวมนํ�า และเนื�อเยื�อ

ต่างๆมีการคั�งเลือด ลกัษณะที�เฉพาะคือ มีแคลเซียมเกาะที�ฝ่าเทา้และขอบกีบ 

Brucella suis 

 สาเหตุของโรคบรูเซลโลซิสในสุกร คือ B. suis ซึ� งลกัษณะของการเกิดโรคจะแตกต่างจากการ             

เกิดโรคในโค แพะ และ แกะ  เชื�อ B. suis จะทาํใหเ้กิดลกัษณะ focal granulomatous reactions ซึ� งในระยะ

ต่อมาจะกลายเป็น coagulative necrosis และรอยโรคจะขยายวงกวา้งไปที�กระดูกและขอ้ต่อ การแพร่โรคที�

พบบ่อยคือการผสมพนัธ์ุ ในสุกรเพศผูที้�เป็นโรคจะเกิด orchitis และ epididymitis พร้อมทั�งปล่อยเชื�อออกมา

กบันํ�าเชื�ออสุจิ ในแม่สุกรที�เป็นโรคจะปล่อยเชื�อออกมาในช่องคลอดอาจนานถึง 2 ½ ปี  

 ลกัษณะพิเศษของรอยโรค คือ granulomatous จะมี histocytic และ epithelioid cells ลอ้มรอบ             

ส่วนตรงกลางมีลกัษณะเป็น caseous หรือ coagulative necrosis ห่อหุม้ดว้ย fibrous capsule  ใน granulomas 

พบ giant cells  เป็นจาํนวนมาก ในกรณีที�มีการติดเชื�อเฉพาะที�ที� synovial membranes มกัพบ exudative 

purulent หรือ fibrinopurulent arthritis  

Brucella canis 

 เชื�อ B. canis เป็นสาเหตุของการแทง้ และ epididymitis ในสุนขั ในเพศผูที้�ติดโรคจะพบ testicular 

arthrophy0และเป็นหมนั0การติดต่อของโรคทางปากนั�นจะมีผลต่อ retropharyngeal lymph nodes และหาก

ติดต่อทางการผสมพนัธ์ุก็จะมีผลต่อ superficial inguinal และ iliac lymph nodes   ต่อมนํ�าเหลืองเหล่านี�จะ

บวมและขยายใหญ่ ในสุนขัที�มีความไวต่อการติดโรค มีระยะของ bacteremic phase ประมาณ 1-3 สัปดาห์

หลงัจากการติดเชื�อและอาจนานหลายเดือนถึงหลายปี การติดเชื�อในขณะที�สุนขัตั�งทอ้งจะพบรกอกัเสบ              

ตวัอ่อนติดเชื�อ และมดลูกอกัเสบเรื� อรัง ในตวัอ่อนที�ติดเชื�อจะพบ granulomatous pneumonia  เยื�อบุหวัใจ

อกัเสบ ตบัอกัเสบ และไตอกัเสบ ส่วนในเพศผูห้ลงัจากไดรั้บเชื�อโดยการกินจะพบถุงอณัฑะบวมหลงัจาก

ไดรั้บเชื�อ ประมาณ 3-5 สปัดาห ์ 

Polysaccharides ของเชื�อบรูเซลลา 

Polysaccharides ของเชื�อบรูเซลลา ประกอบดว้ย O-Polysaccharides (OPS) มี N-acylated 

derivatives ของ 4-amino-4, 6-dideoxy-∞-D-manno-pyranosyl  และ Polysaccharides ชนิดอื�นๆ คือ 

Polysaccharides B เป็นชนิดที�มีนํ�าหนกัโมเลกลุนอ้ย และ Native hapten  

ส่วนที�เป็น outer membrain protein ของเชื�อจะเป็น protein แอนติเจนที�ใหภู้มิคุม้กนั หรือเหมาะสม

สําหรับใช้เป็นแอนติเจนในการชนัสูตรโรค แอนติเจนของเชื�อที�ทาํให้เกิดการตอบสนองของแอนติบอดี                

ที�สาํคญั คือ lipopolysaccharide (LPS)  ซึ� งประกอบดว้ย polysaccharide A, M และ A and M epitopes                  
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เชื�อ B. abortus, B. melitensis และ B. suis จะประกอบดว้ย carbohydrate ที�เหมือนกนัเป็นส่วนใหญ่  ดงันั�น

ในการตรวจทางซีรัมวิทยาสําหรับ Smooth Brucella จะสามารถใชแ้อนติเจน smooth lipopolysaccharide 

(sLPS) ร่วมกนัได ้ส่วนเชื�อบรูเซลลาสายพนัธ์ุที�เป็นชนิด Rough strain เช่น B. ovis หรือ B. canis จะตอ้งใช ้

rough lipopolysaccharide เป็นแอนติเจนในการทดสอบ ไม่สามารถจะใชช้นิด sLPS ได ้ 

เชื�อบรูเซลลา ชนิด rough strain จะไม่มี OPS หรือมีในปริมาณที�นอ้ยมากจึงมกัจะมีความรุนแรง

นอ้ยกว่าเชื�อชนิด smooth strain และ complement จะทาํลายเชื�อไดโ้ดยง่าย แต่ก็ยงัมีบางสายพนัธ์ุที�เป็น                

เชื�อชนิด rough strain ทาํใหเ้กิดโรคได ้เช่น B. canis และ B. ovis  

ความคงทนของเชื�อบรูเซลลา 

เชื�อบรูเซลลาสามารถมีชีวิตอยู่ไดน้านในฝุ่ นละออง  มูลสัตว ์ นํ� า  นํ� าจากฟาร์มเลี�ยงสัตว ์ดิน เนื�อ 

ลูกสัตวแ์ทง้ และผลิตภณัฑ์จากนม  ระยะเวลาที�เชื�อมีชีวิตจะนานมากหรือน้อย  จะเปลี�ยนแปลงไปตาม

ธรรมชาติของสิ�งที�เชื�อปนเปื� อน  ปริมาณของเชื�อ  อุณหภูมิ  ความเป็นกรด-ด่าง แสงแดด  การปนเปื� อนดว้ย

เชื�อจุลชีพอื�นๆ   

ตารางที� 2  ระยะเวลาที�เชื�อ B. abortus หรือ B. melitensis มีชีวิตในสิ�งต่างๆ 

    สิ�งที�เชื�ออาศยัอยู ่ อุณหภูมิ/สิ�งแวดลอ้ม เวลามีชีวิตอยูร่อด 

B. abortus   

ผิวหนา้วสัดุแขง็ <30 oC, แสงแดด  4-5 ชั�วโมง 

นํ�าประปา - 4 oC 114 วนั 

นํ�าในทะเลสาบ           37 oC, pH 7.5   <1 วนั 

นํ�าในทะเล 8 oC, pH 6.5 >57 วนั 

ดิน-แหง้ ~20 oC   <4 วนั 

ดิน-เปียกชื�น <10 oC 66 วนั 

ปุ๋ยมลูสตัว ์ ฤดูร้อน 1 วนั 

มลูสตัว ์ ฤดูหนาว 53 วนั 

นํ�าจากฟาร์มเลี�ยงสตัว ์ ในถงัที�อุณหภูมิหอ้ง  49 วนั 

นํ�าจากฟาร์มเลี�ยงสตัว ์ ในถงัที�อุณหภูมิ 12 oC >8 เดือน 

B. melitensis   

อาหารเลี�ยงเชื�อเหลว pH >5.5 >28 วนั  

อาหารเลี�ยงเชื�อเหลว pH 5 <21     วนั 

อาหารเลี�ยงเชื�อเหลว pH 4 7 วนั 

อาหารเลี�ยงเชื�อเหลว pH <4 <1       วนั 



 

 

 

 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที� 25    ฉบับที�  1-2    มี.ค.-ก.ย.  2559                             12                       J. Vet. Biol. Vol. 25   No.1-2   Mar-Sep  2016 

    สิ�งที�เชื�ออาศยัอยู ่ อุณหภูมิ/สิ�งแวดลอ้ม เวลามีชีวิตอยูร่อด 

เนยแขง็ (ค่อนขา้งนิ�ม) 37 oC 2-3 วนั 

โยเกิร์ต 37 oC 2-3 วนั 

นํ�านม 37 oC 7-24    ชั�วโมง 

 

ระบาดวทิยาของโรคบรูเซลโลซิสในสัตว์ 

สาเหตุและการติดต่อ 

เชื�อบรูเซลลาที�เป็นสาเหตุของโรคบรูเซลโลซิสในสัตวแ์ต่ละชนิดในแต่ละสายพนัธ์ุจะมีความ

แตกต่างกนั ดงันี�   

โค : โรคบรูเซลโลซิสในโคมีสาเหตุจากการติดเชื�อ B. abortus แต่อย่างไรก็ตามโคอาจติดเชื�อ B. melitensis 

ได ้หรือในบางครั� งอาจติดเชื�อ  B. suis   โคและสัตวใ์นตระกูลนี� มีการติดต่อของโรคจากสัตวสู่์สัตวไ์ดโ้ดย

การสัมผสักบัสิ�งต่างๆ ของสัตวที์�เป็นโรคหลงัการแทง้ลูก  แปลงหญา้และโรงเรือนอาจมีการปนเปื� อนเชื�อ  

สัตวจ์ะติดโรคไดโ้ดยการกิน และติดเชื�อจากถงัรีดนมก็อาจเป็นไดโ้ดยการหายใจ ทางเยื�อชุ่ม conjunctiva 

ทางผิวหนงัปนเปื� อน และ ทางเตา้นม การนาํนํ�านมเหลืองมารวมกนัแลว้นาํไปเลี�ยงลูกสัตวแ์รกเกิดก็จะเป็น

ทางหนึ� งของการแพร่โรค  การติดโรคโดยการผสมพนัธ์ุพบว่ามีบทบาทค่อนขา้งนอ้ยในทางระบาดวิทยา

ของโรคบรูเซลโลซิสในโค อย่างไรก็ตามการผสมเทียมอาจจะแพร่โรคไดเ้ช่นกนั ดงันั�นนํ� าเชื�อที�ใช้ใน                

การผสมเทียมจะต้องรีดจากสัตว์ที�ไม่เป็นโรค ระยะฟักตัวของโรคไม่แน่นอน ในกรณีที�มีการติดโรค                       

ในระยะแรกๆ ของการตั�งทอ้งจะพบวา่มีระยะฟักตวันาน 

แพะ-แกะ : สาเหตุของโรคบรูเซลโลซิสส่วนใหญ่เกิดจาก เชื�อ B. melitensis ส่วนเชื�อ B. ovis สามารถทาํให้

เกิดโรคไดใ้นแกะ การติดเชื�อ B. melitensis ในแพะ-แกะ เหมือนกบัในโค แต่การติดต่อจากการผสมพนัธ์ุจะ

มีบทบาทสําคญัมาก การแพร่โรคจะเกิดโดยการคลุกคลีของสัตวใ์นฝงู   การรวมฝงูจากหลายเจา้ของ  และ

จากการซื�อสตัวม์าจากแหล่งที�ไม่มีการคดักรองโรค  การใชพ่้อพนัธ์ุสตัวร่์วมกนักเ็ป็นสาเหตุหนึ�งในการแพร่

โรคระหวา่งฟาร์มได ้ การรวมสตัวเ์ขา้ในฝงูเดียวกนัในตลาดคา้สัตว ์ หรือการนาํสัตวไ์ปแสดงโชว ์ ในแกะ

พบวา่พนัธ์ุของสตัวมี์ส่วนเกี�ยวขอ้งกบัความไวในการติดโรค โดยเฉพาะอยา่งยิ�งแกะพนัธ์ุนมจะมีความไวต่อ

การติดเชื�อ B. melitensis มาก  

ในแพะมีการปล่อยเชื�อ B. melitensis ออกมากบัสารคดัหลั�งจากอวยัวะสืบพนัธ์ุไดน้านมากกว่า 2-3 

เดือน ส่วนในแกะประมาณ 3 สัปดาห์ และสามารถพบเชื�อไดใ้นนํ�านมและนํ�าเชื�ออสุจิ โดยเฉพาะอย่างยิ�ง            

ในแพะจะปล่อยเชื�อไดน้าน หรืออาจจะตลอดชีวิต ในลูกสัตวที์�ไดรั้บนํ�านมจากแม่ที�เป็นโรคอาจพบเชื�อได้

จากมลูของลกูสตัว ์
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ในแกะ เชื�อ B. ovis มีความสาํคญัทางเศรษฐกิจเช่นกนัทาํใหเ้กิด epididymitis, orchitis ในตวัผู ้                   

ขา้งใดขา้งหนึ�งทาํใหเ้ป็นหมนั และพบ B. ovis ในกวางแดง (ประเทศนิวซีแลนด)์ มีการติดต่อจากแกะตวัผู ้

ตวัหนึ�งไปยงัตวัผูอี้กตวัโดยทางออ้ม คือ passive veneral transmission ผ่านทางแกะตวัเมีย จากการทดลอง

ฉีดเชื�อพบระยะฟักตวัอยูร่ะหวา่ง 3-8 สปัดาห์  แกะตวัผูส้ามารถปล่อยเชื�อออกมาเป็นช่วงๆในนํ�าเชื�ออสุจิได้

นานถึง 2-4 ปี หรืออาจนานกว่านี�  ส่วนการติดโรคจากการปนเปื� อนของเชื�อในแปลงหญา้ไม่มีความสาํคญั

มากนกั  

สุกร : เกิดจากการติดเชื�อ B. suis การติดต่อของโรคเกิดจากการสัมผสัโดยตรงกบัแม่สุกรที�เพิ�งแทง้ใหม่ๆ  

โดยการกินอาหารที�ปนเปื� อนเชื�อ  หรือสัมผสักับสิ� งแวดลอ้มที�มีการปนเปื� อน อย่างไรก็ตามการติดต่อ

ทางการผสมพนัธ์ุก็มีความสําคญัมาก โรคบรูเซลโลซิสอาจมีการนาํเขา้ฟาร์มไดโ้ดยการใชพ่้อพนัธ์ุร่วมกนั  

หรือการซื�อสตัวที์�เป็นโรคเขา้ฟาร์ม  ระยะฟักตวัของโรคไม่แน่นอน B. suis biovar 1, 3 และ 4 มีความสาํคญั 

และรุนแรงมากในคน ส่วน0biovar 2 เป็นสายพนัธ์ุที�อนัตรายต่อคนเช่นกันแต่ยงัมีรายงานการเกิดโรค

ค่อนขา้งนอ้ย 

สุนัข : เกิดจากการติดเชื�อ B. canis  ที�เป็นปัญหาสาํคญัคือมีการปนเปื� อนเชื�อที�บา้นของสุนขัพ่อ-แม่พนัธ์ุ                 

มีการแพร่โรคโดยการสัมผัสกับลูกสัตว์ที� เ พิ� งแท้ง หรืออาหาร  และสิ� งแวดล้อมที�ปนเปื� อนจาก 

การแทง้ลูก  หรือสารคดัหลั�งต่างๆ  การผสมพนัธ์ุก็เป็นวิธีการหนึ�งที�สาํคญัในการแพร่โรค   และสัตวต์วัผู ้

สามารถจะปล่อยเชื�อในปริมาณที�มากในนํ�าเชื�อ  ในบางครั� งอาจพบเชื�อในปัสสาวะ และในบางประเทศที�พบ

เชื�อ B. canis ในสุนขัมกัจะพบการติดโรคในคน และปรากฏอย่างชดัเจนว่ามีสาเหตุจาก B. canis แต่ไม่บ่อย

นกั ในสุนขัพบว่าอาจมีโอกาสติดเชื�อ B. abortus, B. melitensis หรือ B. suis จากสัตวเ์คี�ยวเอื�อง หรือแม่สุกร

ที�แทง้  โดยทั�วไปมกัจะติดต่อโดยการกินส่วนต่างๆ จากลูกสัตวที์�แท้ง  หรือรก เชื�อจะถูกปล่อยออกมา                   

ซึ� งจะเป็นอนัตรายต่อคนและปศุสตัวอื์�นๆได ้

สัตว์เลี�ยงลูกด้วยนมที�อาศัยอยู่ในนํ�า : โรคบรูเซลโลซิสในสัตวที์�เลี�ยงลูกดว้ยนํ�านมที�อาศยัอยู่ในนํ�า เริ�มพบ

โรคในสัตวน์ํ� าในปี ค.ศ. 1991  ในโลมาที�แทง้ลูก  ต่อมาไดมี้การศึกษาในสัตวน์ํ� าอย่างต่อเนื�องและพบว่า

ส า ม า ร ถ จ ะ ติ ด ต่ อ ไ ป ถึ ง ค น ไ ด้  ร ว ม ทั� ง ผู ้ป ฏิ บั ติ ง า น ใ น ห้อ ง ป ฏิ บั ติ ก า ร  แ ล ะ ไ ด้ มี ก า ร ตั� ง ชื� อ 

เชื�อบรูเซลลา อีก 2 สายพนัธ์ุ คือ B. ceti  พบในวาฬ โลมา และนาก อีก 1 ชนิดคือ B. pinnipedialis  มกัพบใน

แมวนํ� า สิงโตทะเล รอยโรคพบมีความรุนแรงมากที� central nervous system (CNS) คือ hyperemic 

meningeal blood vessels  การติดต่อมีลกัษณะเช่นเดียวกบัสตัวบ์ก คือ สามารถติดต่อไดท้าง placenta จากแม่

สู่ลกู และเชื�อบรูเซลลาบางสายพนัธ์ุในสัตวน์ํ� าที�เลี�ยงลูกดว้ยนมชนิดอื�นๆ จะไม่เป็นอนัตรายต่อคน (Foster, 

2008; Gonzalez-Barrientos et al., 2008) นอกจากนี�ยงัสามารถแยกเชื�อบรูเซลลาไดจ้ากเนื�อเยื�อปกติทั�วไป  

โรคบรูเซลโลซิสจะมีผลกระทบมากในสัตว์สัตว์เลี� ยงลูกด้วยนมที�อาศัยอยู่ในนํ� าที� มีจาํนวนน้อยและ                 
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ใกลสู้ญพนัธ์ุ (Maui’s dolphin ที�ประเทศนิวซีแลนด ์เหลืออยู่ประมาณ 100 ตวั) เนื�องจากลูกตายเมื�อแรกเกิด 

สตัวบ์กสามารถจะติดเชื�อจากสตัวเ์ลี�ยงลกูดว้ยนมที�อาศยัอยูใ่นนํ�าไดซึ้�งอาจจะเกิดขึ�นโดยบงัเอิญ 

การติดต่อของโรคยงัมีขอ้มูลนอ้ยมากอาจติดต่อโดยการสัมผสัโดยตรงเช่นเดียวกบัสัตวบ์ก หรือ

โดยการผสมพนัธ์ุ เพราะสามารถเพาะแยกเชื�อไดจ้ากอวยัวะสืบพนัธ์ุของสัตวจ์าํพวก caetacean (โลมา วาฬ 

และนาก) นอกจากนี� อาจติดต่อได้ทางนํ� านมหรือทางรก ดังนั�นไม่ว่าจะสัมผสัโดยตรงหรือโดยออ้ม                    

สตัวเ์หล่านี�กจ็ะติดโรคได ้ระยะฟักตวัของโรคยงัไม่มีขอ้มลูที�ชดัเจน  

สัตว์ปีก : การเลี�ยงสัตวปี์กรวมกบัโค แพะ แกะ จะทาํให้สัตวปี์กมีโอกาสเป็นโรคบรูเซลโลซิสได ้ซึ� งไดมี้

การศึกษาในประเทศไนจีเรียโดยศึกษาทางซีรัมวิทยาในไก่ พบให้ผลบวก 2.6-3 % เนื�องจากไก่เหล่านี� ได้

สมัผสักบัโค และแพะที�เป็นโรค (Junaidu et al., 2006)  

ความแตกต่างของพันธ์ุสัตว์ : ความแตกต่างกันของแต่ละสายพันธ์ุสัตว์ เช่น พันธ์ุของโคที� ต่างกัน                         

เมื�อพิจารณาความไวในการติดโรคยงัมีขอ้มูลที�ไม่ชดัเจน โค แพะ แกะ และสุกร ที�เจริญเติบโตเต็มวยัจะมี

ความไวในการติดโรคมาก ส่วนในสตัวที์�มีอายนุอ้ยๆ มกัจะทนต่อโรค  ถึงแมว้า่ในฟาร์มที�มีการจดัการฟาร์ม

ดีและความเสี�ยงในการติดโรคมีนอ้ยมาก อยา่งไรกต็ามสตัวที์�มีโรคแฝง หรือสตัวที์�ไม่แสดงอาการของโรคก็

จะมีโอกาสพบไดใ้นฟาร์ม ซึ� งเป็นผลมาจากการติดโรคทางรก หรือการติดโรคในระยะแรกที�มีการตกลูก 

สัตวเ์หล่านั�นจะยงัคงเป็นโรคไปตลอดชีวิตโดยมีผลการทดสอบทางซีรัมวิทยาเป็นลบแมว้่าต่อมาจะมี                 

การแทง้ลกู หรือมีการตกลกูตามปกติ ซึ�งเรียกวา่ latent infection และสตัวเ์หล่านี�อาจจะแสดงอาการของโรค

และเป็นแหล่งโรคได้เมื�อเจริญเติบโตเต็มวยั ซึ� งอาจพบได้ในรุ่นลูกประมาณ 5% ของแม่โคที� เป็นโรค 

สาํหรับในแกะมีรายงานการพบ latent infection ดงักล่าว ส่วนปัญหาเหล่านี� ในสัตวอื์�นๆ ยงัไม่อาจประมาณ

ได ้  การเสริมสร้างภูมิคุม้กนันั�นจะมีผลเป็นอย่างมากในสัตวที์�มีความไวต่อการติดโรค การฉีดวคัซีนในโค

ดว้ย B. abortus สเตรน 19 หรือ RB 51 หรือ ฉีดวคัซีน B. melitensis Rev 1 ในแพะ แกะ จะสามารถลด              

ความไวในการติดโรคได้ถึง 1,000 เท่า หรือมากกว่าจากการที�ติดโรคในสายพนัธ์ุที�เหมือนกนั วคัซีน                      

B. abortus สเตรน 19 ในโคไม่สามารถจะใหภู้มิคุม้กนัต่อตา้นเชื�อ B. melitensis ได ้อย่างไรก็ตามขอ้มูล              

การใชว้คัซีน B. melitensis Rev 1 ป้องกนัโรคในโคมีนอ้ยมาก ประสิทธิภาพของวคัซีนต่อเชื�อ B. melitensis 

ในบางพื�นที�ที�พบโรคบรูเซลโลซิสมีอยู่ทั�วไปยงัคงไม่มีความชดัเจน สายพนัธ์ุของเชื�อที�ผลิตวคัซีนจะตอ้ง

เชื�อถือไดแ้ละมาจากแหล่งขององคก์รระหว่างประเทศ และอาจเป็นไปไดที้�เชื�อ B. melitensis สามารถมีชีวิต

อยู่รอดไดจ้ากภูมิตา้นทานที�สร้างขึ�นจากวคัซีนที�ใชอ้ย่างไรก็ตามความแตกต่างของคุณภาพของวคัซีนจะมี

ผลต่ออตัราของการสร้างภูมิคุม้กนัต่อโรค ในปัจจุบนัวคัซีน B. melitensis Rev 1 ที�ใชใ้นการสร้างภูมิคุม้กนั

ต่อเชื�อ B. melitensis ในหลายประเทศให้ผลดี มีขอ้คาํแนะนาํในการใชว้คัซีนคือจะใชต่้อเมื�อไม่สามารถ

ควบคุมการติดเชื�อในฝงูสตัวไ์ด ้ 
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พยาธิกาํเนิด 

การตดิเชื�อที�ชั�นเยื�อเมอืกและต่อมนํ�าเหลอืง 

เชื�อบรูเซลลาเป็นเชื�อแบคทีเรียชนิด intracellular gram negative เมื�อเขา้สู่ร่างกายจะทาํใหเ้กิดการ

อักเสบแบบ granulomatous0inflammation ที�  lymphoid0tissue หรืออวัยวะที� มีส่วนประกอบของ 

reticuloendothelial  cells ความรุนแรงของการติดเชื�อขึ�นอยูก่บัปริมาณและชนิดของเชื�อ อายุ เพศ พนัธ์ุ ภาวะ

ของระบบสืบพนัธ์ุ และความตา้นทานของสัตว ์เมื�อเชื�อเขา้สู่ร่างกายสัตวจ์ะเกาะติดกบัผิวของเยื�อเมือกต่างๆ

ของร่างกายในลกัษณะที�เรียกว่า “niche” หลงัจากที�เชื�อบรูเซลลา ผ่านระบบป้องกนัของชั�นใตเ้ยื�อเมือก

ออกมาไดเ้ชื�อจะกระจายไปตามระบบนํ�าเหลืองเขา้ไปในต่อมนํ�าเหลืองบริเวณใกลเ้คียง พบว่าต่อมนํ�าเหลือง

ดงักล่าวจะขยายตวัขึ�นเนื�องจากการเพิ�มจาํนวนของ lymphoid และ reticuloendothelial cells รวมทั�งเซลลต่์างๆ

ที�มาตอบสนอง และจะพบการอกัเสบแบบ granulomatous inflammation ซึ� งประกอบดว้ย macrophages และ 

epithelioid cells นอกจากนี�จะพบ neutrophils และ  eosinophils รวมกลุ่มอยู่ขา้งๆเส้นเลือดในต่อมนํ�าเหลืองและ

ใน capsule ที�ห่อหุ้มต่อมนํ� าเหลือง เมื�อเชื�อบรูเซลลาเข้าต่อมนํ� าเหลืองแต่ไม่ถูกทําลายจะคงอยู่ในร่างกาย 

(persistence)  และผ่านเขา้ไปในกระแสเลือดตวัเชื�อจะอาศยัอยู่ใน neutrophils และ macrophages เพื�อเป็นเกราะ

กาํบังป้องกันตัวเองจาก humoral และ cellular mechanism หลงัจากนั�นจะกระจายไปทั�วร่างกายเกิดภาวะ 

bacteremia ในระยะนี�มกัจะแยกเชื�อไดจ้าก lymphoid tissue เตา้นม อวยัวะสืบพนัธ์ุ และอาจเพาะแยกเชื�อไดจ้าก

ไขกระดูก ขอ้ ตา และสมอง 

การตดิเชื�อที�ระบบสืบพนัธ์ุ 

การติดเชื�อในระบบสืบพนัธ์ุทั�งเพศเมียและเพศผูค้าดว่าเป็นผลมาจาก specific tropism ของเชื�อต่อ

เนื�อเยื�อระบบสืบพนัธ์ุซึ� งมี erythritol ความเขม้ขน้สูง ในสัตวเ์คี� ยวเอื�องและสุกร ซึ� งสาร erythritol จะเป็น

ตวัเร่งการเจริญเติบโตของเชื�อ B. abortus บางตวั ส่วนสายพนัธ์ุอื�นๆ และ B. abortus strain 19 สาร erythritol 

จะไม่เร่งการเจริญเติบโตของเชื�อ แต่อยา่งไรกต็ามเนื�อเยื�อของระบบอวยัวะสืบพนัธ์ุที�ไม่พบสารนี�ยงัคงทาํให้

เกิดการติดเชื�อ และแทง้ได ้ 

การตดิเชื�อที� chorioallantoic membrane  

สาํหรับในไข่ไก่ฟักที�ติดเชื�อ B. abortus จะพบว่าเชื�อเจริญเติบโตไดที้� mesenchymal, mesothelial, 

yolk endodermal และเซลลต์บัของไข่ไก่ฟักในส่วนของ rough endoplasmic reticulum  เช่นกนั จากตาํแหน่ง

และปริมาณเชื�อในเซลลที์�แตกต่างกนัและจากการที�เชื�ออยู่ที� phagosomes ของ macrophages เขา้ใจกนัว่า             

อาจเนื�องจาก chorionic0trophoblasts เป็น metabolically0active0cells ซึ� งทาํใหส้ามารถสร้างฮอร์โมน และ     

สารคดัหลั�งไดห้ลายชนิดอนัจะส่งผลใหเ้ป็นการกระตุน้การเจริญเติบโตของเชื�อบรูเซลลา  
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อาการและรอยโรค 

สัตวที์�เป็นโรคบรูเซลโลซิสมกัจะไม่แสดงอาการ แต่หากแสดงอาการของโรคจะพบอาการที�เป็น

ลกัษณะเฉพาะแต่ไม่จาํเพาะ คือการแทง้ลูกหรือการตกลูกก่อนกาํหนด และรกคา้ง สัตวส่์วนใหญ่ที�เป็นโรค

มกัพบมีการแทง้ลูกเพียงครั� งเดียว หรืออาจไม่มีการแทง้ลูก ในบางพื�นที�อาจไม่พบการแทง้ลูก เช่น ในพื�นที�

บางส่วนของอาฟริกาพบอาการของโรค คือ พบฝีหนองเป็นส่วนใหญ่ ทั�งในสัตวที์�เลี�ยงเฉพาะที�และที�เลี�ยง

เร่ร่อน ความรุนแรงของโรคบรูเซลโลซิสขึ�นกบัหลายปัจจยั เช่น มีการฉีดวคัซีน อายุ เพศ และการจดัการ 

เช่น ขนาดของฝูง/ฟาร์ม ความหนาแน่นในฝูง อาการที�พบบ่อยในสัตวที์�ไม่ได้ฉีดวคัซีนคือสัตวแ์ทง้ลูก 

พร้อมทั�งปล่อยเชื�อออกมาในปริมาณสูง เชื�อจะอยู่ที�เนื�อเยื�อและสารคดัหลั�งในขณะที�ตั�งทอ้ง เตา้นม และ 

ต่อมนํ�าเหลืองต่างๆ ที�บริเวณใกลเ้คียง 

โค กระบือ :  โดยทั�วไปโค กระบือ ที�ไดรั้บเชื�อ B. abortus ก่อนการตั�งทอ้ง และไม่ไดรั้บการฉีดวคัซีน

ป้องกนัโรคบรูเซลโลซิส จะทาํใหเ้กิดการแทง้ลูกในโคในระยะที�สามของการตั�งทอ้ง  ส่วนโคที�ไดรั้บเชื�อ

ในขณะตั�งทอ้งซึ� งเป็นระยะที�อนัตรายจะพบการแทง้ลูกประมาณ 80% ในระยะสัปดาห์ที�สองถึงเดือนที�ห้า

หลงัจากได้รับเชื�อ โดยเชื�อจะผ่านทางเยื�อชุ่มและจะไปทาํให้รกอกัเสบ หากมีการแท้งอย่างเฉียบพลนั

หลังจากได้รับเชื�อจะพบว่าลูกที�แท้งออกมามีลกัษณะเป็นปกติ  หากลูกตายในท้อง (stillbirth) และ                         

ไม่สามารถขบัออกไดใ้นระยะเวลาที�ควรจะเป็นจะพบลูกสัตวเ์น่าและมีสีคลํ�า ในบางครั� งพบว่าสัตวแ์ทง้ลูก

ในระยะปลายหรือคลอดไดแ้ต่ลูกตาย หรืออาจคลอดลูกตามปกติแต่ลูกสัตวอ่์อนแอ  บ่อยครั� งที�พบว่าสัตวที์�

เป็นโรคมีรกคา้ง นํ�านมลด และเตา้นมอกัเสบ ที�เตา้นมจะมีเชื�ออยูต่ลอดโดยเฉพาะอย่างยิ�งในแม่โคจึงทาํใหมี้

การปล่อยเชื�อออกมากบันํ�านมได ้ในสัตวที์�แทง้ลูกแลว้ หลงัจากนั�นจะมีระยะที�เป็นหมนัชั�วคราวและต่อมา

สัตวจ์ะมีการตั�งทอ้งไดต้ามปกติซึ� งจะมีเพียง 5% เท่านั�นยงัคงเป็นหมนัต่อไป ในโคส่วนใหญ่จะปล่อยเชื�อ

ออกมาพร้อมกบันํ�านมตลอดชีวิตที�เป็นโรค  

แพะ แกะ : สาเหตุหลกัของการแทง้ลกูในแพะ-แกะ คือ B. melitensis  มีอาการเช่นเดียวกบัโค พบการแทง้ลูก

ในช่วงทา้ยของการตั�งทอ้ง หรืออาจคลอดลูกแลว้ลูกตายหลงัคลอด หรือลูกอ่อนแอ  เชื�อจะผ่านทางเยื�อชุ่ม

และจะไปทาํให้รกอกัเสบ และมีรกคา้ง ในแพะมกัจะพบอาการของขอ้และอณัฑะอกัเสบ  ในแพะตวัเมีย            

ไม่สามารถกาํจดัเชื�อออกไปได ้และจะนาํไปสู่การปล่อยเชื�อไปจนถึงการตั�งทอ้งในครั� งต่อไป ที�เตา้นมจะมี

เชื�ออยูต่ลอดโดยเฉพาะอย่างยิ�งในแม่แพะ ทาํใหมี้การปล่อยเชื�อออกมากบันํ�านมไดเ้ป็นระยะๆ  B. ovis เป็น

สาเหตุที�ทาํให้แกะมีการแทง้ รกอกัเสบ และลูกตายก่อนคลอดไดเ้ช่นกนั อาการที�สําคญั คือ ท่อนาํนํ� าเชื�อ

อกัเสบ (epididymitis) สามารถตรวจพบโรคไดน้านถึง 2 ปี หลงัจากนั�นอสุจิจะกลบัเป็นปกติ การแพร่โรคที�

เกิดจากการผสมพนัธ์ุและจะมีการปล่อยเชื�อไดย้าวนานกวา่ 4 ปี คุณภาพของนํ�าเชื�อจะตํ�าลงอย่างรวดเร็ว และ

พบเมด็เลือดขาวในนํ�าเชื�อ ในกรณีที�สตัวไ์ม่แสดงอาการของโรคใหเ้ห็น การตรวจหาสัตวที์�ปล่อยเชื�อออกมา

กบันํ�าเชื�อนั�นตอ้งทาํการเกบ็ตวัอยา่งส่งหอ้งปฏิบติัการเพื�อเพาะแยกเชื�อเป็นระยะๆ อยา่งต่อเนื�อง  
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สุกร: สาเหตุของโรค คือ B. suis  เชื�อมกัจะอยู่เฉพาะที�และแตกต่างกนั ซึ� งทาํใหก้ารแสดงอาการของโรค

แตกต่างไป  การแทง้ลูกจะพบสูงถึง 80%  หากแทง้ในระยะแรกๆ ของการตั�งทอ้งการเพาะแยกเชื�อมกัจะ                    

ไม่พบเชื�อในสิ�งส่งตรวจ และจะทาํใหต้อ้งมีการผสมพนัธ์ุซํ� า  พบการเป็นหมนัไดท้ั�งแบบชั�วคราวและถาวร  

ในสุกรพ่อพนัธ์ุพบอณัฑะอกัเสบทั� งข้างเดียวและสองขา้งซึ� งทาํให้สุกรเป็นหมนั อาการอื�นๆ ที�พบ คือ                  

ขาอกัเสบ ขาหลงัเป็นอมัพาต กระดูกสันหลงัอกัเสบ (spondylitis) มดลูกอกัเสบ และมีฝีเป็นหนองตามที�

ต่างๆ ของร่างกาย ระยะฟักตวัตั�งแต่ไดรั้บเชื�อจนกระทั�งแสดงอาการไม่แน่นอน ส่วนการแทง้ลูกจะพบได ้            

ในทุกระยะของการตั�งทอ้ง 

ม้า : มีความไวมากต่อการติดเชื�อ B. abortus  และ B. suis  อาจเกิดจากการติดเชื�อโดยตรง หรือเกิดจากการติด

เชื�อที�บาดแผล อาการที�พบคือ สัตวมี์การอกัเสบบริเวณถุงนํ� าหล่อเลี� ยงภายในที�อยู่เหนือกระดูกสันหลงั 

(supraspinous bursa) โดยผนงัเริ�มหนา และต่อมาจะเป็นลกัษณะที�เรียกว่า Fistulous Withers หรือ Poll Evil  

โดยมีหนองและมีของเหลวขน้เต็มในถุงนํ�าหล่อเลี�ยง (bursa) และขยายใหญ่ขึ�น ต่อมาจะพบการติดเชื�อของ

เชื�อฉวยโอกาส ทาํให ้bursa แตก หนองไหลออกมา ในที�สุดเป็นแผลเรื� อรังและทาํให ้ supraspinous bursa 

พบมีเนื�อตาย ซึ� งในมา้พบเป็นฝีเฉพาะใน bursa เพียงอย่างเดียวโดยไม่มีอาการอื�นๆ ส่วนการติดเชื�อ                      

B. melitensis ในมา้มกัไม่ค่อยพบอาการของขอ้อกัเสบ 

สุนัข : การเป็นโรคบรูเซลโลซิสพบว่าสุนขัมีความไวต่อการติดเชื�อ B. melitensis, B. abortus และ  B. suis 

แต่สาเหตุสาํคญัของการแทง้ลูก คือ B. canis  ในสุนขัพบการแทง้ลูกในระยะทา้ยของการตั�งทอ้ง พร้อมทั�งมี

ส า ร คั ด ห ลั� ง อ อ ก ม า จ า ก ช่ อ ง ค ล อ ด ต ล อ ด เ ว ล า  จ ะ พ บ เ ชื� อ แ บ ค ที เ รี ย น า น ถี ง  18 เ ดื อ น 

หลงัจากไดรั้บเชื�อ อาการอื�นๆที�พบคือ ลูกตายในทอ้ง ผสมไม่ติด ต่อมนํ�าเหลืองอกัเสบ ท่อนาํนํ�าเชื�ออกัเสบ 

เนื�อเยื�อหุม้อณัฑะอกัเสบ (periorchitis) และ ต่อมลกูหมากอกัเสบ (prostatitis) 

สัตว์เลี�ยงลูกด้วยนมที�อาศัยอยู่ในนํ�า : อาการในสัตวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนมที�อาศยัอยู่ในนํ�ายงัมีขอ้มูลนอ้ยมาก อาการ

ของโรคทางระบบอวยัวะสืบพนัธ์ุของ wild marine mammals การเป็นโรคจะประเมินไดค่้อนขา้งยาก การ

แสดงอาการร่วมกับการพบรอยโรคนั� นพบได้ยากมาก แต่ย ังสามารถแยกเ ชื� อบรูเซลลาได้จาก 

อวยัวะสืบพนัธ์ุของสตัวน์ํ�าบางสายพนัธ์ุ และมีรายงานพบโลมาปากขวดไดแ้ทง้ลูกที�มีลกัษณะคลา้ยโรคบรู-

เซลโลซิส และพบรกอกัเสบ  นอกจากนี�ยงัพบอาการ Brucella-associated epididymitis  และอณัฑะอกัเสบ 

โลมาที�แสดงอาการ meningoencephalitis อย่างรุนแรง และเรื� อรังจะพบ non suppurative meningitis, 

periventricular encephalitis และกา้นสมองถูกทาํลาย  ส่วนที�มีอาการในระดบัปานกลางจะพบ fibrosis มีเซลล ์

lymphocytes, plasma cells และ macrophages เขา้มาแทรก พบการอกัเสบของเส้นเลือด ส่วนรอยโรคในอวยัวะ

อื�นๆนั�น มีเพียงเลก็นอ้ยและไม่จาํเพาะต่อโรค ใน minke whales อาจพบมีแคลเซียมมาเกาะที�อณัฑะ หรือเป็น

ลกัษณะ caseation ซึ�งเมื�อตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศนจ์ะพบ chronic purulent หรือ granulomatous orchitis  



 

 

 

 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที� 25    ฉบับที�  1-2    มี.ค.-ก.ย.  2559                             18                       J. Vet. Biol. Vol. 25   No.1-2   Mar-Sep  2016 

สัตว์อื�นๆ : การศึกษาโรคบรูเซลโลซิสในสัตว์ป่ายงัเป็นปัญหา มีการศึกษาทั� งทางซีรัมวิทยา และ 

ชีวโมเลกุลเพื�อทราบถึงชนิดของสายพนัธ์ุของเชื�อบรูเซลลา ซึ� งในการศึกษาจะตอ้งคาํนึงถึงลกัษณะของ                  

ภูมิประเทศที�อาจจะพบลกัษณะที�แตกต่างกนัได ้เช่น อูฐมกัไม่ค่อยแสดงอาการของโรค แต่อูฐที�ติดเชื�อ               

B. 0melitensis จะปล่อยเชื�อบรูเซลลาออกมากบันํ� านม และทาํให้เกิดปัญหาทางดา้นสาธารณสุขที�รุนแรง                

ในบางประเทศที�บริโภคนํ�านมอฐู ในยโุรปพบ B. suis biovar 2 โดยมีหมปู่า และกระต่ายป่าเป็นแหล่งรังโรค 

(Szulowski et al., 2008) ส่วนกวางที�ประเทศนิวซีแลนดที์�ติดโรคบรูเซลโลซิสพบว่าเป็นผลจากการเลี�ยงรวม

กบัแกะ   

 

โรคบรูเซลโลซิสในคน 
โรคบรูเซลโลซิสเป็นโรคระบาดของในสัตวห์ลายชนิดพบไดท้ั�วโลก สาํหรับในคนจะติดโรค โดย

การสัมผสั และการบริโภคผลิตภณัฑที์�ปนเปื� อน หรือการติดโรคโดยเหตุบงัเอิญหรืออุบติัเหตุ เชื�อที�ก่อโรค

และเป็นอนัตรายในคน ไดแ้ก่ B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ceti และ B. pinnipedialis แต่ที�

ก่อโรคในคนรุนแรงมากกวา่สายพนัธ์ุอื�นๆ คือ B. melitensis และ B. suis และปริมาณของเชื�อที�มีเป็นจาํนวน

มากที�ถกูปล่อยออกมาจากสตัวที์�เป็นโรค  

อาการที�พบเริ� มแรกจะพบว่าป่วยมีไข้แบบเฉียบพลนั (acute) หรือเป็นไข้แบบกึ� งเฉียบพลนั                  

(sub-acute) และต่อมาจะมีไขเ้ป็นช่วงๆ หรือเป็นไขขึ้�นๆลงๆ มึน ซึม อ่อนเพลีย เหงื�อออกมาก หนาวสั�น    

ปวดขอ้ นํ� าหนกัลด และปวดตามร่างกายทั�วไป  ถา้หากผูป่้วยไม่ไดรั้บการรักษาที�ถูกตอ้งอาการยงัคงเป็น              

อยู่นานอาจเป็นสัปดาห์หรือเดือน  อาการจะพบได้ในทุกระบบของร่างกาย อาจพบตับ มา้ม และ/หรือ                

ต่อมนํ�าเหลืองบวมโต เริ�มจากมีอาการเฉียบพลนัแลว้ในระยะต่อมาจะเขา้สู่ระยะเรื� อรังเป็นลกัษณะ “chronic 

fatigue syndrome” และ relapse การชนัสูตรโรคที�มีสาเหตุมาจากเชื�อบรูเซลลาจะตอ้งใชก้ารทดสอบทาง

หอ้งปฏิบติัการเพื�อหาเชื�อบรูเซลลา หรือตรวจการตอบสนองที�จาํเพาะต่อเชื�อ 

คนมกัจะติดโรคเนื�องจากการสัมผสั และการบริโภคผลิตภณัฑน์มที�ปนเปื� อน การเกิดโรคในคน

อาจจะมีประโยชน์ คือจะเป็นเครื� องชี� นําว่ามีการติดเชื�อในฝูงสัตว์ และอาจจะเป็นแหล่งข้อมูลสําหรับ                 

การเฝ้าระวงัโรค ในการพิจารณาว่าเกิดโรคเฉพาะที� หรือเกิดที�บริเวณใดจะเป็นสิ�งสําคญัมาก เพราะจะ

เกี�ยวเนื�องไปถึงแหล่งผลิตอาหารวา่ใชว้ตัถุดิบจากภายในประเทศ หรือนาํเขา้จากต่างประเทศ และเชื�อเหล่านี�

ที�ก่อโรคและเป็นอนัตรายไดใ้นคน  

ระบาดวทิยาของโรคบรูเซลโลซิสในคน 

พยาธิกาํเนิด 

เชื�อเขา้สู่ร่างกายทางบาดแผล เยื�อเมือก เยื�อตาขาว ทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ แมมี้ปริมาณเชื�อ

จาํนวน 10-100 เซลล ์ก็สามารถก่อโรคได ้แต่มีระยะฟักตวันาน 1-8 สัปดาห์ การที�เชื�อมี LPS หุ้มทาํให ้               
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ไม่ก่อใหเ้กิดหนองเหมือนกบัแบคทีเรียแกรมลบอื�นๆ จึงเป็นเหตุใหไ้ม่มีไขสู้ง เมื�อเชื�อเขา้ร่างกายแลว้จะมี

เมด็เลือดขาวชนิด polymorphonuclear และ macrophages เขา้มาทาํลายเชื�อ แต่เชื�อสามารถหลบเขา้สู่ระบบ

ทางเดินนํ� าเหลือง และเพิ�มจาํนวนได้อย่างดีที�ไต ตบั มา้ม เต้านม ขอ้ต่อ โดยจะพบลกัษณะที�เป็นก้อน 

granuloma โดยเฉพาะที�มา้ม และ ตบั โรคจะแพร่ในลกัษณะเฉพาะที�และแบบแพร่กระจาย การกาํจดัเชื�อ

จาํเป็นตอ้งใชก้ารตอบสนองของ lymphocytes ชนิด Th1 ร่างกายสร้างแอนติบอดี IgM ก่อน และสามารถ

ตรวจพบแอนติบอดีในระดบัตํ�าๆ ไดน้านหลายเดือน และในระยะต่อมาแอนติบอดี ชนิด IgG จะเกิดขึ�น

ตามหลงัและอยู่ไดค่้อนขา้งนาน และอาจไม่พบเมื�อหายจากโรค การตรวจพบว่ามีระดบัของ IgG อยู่นาน 

หรือมีระดบัที�เพิ�มขึ�นอีกจะเป็นการบ่งบอกถึงการเป็นโรคเรื� อรังหรือการกลบัเป็นซํ� า (relapse) ไม่หายขาด

จากโรค ความไวในการติดโรคของคนขึ�นกบัปัจจยัหลายประการ เช่น ระบบภูมิคุม้กนั การติดต่อ ปริมาณ

ของเชื�อ และสายพนัธ์ุของเชื�อ  

แหล่งรังโรค 

แหล่งรังโรคคือสัตวที์�เป็นโรค ชนิดสัตวที์�สําคญัคือสัตวที์�เป็นแหล่งอาหารของคน เช่น โค แพะ 

แกะ สุกร รวมถึงสัตว์อื�นๆด้วย ซึ� งไม่มีความสําคัญมากนัก เช่น กระบือไบซัน กระบือ อูฐ สุนัข ม้า                   

กวางเรนเดียร์ และจามรีหรือววัป่าขนยาว แต่สัตวเ์หล่านี�จะมีความสําคญัมากขึ�นโดยเฉพาะในพื�นที�ที�มีโรค 

ในปัจจุบนันี� ไดพ้บโรคบรูเซลโลซิสในสัตวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนมที�อาศยัอยู่ในนํ� า เช่น วาฬ โลมา แมวนํ� า และ

อาจจะเป็นสาเหตุใหเ้กิดโรคกบัผูที้�ประกอบอาชีพและสัมผสักบัเนื�อเยื�อของสัตวที์�ป็นโรคเหล่านี� ได ้ปัจจยั

เสี�ยงและความรุนแรงของโรคนั�นจะตอ้งพิจารณาถึงสายพนัธ์ุของเชื�อบรูเซลลาที�ไดส้ัมผสัหรือติดโรค ซึ� งจะ

มีความสมัพนัธ์ไปถึงชนิดสตัวที์�เป็น host และเป็นแหล่งรังโรค 

B. melitensis เป็นสายพนัธ์ุที�มีรายงานเป็นสาเหตุของการเกิดโรคบรูเซลโลซิสในคน เป็นสายพนัธ์ุ

ที�มีความรุนแรงและเฉียบพลนัมากกวา่สายพนัธ์ุอื�น 

B.0abortus พบคนติดโรคจากโค โรคบรูเซลโลซิสในโคยงัคงเป็นปัญหาที�สําคัญเนื�องจากการ

ปนเปื� อนของเชื�อบรูเซลลาในนํ�านมที�มีปริมาณมาก และประกอบกบัในขณะที�มีการแทง้ลกูหรือการคลอดลูก

ของสตัวที์�เป็นโรคแมเ้พียงหนึ�งตวักจ็ะทาํใหมี้การปนเปื� อนของเชื�อในสิ�งแวดลอ้มไดอ้ยา่งเป็นวงกวา้ง   

เชื�อ B. suis พบติดในคนแต่พบในวงจาํกดัมากกว่าเชื�อ B. melitensis และ B. abortus ส่วนมากจะมี

ความสาํคญัเฉพาะพื�นที�และเป็นแหล่งรังโรคของคน  

B. canis พบการเกิดโรคในสุนขัหลายประเทศ และมกัจะเกี�ยวขอ้งในคนแต่จะมีอาการเพียงเลก็นอ้ย 

เชื�อบรูเซลลา ในสตัวเ์ลี�ยงลกูดว้ยนมที�อาศยัอยู่ในนํ�า ทาํใหเ้กิดโรคในคนได ้ โดยเฉพาะผูที้�ล่าสัตว์

เหล่านี� จะเป็นผูที้�มีความเสี�ยงมากเมื�อบริโภคเนื�อดิบๆ และนาํหนังมาห่อหุ้มร่างกาย นอกจากนี� ยงัมีผูที้�มี 

ความเสี�ยงอีกคือ สตัวแพทย ์นกัสตัววิทยา ผูป้ฏิบติังานในหอ้งปฏิบติัการ ชาวประมง และผูที้�ประกอบอาชีพ

ดูแลสตัวเ์ลี�ยงลกูดว้ยนมที�อาศยัอยูใ่นนํ�า หรือผูที้�แสดงโชวร่์วมกบัสตัว ์
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ในสตัวป่์าหลายชนิดพบการติดเชื�อบรูเซลลาแต่ไม่มีรายงานวา่เป็นแหล่งรังโรคในคน 

การตดิต่อของโรคบรูเซลโลซิสในคน   

การติดต่อในคนมีหลายทาง คือ ทางผิวหนงัที�มีบาดแผล หรือรอยถลอก ทางเยื�อชุ่มของตา หายใจ

ฝุ่ นละอองที�ปนเปื� อน ดื�มนํ�านมหรือบริโภคผลิตภณัฑข์องนมที�ปนเปื� อนเชื�อและ ไม่ผ่านกระบวนการพาส

เจอร์ไรส์ การกินอาหารที�เตรียมจากไขกระดูกของสัตวที์�เป็นโรคและปรุงไม่สุก และการใหเ้ลือด หรือการ

ปลกูถ่ายเนื�อเยื�อ หรือเพศสมัพนัธ์ แต่โอกาสนอ้ยมาก 

การติดต่อในคนสามารถติดต่อไดห้ลายทางดงัไดก้ล่าวแลว้  นอกจากนี� ยงัแบ่งลกัษณะของการ

ติดต่อไดด้งันี�  

ก. การติดต่อระหวา่งคน-คน 

ข. การติดเชื�อจากการปนเปื� อนในสิ�งแวดลอ้ม 

ค. การติดเชื�อโดยอาชีพ 

ง. การติดเชื�อผา่นทางอาหาร 

การตดิโรคบรูเซลโลซิสจากการเดนิทาง  

นกัท่องเที�ยวหรือนกัธุรกิจผูที้�เดินทางไปยงัพื�นที�ที�มีโรคระบาดอาจติดโรคไดซึ้� งมกัจะติดโดยการ

ดื�มนมที�ไม่มีการพาสเจอร์ไรส์ หรือบริโภคผลิตภณัฑจ์ากนม ผูเ้ดินทางอาจมีการซื�อเนยแข็งหรือผลิตภณัฑ์

จากนมนาํเขา้มาประเทศของตนแลว้ทาํให้เกิดการติดโรคของคนในครอบครัว หรือทาํให้คนอื�นๆในสังคม

นั�นมีโอกาสติดโรคไปดว้ยโดยการบริโภค การติดโรคจากต่างประเทศนั�นโดยส่วนใหญ่จะพบแถบอเมริกา

เหนือหรือยโุรปทางเหนือและพบเป็นโรคบรูเซลโลซิสชนิดเฉียบพลนั 

ปัจจยัเกี�ยวกบัฤดูกาล 

ในประเทศที�มีสภาพอากาศอบอุ่น หรือหนาวจะมีการเปลี�ยนแปลงของฤดูกาลจะมีอิทธิพลต่อ               

การเกิดโรคบรูเซลโลซิสชนิดเฉียบพลนัซึ� งส่วนใหญ่จะพบในช่วงฤดูไบไมผ้ลิ และฤดูร้อน ซึ� งเป็นการ

ประจวบเหมาะที�สตัวมี์การคลอดลกูและแทง้สูง ซึ� งจะเป็นผลใหมี้โอกาสสูงในการสัมผสัสัตวใ์นฟาร์ม หรือ

การดื�มนมที�ปนเปื� อนเชื�อ  อิทธิพลของฤดูกาลสาํหรับโรคบรูเซลโลซิสในแพะแกะจะเห็นไดช้ดัเจนมากกว่า

ในโค สาํหรับประเทศในพื�นที�เขตร้อน และใกลเ้ขตร้อน สัตวมี์การผสมพนัธ์ุตลอดทั�งปีจึงไม่มีฤดูกาลเขา้มา

เกี�ยวขอ้งกบัการเกิดโรคบรูเซลโลซิส 

อายุและเพศ 

ในประเทศอุตสาหกรรม หรือประเทศที�มีสุขอนามยัในการป้องกันการติดโรคผ่านทางอาหาร  

ดัง นั� น กา ร เ ป็ นโ ร คบ รู เ ซ ลโ ลซิ สที� ติ ดโ รค โ ดย อา ชี พ  พบ ว่ า ส่ วน ให ญ่ จะ เ ป็ น เพ ศช า ยที� มีอ า ย ุ

ระหว่าง 20-45 ปี มกัมีสาเหตุจาก B. abortus และ B. suis  ส่วนในพื�นที�ที�มีสาเหตุของโรคจาก B. melitensis 

เป็นส่วนใหญ่จะพบว่าในการปฏิบติัทั�งทางดา้นการตลาดและการขายผลิตภณัฑน์มของแพะ-แกะ มาตรการ
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ในการควบคุมดูแลดา้นสุขอนามยัทาํไดย้ากมาก ในสถานการณ์เช่นนี�ประชากรทั�งหมดจะมีความเสี�ยง และ

มกัจะพบคนเป็นโรคที�ส่วนใหญ่จะเป็นเพศหญิง และเด็ก ส่วนในนกัท่องเที�ยวผูใ้หญ่เจริญวยัที�มีอายุไม่มาก

มกัจะสมัผสักบัสิ�งปนเปื� อนและจะไม่แสดงอาการของโรคอยา่งเฉียบพลนั  

อาวุธทางชีวภาพ 

ประเทศสหรัฐอเมริกาไดน้าํเชื�อ B. melitensis และ B. suis  มาพฒันาและทดลองเพื�อใชเ้ป็นอาวุธ

ชีวภาพโดยการทาํใหเ้ชื�อมีการคงสภาพในลกัษณะที�เป็นละอองนํ�า มีปริมาณของเชื�อนอ้ยแต่ทาํใหเ้กิดโรคได้

และอยู่ในรูปที� เหมาะสมกับการใช้เป็นอาวุธ เชื�อเหล่านี� ได้จากแหล่งธรรมชาติในหลายพื�นที�ในโลก

หน่วยงานที�รับผิดชอบทั�งทางดา้นสุขภาพของคนและทางสัตวแพทยจ์ะตอ้งระมดัระวงัและตระหนักถึง    

ความเป็นไปไดที้�สิ�งเหล่านี�อาจจะเป็นแหล่งรังโรค 

อาการแทรกซ้อนในระบบต่างๆ  ของร่างกายคนที�เป็นโรคบรูเซลโลซิส 

โรคบรูเซลโลซิสพบว่าเป็นแบบเฉียบพลนัประมาณครึ� งหนึ� งของผูที้�ติดเชื�อทั�งหมด และมีระยะ            

ฟักตวัประมาณ 2-3 สัปดาห์ นอกเหนือจากนี�พบว่าแสดงอาการเป็นระยะตั�งแต่สัปดาห์จนถึงเดือน และเป็น

อาการที�ไม่บ่งบอกอยา่งชดัเจน ในตอนเชา้ผูป่้วยไม่มีอาการของโรคแต่จะเริ�มแสดงอาการในช่วงบ่ายเป็นตน้

ไป อาการในคนที�ติดเชื�อ B. melitensis   พบอ่อนเพลีย 95% เป็นไข ้93% ปวด 91% เหงื�อออกมาก 87%               

ปวดขอ้และหลงั 86% หนาวสั�น 82% และปวดศีรษะ 81%  

นอกจากมีอาการดงักล่าวแลว้ยงัพบอาการแทรกซ้อนในระบบต่างๆของร่างกายไดอี้กในระบบ

ต่างๆ เช่น กระดูกและขอ้ต่อ กระเพาะอาหารและลาํไส ้ตบั นํ� าดีและท่อนํ�าดี ทางเดินหายใจ ระบบสืบพนัธ์ุ

และอวยัวะขบัปัสสาวะ หวัใจและหลอดเลือด ประสาท ผิวหนงั และตา 

โรคบรูเซลโลซิสเรื�อรัง 

ผูป่้วยที�เป็นโรคมานานอาจพบหลายระบบร่วมกนั ดงันั�นหลายองคก์รไดใ้หค้าํจาํกดัความของคาํว่า 

“โรคบรูเซลโลซิสเรื�อรัง หรือ chronic brucellosis” นี� เป็นชื�อใชก้บัผูป่้วยที�แสดงอาการของโรคเป็นเวลานาน 

12 เดือน หรือมากกว่า โดยนบัตั�งตน้จากการชนัสูตรแลว้ว่าเป็นโรค ซึ� งเมื�อใชห้ลกัเกณฑนี์�แลว้จะสามารถ 

จดักลุ่มอาการของโรคบรูเซลโลซิสเรื� อรังได ้3 แบบ คือ 1) Relapse   2) อาการเฉพาะที�ชนิดเรื� อรัง และ                 

3) การพกัฟื� นไขล่้าชา้ 

โรคบรูเซลโลซิสในเดก็ 

การวินิจฉัยโรคในเด็กในระยะแรกๆ การคาดการณ์ในเด็กพบยากมาก แต่ในขณะนี� ทุกคน                     

ไดต้ระหนักแลว้ว่าโรคบรูเซลโลซิสพบในคนได้ทุกอายุ และโดยเฉพาะอย่างยิ�งในพื�นที�ที� มีการติดเชื�อ                   

B. melitensis สูง การติดต่อและอาการแทรกซอ้นต่างๆ เหมือนกบัผูใ้หญ่จึงควรจะไดต้ระหนกัว่าอาจมีสาเหตุ

จากโรคนี�ได ้
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พฒันาวคัซีนโรคปากและเท้าเปื� อยสําหรับโค กระบือ แพะ แกะ ไทป์โอ ที�ให้ความคุ้มโรคสูง: 

 ความคุ้มโรคในโคภายหลงัการฉีดวคัซีนโรคปากและเท้าเปื� อยที�มปีริมาณแอนตเิจนต่างกนั 

 

ไชยา  สง่าประโคน1   วรพร  ปู่ สูงเนิน1   สุกิจ  ประทุมชยั1  ร่มพฤกษ ์ อุดล2 

 

บทคดัย่อ 

พฒันาวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อยสาํหรับ โค กระบือ แพะ แกะ ที�ให้ความคุม้โรคสูง ชนิดโมโน-

วาเลนท ์โดยการผสมวคัซีนให้มีปริมาณแอนติเจน 146S ไทป์โอ (O189) ต่างกนั คือ  6,09, 012 และ018 

ไมโครกรัม/โด๊ส  โดยใชอ้ลมิูเนียมไฮดรอกไซดเ์จลเป็นแอดจูแวนท ์นาํไปทดสอบความปลอดภยัและความ

คุม้โรคในโคทดลองและทดสอบหาแอนติบอดีโดยวิธี virus neutralization (VN) test และ 3ABC non-

structural protein test (3ABC-NSP)ในห้องปฏิบติัการ พบว่า วคัซีนทุกตาํรับมีความปลอดภยั และตรวจ               

ไม่พบแอนติบอดีต่อ 3ABC-NSP และในการทดสอบความคุม้โรคโดยการหา 50% protective dose (PD50)                

ในโค พบว่า ใหค้วามคุม้โรค เท่ากบั  12, 24, 18  และ 12 PD50 ตามลาํดบั และวคัซีนที�มีปริมาณแอนติเจน 146S  

9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส  สามารถกระตุน้ใหส้ตัวส์ร้างแอนติบอดีไดภ้ายใน 7 วนั หลงัฉีดวคัซีน ขณะที�

วคัซีนที�มีปริมาณแอนติเจน 146S  6 ไมโครกรัม/โด๊ส  ใชเ้วลา 10-14 วนั 

ดงันั�นวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อยสาํหรับ โค กระบือ แพะ แกะ ชนิดโมโนวาเลนทไ์ทป์โอ (O189) ที�

มีปริมาณแอนติเจน 146S เท่ากบั 9 ไมโครกรัม/โด๊ส  จึงมีความเหมาะสมที�ใชใ้นการผลิตวคัซีน เพื�อควบคุม

การระบาดของโรคในพื�นที�ได ้

 

 

 

คําสําคัญ: ปริมาณแอนติเจน 146S  ความคุม้โรค  วคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อย  ไทป์โอ 

 

 

 

 

 
1 สาํนกัเทคโนโลยชีีวภณัฑส์ตัว ์  อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
2 ศูนยอ์า้งอิงโรคปากและเทา้เปื� อยภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทนํา 

 โรคปากและเทา้เปื� อย เป็นโรคระบาดที�มีความรุนแรงและแพร่กระจายไดอ้ย่างรวดเร็วในสัตว์

เศรษฐกิจ ซึ� งทาํให้ประเทศไทยไม่สามารถส่งสัตวห์รือผลิตภณัฑส์ัตวไ์ปยงัประเทศที�ไม่มีการระบาดของ

โรคได ้ในประเทศไทยพบการระบาดของโรคปากและเทา้เปื� อยเป็นประจาํทุกปี คือ ไทป์โอ และ เอ ส่วน

ไทป์เอเชียวนั ไม่พบการระบาด การป้องกนัและควบคุมโรคปากและเทา้เปื� อยใหไ้ดผ้ลดีและมีประสิทธิภาพ 

คือ วิธีการเสริมสร้างภูมิคุม้กนัและควบคุมการเคลื�อนยา้ยสัตวแ์ละมีการบริหารจดัการฟาร์มที�ดี สาํหรับการ

สร้างภูมิคุม้กนัคือการฉีดวคัซีนใหค้รอบคลุมประชากรสัตวที์�มีใหม้ากที�สุด ดงันั�นกรมปศุสัตวจึ์งมีโครงการ

รณรงค์การฉีดวคัซีนป้องกนัโรคปากและเทา้เปื� อยในโค-กระบือ ในพื�นที�ปีละ 2 ครั� ง และในโคนมปีละ 3 

ครั� ง ใหค้รอบคลุมไม่นอ้ยกวา่ 80% ของประชากรสตัวท์ั�วประเทศ เพื�อกาํจดัโรคปากและเทา้เปื� อยใหห้มดไป

จากประเทศภายในปี พ.ศ. 2563 โดยการพยายามสร้างเขตปลอดโรคที�มีการฉีดวคัซีนเขต 2 ซึ� งอยู่ระหว่าง

การขอรับรองจากองคก์ารสุขภาพสัตวโ์ลก (World Organization for Animal Health, OIE) และจะสร้างเขต

ปลอดโรคที�ไม่มีการฉีดวคัซีนในเขต 8 และ 9 ในลาํดบัต่อไป  

 สาํนกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตว ์ผลิตวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อย สําหรับโค กระบือ แพะ แกะ ที�มี

ปริมาณแอนติเจน 146S ของไทป์โอ060ไมโครกรัม/โด๊ส ทั�งนี�วคัซีนที�ผลิตระหว่างปี 2551-2557 ใหค้วามคุม้

โรคต่อไทป์โอ เฉลี�ยเท่ากบั 4.245 PD50 จากการทดสอบโดยการฉีดเชื�อพิษทบัโคที�ไดรั้บวคัซีนขนาดต่างๆ 

เป็นไปตามมาตรฐาน OIE (2009) ที�ระบุว่าวคัซีนเพื�อใชฉี้ดในการป้องกนัโรคเป็นประจาํ ตอ้งใหค้วามคุม้

โรคต่อไทป์ที�ผลิตไม่นอ้ยกว่า 3 PD50  และวคัซีนที�สามารถควบคุมและหยุดย ั�งการระบาดของโรคที�เกิดจาก

ทั�งเชื�อที�เป็น homologous strain และ heterologous strain ได ้(Brehm et al., 2008; Cox et al., 2006; 

Rodriguez and Gay, 2011, Golde et al., 2005) ควรมีความคุม้โรคสูงไม่นอ้ยกว่า 6 PD50 และตอ้งสามารถ

กระตุน้ใหส้ัตวส์ร้างแอนติบอดีหรือคุม้โรคไดเ้ร็ว ไม่ทาํใหส้ัตวเ์กิดอาการหรือวิการของโรคภายใน 4-7 วนั 

(Doel, 1999; OIE, 2009; Nagendrakumar et al., 2011) 

จากปัญหาการระบาดของโรคปากและเทา้เปื� อยในประเทศไทยในปี 2558-2559 ทั�งในโคนม โคเนื�อ 

และสุกร อย่างต่อเนื�อง จึงมีแนวความคิดในการปรับปรุงการผลิตวคัซีนโรคปากและเท้าเปื� อยไทป์โอ 

สาํหรับโค กระบือ แพะ แกะ ที�ให้ความคุม้โรคสูงมากกว่า 6PD50 โดยการเพิ�มปริมาณแอนติเจน 146S 

สาํหรับใช้ในการควบคุมการระบาดของโรค 
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อปุกรณ์และวธิีการ 

สัตว์ทดลอง 

 โคพนัธ์ุพื�นเมือง ไม่จาํกดัเพศ อายุไม่น้อยกว่า 6 เดือน สุขภาพแข็งแรง จาํนวน 76 ตวั เป็นโค

ที�ไม่เคยไดร้ับการฉีดวคัซีนหรือเคยติดเชื�อไวรัสโรคปากและเทา้ เปื� อย โดยการตรวจหาระดบั

แอนติบอดีดว้ยวิธี virus neutralization test (VNT) และตรวจการติดเชื�อดว้ยวิธี non-structural protein 

test (NSP test) 

วคัซีน 

ผลิตวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อยชนิดเอเควียสที�ผสมอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลเป็นแอดจู-

แวนท์สาํหรับโค กระบือ แพะ แกะ  ชนิดโมโนวาเลนท์ไทป์โอ ตามวิธีการของสาํนกัเทคโนโลยีชีวภณัฑ์

สัตว ์กรมปศุสัตว ์จาํนวน 4 ตาํรับๆ ละ 20 ลิตร (1,000 โด๊ส) ใหมี้ปริมาณแอนติเจน 146S เท่ากบั 6, 9, 12 

และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส 

การทดสอบความปลอดภัย (Safety test)  

ใชโ้คทดลอง 8 ตวั แบ่งเป็น 4 กลุ่มๆละ 2 ตวั ฉีดวคัซีนแต่ละตาํรับเขา้ใตผ้ิวหนงั จาํนวน 2 เท่าของ

โด๊สปกติ สังเกตการแพว้คัซีนทั�งทางระบบ (systemic) และเฉพาะที� (local) อาการและวิการของโรค เป็น

เวลา 14 วนั (OIE, 2009)  

เจาะเลือดโคทดลอง  6 ครั� ง ก่อนฉีดวคัซีนและหลงัฉีดวคัซีน 4, 7, 10, 14 และ 21 วนั  เพื�อตรวจหา

ระดบัแอนติบอดีดว้ยวิธี VNT และ NSP test 

การทดสอบความคุ้มโรค (potency test) 

 ทดสอบโดยการหา PD50 ตามวิธีของ OIE โดย 

แบ่งโคทดลองเป็น 4 กลุ่มๆ ละ 17 ตวั ฉีดวคัซีนตาํรับละ 15 ตวั โดยฉีดวคัซีนเขา้ใตผ้ิวหนงัแบบ 

ลดโด๊ส   เริ�มจาก 1:1 (ฉีด 2 มล.) จาํนวน 5 ตวั, 1:4  (ฉีด 0.5 มล.) จาํนวน 5 ตวั และ 1:16 (ฉีด 0.125 มล.) 

จาํนวน 5 ตวั และโคอีก 2 ตวั ไม่ตอ้งฉีดวคัซีนเป็นตวัควบคุม 

เจาะเลือดโคทดลอง 7 ครั� ง ก่อนฉีดวคัซีนและหลงัฉีดวคัซีน 4, 7, 10, 14 และ 20 วนั และหลงัฉีดพิษ

ทบั 8 วนั เพื�อตรวจหาระดบัแอนติบอดีดว้ยวิธี VNT และ NSP test 

- การฉีดพิษทบั 

หลงัฉีดวคัซีน0210วนั ฉีดพิษทบัดว้ยเชื�อไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยไทป์โอที�เป็น homologous strain 

กบัไวรัสที�ใชผ้ลิตวคัซีน ที�มีความรุนแรง 10,000 CID50 (50% cattle infectious dose)/ตวั  ที�ลิ�นของโค 

(intradermo-lingual  route) สงัเกตอาการ วดัอุณหภูมิ และตรวจดูวิการทุกวนั เป็นเวลา 8 วนั (OIE, 2009) สัตวที์�มี

ความคุม้โรคจะไม่เกิดวิการที�เทา้ เช่น ตุ่มนํ�าใสที�กีบเทา้บริเวณ coronary band และพื�นกีบ นาํจาํนวนสัตวที์�

ไม่เกิดวิการไปคาํนวณหาความคุม้โรคโดยวิธี Karber method (Kaber, 1931) มีหน่วยเป็น PD50  
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การตรวจทางซีรัมวทิยา (Serological test) 

Virus neutralization test (VNT)  

ตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อย (OIE, 2009) โดยนาํซีรัมที�ตอ้งการตรวจสอบมา 

inactivate ที� 56oC เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํมาเจือจางแบบ 2-fold dilution ใน flat-bottomed microplate และ 

neutralize ดว้ยไวรัสปริมาตรที�เท่ากบัซีรัม คือ 50 ไมโครลิตร ซึ� งมีความรุนแรง 100 TCID50 ที�อุณหภูมิ 37oC 

เป็นเวลา 1 ชั�วโมง ใน 5% CO2 Incubator หลงัจากนั�นเติม secondary lamb kidney cells หลุมละ 150 

ไมโครลิตร บ่มที�อุณหภูมิ 37oC อ่านผลพยาธิสภาพของเซลล ์(Cytopathic effect, CPE) เป็นเวลา 72 ชั�วโมง 

คาํนวณค่า log VNT titer ตามวิธีของ Karber (1931) ซึ� งตามมาตรฐาน OIE (2009) กาํหนดไวว้า่  

- ค่า log VNT titer  1.20 หรือ 1/16 แปลผล เป็นลบ (negative) 

- ค่า  log VNT titer  1.20 (1/16) – 1.50  (1/32) ใหท้ดสอบซํ�า ถา้   1.20 แสดงวา่ เป็นบวก (positive) 

- ค่า log VNT titer  1.65 หรือ 1/45 แปลผล เป็นบวก 

Non-structural protein test (NSP  test) 

ตรวจหาแอนติบอดีต่อส่วน 3ABC-NSP  ของไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อย โดยใชชุ้ดตรวจสาํเร็จรูป

ซึ� งผลิตในเชิงพาณิชย์1 ขั�นตอนและวิธีการตรวจสอบดาํเนินการตามคู่มือของศูนย์อา้งอิงโรคปากและ                  

เทา้เปื� อย ภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(2554) โดยการเจือจางซีรัมที�ตอ้งการตรวจ และซีรัมควบคุมเป็น 

1:5 ใน  plate ที� coat ดว้ย 3ABC monoclonal antibody ซึ� งถูกจบัดว้ย 3ABC protein FMDV ที�มีความจาํเพาะ

กนั ที�มากบัชุดตรวจสอบ เขย่าใหเ้ขา้กนั วางคา้งคืนที�อุณหภูมิหอ้ง (20-25oC) ลา้งดว้ย PBS pH 7.2  แลว้เติม 

conjugate หลุมละ 100 ไมโครลิตร วางที�อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั�วโมง ลา้งดว้ย PBS  เติม substrate 

หลุมละ 100 ไมโครลิตร วางที�อุณหภูมิห้อง นาน 20 นาที เติม stop solution หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

นาํไปอ่านค่า OD ที�ความยาวคลื�น 450 nm ดว้ย ELISA reader นาํค่า OD ที�ไดม้าคาํนวณค่า percentage 

inhibition (PI) ซึ� งถา้ 

- ค่า PI  50% แปลผลเป็นลบ คือ ไม่มีแอนติบอดีต่อ 3ABC-NSP of FMDV 

- ค่า PI  50% แปลผลเป็นบวก คือ มีแอนติบอดีต่อ 3ABC-NSP of FMDV 

การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ

 หาค่าเฉลี�ยของระดบัแอนติบอดี 

 

 

 

 
1 PrioCHECK FMDV NS, Switzerland 
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ผล 

การทดสอบความปลอดภัย 

 วคัซีนทุกตาํรับที�ผลิตมีความปลอดภยัในโคทดลองโดยไม่พบการแพว้คัซีนทั�งทางระบบ systemic 

และ local คือไม่พบอาการตวัสั�น นํ� าลายไหล ตวัเกร็ง หรือช็อค การบวมหรืออกัเสบบริเวณจุดฉีด ไม่พบ

อาการและวิการของโรคปากและเทา้เปื� อย มีระดบัแอนติบอดีดงัรูปที� 1 และไม่มีแอนติบอดีต่อ NSP 

การทดสอบความคุ้มโรค 

 ผลความคุม้โรคของวคัซีนในกลุ่มโคที�ฉีดวคัซีนที�มีปริมาณแอนติเจน 146S  6, 9, 12 และ 18 

ไมโครกรัม/โด๊ส หลงัฉีดพิษทบั เท่ากบั 12, 24, 18 และ 12 PD50 ตามลาํดบั (ตารางที� 1) และพบว่าโคทดลอง 

จาํนวน 36 ตวั จาก 47 ตวัที�คุม้โรค มีระดบัแอนติบอดี (logVNT) 1.2 คิดเป็น 77%  และมีระดบัแอนติบอดี 

1.2 จาํนวน 11 ตวั คิดเป็น 23%  ขณะที�โคที�ไม่คุม้โรค จาํนวน 10 ตวั มีโคที�มีระดบัแอนติบอดี 1.2 จาํนวน 

2 ตวั คิดเป็น 20%  และมีระดบัแอนติบอดี 1.2  จาํนวน 8 ตวั คิดเป็น 80% ทั�งนี�ตวัอยา่งที�มีระดบัแอนติบอดี

(log VNT) อยูร่ะหวา่ง 1.2 – 1.5 ไดท้าํการทดสอบซํ�าแลว้ 

 ผลการเปรียบเทียบระดบัแอนติบอดีเฉลี�ย (logVNT) ต่อไทป์ O189 ที�เกิดจากการฉีดวคัซีนแต่ละ

ขนาดโด๊ส พบว่า เมื�อฉีดวคัซีนในขนาดโด๊ส 1:1 (2 มล.) (รูปที� 1B) วคัซีนตาํรับ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส จะมี

ระดบัแอนติบอดีเฉลี�ยสูงที�สุด รองลงมาเป็นวคัซีนตาํรับ 12 ไมโครกรัม/โด๊ส และ 9 ไมโครกรัม/โด๊ส 

ตามลาํดบั ซึ� งมีระดบัแอนติบอดี  1.2  ตั�งแต่วนัที� 7 หลงัฉีดวคัซีน ขณะที�วคัซีนตาํรับ  6 ไมโครกรัม/โด๊ส จะมี

ระดบัแอนติบอดีเฉลี�ย  1.2 หลงัฉีดวคัซีน 14 วนั การฉีดวคัซีนในขนาดโด๊ส 1:4 (0.5 มล.) (รูปที� 2C) วคัซีน

ตาํรับ 6, 9 และ 12 ไมโครกรัม/โด๊ส มีระดบัแอนติบอดีเฉลี�ย  1.2 ตั�งแต่วนัที� 7 หลงัฉีดวคัซีน โดยวคัซีน

ตาํรับ 9 ไมโครกรัม/โด๊ส จะมีระดบัแอนติบอดีเฉลี�ยดีที�สุด ขณะที�วคัซีนตาํรับ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส จะมีระดบั

แอนติบอดีเฉลี�ย  1.2 จนถึงวนัฉีดพิษทบั สาํหรับการฉีดวคัซีนในขนาดโด๊ส 1:16 (0.125 มล.) (รูปที� 2D) 

วคัซีนตาํรับ 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส มีระดบัแอนติบอดีเฉลี�ย  1.2 วนัที� 7 หลงัฉีดวคัซีน และวคัซีน

ทุกตาํรับจะมีระดบัแอนติบอดีเฉลี�ย  1.2 วนัที� 10 หลงัฉีดวคัซีน โดยวคัซีนตาํรับ 12 ไมโครกรัม/โด๊ส จะมี

ระดบัแอนติบอดีเฉลี�ยดีที�สุด รองลงไปเป็นวคัซีนตาํรับ  9, 18 และ 6 ไมโครกรัม/โด๊ส โดยมีระดบัแอนติบอดี

เฉลี�ย เท่ากบั 1.6050.630, 1.5550.590, 1.5000.653 และ1.3550.344 ตามลาํดบั และวนัฉีดพิษทับ 

วคัซีนตาํรับ 12 ไมโครกรัม/โด๊ส จะมีระดบัแอนติบอดีเฉลี�ยดีที�สุด รองลงไปเป็น 9, 18 และ 6 ไมโครกรัม/โด๊ส 

โดยมีระดบัแอนติบอดีเฉลี�ย เท่ากบั 1.6680.621, 1.4450.640, 1.4040.650 และ 1.3200.293 ตามลาํดบั  

  และเมื�อเปรียบเทียบระดับแอนติบอดีจากการฉีดวคัซีนเป็น 2 เท่าของโด๊สปกติ (40มล.) 

และโด๊สปกติ (2 มล.) (รูปที� 1A และรูปที� 2) ในวนัที� 7 หลงัฉีด พบว่า วคัซีน 6 ไมโครกรัม/โด๊ส ตอ้งฉีด             

2 เท่าของโด๊สปกติ (ปริมาณแอนติเจน 146S รวมเท่ากบั 12 ไมโครกรัม) จึงจะให้การสร้างแอนติบอดีสูง
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1.2 คือ 1.5750.106  สาํหรับการฉีดโด๊สเดียวจะไม่สามารถกระตุน้ใหมี้การสร้างแอนติบอดีที�เพียงพอใน

การป้องกนัโรคได ้เท่ากบั 1.0050.49 ส่วนวคัซีน 9 ไมโครกรัม/โด๊ส การฉีดวคัซีนเป็น 2 เท่าของโด๊สปกติ 

(ปริมาณแอนติเจน 146S รวมเท่ากบั0180ไมโครกรัม) จะมีการกระตุน้ใหมี้การสร้างแอนติบอดีสูงกว่าฉีด

วคัซีนเพียงโด๊สเดียวคือ 1.7000.177 และ 1.3200.499 ตามลาํดบั ขณะที�วคัซีน 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส 

การฉีดวคัซีนเป็น 2 เท่าของโด๊สปกติ จะไม่มีความแตกต่างกบัการฉีดวคัซีนเพียงโด๊สเดียว ผลการตรวจหา

แอนติบอดีต่อ 3ABC-NSP (ตารางที� 2) ไม่พบตวัอย่างที�ใหผ้ลบวกตลอดการทดสอบ (ก่อนฉีดพิษทบั) แต่

หลงัฉีดพิษทบั 8 วนั  มีโคที�ใหผ้ลบวก จาํนวน 11 ตวั จากโคที�ฉีดวคัซีนและตวัควบคุม จาํนวน 65 ตวั คิด

เป็น 16.92% ใหผ้ลลบจาํนวน 54 ตวั คิดเป็น 83.08%  โดย เป็นโคที�ฉีดวคัซีน จาํนวน 6 ตวั จากโคทั�งหมดที�

ฉีดวคัซีน 57 ตวั (ฉีดทั�งหมด 60 ตวั แต่มีตาย 3 ตวั)คิดเป็น 10.53% ซึ� งเป็นโคที�ใหค้วามคุม้โรค จาํนวน 3 ตวั  

และไม่คุม้โรค จาํนวน 3 ตวั  สาํหรับโคตวัควบคุม(control) มีโคที�ใหผ้ลบวก  จาํนวน 5 ตวั จาก 8 ตวั คิดเป็น 

62.50%  

 

วจิารณ์ 
 วคัซีนที�ผลิตขึ�นมีวตัถุประสงค์เพื�อควบคุมและหยุดย ั�งการระบาดของโรคในพื�นที� ที� เรียกว่า 

Emergency vaccine หรือ high potency vaccine เป็นวคัซีนซึ� งตอ้งใหค้วามคุม้โรคสูงไม่นอ้ยกว่า 6 PD50 

(OIE, 2009) ใหค้วามคุม้โรคไดเ้ร็ว ภายใน 4-7วนั (Doel et al., 1994; Golde et al., 2005; Rodriguez and 

Gay, 2011) ไม่ให้สัตวเ์กิดอาการหรือวิการ สร้างภูมิคุม้กนั (แอนติบอดี)ไดสู้ง ฉีดวคัซีนเพียงครั� งเดียว

(single vaccination) หรือโด๊สเดียว และตอ้งสามารถป้องกนัสัตวไ์ม่ให้เกิดโรคจากทั�ง homologous และ 

heterologous strains ได ้(Nagendrakumar et al., 2011) 

 จากการทดสอบความคุม้โรค (ตารางที� 1) พบวา่การใส่แอนติเจน 146S ในปริมาณที�เพิ�มมากขึ�นจาก 

6, 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส  ไม่ไดท้าํใหค้วามคุม้โรค (ปริมาณ PD50) เพิ�มขึ�นมากตามอย่างที�คาดหวงั  โดย

มีความคุม้โรคเท่ากบั 12, 24, 18 และ 12 PD50 ตามลาํดบั ในการทดลองนี�ปริมาณแอนติเจน 146S  9 ไมโครกรัม/

โด๊ส ใหค้วามคุม้โรคสูงสุด (คุม้โรค 100%, 100% และ 80% จากการฉีดวคัซีน 2, 0.5 และ 0.125 มล./ตวั 

ตามลาํดบั) รองลงมาคือ ปริมาณแอนติเจน 146S  12 ไมโครกรัม/โด๊ส (คุม้โรค 100%, 80% และ 80% จาก

การฉีดวัคซีน02,00.50และ00.1250มล./ตัว ตามลําดับ) ซึ� งการฉีดวัคซีนที� มีปริมาณแอนติเจน 146S                              

9 ไมโครกรัม/โด๊ส ปริมาตร 0.5 มล./ตวั ใหผ้ลทดสอบความคุม้โรคดีกว่าวคัซีนที�มีปริมาณแอนติเจน 146S  

12 ไมโครกรัม/โด๊ส ทาํใหเ้มื�อคาํนวณปริมาณความคุม้โรค (ปริมาณ PD50) จึงไดสู้งกว่า จะเห็นไดว้่าการเพิ�ม

ปริมาณแอนติเจนให้มากขึ�นไม่ไดท้าํให้ความคุม้โรคเพิ�มตามไปดว้ย แต่จะสัมพนัธ์กบัความคุม้โรคที�ค่าหนึ� งที�

เหมาะสม (Rweyemamu et al., 1984; Doel, 1999; Pay and  Hingley, 1987; Pay and  Hingley, 1992; Alkan et 

al., 2008) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Cox และคณะ (2010) โดยไดเ้ปรียบเทียบการฉีดวคัซีนที�มีปริมาณ
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แอนติเจนต่างกนั 5 เท่า พบวา่ใหค้วามคุม้โรคและระดบัแอนติบอดีไม่แตกต่างกนั อย่างไรก็ตามหากจะนาํขอ้มูล

นี� ไปใชใ้นการผลิตวคัซีนจะตอ้งศึกษาระยะความคุม้โรคก่อนดาํเนินการทดสอบการผลิตซํ� าอย่างนอ้ย              

3 ครั� ง และการทดสอบความบริสุทธิ� ว่าวคัซีนไม่กระตุน้ใหส้ัตวส์ร้างแอนติบอดีต่อ NSP โดยฉีดวคัซีนซํ� า 

ไม่นอ้ยกวา่ 3 ครั� ง (OIE, 2009)  

  และเมื�อเปรียบเทียบระดบัแอนติบอดีจากการฉีดวคัซีน 6, 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส ในขนาด

โด๊สปกติ (2 มล.) จากการทดสอบความคุม้โรค (n=5) พบว่า ภายใน 4-7 วนั วคัซีนสามารถกระตุน้ให้โคสร้าง

แอนติบอดีสูง 1.2 logVNT เท่ากบั 20% (1/5 ตวั), 60% (3/5 ตวั), 60% (3/5 ตวั) และ 80% (4/5 ตวั) 

ตามลาํดบั ซึ� งวคัซีน 18 ไมโครกรัม/โด๊ส ใหร้ะดบัแอนติบอดีเฉลี�ยดีที�สุด (รูปที� 1B) สาํหรับวนัที� 20 หลงัฉีด

วคัซีน พบว่าวคัซีน 6, 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส มีโคที�ให้แอนติบอดี 1.2 เท่ากบั 60% (3/5 ตวั), 

60% (3/5 ตวั), 100% (5/5 ตวั) และ 80% (4/5 ตวั) ตามลาํดบั ซึ� งวคัซีน 12 ไมโครกรัม/โด๊ส ใหร้ะดบั

แอนติบอดีเฉลี�ยดีที�สุด (ตารางที� 1, รูปที� 1B) ทั�งนี� เมื�อเปรียบเทียบระดบัแอนติบอดีกบัความคุม้โรคของทุก

ตาํรับวคัซีน โคที�มีระดบัแอนติบอดี 1.2 จาํนวน 38 ตวั และ 1.2 จาํนวน 19 ตวั จาก 57 ตวั พบว่าโคที�

มีระดบัแอนติบอดี 1.2 จะคุม้โรค จาํนวน 36 ตวั ไม่คุม้โรค จาํนวน 2 ตวั คิดเป็น 95% และ 5% 

ตามลาํดบั ขณะที�โคที�จะมีระดบัแอนติบอดี 1.2 จะคุม้โรค จาํนวน 11 ตวั ไม่คุม้โรค จาํนวน 8 ตวั คิด

เป็น 58% และ 42% ตามลาํดบั ดงันั�นระดบัแอนติบอดีสามารถประเมินแนวโนม้ความคุม้โรคได ้แต่ตอ้ง

ยืนยนัดว้ยการฉีดพิษทบั และเมื�อเปรียบเทียบระดบัแอนติบอดีจากการฉีดวคัซีนเป็น 2 เท่าของโด๊สปกติ

(4 มล.) และโด๊สปกติ (2 มล.) (รูปที� 2) ในวนัที� 7 หลงัฉีด พบว่า วคัซีนที�มีปริมาณแอนติเจน 146S                     

6 ไมโครกรัม/โด๊ส ตอ้งฉีด 2 เท่าของโด๊สปกติ (ปริมาณแอนติเจน 146S รวมเท่ากบั 12 ไมโครกรัม) จึงจะ

ให้การสร้างแอนติบอดีสูง1.2 คือ 1.5750.106  สาํหรับการฉีดโด๊สเดียวจะไม่สามารถกระตุน้ใหมี้การ

สร้างแอนติบอดีที�เพียงพอในการป้องกนัโรคได ้เท่ากบั 1.0050.49 ส่วนวคัซีนที�มีปริมาณแอนติเจน 146S               

9 ไมโครกรัม/โด๊ส การฉีดวคัซีนเป็น020เท่าของโด๊สปกติ (ปริมาณแอนติเจน 146S รวมเท่ากบั 18 

ไมโครกรัม) จะมีการกระตุน้ให้มีการสร้างแอนติบอดีสูงกว่าฉีดวคัซีนเพียงโด๊สเดียวคือ 1.7000.177 และ 

1.3200.499 ตามลาํดบั ขณะที�วคัซีนที�มีปริมาณแอนติเจน 146S 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส การฉีดวคัซีน

เป็น 2 เท่าของโด๊สปกติ จะไม่มีความแตกต่างกบัการฉีดวคัซีนเพียงโด๊สเดียวในการกระตุน้ใหส้ัตวส์ร้าง

แอนติบอดีเพื�อป้องกนัโรคซึ� งผลการทดลองนี�สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Doel และคณะ (1994) พบว่า 

ภายใน080วนั จะตรวจพบแอนติบอดีในระดบัตํ�า แต่สัตวคุ์ม้โรคจากการฉีดพิษทบัในวนัที� 4 หลงัฉีด

วคัซีน เป็นผลจาก IgM และ IgG โดย IgM จะขึ�นสูงสุดวนัที� 8 และ IgG จะขึ�นสูงสุดวนัที� 14 หลงัฉีดวคัซีน 

และระดบัแอนติบอดีขึ�นกบัปริมาณแอนติเจนในวคัซีน (Rweyemamu et al., 1984; Pay and  Hingley, 1987; 

Pay and  Hingley, 1992)  
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 จากตารางที� 2 ไม่พบแอนติบอดีต่อ 3ABC-NSP หลงัฉีดวคัซีนจนถึงวนัฉีดพิษทบั แสดงว่าไม่มี

การติดเชื�อระหว่างการทดลอง และหลงัฉีดพิษทบั 8 วนั พบโคที�ให้ผลบวกทั�งหมดจาํนวน 11 ตวั เป็นโค

ฉีดวคัซีน จาํนวน 6 ตวั จาก 57 ตวั หรือคิดเป็น 10.53% และโคกลุ่มควบคุมจาํนวน 5 ตวั จาก 8 ตวั หรือ

คิดเป็น 62.50% และถา้ดูที�ความคุม้โรค พบว่ามีโคที�คุม้โรคแต่ให้ผลบวก จาํนวน 3 ตวั จาก 11 ตวั ที�

ให้ผลบวก หรือคิดเป็น 27.27% ขณะที�โคที�ไม่คุม้โรคให้ผลบวก จาํนวน 8 ตวั จาก 11 ตวัที�ให้ผลบวก 

หรือคิดเป็น 72.73% ทั�งนี� การให้ผลบวกต่อ NSP เมื�อมีการติดเชื�อจะตอ้งใชเ้วลา 8-10 วนั จึงจะเริ�ม

ทดสอบไดซึ้� งไม่ไดใ้ห้ผลบวก 100% แต่เปอร์เซ็นต์จะเพิ�มขึ�นเมื�อนานขึ�น ซึ� งการฉีดวคัซีนไม่ไดป้้องกนั

การติดเชื�อแต่ช่วยป้องกนัไม่ให้เป็นโรคหรือเป็นแต่ไม่รุนแรง รักษาง่าย หายไว (Diego et al., 1997) 

  ทั�งนี� จากการระบาดของโรคปากและเทา้เปื� อยในโคเนื�อและโคนม ในพื�นที�จงัหวดัลพบุรี สระบุรี

และนครราชสีมา ในเดือนตุลาคม 2558 ถึง กมุภาพนัธ์ 2559 ซึ� งเป็นการแพร่ระบาดจากเชื�อไวรัสโรคปากและ

เทา้เปื� อย ซีโรไทป์โอ และจากขอ้มูลที�ไดศึ้กษาในครั� งนี� ไดมี้การนาํวคัซีนชนิดโมโนวาเลนท์ ที�มีปริมาณ

แอนติเจน 146S ไทป์ O189 เท่ากบั 9 ไมโครกรัม/โด๊ส ไปฉีดในพื�นที�ที�เกิดการระบาดดงักล่าว พบว่า

สามารถยบัย ั�งการระบาดของโรคอย่างไดผ้ล ไม่มีการเพิ�มจาํนวนสัตวเ์ป็นโรค (ขอ้มูลยงัไม่ตีพิมพ์) แต่

การศึกษาในครั� งนี� ยงัไม่ครบสมบูรณ์ของกระบวนการทดสอบคุณภาพวคัซีน ซึ� งจะตอ้งศึกษาระยะเวลา                

คุม้โรค (duration of immunity) อายุการเก็บรักษาวคัซีน (keeping quality) ความคุม้โรคขา้มสเตรน เพื�อการ

วางแผนในการกาํจดัโรคปากและเทา้เปื� อยใหห้มดไปจากประเทศไทย 

 

สรุป 
 วคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อย สําหรับโค กระบือ แพะ แกะ ไทป์โอ ( O189 ) ที�มีปริมาณแอนติเจน 146S                      

9 ไมโครกรัม/โด๊ส มีความเหมาะสมในการผลิตเป็น high potency vaccine ที�สามารถกระตุน้ใหส้ัตวส์ร้าง

ภูมิคุม้กนัไดเ้ร็วและใหค้วามคุม้โรคสูง สาํหรับใชใ้นการควบคุมป้องกนั ยบัย ั�งการระบาดและกาํจดัโรคให้

หมดจากประเทศไทยต่อไป 
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 ขอขอบคุณคณะกรรมการพฒันาวิชาการ  คณะกรรมการสัตว์ทดลอง สํานักเทคโนโลยีชีวภณัฑ์สัตว ์              

สัตวแพทยห์ญิงสมใจ  กมลศิริพิชยัพร ผูอ้าํนวยการศูนยอ์า้งอิงโรคปากและเทา้เปื� อย ภูมิภาคเอเชียตะวนัออก

เฉียงใต ้(2558 ในขณะนั�น) ที�ไดใ้หค้าํปรึกษาและแนะนาํในครั� งนี�  เจา้หนา้ที�ฝ่ายทดสอบคุณภาพวคัซีนโรคปาก

และเทา้เปื� อย สาํนกัเทคโนโลยีชีวภณัฑส์ัตว ์ที�ไดช่้วยเหลือในการทดสอบความปลอดภยัและความคุม้โรคใน

สัตวท์ดลอง การทดสอบตวัอย่างทางหอ้งปฏิบติัการ(Viral neutralization test, VNT) และเจา้หนา้ที�ศูนยอ์า้งอิง
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โรคปากและเทา้เปื� อย ภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ ที�ให้ความช่วยเหลือในการตรวจ  Non-structural 

protein (NSP) test 
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ตารางที� 1 ความคุม้โรคของวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อย สําหรับโค กระบือ  แพะ แกะ ไทป์โอ  ที�มีปริมาณ

แอนติเจน 146S   6, 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส  และระดบัแอนติบอดี (logVNT) 20 วนั หลงั

ฉีดวคัซีน 

ปริมาณแอนติเจน 

146S 

(ไมโครกรัม/โด๊ส) 

ระดบัแอนติบอด ี(logVNT) 20 วนั หลงัฉีดวคัซีน/ความคุ้มโรค 
ความคุ้ม

โรค 

(PD50 ) 

โด๊ส 

วคัซีน 
ผล 

ความคุ้มโรค 

โด๊ส 

วคัซีน 
ผล 

ความคุ้มโรค 

โด๊ส 

วคัซีน 
ผล 

ความคุ้มโรค 
1 : 1 1 : 4 1 : 16 

6 

1.050 ไม่คุม้โรค 1.650 คุม้โรค 1.650 คุม้โรค 

12 

 

0.900 คุม้โรค 1.125 คุม้โรค 1.050 ไม่คุม้โรค 

1.875 คุม้โรค 1.050 คุม้โรค 1.050 ไม่คุม้โรค 

1.650 คุม้โรค 1.425 คุม้โรค 1.200 คุม้โรค 

1.350 คุม้โรค 1.275 ไม่คุม้โรค 1.500 คุม้โรค 

ค่าเฉลี�ย 1.3650.405  1.3050.241  1.2900.273   

9 

0.750 คุม้โรค 2.550 คุม้โรค 0.750 ไม่คุม้โรค 

24 

 

1.575 คุม้โรค 0.750 คุม้โรค 2.325 คุม้โรค 

2.100 คุม้โรค 1.275 คุม้โรค 0.900 คุม้โรค 

0.750 คุม้โรค 1.650 คุม้โรค 1.350 คุม้โรค 

2.100 คุม้โรค 1.950 คุม้โรค 0.900 คุม้โรค 

ค่าเฉลี�ย 1.4550.678  1.6350.680  1.2450.644   

12 

2.250 คุม้โรค 1.875 คุม้โรค 0.750 ไม่คุม้โรค 

18 

 

1.725 คุม้โรค 1.500 คุม้โรค 2.550 คุม้โรค 

2.025 คุม้โรค 0.750 คุม้โรค 2.550 คุม้โรค 

2.325 
โคตายหลงัฉีด 

พิษทบั 2 วนั 
0.875 ไม่คุม้โรค 1.200 คุม้โรค 

1.875 คุม้โรค 1.650 คุม้โรค 1.125 ไม่คุม้โรค 

ค่าเฉลี�ย 2.0400.251  1.3300.493  1.6350.853   

18 

1.575 คุม้โรค 1.500 คุม้โรค 1.950 คุม้โรค 

12 

 

0.750 ไม่คุม้โรค 0.750 ไม่คุม้โรค 0.750 คุม้โรค 

2.400 คุม้โรค 0.900 คุม้โรค 0.975 คุม้โรค 

2.250 คุม้โรค 1.200 คุม้โรค 1.275 ไม่คุม้โรค 

2.550 คุม้โรค x 
โคตายหลงัฉีด

วคัซีน 12 วนั 
0.825 ไม่คุม้โรค 

ค่าเฉลี�ย 1.9050.746  1.0880.333  1.1550.489   
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1A 

 
1B 

1C 

 
1D 

รูปที� 1 แสดงระดบัแอนติบอดี (log VNT) ต่อไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยไทป์โอ ที� 0, 4, 7, 10, 14 และ 21 วนั  

หลงัการฉีดวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อยสําหรับโค กระบือ แพะ แกะ ไทป์โอ ที�มีปริมาณแอนติเจน 

146S   6, 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส โดยฉีดวคัซีนตาํรับละ 4 มิลลิลิตรต่อตวั (รูปที� 1A) จากการ

ทดสอบความปลอดภยั  และระดบัแอนติบอดีเฉลี�ย ที� 0, 4, 7, 10, 14 และ 20 วนั หลงัการฉีดวคัซีน              

แต่ละตาํรับแบบลดโด๊ส 1:1 (2 มล.), 1:4 (0.5 มล.) และ 1:16 (0.125 มล.) (รูปที� 1B, 1C และ 1D 

ตามลาํดบั) จากการทดสอบความคุม้โรค 
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ตารางที� 2 ผลการทดสอบหาแอนติบอดีต่อ 3ABC-NSP หลงัการฉีดวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อย  สาํหรับโค 

กระบือ แพะ แกะ ไทป์โอ ที�มีปริมาณแอนติเจน 146S  6, 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส 

ปริมาณ

แอนตเิจน 

146S 

(ไมโครกรัม/

โด๊ส) 

การ 

ได้รับ

วคัซีน 

จาํนวนสัตว์ที�ให้ผลบวก(positive) / จาํนวนสัตว์ทั�งหมด 
ความคุ้ม

โรคของ

สัตว์ที�

ให้ผล

บวก 

Do D4 D7 D10 D14 D20 D29* 

6 
ฉีดวคัซีน 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 1/141 P 

ตวัควบคุม 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2  

9 
ฉีดวคัซีน 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15  

ตวัควบคุม 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 nP, nP 

12 
ฉีดวคัซีน 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 3/142 P, P, nP 

ตวัควบคุม 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 1/2 nP 

18 
ฉีดวคัซีน 0/15 0/15 0/15 0/15 0/143 0/143 2/143 nP, nP 

ตวัควบคุม 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2 nP, nP 

รวม 
ฉีดวคัซีน 0/60 0/60 0/60 0/60 0/59 0/59 6/57 P  =3/6 

ตวัควบคุม 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 5/8 nP =3/6 

เปอร์เซ็นต ์
ฉีดวคัซีน 0% 0% 0% 0% 0% 0% 10.53% 50% 

ตวัควบคุม 0% 0% 0% 0% 0% 0% 62.50% 50% 

หมายเหตุ –  1 โคตายวนัที� 8 หลงัฉีดพิษทบั อ่านผลได ้  2 โคตายวนัที� 2 หลงัฉีดพิษทบั อ่านผลไม่ได ้
3 โคตายหลงัฉีดวคัซีน 12วนั      P = คุม้โรค (protected)     nP = ไม่คุม้โรค (non protected) 
* หลงัฉีดพิษทบั 8 วนั 
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รูปที� 2 ระดบัแอนติบอดี (log VNT) เฉลี�ยหลงัการฉีดวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อย สาํหรับโค กระบือ แพะ แกะ 

ไทป์โอ ที�มีปริมาณแอนติเจน 146S  6, 9, 12 และ 18 ไมโครกรัม/โด๊ส    จากการทดสอบความคุม้โรค 

(ฉีดวคัซีน 2 มล.,  n=5/ชุดวคัซีน)  และการทดสอบความปลอดภยั (ฉีดวคัซีน 4 มล., n=2/ชุดวคัซีน)   
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Development of high potent foot and mouth disease vaccine serotype O for cattle: 

Protection after vaccination with different antigen payload vaccines 

 

Chaiya Sangaprakhon1    Woraporn  Poosungnoen 1   Sukit  Prathumchai1   Romphruke  Udon2 

 

Abstract 

The objective of this study is to develop high potent foot and mouth disease (FMD) vaccine, serotype 

O189, for cattle comprised of different  the 146S antigen  payloads (6, 9, 12 and 18 µg/dose) in the aluminum 

hydroxide gel adjuvant. All the vaccine formulations were tested for safety and potency in cattle, 

including antibody detection by virus neutralization (VN) test and 3ABC non-structural protein (NSP) 

test. It was found that all vaccine formulation were safe and antibody against 3ABC-NSP was not detected  

in all vaccinated cattle. For the potency test,  each vaccine formulation (6, 9 , 12 and 18 µg/dose) gave 12, 24, 

18 and 12 PD50 respectively. In addition, the vaccines with 146S antigen payloads of  9, 12 and 18 µg/dose 

induced neutralizing antibody titers in cattle 7 days after vaccination whereas it was 10-14 days for a low 

payload of 6 µg/dose. The results suggest that FMD vaccine, serotype O189, at 146S antigen payload of 9 

µg/dose was appropriated for being the  high potent FMD vaccine, serotype O189, for FMD outbreak control            

in cattle. 

 

 

 

    Key words : antigen payload, protection, foot and mouth disease vaccine, type O 
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Study on persistent infection with foot and mouth disease virus in  

cattle and buffaloes in Thailand 

 

Wilai Linchongsubongkoch1   Dilok Aunpomma2   Terdsak Yano3 

Prasert Wongnak4   Janya  Samanit5   Sopha  Singkleebuth5 

  

Abstract 
                The persistent infection with foot and mouth disease in cattle and buffaloes were studied.  

Samples of oesophageal-pharyngeal (OP) fluid or probang were collected from the pharyngeal region 

using a probang cup.  A total 205 of probang and 226 serum samples from infected cattle and buffaloes 

were collected through sequential sampling during 2 to 19 months post infection with foot and mouth 

disease virus (FMDV). The probang samples were used to detect FMDV by virus isolation (VI)/ELISA 

typing and realtime RT-PCR (rRT-PCR).  The serum samples were used to determine antibody to FMDV 

type O, A and Asia1 using liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) in parallel with the detection of 

antibody to 3ABC non structural protein of FMDV using blocking ELISA (NSP-ELISA) to differentiate 

between infected and vaccinated animals. The result of the tests of the probang samples collected at 2, 5, 

11, and 19 months post infection (M/PI) from cattle following FMDV infection with type A were all found 

to be negative by VI/ELISA typing and rRT-PCR. It was concluded that the cattle were considered as non-

carrier state. While probang samples collected from buffaloes following the FMDV infection with type O 

at 3, 6 and 11 M/PI were found  6.1 % (2/33) positive by VI/ELISA typing and 6.1% (2/33) positive by 

rRT-PCR at 3 months post infection. Those two buffaloes were confirmed as being FMDV persistent 

infected animals or carriers by intermittent recovery of type O virus in OP fluid. For the LP ELISA results, 

the cattle infected with FMDV type A were mostly seropositive to all 3 serotypes, (titer >1.9 (log) or 1:80).  

The LP ELISA titer to type A were 28/28 (100%) at 2 months post infection (M/PI), 28/30 (93.33%) at 5 

M/PI, 24/25 (96%) at 11 M/PI and 20/41(48.8%) at 19 M/PI. The NSP-ELISA also showed very high 

positive results for the same periods: 75%, 56.7%, 76% and 61%, respectively. In the infected buffaloes, 

the LP ELISA were 31/42 (73.8%) seropositive to type O at 3 M/PI, 12/35 (34.2%) at 6 M/PI and 17/25 

(68%) at 11 M/PI. The NSP-ELISA found the high of positive results for the same periods: 66.7%, 52% 

and 76%, respectively. Mass vaccination with trivalent vaccine of O, A and Asia1 was practiced regularly 
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after the disease outbreak, as a consequence, high antibody titer to all 3 serotypes were obtained in those 

animals.  

 

 

 

Keywords:  Foot and mouth disease, persistent infection, LP ELISA, real time RT-PCR 
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Introduction 

              Foot and mouth disease (FMD) is a highly contagious viral disease that occurs in both domestic 

and wild cloven-hoof animals such as cattle, buffalo, pig, sheep, goat, elephant and deer, each species 

varies in its susceptibility to infection and clinical disease.  Currently, serotypes O and A are endemic in 

Thailand, but type Asia1 has not been found in the country since 1998.  The transmission of the disease is 

by direct contact, indirect contact and animal movement.   The virus is present in tissue, natural secretions 

(saliva, milk and semen) and excretions (sweat, urine and feces) of infected animals for up to 4 days before 

clinical signs of the disease become apparent (Donaldson and Ferris, 1980); Hyslop, (1965).  Donaldson et 

al., (1987) reported that the most common route of infection of ruminant is via the respiratory tract through 

inhalation of airborne virus and pig is more susceptible to FMDV infection by the oral route than ruminant.   

              FMD is characterized by lameness, anorexia, pyrexia, salivation, reduced milk production in 

lactating animals and weight loss.  Clinical disease may develop in 2-14 days after infection depending on 

the virus dose and the FMD virus can be located in the pharyngeal region in infected animals.   Both 

vaccinated and unvaccinated animals exposed to the virus may become persistently infected without 

showing clinical signs (Woodbury, 1996). An animal with persistent of FMD virus after recover is called a 

“carrier”. It is possible to recover infectious FMD virus for up to 28 days after infection (Sutmoller and 

Gaggero, 1966). The virus replicates in the mucosa of the pharynx and the dorsal surface of the soft palate 

and can be recovered from oesophageal-pharyngeal scraping using a probang sampling cup 

(Burrows,1966; Van Bekkum et al., 1966). Carrier animals may serve as reservoirs of infection and 

obstruct disease control programs. The duration of carrier state varies and is probably host species and 

virus strain dependent. Cattle have been shown to carry the virus for 2.5 years after infection (Hedger, 

1970), sheep for up to 9 months (McVicar and Sutmoller, 1969) and goats for up to 4 months (Singh, 

1977) . Pigs appear to eliminate detectable FMDV from the oropharynx within 28 days of infection (Van 

Bekkum, 1973; Panina et al., 1988) and are considered as non-carrier of FMDV. African buffaloes have 

been shown to excrete the virus for at least 5 years (Hedger and Candy, 1971).   

             Diagnosis of persistent FMDV infection is by isolation of FMDV in oesophageal- pharyngeal 

scraping collected from animals infected with FMD virus. This has shown that the primary lamb kidney 

cells or primary bovine thyroid cells are the most sensitive for in vitro assay for detection of FMDV 

(Snowdon, 1966) and for subsequent ELISA typing of the virus in harvested supernatant (Roeder and Le 

Blanc Smith, 1987). Presently, the molecular techniques for the diagnosis of the carrier state in probang 
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samples, polymerase chain reaction using both conventional RT-PCR (House and Mayer et al., 1993; 

Donn et al., 1994) and real time RT-PCR (rRtT-PCR) (Callahan et al., 2002) are the most sensitive assays 

for the detection of the FMDV specific 3D gene. Simultaneously, the serological assay for detection of 

antibody to FMDV structural protein in exposed animal has improved the detection of FMDV carrier by 

using the virus neutralization (VN) test (Rewmmanu et al., 1987) and the liquid phase blocking ELISA 

(LP ELISA) test (Hamblin et al., 1986 ; Linchongsubongkoch and Janukit, 1994). In addition, Bermann et 

al. (1993) reported that the serological assay to detect the antibody to the non structural protein of FMDV 

was significant prolonged in persistently infected cattle. A newly developed indirect ELISA technique for 

specific IgA detection in saliva (Archetti et al.,1995) can be used for identification of vaccinated cattle 

which has been infected with FMDV. It has been demonstrated that there is significantly higher level of 

FMDV specific IgA in carrier than in non-carrier cattle (Salt et al., unpublished paper). Verin et al., 2012 

(unpublished paper) studied FMDV persistence in Asian swamp buffaloes in Southeast Asia (SEA), 

probang samples collected at eight months post infection from buffaloes infected with FMDV in the Lao 

PDR and Myanmar were investigated by virus isolation/ELISA typing and by rRT-PCR, the results were 

found 14% positive. Saliva samples were tested by IgA-ELISA and serum samples were tested by non 

structural protein ELISA (NSP-ELISA). The results showed a higher detection rate (32.7%) of persistent 

animals compared to virus isolation and rRT-PCR (10% to 14%).  According to Verin et al., there have 

been very few studies of FMDV persistence in cattle and buffalos in SEA, and none in Thailand. The 

objectives of our research were to study persistent infectionof FMDV in cattle and buffaloes in Thailand 

and the duration of persistent infection. The oesophageal-pharyngeal fluid (OP) or probang and serum 

samples used in this study were collected from cattle and buffaloes with sequential sampling done from 2 

to 19 months post infection with FMDV.   

 

Materials and methods 

Experimental design and animals  

A total 112 samples of oesophageal-pharyngeal or probang fluid and 124 blood samples were  

sequentially collected at 2, 5, 11 and 19 months post infection (M/PI). The samples were from cattle in 

Chiang Mai province which had been infected with FMDV type A.   
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A total 93 oesophageal-pharyngeal fluid samples and 102 blood samples were sequentially 

collected at 3, 6 and 11 months post infection from buffaloes in Yasothon province which had been 

infected with FMDV type O. 

Oesophageal-pharyngeal fluid (OP) or probang samples 

The OP samples were collected using a probang cup and scraping tissue and mucosa at the 

oropharynx, particularly the dorsal surface of the soft palate. OP samples were placed in plastic tubes 

containing 5 ml of 0.08M phosphate buffer saline (PBS), pH 7.6, containing antibiotics and 1% bovine 

serum albumin. The samples were kept on wet ice in the field and then on dry ice during transportation to 

the laboratory where they were stored at-80oC in a deep freezer. Each probang cup was disinfected with 

1:200 speedyne (3% Iodine W/V) and washed completely with fresh water then rinsed in 0.08M PBS 

before re-use. 

Virus isolation 

The OP samples were treated with daifon (trichlorotrifluoroetane) at an equal volume, mixed well 

and clarified by centrifugation (3,500 rpm, 15 min). The treated OP supernatant fluid was inoculated onto 

primary lamb kidney cells for 1 to 3 passages. Cytopathic effect (CPE) was observed, then the cell culture 

supernatant fluid was separated into two parts, The first was used for FMDV identification by ELISA 

typing as described by Roder and Le Blanc Smith (1987) and the second was used to detect the FMDV 

specific 3D gene by rRT-PCR using the method described by Zhang and Alexandersen (2003).  

ELISA typing 

An indirect sandwich ELISA was used for detecting and typing of FMDV in the OP and virus 

isolation samples as described by Roder and Le Blanc Smith (1987). Plates were coated with three types of 

rabbit antisera (O, A and Asia1) and normal rabbit serum in a coating buffer. They were kept overnight at 

4oC, then washed with PBS. The test samples and control antigens were prepared by two-fold dilution into 

1:1, 1:2 and 1:4. Samples were dispensed into the appropriate wells on plates which were then incubated at 

37oC for 1 hour. The plates were then washed with PBS. 

The three types of guinea pig antisera (O, A and Asia1) and normal guinea pig were added to the 

corresponding wells and incubated at 37oC for 1 hour. Anti guinea pig immunoglobulin  conjugated to 

horseradish peroxidase was added and incubated at 37oC for 30 minutes, then the plates were washed with 

PBS. TMB substrate solution was added to all the wells and proceed for 20 minutes at room temperature 

then the reaction was stoped by adding an acid stopper solution (1N H2SO4) to each well. Optical densities 
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(OD) were read using a Multiskan ELISA Reader at a wavelength of 450 nm. The typing result was read 

by the mean OD values greater than 0.2 defined as positive in which serotype when compared to the 

corresponding control antigen. 

Liquid phase blocking ELISA (LP ELISA)  

Serum samples were used to determine antibody titer to structural protein of FMDVtypes O, A 

and Asia1 by LP ELISA. Serum was diluted into two fold dilution series and then a fixed concentration of 

reference antigen was reacted. The antibody titer was determined as the reciprocal of the final dilution of 

serum which giving 50% end point of Optical Density (OD) mean value of control antigen (Ca) where the 

OD reading at range 1.0-1.5. The interpretation of the serum was calculated as the percent inhibition (%PI) 

as described by Hamblin et al. (1986) and Linchongsubongkoch and Janukit, (1994). 

3ABC non structural protein of FMDV, PrioCHECK® FMDV-NS 

             A commercial NS test kit, ELISA produced by Prionic Lelystad B.V., The Netherlands was used 

to detect the antibody to 3ABC non structural protein (3ABC-NSP) of FMDV by the indirect blocking  

ELISA method for differentiating between infected and vaccinated animal. The test procedure was 

described followed the instructions of the manufacturer.  

Real time RT-PCR (rRT-PCR) 

The viral RNA was extracted from the probang samples using Trozol® LS (InvitrogenTM, USA) 

according to the manufacture’s instruction.  The extracted RNA used in the reverse transcription (RT) 

reaction changed RNA into cDNA using enzyme reverse transcriptase following the method described by 

Thongtha et al. (2008). cDNA can be stored at   -20oC and then used in rRT-PCR.  A set of rRT-PCR 

primer and probe was used for detecting all serotypes of FMDV at the 3D gene region. The probe labeled 

with 6-carboxyfluorescein (FAM) at the 5’ end and the quencher tetramethy rhodamine (TAMRA) at the 

3’ end was used in an amplification reaction as described by Callahan et al. (2002). The primer and probe 

sequences are shown in Table 1. 

The rRT-PCR reaction was carried out using LighCycler®480 (Roche Germany). The 20 µl  

reaction mix (total volume) in real-time included 10 ul of 2X reaction buffer,  0.5 µl each of the forwar 

primer, reverse primer and probe (Sigma-Proligo, Singapore), 6.5 µl DEPC water and 2 µl of RNA 

template. The tube was then placed into a real time PCR machine (LighCycler®480 (Roche Germany).  

Amplification was done according to the following temperature cycle:  pre-incubation at 95oC for 10 

minutes, amplification at 95oC for 10 seconds and at 60oC for 40 seconds (45 cycles) then cooled at 40oC 



 

 

 

 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที� 25    ฉบับที�  1-2    มี.ค.-ก.ย.  2559                             45                       J. Vet. Biol. Vol. 25   No.1-2   Mar-Sep  2016 

for 30 seconds. The crossing point (Cp) value for each sample was designed from the point at which 

fluorescence crossed a threshold line. Standard curve was calculated by using LighCycler ®480 Software.   

 

Results 
The results of probang and serum testing are shown in Tables 2, 3 and figure 1-9 respectively.   

  

Discussion and conclusion 
This study of FMDV persistent infection in dairy cattle and buffaloes was carried out in Chiang 

Mai and Yasothon provices of Thailand during 2008 to 2010. For dairy cattle, a total 112 probang samples 

(OP fluid) and 124 serum samples were sequentially collected following infection with FMDV type A 

from dairy farm in Chiang Mai province at 2, 5, 11, and 19 months post infection. The results of probang 

test found that all cattle were negative by virus isolation/ELISA typing and rRT-PCR (Table 2). Thus it 

was concluded that dairy cattle were considered as being in a non-carrier stage. The serology test of serum 

samples by the measurement of antibody titer to structural protein of FMDV type O, A and Asia1 by LP 

ELISA and the detection of antibody to 3ABC non structural protein by NSP-ELISA to differentiate 

between infected and vaccinated animals were shown in Figures 1-7, respectively. The LP ELISA results 

in dairy cattle infected with FMDV type A in Chiang Mai province showed high antibody titer to FMDV 

type O, A and Asia1. Antibody titer greater than 1.9 (log) or 1:80 was considered seropositive. The LP 

ELISA titer to type A was 28/28 (100%) seropositve at 2 months post infection (M/PI) (Figure 1), 28/30 

(93.33%) at 5 M/PI (Figure 2), 24/25 (96%) at 11 M/PI (Figure 3) and 20/41 (48.8%) at 19 M/PI (Figure 4) 

respetively.  The NSP-ELISA also showed very high positive results, 75%, 56.7%, 76% and 61%, 

respectively, for those periods as shown in Figure 8. This study indicates that dairy cattle, after recovery 

from FMDV infection could be considered as in a non-carrier stage. There were several possible reasons 

for factors that could have affected this result. First, to prevent the inactivated of live virus in OP fluid that 

effected for isolation. Therefore, it was recommended that probang samples must be kept in dry ice or at-

80oC during collection and transportation to the laboratory. Second, it was possible that the infected 

animals were not continuously producing and eliminating virus in their excretions (Archetti et al.,(1995). 

Third, the animals could have received multiple vaccinations after the disease outbreak which would 

neutralize the virus, making it impossible for the virus to replicate in the laryngeal area of the infected 

animals.  
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For buffaloes, a total of 93 probang and 102 serum samples were collected from buffaloes in 

Yasothon province following FMDV type O infection at 3, 6 and 11 months post infection. The result of 

probang tests found that 6.1% (2/33) were positive by virus isolation/ELISA typing and 6.1% were 

positive by rRT-PCR at 3 months post infection. These buffaloes were confirmed as FMDV persistent 

infected or carrier by the intermittent recovery of type O virus in OP fluid. These results were similar to a 

study by Sutmoller and Gaggero (1966) which reported finding isolated virus in OP fluid from both 

infected animals and vaccinated animals at 4 months and 6 months after infection. Probang samples 

collected at 6 and 11 months post infection were all negative by both tests, (Table 3). Serology results in 

buffaloes infected with FMDV type O in Yasothon province demonstrated that the LP ELISA titer to  type 

O was 31/42(73.8%) seropositive at 3 M/PI (Figure 5), 12/35 (34.2%) at 6 M/PI (Figure 6) and 17/25 

(68%) at 11 M/PI (Figure 7). The NSP-ELISA showed very high positive results at 66.7%, 52% and 76%, 

respectively, for those periods as shown in Figure 9. 

In this study, the high antibody titer to FMDV 3 serotypes were obtained in infected animals, due 

to multivaccination with trivalent vaccine after the FMD outbreak, with vaccination continuing at 6 month 

intervals.  Because of that, the recovery of virus in OP fluid would not be detected as the virus was 

neutralized by antibody from the vaccination (Salt et al.,1996). There were only 2 buffaloes which could 

be classified as carrier animals where the FMD virus could be detected in OP samples at 3 months post-

infection which might depend on the presence of FMDV in infected cell in the oesophageal-laryngeal fluid 

(Salt et al.,1996), although the NSP-ELISA demonstrated high positive results in both cattle and buffaloes 

from   2 to 19 months post infection (Sorensen et al., 1998 ; Verin et al. unpublished data).  Other research 

studies on the duration of carrier state in host species and virus strains have reported virus recovery in 

cattle up to 2.5 years post-infection (Hedger, 1970), in sheep and goats up to 9 months post infection (Mc 

Vicar and Sutmoller, 1969), and in Asian swamp buffaloes up to at least 20 months post infection (Verin et 

al., unpublished data). Although saliva samples were collected from all animals in this study, the specific 

IgA detection assay was not done due to limited laboratory facilities locally and lack of budget to submit 

those samples to the World Reference Laboratory, United Kingdom, for analysis. 

In conclusion, cattle infected with FMDV type A were considered as being in a non carrier state, 

seropositive to type A from 48-100% and NSP positive from 56-76%. The buffaloes infected with FMDV 

type O, 6.1% were considered as being in a carrier state at 3 months post infection, seropositive to type O 
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from 34-73% and NSP positive from 52-76%. Although the duration of carrier status has not been 

conclusively determined, NSP positive status could be detected upto 19 months post infection. 
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Table 1 Primer and probe sequences for detection of FMD virus in real time RT-PCR 

Name Sequence (5’- 3’) Target gene 

Forward primer ACTGGGTTTTACAAACCTGTGA 3D 

Reverse primer GCGAGTCCTGCCACGGA 3D 

Probe (FAM)-TCCTTTGCACGCCGTGGGAC-(TAMRA) 3D 

 

Table 2 Result of ELISA typing, virus isolation rRT-PCR of OP or probang samples collected from cattle at  2, 

5, 11 and 19 months post infected with FMDV type A 

Sample/time of collection 
VI/ELISA typing 

positive/total 

r RT-PCR result 

positive/total 
Results 

2 months post infected (n=20) 0/20 0/20 Non carrier 

5 months post infected (n=28) 0/28 0/28 Non carrier 

11 months post infected (n=25) 0/25 0/25 Non carrier 

19 months post infected (n=39) 0/39 0/39 Non carrier 

Remark: VI  =  virus isolation, OP  =  oesophageal-pharyngeal fluid, n  =  number of sample 

 

Table 3 Result of ELISA typing, virus isolation rRT-PCR of OP or probang samples collected from buffaloes at  

3, 6 and 11 months post infected with FMDV type O 

Sample/time of collection 
VI/ELISA typing 

positive/total 

r RT-PCR result 

positive/total 
Results 

3 months post infected (n=33) 0/20 0/20 Non carrier 

6 months post infected (n=35) 0/28 0/28 Non carrier 

11 months post infected (n=25) 0/25 0/25 Non carrier 

Remark: VI  =  virus isolation, OP  =  oesophageal-pharyngeal fluid, n  =  number of sample 
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Figure  1, 2, 3 and 4 Results of serology testing using LP ELISA (O, A and Asia1) and NSP-ELISA 

in persistent FMDV infected cattle.   Serum samples were collected at 2, 5, 11 

and 19  months  post infection. 
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Figure  5, 6 and 7 Results of serology tests using LP ELISA and NSP-ELISA in persistent FMDV 

infected buffaloes.  Serum samples were collected at 3, 6 and 11 months post infection.  

 

 
Figures  8  and 9 Summary of NSP positive and seropositive results to FMDV type A and O in infected 

cattle and buffaloes.  Antibody titers greater than 1.9 (log) or 1:80 were defined as 

seropositive. 
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การศึกษาสภาวะสัตว์อมโรคที�ตดิเชื�อด้วยไวรัสโรคปากและเท้าเปื� อย 

ในโคและกระบือในประเทศไทย 
 

วิไล ลินจงสุบงกช1    ดิลก อว้นพรมมา2    เทิดศกัดิ�  ญาโน3 

ประเสริญ วงศน์าค4     จรรยา สมานิตย ์5      โสภา สิงคลีบุตร5 
 

บทคดัย่อ 
                ทาํการศึกษาสภาวะสัตวอ์มโรคที�ติดเชื�อไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยในโคและกระบือโดยเก็บ

ตวัอยา่งบริเวณจากหลอดอาหารส่วนตน้  oesophageal- laryngeal (OP) fluid หรือ probang  จาํนวน 205 และ

ซีรัมจาํนวน 226 ตวัอย่างในช่วง 2-19 เดือนภายหลงัการติดเชื�อไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยจากโคในจงัหวดั

เชียงใหม่และกระบือในจงัหวดัยโสธร  ตวัอย่าง probang จะดาํเนินการตรวจหาไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อย

ดว้ยวิธี virus isolation (VI)/ELISA typing และ real time RT-PCR (rRT-PCR)   ตวัอย่างซีรัมจะดาํเนินการ

ตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยไทป์ O, A และ Asia1 ดว้ยวิธี LP ELISA ควบคู่กบัการ

ตรวจหาแอนติบอดีต่อส่วน 3ABC นอนสตรัคเจอร์โปรตีนของไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยดว้ยวิธี NSP-

ELISA เพื�อแยกระหว่างสัตว์ที�ได้รับการติดเชื� อและสัตว์ที�ได้รับการฉีดวคัซีน    ผลการตรวจตัวอย่าง 

probang ในโคที�ระยะ 2, 5, 11 และ 19 เดือนภายหลงัการติดเชื�อพบว่า VI/ELISA typing และ rRT-PCR 

ได้ผลลบทั� งหมด  แสดงว่าโคฝูงนี� ไม่มีสภาวะเป็นสัตว์อมโรคหรือพาหะของโรค (non-carrier0state)    

ในขณะที�ตวัอย่าง probang จากกระบือตรวจพบ VI/ELISA typing ไดผ้ลบวก 6.1% (2/33)และ rRT-PCRได้

ผลบวก 6.1% (2/33)  ที�ระยะ030เดือนภายหลงัการติดเชื�อ  แสดงว่ามีสภาวะเป็นสัตวอ์มโรคหรือพาหะของ

โรค(carrier state) และไดผ้ลลบทั�งหมดในช่วงระยะ 6 และ 11 เดือนภายหลงัการติดเชื�อ  ผลการตรวจ LP 

ELISA จากซีรัมในโคที�ไดรั้บการติดเชื�อไวรัสไทป์ A พบว่าในผล seropositive ทั�ง 3 ไทป์ (titer>1.9 log 

หรือ >1:80)   LP ELISA ต่อไทป์ A เท่ากบั 28/28 (100%),  28/30 (93.33%),  24/25 (96%) และ 20/41 

(48.8%) ที�ระยะ 2, 5, 11 และ 19 เดือนภายหลงัการติดเชื�อ  ผลของ NSP-ELISA  พบว่าใหผ้ลบวกเท่ากบั 

75%, 56.7%, 76% และ 61% ตามลาํดบั   ส่วนผลการตรวจ LP ELISA จากซีรัมกระบือที�ไดรั้บการติดเชื�อ

ไวรัสไทป์ O พบ seropositive ต่อไทป์ O เท่ากบั 31/42 (73.8%),  12/35 (34.2%) และ 17/25 (68%) ที�ระยะ 3, 

6 และ 11 เดือนภายหลงัการติดเชื�อ   ผลของ  NSP-ELISA  พบว่าใหผ้ลบวกเท่ากบั 66.7%, 52%  และ 76% 

ตามลาํดบั  เป็นที�น่าสังเกตว่าระดบัแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเทา้เปื� อยไทป์ O, A และAsia1 มีระดบั

ค่อนขา้งสูงทั�ง 3 ไทป์ เนื�องจากสัตวไ์ดรั้บการฉีดวคัซีนโรคปากและเทา้เปื� อยชนิด 3 ไทป์ อย่างสมํ�าเสมอ

เป็นประจาํทุกปีทาํใหต้รวจพบแอนติบอดีดงักล่าวอยูใ่นระดบัค่อนขา้งสูง 
 

คาํสาํคญั: โรคปากและเทา้เปื� อย  สภาวะสตัวอ์มโรค  LP ELISA,  real time RT-PCR 
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