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ข้อแนะน ำส ำหรับผู้เขียน 
 
 วารสารชีวผลิตภัณฑ์ ก าหนดออกปีละ 2 ฉบับ คือ เดือนมีนาคมและกันยายน  
 
1. เรื่องที่จะน ำลง 

1.1  ผลงานวิจัย (Research article) เป็นการเสนอผลการวิจัยที่ผู้เขียนได้ท าขึ้นเอง มีการก าหนดปัญหา
และวัตถุประสงค์ที่ชัดเจน มีการรวบรวมข้อมูล วิเคราะห์ สรุปและอภิปรายผลการวิจัย อันน าไปสู่
ความก้าวหน้าทางวิชาการ 

1.2  บทความทางวิชาการ (Technical article) เป็นงานเขียนขนาดสั้น ซึ่งมีการก าหนดประเด็นที่ชัดเจน
โดยผู้เขียนเรียบเรียงจากผลงานทางวิชาการของตนเอง หรือของผู้อื่นในลักษณะที่เป็นการวิเคราะห์ 
วิจารณ์ หรือเสนอแนวความคิดใหม่ ๆ จากพื้นฐานทางวิชาการนั้นๆที่รวบรวมข้อมูลความคิดเห็น
และประสบการณ์ ของผู้เขียน 

1.3 บทความปริทรรศน์ (Review article) คือบทความที่รวบรวมผลงาน หรือแนวคิดเรื่องใดเรื่องหนึ่ง
โดยเฉพาะ ซึ่งเคยลงตีพิมพ์มาแล้ว น ามาวิเคราะห์ วิจารณ์ เพื่อให้เกิดความกระจ่างในเรื่องน้ันยิ่งขึ้น  

1.4  เรื่องอื่นๆ ที่คณะบรรณาธิการวารสารพิจารณาเห็นสมควร 
2. กำรจัดท ำตน้ฉบับ 

2.1 ต้นฉบับที่จะเผยแพร่ในวารสารชีวผลิตภัณฑ์ต้องได้รับการอนุมัติให้เผยแพร่จากต้นสังกัด และต้อง 
ไม่เป็นเรื่องที่เคยเผยแพร่หรืออยู่ระหว่างการพจิารณาเพื่อเผยแพร่ในสื่ออื่น 

2.2 การพิมพ์ผลงานทางวิชาการ 
2.2.1 ตัวพิมพ์ ใช้ตัวอักษร TH SarabunPSK แบบปกติ ขนาด 16 ชื่อหัวข้อใหญ่ เช่น ชื่อเรื่อง 

บทคัดย่อ บทน ำ อุปกรณ์และวิธีกำร ผล วิจำรณ์ สรุป กิตติกรรมประกำศ และ
เอกสำรอ้ำงอิง ใช้ตัวอักษรแบบหนา (Bold) ขนาด 18 ส่วนหัวข้อย่อย เช่น ค ำส ำคัญ ตำรำง 
รูปภำพ เป็นต้น พิมพ์โดยใช้ตัวอักษรแบบหนา ขนาด 16 

2.2.2  กระดำษที่ใช้พิมพ์  ใช้กระดาษ A4 พิมพ์หน้าเดียว จ านวน 10-14 หน้า 
2.2.3  กำรเว้นที่ว่ำงขอบกระดำษ  ด้านบน  ด้านซ้าย  ด้านขวาและด้านล่างที่ 2.54 ซม. 
2.2.4  กำรล ำดับหน้ำ   ใช้หมายเลข 1,2,3…. ที่กึ่งกลางหน้า ด้านบน และใช้ตัวอักษรปกติขนาด 16 
2.2.5  ตำรำง รูปภำพ แผนภูมิ กรำฟ  จัดพิมพ์แยกหน้าเฉพาะ และจัดวางหลังเอกสารอ้างอิง โดย

มีรายละเอียดดังนี ้
 ตาราง ระบุเลขที่ของตาราง (table number) ชื่อของตาราง (table title) หัวตาราง 

(table heading) และที่มาของตาราง (ถ้าม)ี ให้ท าเป็นภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยทั้งตาราง 
พิมพ์อยู่ในหน้าเดียวกันทั้งหมด ถ้าตารางมีความยาวเกิน 1 หน้า ให้พิมพ์ส่วนที่เหลือในหน้า
ถัดไปโดยพิมพ์เลขที่ตารางและตามด้วยค าว่า (ต่อ) ค าบรรยายตารางให้เขียนไว้ด้านบนของ
ตาราง 

 รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ ควรเป็นภาพขาวด า และท าเช่นเดียวกับตาราง แต่ค าบรรยายให้
เขียนไว้ด้านล่าง 

2.2.6  กำรพิมพ์ชื่อวิทยำศำสตร์ของสิ่งมีชีวิต ชื่อวิทยาศาสตร์เป็นไปตามการตั้งชื่อระบบ ทวินาม 
(Binomial nomenclature) พิมพ์ด้วยตัวเอน เช่น Escherichia coli ในกรณีไม่ระบุชื่อ             
สปีชีส์หรือต้องการกล่าวถึงหลายสปีชีส์ เช่น Salmonella spp. 
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3. ต้นฉบับเพื่อพิจำรณำเผยแพร่ในวำรสำรชีวผลิตภัณฑ์ 
3.1 จัดท าต้นฉบับผลงานทางวิชาการ  (original manuscript) และส า เนา (photocopied 

manuscript) อีกจ านวน 3 ชุด พร้อมแผ่นบันทึกไฟล์ข้อมูลอิเล็กทรอนิกส์ ที่ระบุรายละเอียด               
ชื่อผลงาน ชื่อเจ้าของผลงาน และที่อยู่พร้อมเบอร์โทรศัพท ์

3.2  ส่งต้นฉบับทั้งหมดพร้อมเอกสารน าส่งถึง 
 กองบรรณาธิการวารสารชีวผลิตภัณฑ ์
 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 

โทรศัพท์ 0-4431-1476  ต่อ 1123 โทรสาร 0-4431-5931 
3.3  ไม่ส่งคืนต้นฉบับ 
3.4  ต้นฉบับที่ส่งให้พิจารณาจะมีใบตอบรับให้เจ้าของผลงาน และจะแจ้งผลการพิจารณาให้ทราบภายใน 

2 เดือน 
3.5  ผลงานทางวิชาการที่ได้รับการเผยแพร่ในวารสาร เจ้าของผลงาน (เฉพาะชื่อแรก) จะได้รับวารสาร

ชีวผลิตภัณฑ์ จ านวน 1 เล่ม พร้อม reprint จ านวน 5 ชุด 
 4. กำรล ำดับเรื่อง 

4.1 ชื่อเรื่อง (Title) ตั้งชื่อให้สั้นและสื่อความหมายได้ดี  
4.2 ชื่อผู้เขียนและผู้ร่วมงำน (Author and co-workers) เขียนชื่อนามสกุลเต็มทั้งภาษาไทยและ

ภาษาอังกฤษ วางกึ่งกลางใต้ชื่อเรื่อง พร้อมทั้งสถานที่ท างานที่ติดต่อได้สะดวก พิมพ์เป็นเชิงอรรถ  
4.3 บทคัดย่อ (Abstract) เขียนให้เนื้อความครอบคลุมเรื่องทั้งหมด โดยเฉพาะที่มา วัตถุประสงค์ วิธีการ 

ผล และสรุป หรืออาจแยกเป็น 4 ย่อหน้า คือ ส่วนที่มา (Backgrounds) วิธีการ (Methods) ผล 
(Results) และสรุป (Conclusion) ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ โดยเขียนแยกหน้า  

4.4 ค ำส ำคัญ (Keywords) ค าหรือข้อความสั้น ๆ ที่มีความหมายแสดงถึงความเป็นไปของ                  
การทดลองนั้นๆ ไม่เกิน 5 ค าส าคัญ โดยพิมพ์อยู่ใต้บทคัดย่อ 

4.5  เนื้อหำ (Text) ส าหรับผลงานวิจัยประกอบด้วย 
4.5.1  บทน ำ (Introduction) บรรยายถึงความเป็นมาและวัตถุประสงค์ รวมทั้งควรมีการทบทวน

วรรณกรรม (literature review) ประกอบ 
4.5.2 อุปกรณ์และวิธีกำร (Materials and Methods) ถ้าเป็นการคิดค้นขึ้นใหม่ ควรอธิบายอย่าง

ละเอียด แต่ถ้าเป็นที่ทราบกัน ควรเขียนในลักษณะอ้างอิงถึง ถ้ าเป็นชื่อการค้าให้ท าเป็น
เชิงอรรถ 

4.5.3 ผล (Results) บรรยายผลการทดลองให้เข้าใจง่าย อาจเสนอเป็นตาราง รูปภาพ หรือกราฟ 
พร้อมค าบรรยายประกอบ  

4.5.4  วิจำรณ์ (Discussion) วิจารณ์ถึงหลักการที่แสดงออกมาจากผลการทดลอง เพื่อสนับสนุน หรือ
คัดค้านทฤษฎีที่มีผู้เสนอมาก่อน เพื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองและการตีความหมายของ
ผู้อื่น เน้นถึงปัญหาข้อโต้แย้งในสาระส าคัญของเรื่องที่ก าลังกล่าวถึง และการน าผลไปใช้ให้เป็น
ประโยชน ์

4.5.5 สรุป (Conclusion) เขียนใจความที่ส าคัญและคุณค่าของงานเพ่ือผู้อ่านเข้าใจได้ง่าย 
4.5.6 กิตติกรรมประกำศ (Acknowledgement) ระบุแหล่งสนับสนุนทุนวิจัย เครื่องมือ อุปกรณ์ 

และความช่วยเหลือจากบุคคลต่าง ๆ 
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4.5.7  เอกสำรอ้ำงอิง (References)  
ก.  กำรอ้ำงอิงในเนื้อเรื่อง  

1) วารสารหรือหนังสือ เมื่ออยู่ต้นประโยค เช่น นพพร (2539), Lin and Lee (1981) เมื่อ
อยู่กลางหรือท้ายประโยค เช่น (วิไลและคณะ, 2532; Kumakai et al., 1961)  กรณี 
อ้างอิงเอกสารหลายเรื่องที่เขียนโดยผู้แต่งคนเดียวกันและปีที่พิมพ์ซ้ ากัน ให้ใช้ a, b, c 
หรือ d ตามหลังปีที่พิมพ์ส าหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช้ ก ข ค หรือ ง 
ตามหลังปีที่พิมพ์ ส าหรับเอกสารภาษาไทย เช่น  เจือ และคณะ (2516ก),  Katz 
(1984a) 

2) บุคคลหรือข้อมูลที่ไม่เคยลงพิมพ์มาก่อน ให้อ้างเฉพาะในเนื้อเรื่องเท่านั้น ไม่ต้องน าไป
รวมในรายชื่อเอกสารอ้างอิง เช่น .....similar results (Layton, R. B. and Weathers, 
C. C., unpublished data), .....for other bacteria (Jones, A. X., personal 
communication) 

3) เอกสารที่หน่วยงานเป็นผู้จัดท า ให้ระบุชื่อหน่วยงานเต็มในการอ้างถึงครั้งแรก และระบุ
ชื่อย่อที่เป็นทางการหลังเครื่องหมายจุลภาค (,) การอ้างถึงครั้งต่อไปให้ใช้ชื่อย่อนั้น กรณี
ที่ไม่มีชื่อย่อ ให้ระบุชื่อหน่วยงานเต็มทุกครั้ง เช่น (องค์การรับส่งสินค้าและพัสดุภัณฑ์, 
ร.ส.พ., 2519) 

ข. กำรเขียนเอกสำรอ้ำงอิงท้ำยเรื่อง เริ่มจากเอกสารอ้างอิงภาษาไทยเขียนเรียงตามล าดับ
พยัญชนะของผู้เขียน เอกสารอ้างอิงภาษาอังกฤษเขียนเรียงล าดับ ชื่อสกุลตามด้วยชื่อย่อ
ของผู้เขียน 
1) วารสาร ระบุชื่อผู้เขียน ตามด้วยปี ชื่อเรื่อง ชื่อย่อวารสาร ปีที่ ฉบับที่ และหน้าที่อ้างถึง  

เช่น 
สายพิณ ขุมทรัพย์  สุรพล ขุมทรัพย์ และจาตุรนต์ พลราช 2544 การเจริญเติบโตของ

เซลล์ IFFA-3 ชนิดแขวนลอยในมีเดียมที่มีกรดอะมิโนและวิตามินผสมส าเร็จ 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์ 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. 
กรณีอ้างอิงเอกสารหลายเรื่องที่เขียนโดยผู้แต่งคนเดียวกันและปีที่พิมพ์ซ้ ากัน ให้ใช้ 

a, b, c หรือ d ตามหลังปีที่พิมพ์ ส าหรับเอกสารภาษาต่างประเทศ และใช้ ก ข ค หรือ 
ง ตามหลังปีที่พิมพ ์ส าหรับเอกสารภาษาไทย 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) หนังสือ ระบุช่ือผู้เขียน ปีที่พิมพ์ ช่ือเรือ่ง บรรณาธิการ (ถ้ามีบรรณาธิการหลายคนให้อ้าง
ทุกคน) ชื่อหนังสือ ครั้งที่พิมพ์ ส านักพิมพ์ เมืองที่พิมพ์ ประเทศ หน้าแรกและหน้า
สุดท้ายที่อ้างถึง ส าหรับหนังสือภาษาอังกฤษ ถ้าอ้างเพียง 1 หน้า ใช้ p. ถ้าอ้างอิงหลาย
หน้าใช้ pp. เช่น  
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กองแผนงาน กรมปศุสัตว์ 2543 ข้อมูลจ านวนปศุสัตว์ในประเทศไทย โรงพิมพ์ชุมนุม
สหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทยจ ากัด กรุงเทพฯ หน้า 81 

ไพโรจน์ จ๋วงพานิช  2520 โรคอ้อยที่เกิดจากเชื้อรา ใน เกษม สุขสถาน และอุดม               
พูลเกษ บรรณาธิการ หลักการท าไร่อ้อย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  กรุงเทพฯ 
หน้า 141-145 

World Organisation for Animal Health (OIE). 2018. Fowl cholera. In Manual 
of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals 2018. OIE. Paris, 
France. p. 899. 

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) เว็บไซต์ ระบุชื่อผู้เขียน ปีที่พิมพ์ ชื่อเรื่อง ชื่อหนังสือ (ถ้ามี) แหล่งที่มาและวันที่เข้าถึง 
เช่น 
จันทรา แป้นตุ้ม  จุฑาพร ศรีวิพัฒน์  วรวิทย์ แสงสิงแก้ว และพึ่งพิศ ดุลยพัชร์                       

2541อาหารจากข้าวโพด คู่มือส่ง เสริมการเกษตรที่  43  แหล่งที่มา 
http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm  27 มีนาคม 2541 

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]. 
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จำกกองบรรณำธิกำร 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์ฉบับนี้เป็นวารสารฉบับรวมเล่ม (เล่ม 1-2 เดือนมีนาคมและกันยายน) และปีที่จัดท า
วารสารเป็นปีที่ 30 แล้ว (ปีที่ 1 จัดท าเมื่อปี 2532) ซึ่งวารสารฉบับนี้จะประกอบไปด้วยเนื้อหาที่เป็นประโยชน์ต่อ
ผู้ใช้วัคซีนที่ผลิตโดยส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ จ านวน 7 เรื่อง ได้แก่ 1)เปรียบเทียบผลการ
วัดระหว่างห้องปฏิบัติการของเทคนิค Immunoperoxidase และ Neutralizing peroxidase-linked assay ใน
การตรวจหาปริมาณไวรัสและแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกร 2)การพัฒนาวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอิมัลชัน 
3)เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Pasteurella multocida ซีโรไทป์ B:2,5 โดยใช้เชื้อตั้งต้นที่
ความเข้มข้น 1% และ 2%  4)ความคุ้มโรคข้ามของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับโค กระบือ แพะ แกะ ไทป์ 
O189 ต่อเชื้อไทป์โอที่ระบาดในพื้นที่ 5)ความสัมพันธ์ของระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยระหว่าง
การทดสอบโดยวิธีลิควิดเฟสบล๊อกกิ้งอีไลซ่าและไวรัสนิวทรัลไลเซชั่น 6)การเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดีหลัง
การได้รับเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยโดยการฉีดเชื้อพิษทับ และ 7)ความสัมพันธ์ทางแอนติเจนและพันธุกรรม
ของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยในการคัดเลือกไวรัสส าหรับผลิตวัคซีน โดยเฉพาะเรื่องที่ 7 โดยท่านผู้เชี่ยวชาญ 
สัตวแพทย์หญิงวิไล ลินจงสุบงกช (ผู้เชี่ยวชาญโรคปากและเท้าเปื่อย OIE) จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งส าหรับผู้ใช้
วัคซีนและผู้ผลิตวัคซีน (สทช.) ในการผลิตวัคซีนให้ตรงหรือใกล้เคียงกับเช้ือไวรัสที่มีการระบาดในพื้นที่ เพื่อควบคุม 
หยุดยั้งการระบาดของเช้ือให้เร็วที่สุด ช่วยลดความเสียหายทางเศรษฐกิจ 

ส าหรับปี 2563 ทั่วโลกและประเทศไทย ประสบกับปัญหาด้านสุขภาพของประชากร (คน) ที่รุนแรงมาก 
คือ ปัญหาการระบาดของโรคไวรัสโคโรนา-2019 (COVID-19) ที่มีคนติดเชื้อและเสียชีวิตจ านวนมาก ถือว่าเป็น
หายนะที่ส าคัญของโลกในยุคโลกไร้พรมแดน ส าหรับโรคในสัตว์ของประเทศไทย ปี 2563 พบกับปัญหาการระบาด
ของโรคอหิวาต์แอฟริกาในม้า (African Horse Sickness; AHS) และปี 2564 นี้ พบกับปัญหาการระบาดของ
โรคลัมปี สกิน (Lumpy Skin Disease; LSD) ซึ่งทั้ง 2 โรค เป็นโรคอุบัติใหม่ที่ไม่เคยมีมาก่อนในประเทศไทย               
ท าให้เกิดการตื่นตัวของนักวิชาการในสาขาต่างๆ เช่น นักวัคซีนวิทยา นักไวรัสวิทยา เพื่อพัฒนาวัคซีนชนิดใหม่ๆ ที่
ใช้เทคโนโลยีใหม่ๆ ได้แก่ วัคซีนชนิด mRNA วัคซีนชนิด Vector เป็นต้น 
 ท้ายนี้กองบรรณาธิการ ขอขอบคุณผู้อ่านที่ยังให้ความสนใจและหวังว่าวารสารชีวผลิตภัณฑ์ฉบับนี้จะเป็น
ประโยชน์ในการด าเนินงานวิชาการ วิจัย การต่อยอด การพัฒนานวัตกรรม ของนักวิชาการ นักวิจัย และเป็นข้อมูล
แก่ผู้ที่เกี่ยวข้องและผู้สนใจ รวมทั้งขอให้แคล้วคลาดปลอดภัยจากโรคโควิด-19 ทุกๆท่าน 
 
 
                  ขอขอบคณุ 
          น.สพ. ไชยา  สง่าประโคน 
                  บรรณาธิการ 
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เปรียบเทียบผลกำรวัดระหว่ำงห้องปฏิบตัิกำรของเทคนิค Immunoperoxidase และ 
Neutralizing peroxidase-linked assay ในกำรตรวจหำปริมำณไวรัส 

และแอนติบอดีต่อโรคอหิวำต์สุกร 
 

ดิถี ประเสริฐสุวรรณ1     นลินี หงษ์ชุมพล1     อารีรัตน์ สุดโต1     ละมูล โม้ลี2 

 

บทคัดย่อ 
การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบผลการวัดระหว่างห้องปฏิบัติการของส านักเทคโนโลยี               

ชีวภัณฑ์ส ัตว์ (สทช.) และสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ (สสช.) ในการตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค 
Immunoperoxidase (IP) โดยใช้ตัวอย่างไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ในเซลล์เพาะเลี้ยง จ านวน 20 ตัวอย่าง 
และตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค Neutralizing peroxidase-linked assay (NPLA) 
โดยใช้ตัวอย่างซีรัมสุกรก่อนฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกร จ านวน 3 ตัวอย่าง และซีรัมสุกรหลังฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิด
เซลล์เพาะเลี้ยง จ านวน 3 ตัวอย่าง วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยวิธี Independent Sample T-test ที่ระดับ
นัยส าคัญ 0.05 

ผลการตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP ของ สทช.และ สสช. มีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) เท่ากับ 5.90 
± 1.03 และ 6.10 ± 0.85 ตามล าดับ เมื่อน ามาค านวณค่าทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติที่ระดับ 0.05 

ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค NPLA จากตัวอย่างซีรัมสุกรก่อนฉีด
วัคซีนอหิวาต์สุกร จ านวน 3 ตัวอย่าง และซีรัมสุกรหลังฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง จ านวน                    
3 ตัวอย่าง ผลการทดสอบของ สทช. มีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) เท่ากับ 6.28 ± 2.98, 5.89 ± 2.01, 4.55 ± 0.96,  
33.29 ± 11.37, 25.10 ± 11.94 และ 26.39 ± 17.28 ตามล าดับ ผลการทดสอบของ สสช. มีค่าเฉลี่ย              
(Mean ± SD) เท่ากับ 2.08 ± 0.71, 3.22 ± 2.11, 4.44 ± 2.11, 18.67 ± 12.22, 8.32 ± 2.84 และ 4.55 ± 
0.96 ตามล าดับ เมื่อน ามาค านวณค่าทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 

สรุปว่าการตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP และการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกร
ด้วยเทคนิค NPLA ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. มีความสามารถในการทดสอบเทคนิคดังกล่าว               
ไม่แตกต่างกัน (p>0.05) แสดงถึงความพร้อมของห้องปฏิบัติการและบุคลากรของ สทช. และ สสช. ในการทดสอบ
คุณภาพวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง แทนการใช้กระต่ายในการผลิตวัคซีน 

 
 
 
 

ค ำส ำคัญ: การเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ  เทคนิค Immunoperoxidase  
เทคนิค Neutralizing peroxidase-linked assay  อหิวาต์สุกร 

 

 
 

1ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
2 สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรุงเทพฯ 10900 
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บทน ำ 
 โรคอหิวาต์สุกร (Classical Swine Fever; CSF หรือ Hog Cholera) เป็นโรคระบาดสัตว์ตาม
พระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว์ พ.ศ. 2558 ที่ก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมากแก่อุตสาหกรรม
การเลี้ยงสุกรภายในประเทศ  สาเหตุเกิดจากเชื้อไวรัส Classical Swine Fever อยู่ใน Family Flaviviridae, 
Genus Pestivirus (Van and Terpstra, 1989) ซึ่งอาการป่วยของสุกรขึ้นอยู่กับความรุนแรงของเชื้อไวรัสและ
ภูมิคุ้มกันโรคในสุกรแต่ละตัว การติดต่อของโรคสามารถติดต่อโดยตรงจากสุกรป่วยในเล้าเดียวกัน โดยเชื้อไวรัสจะ
ถูกขับปนออกมากับสิ่งขับถ่าย เช่นน้ ามูก น้ าลาย อุจจาระ หรือปัสสาวะ เชื้อจากแม่ผ่านรกสู่ลูกสุกร  หรืออาจ
ติดต่อทางอ้อมจากคน สัตว์เลี้ยง นก หนู แมลง และยานพาหนะที่ใช้ในการขนส่งสุกรเข้าออกจากฟาร์ม                  
โรคอหิวาต์สุกรไม่มีวิธีรักษา สัตว์ป่วยจะถูกท าลายแล้วฝังหรือเผาซากเพื่อเป็นการป้องกันการแพร่ระบาดของโรค 
ดังนั้นการฉีดวัคซีนจึงเป็นการป้องกันความสูญเสียแต่ไม่อาจก าจัดโรคได ้
  เชื้อไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส ที่ใช้ส าหรับผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรเป็นเชื้อไวรัสที่สามารถเจริญเติบโตได้
ในเซลล์เพาะเลี้ยงหลายชนิด เช่น SK6 (Hulst et al., 2000; Terpstra et al., 1990) และ FS-L3 (Sakoda and 
Fukusho, 1996; วาสนาและคณะ, 2544) ซึ่งเป็นเซลล์ไตสุกร และนอกจากนี้ยังสามารถเพาะเลี้ยงได้ในเซลล์ชนิด
อื่นที่ไม่ใช่เซลล์สุกร (Sasahara and Kumagai, 1966) เช่น BEK (เซลล์ไตโค), MARC-145 (เซลล์ไตลิง), HL 
(เซลล์ปอดแฮมสเตอร์) เป็นต้น ซึ่งเมื่อเซลล์มีการติดไวรัส (infected) จะไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ 
(cytopathic effect; CPE) ดังนั้นในการตรวจหาปริมาณไวรัสจึงต้องย้อมเซลล์ด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดี และ
สังเกตการติดสีของไวรัส โดยใช้เทคนิค Immunoperoxidase (IP) (NIAH, 1998) หรือเทคนิค fluorescent 
antibody technique (FAT) (NIAH, 1998; OIE, 2018) ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) และสถาบัน
สุขภาพสัตว์แห่งชาติ (สสช.) ซึ่งเป็นหน่วยงานกลางในการตรวจวินิจฉัยได้เลือกใช้เทคนิค IP ในการตรวจหา
ปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกร เนื่องจากเทคนิค FAT ต้องทดสอบในเซลล์หรือเนื้อเยื่อสดจึงจะท าให้เห็นขอบเขตและ
รายละเอียดของเซลล์ และเมื่อย้อมแล้วไม่สามารถเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องได้เนื่องจากสีฟลูออเรสซีนจะเสื่อมเมื่อถูก
แสงสว่าง รวมทั้งกล้องจุลทรรศน์ที่ใช้ในการอ่านผลเนื้อเยื่อจะต้องเป็น Fluorescent microscopy หรือ 
Confocal laser scanning microscopy (CLSM) เท่านั้น (Van der Loos, 1999) แต่เทคนิค IP สามารถใช้ได้ทั้ง
ตัวอย่างเซลล์หรือเนื้อเยื่อสด เซลล์หรือเนื้อเยื่อที่เก็บรักษาในฟอร์มาลิน เป็นปฏิกิริยาจ าเพาะระหว่างแอนติเจนกับ
แอนติบอดีในเน้ือเยื่อโดยใช้เอนไซม์เปอร์ออกซิเดสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาท าให้ต าแหน่งที่เกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์
กับซับสเตรตที่จ าเพาะเกิดสีขึ้น โดยสีนี้จะมีความคงทนและสามารถมองเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา 
(Nakane and Pierce, 1967) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าเทคนิค IP สามารถใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสอื่นๆ 
ในสุกรได้ เช่น Africa swine fever virus โรคโรต้าไวรัสในสุกร (Rotavirus) เป็นต้น (Barman et al., 2014; 
Pan et al., 1982)  
 ส าหรับการตรวจระดับแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกรนั้น สทช. และ สสช. ใช้เทคนิค Neutralizing 
peroxidase-linked assay (NPLA) (NIAH, 1998; OIE, 2018) ในการตรวจหาระดับแอนติบอดีที่เกิดขึ้นหลังสุกร
ได้รับวัคซีน ซึ่งเทคนิค NPLA เป็นการทดสอบที่ใช้ปฏิกิริยาการลบล้างฤทธิ์ (Neutralization) โดยอาศัยคุณสมบัติ
ของแอนติบอดีของซีรัมที่เจือจางในอัตราส่วนเป็นล าดับ และอาศัยการย้อมติดสีของไวรัสเพื่อดูการคงเหลือของ
ไวรัส หากในซีรัมที่เจือจางนั้นมีแอนติบอดทีี่จ าเพาะต่อไวรัสในปริมาณที่เพียงพอที่จะยับยั้งไวรัสได้ ไวรัสจะไม่ติดสี
เมื่อท าการย้อม นอกจากนี้เทคนิค NPLA ยังสามารถตรวจวินิจฉัยแยกระหว่างการติดเชื้อ bovine viral diarrhea 
virus (BVD) กับการติดเช้ือจากไวรัสอหิวาต์สุกรได้อีกด้วย (Terpstra et al., 1984) 
 ตามข้อก าหนดของมาตรฐานว่าด้วยความสามารถของห้องปฏิบัติการทดสอบและสอบเทียบ ISO/IEC 
17025 การทดสอบความช านาญของห้องปฏิบัติการถือเป็นส่วนหนึ่งในหลักประกันคุณภาพผลการทดสอบของ
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ห้องปฏิบัติการ เพื่อตรวจสอบสมรรถนะของห้องปฏิบัติการและแสดงความน่าเชื่อถือของผลการทดสอบของ
ห้องปฏิบัติการ (กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์2559; ISO/IEC Guide 43-1. 1997. 4; ILAC – G 13: 2007) 
 ดังนั้นการทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบผลการวัดระหว่างห้องปฏิบัติการ (Interlaboratory 
Comparison; ILC) ของ สทช. และ สสช. ในการตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP และการตรวจระดับ
แอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค NPLA เพื่อทดสอบความช านาญของห้องปฏิบัติการ (Laboratory 
proficiency testing) รวมทั้งเป็นการเตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติการและพัฒนาบุคลากรในการทดสอบ
คุณภาพวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง ที่มีการวิจัยและพัฒนาร่วมกันระหว่าง สทช. และ สสช. แทนการ
ใช้กระต่ายในการผลิตวัคซีน 
  

อุปกรณ์และวิธีกำร 
ตัวอย่ำง 

 ไวรัสอหิวาต์สุกร สเตรนไชนีส (Swine fever: Chinese strain) ที่เพาะเลี้ยงด้วยเซลล์ FSL3 จ านวน 20 
ตัวอย่าง ทุกตัวอย่างจะถูกก าหนดรหัสตัวอย่างจากผู้ส่ง (ฝ่ายผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรและกาฬโรคเป็ด สทช.) 

 ซีรัมสุกรก่อนการฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกร จ านวน 3 ตัวอย่าง ทุกตัวอย่างจะถูกก าหนดรหัสตัวอย่างจากผู้ส่ง 
(ฝ่ายผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรและกาฬโรคเป็ด สทช.) 

 ซีรัมสุกรหลังการฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกรชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง สเตรนไชนีส ในระดับต้นแบบ (Development 
of classical swine fever tissue culture vaccine Chinese strain, pilot scale) จ านวน 3 ตัวอย่าง                   
ทุกตัวอย่างจะถูกก าหนดรหัสตัวอย่างจากผู้ส่ง (ฝ่ายผลิตวัคซีนอหิวาต์สุกรและกาฬโรคเป็ด สทช.) 
เซลล ์

เซลล์ชนิด SK6 passage 25 ได้รับความอนุเคราะห์จาก สสช. ปี 2560 ซึ่งเก็บที่อุณหภูมิ –80๐C มีจ านวน
เซลล์ 2x106เซลล์/หลอด 
เชื้อไวรัสมำตรฐำน (standard virus) 

 เชื้อไวรัสอหิวาต์สุกรชนิดรุนแรง สายพันธุ์บางเขน 1950 (Classical swine fever, Bangkhen 1950 
strain) ที่มีปริมาณไวรัส 105PID50/มิลลิลิตร (50% Pig Infectious dose) จากการเตรียมไวรัสอหิวาต์สุกรชนิด
รุนแรงจากเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด SK6 (กังวาน และดิถ,ี 2562)   
อำหำรส ำหรับเพำะเลี้ยงเซลล์และไวรัส 
 อาหารส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ SK6 (Growth medium; GM) ประกอบด้วย minimal essential 
medium (Eagle’s MEM Nissui No1)1, Tryptose phosphate broth2 solution 1%, L-glutamine3 1%, 
sodium bicarbonate4 1%, antibiotic5 1%, และ calf serum6 5% 
 อาหารส าหรับเพาะเลี้ยงไวรัส (Maintenance medium; MM) ประกอบด้วย Minimal essential 
medium (Eagle’s MEM Nissui No1)1, Tryptose phosphate broth2 solution 1%, L-glutamine3 1%, 
sodium bicarbonate4 1%, antibiotic5 1%, และ calf serum6 1% 
กำรเตรียมเซลล ์
 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ ในขวด Flask  
 น าเซลล์ SK6 ซึ่งเก็บที่อุณหภูมิ –80๐C มา thaw แล้วล้างเซลล์ด้วย GM ปริมาตร 5 มล. ต่อหลอด น าไป
ปั่นที่ความเร็ว 1,000 rpm นาน 5 นาที ด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์7 ทิ้งส่วนใส เหลือไว้แต่เซลล์ที่ก้นหลอดแล้วล้างซ้ า 
1Nissui, Japan  2BactoTM, USA  3Merck, Germany 4Merck, Germany    
5Jiangxi dongfang, China 6Capricorn, South America  7Sigma model 2K15, Germany    
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อีก 2 ครั้ง ละลายเซลล์ด้วย GM นับเซลล์เริ่มต้นให้ได้จ านวน 3×105 เซลล์/มล. แบ่งใส่ขวด Flask ขนาด 
75 ตร.ซม. ปริมาตร 20 มล./ขวด บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 3-4 วัน หรือจนกว่าเซลล์เพาะเลี้ยงจะเต็ม
พื้นที่ประมาณ 80-100%  

 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ ใน Multiwell plate ขนำด 96 well   
น าขวด Flask ที่เพาะเลี้ยงเซลล์มาดูดอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้ง จากนั้นล้างด้วย PBS 2 ครั้งๆ 

ละ 5 มล. ดูด PBS ทิ้ง ย่อยเซลล์ด้วย trypsin–versene (TV)8 ปริมาตร 1.5 มล. บ่มที่ 37๐C ประมาณ 3 
นาที เคาะเบาๆ ให้เซลล์หลุดจากผิวขวด หยุดปฏิกิริยาของ TV โดยเติม GM 5 มล. ใช้ไปเปตดูด-ปล่อย GM 
ให้เซลล์หลุดจากผิวขวดทั้งหมดและแยกเป็นเซลล์เดี่ยว ดูดเซลล์ใส่ Centrifuge tube ปั่นที่ความเร็ว 1,000 
rpm นาน 5 นาที ด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์7 ทิ้งส่วนใส เหลือไว้แต่เซลล์ที่ก้นหลอด เติม GM 5 มล. ใช้ไปเปต     
ดูด – ปล่อย GM ให้เซลล์แยกเป็นเซลล์เดี่ยว น าไปปั่นที่ความเร็ว 1,000 rpm นาน 5 นาที ด้วยเครื่อง               
เซนตริฟิวจ์7 แล้วท าซ้ าอีก 2 ครั้ง ละลายเซลล์ด้วย GM นับเซลล์เริ่มต้นให้ได้จ านวน 2×105 เซลล์/มล. เติม
เซลล์ใน Multiwell plate ขนาด 96 well (แบบ Flat bottom COSTAR®)9 ทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร 
บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 24 ชั่วโมง 

กำรตรวจหำปริมำณไวรสัอหิวำต์สุกรด้วยเทคนิค Immunoperoxidase  
 น าตัวอย่างไวรัสมาเจือจางแบบ 10 fold dilution ด้วย MM ที่ 10-1 - 10-10 จากนั้นเติมตัวอย่างไวรัสที่            

เจือจางแล้วลง Multiwell plate ที่เตรียมไว้ ความเจือจางละ 4 หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร โดยมีกลุ่มควบคุมบวก 
(positive control; เติม standard virus จ านวน 4 หลุม) กลุ่มควบคุมลบ (negative control; เติม MM 
จ านวน 4 หลุม) และกลุ่มควบคุมเซลล์ (cell control; เติม GM จ านวน 8 หลุม) บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 5 วัน 
เมื่อครบก าหนดเทอาหารเพาะเลี้ยงเก่าทิ้งในน้ ายาฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ชนิดเข้มข้น10 ตรึงไวรัสและเซลล์ด้วย 4% 
Formalin หลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างด้วย 0.5% PBS-T หลุมละ 200 
ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง 

 เติม Monoclonal Mab WH 30311 ที่เจือจาง 1:300 ในทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 1 
ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม Anti-Mouse Ig/HPR Conjugate12 ที่เจือจาง 1:300 ในทุก
หลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม Substrate ทุก
หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 30 นาที ล้างด้วยน้ าเปล่า 2 ครั้ง อ่านผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึก
และค านวณหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี Reed and Muench (Reed and Muench, 1938) 
ตรวจหำระดับแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวำต์สุกรด้วยเทคนคิ Neutralizing peroxidase-linked assay 

Plate ตัวอย่ำง  
   เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ GM ลงใน Multiwell plate ขนาด 96 well ทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
แล้วเติมตัวอย่างซีรัมสุกรปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแถว A1-H1 ของ culture plate เจือจางซีรัมแบบ 2 
fold dilution จ านวน 6 dilution แล้วดูดทิ้ง 50 ไมโครลิตร (ล าดับการเจือจาง 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 
และ 1:64) จากนั้นเติมเชื้อไวรัสมาตรฐานปริมาณ 100-300 TCID50 (Tissue culture infective dose) ทุก
หลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 1 ชั่วโมง แล้วเติมเซลล์ SK6 ที่เพาะเลี้ยงใน Multiwell 
plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร (2×105 เซลล์ต่อมล.) บ่มที่ 37๐C 5% CO2 นาน 4-5 วัน เทอาหารเพาะเลี้ยง
เก่าทิ้งในภาชนะที่มีน้ ายาฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ชนิดเข้มข้น10 ตรึงไวรัสและเซลล์ด้วย 4% Formalin หลุมละ 100 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ล้างด้วย 0.5% PBS-T หลุมละ 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 
ครั้ง เติม Monoclonal Mab WH 30311 ที่เจือจาง 1:300 ในทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 
1 ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม Anti-Mouse Ig/HPR Conjugate12 ที่เจือจาง 1:300 ใน 

8Lonza, USA     9Corning, USA     10Umonium38, Belgium    11APHA Scientific, UK    12Dako, Denmark      
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ทุกหลุมๆ ละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง plate เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วเติม 
Substrate ทุกหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37๐C นาน 30 นาที ล้างด้วยน้ าเปล่า 2 ครั้ง อ่านผลด้วย
กล้องจุลทรรศน์ (อัจฉริยา และคณะ, 2545) บันทึกและค านวณหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี Reed and Muench 
(Reed and Muench, 1938) ท าการทดสอบตัวอย่างซีรัมเดิมซ้ า 3 ครั้งต่อ 1 ตัวอย่าง ทั้งในส่วนของ สทช. 
และ สสช. จากนั้นน าผลการทดสอบที่ได้มาหาค่าเฉลี่ย แล้วจึงน ามาค านวณค่าทางสถิติ 

 Control plate 
  เตรียม positive control เพื่อท า virus back titration  โดยเจือจางเช้ือไวรัสมาตรฐานแบบ 10 
fold dilution ตรวจสอบกลับว่าปริมาณไวรัสที่ได้มีค่า 30-300 TCID50/50µl (OIE 2018) 

กำรวิเครำะหผ์ล  
 เปรียบเทียบผลการตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP และการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์

สุกรด้วยเทคนิค NPLA ระหว่างห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. โดยวิธี Independent Sample T-test ที่
ระดับนัยส าคัญ 0.05 ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics Version 26 

 
ผล 

กำรตรวจหำปริมำณไวรัสอหิวำต์สุกรด้วยเทคนิค Immunoperoxidase  
ผลการตรวจหาปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรระหว่างห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. จ านวน 20 ตัวอย่าง 

พบว่ามีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) เท่ากับ 5.90 ± 1.03  และ 6.10 ± 0.85 TCID50/ml ตามล าดับ และเมื่อน ามา
ค านวณค่าทางสถิติโดยวิธี Independent Sample T-test พบว่าผลการตรวจหาปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรระหว่าง
ห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ตารางที่ 1,            
รูปที่ 1) 
กำรตรวจหำแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวำต์สุกรด้วยเทคนิค Neutralizing peroxidase-linked assay 

ผลการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์สุกรของตัวอย่างซีรัมก่อนฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกรระหว่าง
ห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. จ านวน 3 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่างท าการทดสอบ 3 ซ้ า ผลการทดสอบของ 
สทช. มีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) เท่ากับ 6.28 ± 2.98, 5.89 ± 2.01 และ 4.55 ± 0.96 ตามล าดับ ผลการทดสอบ
ของ สสช. มีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) เท่ากับ 2.08 ± 0.71, 3.22 ± 2.11 และ 4.44 ± 2.11 ตามล าดับ เมื่อน ามา
ค านวณค่าทางสถิติโดยวิธี Independent Sample T-test รายคู่ตัวอย่าง พบว่าทุกคู่ตัวอย่างไม่มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ตารางที่ 2) 

ผลการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์สุกรของตัวอย่างซีรัมหลังฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์
เพาะเลี้ยงระหว่างห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. จ านวน 3 ตัวอย่าง แต่ละตัวอย่างท าการทดสอบ 3 ซ้ า             
ผลการทดสอบของ สทช. มีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) 33.29 ± 11.37, 25.10 ± 11.94 และ 26.39 ± 17.28 
ตามล าดับ ผลการทดสอบของ สสช. มีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) เท่ากับ 18.67 ± 12.22, 8.32 ± 2.84 และ 4.55 ± 
0.96 ตามล าดับ เมื่อน ามาค านวณค่าทางสถิติโดยวิธี Independent Sample T-test รายคู่ตัวอย่าง พบว่าทุกคู่
ตัวอย่างไมม่ีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ตารางที่ 2) 

 
วิจำรณ ์

 จากผลการตรวจหาปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค IP ระหว่างห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. 
จ านวน 20 ตัวอย่าง พบว่ามีค่าแตกต่างกันเล็กน้อย โดยมีค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) ของความแตกต่างเท่ากับ 
0.41±0.32 แต่มีเพียง 2 ตัวอย่าง คือตัวอย่างที่ 5 และ 11 ที่มีค่าความแตกต่างเท่ากับ 1.5 และ 0.83 ตามล าดับ 
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ซึ่งมีค่ามากกว่าค่าเฉลี่ย (Mean ± SD) (รูปที่ 1) โดยค่าความแตกต่างที่เกิดขึ้นอาจเกิดจากปัจจัยอื่นที่เกี่ยวข้อง 
เช่น อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใช้ในการน าส่งตัวอย่าง ถึงแม้จะมีการควบคุมอุณหภูมิในการน าส่งด้วยกล่องเก็บ
ความเย็นเพื่อรักษาอุณหภูมิ แต่ก็อาจเป็นปัจจัยหนึ่งที่อาจส่งผลต่อปริมาณไวรัส เนื่องจากอุณหภูมิที่เหมาะสม
ขณะขนส่งควรอยู่ในช่วง 4-8๐C ตลอดการขนส่งเพื่อให้เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยู่ส าหรับการน าไปศึกษาต่อ 
(WHO, 2007) และเมื่อท าการเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. โดยการ
ค านวณค่าทางสถิติ Independent Sample T-test พบว่าผลการวิเคราะห์ค่า P (ความน่าจะเป็น) มีค่าเท่ากับ 
0.516 ซึ่งมีค่ามากกว่า  (ระดับนัยส าคัญ) = 0.05 แสดงให้เห็นว่าปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรที่ตรวจด้วยเทคนิค IP 
ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 (ธานินทร์, 
2548) (ตารางที่ 1) 
 จากผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้ออหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค NPLA ของตัวอย่างซีรัมก่อนฉีดวัคซีน
อหิวาต์สุกร จ านวน 3 ตัวอย่าง และซีรัมหลังฉีดวัคซีนอหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง จ านวน 3 ตัวอย่างโดยแต่
ละตัวอย่างท าการทดสอบ 3 ซ้ า พบว่าค่าที่ได้จากการทดสอบซ้ า 3 ครั้งของแต่ละตัวอย่างของทั้งสอง
ห้องปฏิบัติการมีค่าความเที่ยงต่ า (low precision) หรือมี reproducibility ที่ไม่ดี ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณเช้ือไวรัส
มาตรฐานส าหรับการท า neutralize ถูกก าหนดเป็นช่วงคือ 100-300 TCID50/50 µl (อัจฉริยา และคณะ, 2545) 
จึงท าให้ค่าที่ได้ในแต่ละครั้งของการทดสอบไม่เท่ากัน รวมถึงวัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในการทดสอบ ซึ่ง
ควรได้รับการสอบเทียบ (Calibration) เพื่อลดข้อผิดพลาดที่อาจเกิดจากเครื่องมือที่ใช้ในการทดสอบ แต่ค่าความ
เที่ยงไม่ได้บอกถึงความถูกต้องของผลการวิเคราะห์แต่ชี้ว่าการวิเคราะห์นั้นมีความสม่ าเสมอในระดับใดเมื่อมีการ
ทดสอบซ้ าหลายๆ ครั้ง (วรวิทย์, 2563) และจากการเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการของ สทช. 
และ สสช. โดยการค านวณค่าทางสถิติ Independent Sample T-test พบว่าผลการวิเคราะห์ ค่า P (ความน่าจะ
เป็น) ของทุกคู่ตัวอย่างมีค่ามากกว่า  (ระดับนัยส าคัญ) = 0.05 แสดงให้เห็นว่าระดับแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์
สุกรที่ตรวจด้วยเทคนิค NPLA ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติที่ระดับ 0.05 (ธานินทร,์ 2548) (ตารางที่ 2) 
 การเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการมีความส าคัญในการตรวจสอบความสามารถ
ห้องปฏิบัติการและเป็นหนึ่งในส่วนส าคัญที่หน่วยรับรองระบบงานห้องปฏิบัติการน ามาใช้เพื่อพิจารณาให้การ
รับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ เนื่องจากผลจากการเข้าร่วมกิจกรรมดังกล่าวจะแสดงให้เห็นถึงความช านาญ
ของห้องปฏิบัติการในการทดสอบนั้นๆ รวมถึงช่วยพัฒนาบุคลากรของห้องปฏิบัติการให้เกิดมาตรฐานเดียวกัน 
นอกจากนี้การเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการยังสามารถประเมินค่าความไม่แน่นอนที่เกิดขึ้น  
และระบุปัญหาที่เกิดขึ้นภายในห้องปฏิบัติการเพ่ือน าไปสู่การแก้ไขได้ (ภัทราภรณ์, 2555)   
 ดังนั้นเพื่อเป็นการรักษามาตรฐานในการตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาต์สุกร ห้องปฏิบัติการทั้งสองแห่งควรจัดให้
มีการทดสอบเปรียบเทียบผลการวัดระหว่างห้องปฏิบัติการเป็นประจ าทุกปี เพื่อติดตามความต่อเนื่องของ
ความสามารถของห้องปฏิบัติการและน าปัญหาที่อาจเกิดขึ้นภายในห้องปฏิบัติการมาแก้ไขต่อไป 

 
สรุป 

การตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยเทคนิค IP และการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค 
NPLA ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช. มีความสามารถในการทดสอบเทคนิคดังกล่าวไม่แตกต่างกัน 
(p>0.05) แสดงถึงความพร้อมของห้องปฏิบัติการและบุคลากรของ สทช. และ สสช. ในการทดสอบคุณภาพวัคซีน
อหิวาต์สุกร ชนิดเซลล์เพาะเลี้ยง แทนการใช้กระต่ายในการผลิตวัคซีน  
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ตำรำงที่ 1 เปรียบเทียบปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรที่ตรวจด้วยเทคนิค IP ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และ สสช.  
โดยวิธี Independent Sample T-test ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05  

 
Group Statistics 

 
ห้องปฏิบัติการ N Mean 

Std. 
Deviation Std. Error Mean 

ปริมาณไวรัส สทช. 20 5.9045 1.02625 .22948 

สสช. 20 6.1000 .85224 .19057 

 
 

Independent Samples Test 
 

 

Levene's Test 
for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

F Sig. t df 
Sig. 

(2-tailed) 
Mean 

Difference 
Std. Error 
Difference 

95% Confidence Interval of 
the Difference 

Lower Upper 
ปริมาณไวรัส Equal 

variances 
assumed 

2.955 .094 -.655 38 .516 -.19550 .29829 -.79935 .40835 

Equal 
variances not 

assumed 
  

-.655 36.760 .516 -.19550 .29829 -.80002 .40902 

 
 
 

 
รูปที่ 1 เปรียบเทียบปริมาณไวรัสอหิวาต์สุกรที่ตรวจด้วยวิธี IP ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และสสช. 
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ตำรำงที่ 2 การตรวจระดับแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกรด้วยเทคนิค NPLA  ของห้องปฏิบัติการของ สทช. และ 
สสช. และเปรียบเทียบผลโดยวิธี Independent Sample T-test ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05  

 

ผลการตรวจระดับแอนติบอดีต่อโรคอหิวาต์สุกร 
Independent 
Sample T-test  

ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 
( = 0.05)   สทช. สสช. 

ตัวอย่าง 
ตัวอย่าง

ที่ 
ทดสอบครั้ง

ที่ 
xlog2 

Antilog of 
xlog2 

ทดสอบครั้ง
ที่ 

xlog2 
Antilog of 

xlog2 
ค่าความน่าจะเป็น  

(P) 

ซีรัมสุกรก่อน
ฉีดวัคซีน   

อหิวาต์สุกร 

1 

1 0.9030 8.00 1 0.3010 2.00 

0.128 
2 0.9030 8.00 2 0.1505 1.41 

3 0.4515 2.83 3 0.4515 2.83 

Mean ± SD 0.75±0.26 6.28±2.98 Mean ± SD 0.30±0.15 2.08±0.71 

2 

1 0.7526 5.66 1 0.7526 5.66 

0.188 
2 0.9030 8.00 2 0.3010 2.00 

3 0.6020 4.00 3 0.3010 2.00 

Mean ± SD 0.75±0.15 5.89±2.01 Mean ± SD 0.45±0.26 3.22±2.11 

3 

1 0.6020 4.00 1 0.7526 5.66 

0.937 
2 0.7526 5.66 2 0.7526 5.66 

3 0.6020 4.00 3 0.3010 2.00 

Mean ± SD 0.65±0.09 4.55±0.96 Mean ± SD 0.60±0.26 4.44±2.11 

ซีรัมสุกรหลัง
ฉีดวัคซีน   

อหิวาต์สุกร  
ชนิดเซลล์
เพาะเลี้ยง 

1 

1 1.3546 22.62 1 1.2041 16.00 

0.204 
2 1.6557 45.25 2 1.5051 32.00 

3 1.5051 32.00 3 0.9030 8.00 

Mean ± SD 1.50±0.15 33.29±11.37 Mean ± SD 1.20±0.30 18.67±12.22 

2 

1 1.0536 11.31 1 1.0536 11.31 

0.129 
2 1.5051 32.00 2 0.9030 8.00 

3 1.5051 32.00 3 0.7526 5.66 

Mean ± SD 1.35±0.26 25.10±11.94 Mean ± SD 0.90±0.15 8.32±2.84 

3 

1 1.3546 22.62 1 0.6020 4.00 

0.094 
2 1.0536 11.31 2 0.6020 4.00 

3 1.6557 45.25 3 0.7526 5.66 

Mean ± SD 1.35±0.30 26.39±17.28 Mean ± SD 0.65±0.09 4.55±0.96 
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Interlaboratory comparison of immunoperoxidase and neutralizing peroxidase-
linked assay for virus and antibody determination to classical swine fever 

 
Ditee Prasertsuwan1          Nalinee Hongchumpon1          Areerat Sutto1            Lamul Molee2 

 
Abstract 

The objective of this study is an immunoperoxidase (IP) and the neutralizing peroxidase-
linked assay (NPLA) techniques inter-laboratory comparison between the Bureau of Veterinary 
Biologics (BVB) and the National Institute of Animal Health (NIAH) laboratory. There are twenty 
samples of the classical swine fever virus (Chinese stain) in cell culture for the IP technique. 
There are three swine serum samples collected before and after vaccination for quantification 
of antibody level by the NPLA technique. The statistical analysis is the sample T-Test (p-value 
at 0.05).  

The results of Mean ± SD in the quantification of the virus by the IP technique in BVB 
and NIAH laboratory are 5.90 ± 1.03 and 6.10 ± 0.85, respectively, that is not statistically 
significant at 0.05.  

The results of Mean ± SD in the quantification of antibody level before and after 
vaccination by the NPLA technique in the BVB laboratory are 6.28 ± 2.98, 5.89 ± 2.01, 4.55 ± 
0.96, 33.29 ± 11.37, 25.10 ± 11.94, and 26.39 ± 17.28, respectively. The results of Mean ± SD in 
the quantification of antibody level by the NPLA technique in the NIAH laboratory are 2.08 ± 
0.71, 3.22 ± 2.11, 4.44 ± 2.11, 18.67 ± 12.22, 8.32 ± 2.84, and 4.55 ± 0.96, respectively. It is not 
statistically significant at 0.05.  

In conclusion, the inter-laboratory comparison of BVB and NIAH laboratory present that 
both of laboratories are available for IP and NPLA techniques for quality control of the classical 
swine fever vaccine instead of rabbit used in the same standard (not statistically significant at 
0.05) 
 
 

 
Keywords: interlaboratory comparison, Immunoperoxidase technique, Neutralizing peroxidase-

linked assay technique, classical swine fever 
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กำรพัฒนำวคัซีนเฮโมรำยิกเซพติซีเมียชนิดอิมัลชนั 
 

เข็มชมพู อธิกัญญ์ภัค1     นันทิยา  แสงเปล่า1     นพวรรณ  บัวมีธูป2     ดนัย  ค าขวัญ3 

 
บทคัดย่อ 

 จุดประสงค์การวิจัยนี้เพื่อพัฒนาวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอิมัลชันโดยผสมวัคซีน 6 ต ารับ 
ดังนี้ ต ารับ A ใช้ MontanideTM ISA 70 VG ต ารับ B ใช้ MontanideTM ISA 61 VG ต ารับ C ใช้ MontanideTM 
ISA 201 VG โดยมีปริมาณเชื้อ Pasteurella multocida 1X108cfu/dose ในขณะที่ต ารับ D ใช้ MontanideTM 
ISA 70 VG ต ารับ E ใช้ MontanideTM ISA 61 VG และต ารับ F ใช้ MontanideTM ISA 201 VG โดยมีปริมาณ
เชื้อ 0.5 X 108cfu/dose น าวัคซีนทุกต ารับไปทดสอบทางห้องปฏิบัติการ พบว่าวัคซีนทุกต ารับผ่านเกณฑ์
มาตรฐานที่ก าหนด วัคซีนต ารับ A, B, C, D, E และ F มีค่าความหนืด เท่ากับ 29.50, 23.00, 20.53, 37.23, 
26.80 และ 21.20 centipoise ตามล าดับ เมื่อน าวัคซีนไปทดสอบความปลอดภัยและความคุ้มโรคในหนูขาว 
พบว่าวัคซีนทั้ง 6 ต ารับมีความปลอดภัย และมีความคุ้มโรคในหนูขาว ค่า log protection เท่ากับ 4.50, 4.17, 
4.81, 5.75, 4.00 และ 5.00 ตามล าดับ  
 หลังจากนั้นจึงเลือกต ารับวัคซีนที่เหมาะสมจ านวน 4 ต ารับ ได้แก่ B, C, E และ F ไปทดสอบความ
ปลอดภัยและการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในโคเนื้อ จ านวน 80 ตัว โดยแบ่งโคออกเป็น 4 กลุ่มๆ ละ 20 ตัว ฉีด
วัคซีนในโคทดลอง ตัวละ 1 มล. เข้ากล้ามเนื้อ 1 ครั้ง เก็บตัวอย่างเลือดทุกเดือน ติดต่อกันเป็นเวลา 1 ปี เพื่อ
ตรวจหาแอนติบอดี โดยวิธี ELISA  พบว่า กลุ่มที่ฉีดวัคซีนต ารับ B มีระดับแอนติบอดีสูงกว่าต ารับอื่น (ค่า cut-
off≥1:320) และให้ความคุ้มโรคสูงเป็นระยะเวลาไม่น้อยกว่า 10 เดือน และเมื่อน าวัคซีนทั้ง 4 ต ารับไปทดสอบ
ความปลอดภัยในโคและกระบือในพื้นที่ปศุสัตว์เขตทั้ง 9 เขต พบว่า 99.93% ไม่แสดงอาการแพ้ มีเพียงกระบือ 1 
ตัว (0.07%) ที่แสดงอาการแพ้ (วัคซีนต ารับ F)  
 ดังนั้นเมื่อพิจารณาคุณสมบัติทางห้องปฏิบัติการ ความปลอดภัย ความคุ้มโรค ระยะเวลาความคุ้ม
โรค และการส ารวจความพึงพอใจการใช้วัคซีนในพื้นที่ สรุปว่าวัคซีนต ารับ B เหมาะสมที่จะน าไปพัฒนาต่อยอด
เพื่อผลิตเป็นวัคซีนต ารับใหม่ในระดับอุตสาหกรรมต่อไป  
 
 
 
 
ค ำส ำคัญ:  วัคซีน  เฮโมรายิกเซพติซีเมีย อิมัลชัน    ความปลอดภัย      ความคุ้มโรค 
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บทน ำ 
 โรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียหรือโรคคอบวม (Haemorrhagic septicaemia) เกิดจากเชื้อ Pasteurella 
multocida (P. multocida) เป็นโรคติดเชื้อที่ส าคัญในโคและกระบือ อัตราการตายจากการติดเชื้อประมาณ 
70%  จึงเป็นสาเหตุหลักที่ท าลายสัตว์เคี้ยวเอื้อง (De Alwis, 1992; Maslog, 1998) และท าให้เกิดความเสียหาย
ทางเศรษฐกิจ การป้องกันโรคนี้ท าได้โดยการฉีดวัคซีน ซึ่งวัคซีนป้องกันโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียที่ผลิตโดยส านัก
เทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ เป็นวัคซีนผลิตจากเช้ือ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 และฆ่าเชื้อด้วย
ฟอร์มาลิน 0.5% โดยปริมาตร กรองบรอทแบคเทอรินด้วย cross flow filtration ขนาด 0.2 ไมครอน ผลิตเป็น
วัคซีนชนิดน้ ามันหรืออิมัลชัน (water in oil adjuvant, W/O) โดยผสมกับ MontanideTM ISA 70 VG มีปริมาณ
เชื้อ ≥109 cfu/dose ซึ่งสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้นานประมาณ 15 เดือน (รัชนี และคณะ, 2544) แต่วัคซีน
น้ ามันชนิด W/O นี้มีความหนืด ท าให้เกิดความล าบากในการปฏิบัติงานของเจ้าหน้าที่และเกษตรกรผู้เลี้ ยงสัตว์ 
เนื่องจากต้องฉีดเข้ากล้ามเนื้อลึก ท าให้สัตว์บางตัวอาจมีอาการแพ้วัคซีน บวม อักเสบ หรือมีไข้ได้  ทางฝ่ายผลิต
วัคซีนแบคทีเรีย สทช. และผู้เชี่ยวชาญด้านพัฒนาแบคทีเรียวัคซีนส าหรับสัตว์ได้มีการพัฒนาสูตรการผลิตโดยปรับ
ปริมาณเช้ือที่ ≥108 cfu/dose เพื่อลดอาการแพ้วัคซีนและยังสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ในระยะเวลาใกล้เคียงกับ
สูตรเดิม (รัชนี อัตถิ, ข้อมูลไม่เผยแพร่) และยังคงใช้ในการผลิตวัคซีนป้องกันโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมียโดยสทช. ใน
ปัจจุบัน (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว,์ 2560) 
 ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาคุณสมบัติหรือองค์ประกอบของแอดจูแวนท์ให้มีคุณภาพที่ดีขึ้น มีหลากหลาย
รูปแบบเพื่อสะดวกในการใช้งาน และสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันโรคในสัตว์ได้ดี การเลือกชนิดแอดจูแวนท์ส าหรับ
น ามาใช้เป็นสื่อในการผสมวัคซีนนั้นจึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง แอดจูแวนท์ที่นิยมน ามาใช้ในการผลิตวัคซีนสัตว์  
ได้แก่ ชนิดน้ าในน้ ามัน (water in oil, W/O) ชนิดน้ ามันในน้ า (oil in water, O/W) และชนิดมัลติเพิลน้ าในน้ ามัน
ในน้ า (water in oil in water, W/O/W) แต่ละชนิดมีประสิทธิภาพในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันและระยะเวลาการคุ้ม
โรคในสัตว์ต่างกัน ซึ่ง MontanideTM ISA 61 VG เป็นแอดจูแวนท์ที่ใช้ในการผสมวัคซีนชนิดอิมัลชันจะได้วัคซีน
ชนิด W/O เมื่อศึกษาการใช้ในวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยในโค เปรียบเทียบกับแอดจูแวนท์ชนิดอลูมิเนียมไฮดร
อกไซด์เจล (Aluminium hydroxide gel) พบว่าสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบไม่พึ่งเซลล์ (Humoral immune 
response) ได้สูงกว่ากลุ่มที่ใช้แอดจูแวนท์ชนิดอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจล (Khorasani et al., 2016) เช่นเดียวกับ 
MontanideTM ISA 201 VG ซึ่งเป็นแอดจูแวนท์ชนิด W/O/W มีความหนืดต่ ากว่าชนิด W/O โดยพบว่าแอดจู
แวนท์ทั้ง 2 ชนิดนี้สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่พึ่งเซลล์ (Humoral immune response) (Li et al., 
2013) และแบบพึ่งเซลล์ (Cell-mediated immune response) ได้สูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับแอดจูแวนท์ชนิด
อลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลและให้ความคุ้มโรคยาวนาน 32-38 สัปดาห์ในโค (Ibrahim et al., 2015) และ 12 
เดือนในการศึกษาวัคซีนป้องกัน Rift valley fever virus ในแกะ (El-Bagoury et al., 2015) นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่า MontanideTM ISA 201 VG สามารถกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบไม่พึ่งเซลล์
ชนิดแอนติบอดี IgG2 ได้ดี และมีความคุ้มโรคสูงเมื่อท าการทดลองฉีดเชื้อพิษไวรัสปากและเท้าเปื่อยทับในโคที่
ได้รับวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ O ผสมกับแอดจูแวนท์ MontanideTM ISA 201 VG (คุ้มโรค 100%) 
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ได้รับวัคซีนสูตรผสมกับแอดจูแวนท์ MontanideTM ISA 206 VG (คุ้มโรค 66.6%) และสูตร
ผสมกับแอดจูแวนท์ชนิดน้ ามันสูตรผสมเอง (คุ้มโรค 50%)  (Dar et al., 2013)  
 การศึกษาครั้งนี้เพื่อพัฒนาการผลิตวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียจากแอดจูแวนท์พร้อมผสมชนิดใหม ่ โดย
เปรียบเทียบประสิทธิภาพวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดน้ าในน้ ามันและน้ าในน้ ามันในน้ าในหนูขาว และทดสอบ
ความปลอดภัยและการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันในโคและกระบือในพื้นที่เพื่อให้ได้ต ารับวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมีย
ชนิดใหม่ที่มีความหนืดต่ า ฉีดง่าย และให้ความคุ้มโรคสูง 
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อุปกรณ์และวิธีกำร 
แบคทีเรีย 

เชื้อ P.multocida ซีโรไทป์ B:2,5 (Carter:Heddleston) สเตรนท้องถิ่นซึ่งเก็บในรูปท าแห้งใช้ในการ
ผลิตวัคซีน เตรียมแอนติเจนส าหรับตรวจหาแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA และใช้ฉีดเชื้อพิษทับในหนูขาวพันธ์ุ ICR 
สัตว์ทดลอง 

หนูขาวพันธุ์ ICR น้ าหนัก 20-25 กรัม จ านวน 430 ตัว โดยเลี้ยงที่อาคารทดสอบฝ่ายทดสอบคุณภาพ
วัคซีนแบคทีเรีย แบบ conventional ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ อากาศถ่ายเทได้สะดวก ให้
แสงสว่างตามธรรมชาติและหลอดไฟ เลี้ยงในกรงพื้นตัน ท าจากสแตนเลส กรงขนาด 18x25X14 ซม. จ านวนสัตว์ 
5 ตัว/กรง ใช้แกลบเป็นวัสดุรองนอนโดยเปลี่ยนทุกวัน ให้อาหารเม็ดและน้ าด่ืมในภาชนะขวดมีจุกตลอดเวลา ใช้ใน
การทดสอบความปลอดภัยและความคุ้มโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย เมื่อสิ้นสุดการทดลองท าให้สัตว์ตายอย่างสงบ 
โดยการดึงคอ (AVMA, 2013) แล้วน าไปเผาด้วยเตาเผา 
 โคเนื้อพันธุ์พื้นเมือง จ านวน 80 ตัว อายุ 7 เดือน-1 ปี โดยเลี้ยงที่ศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์ทับกวาง 
จังหวัดสระบุรี กรมปศุสัตว์ แบบ conventional ในโรงเรือนเปิด ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ 
อากาศถ่ายเทได้สะดวก ให้แสงสว่างตามธรรมชาติและหลอดไฟ และมีแปลงหญ้าปล่อยแทะเล็มร่วมกับการเสริม
ฟาง อาหารข้น และน้ าดื่มตลอดเวลา เพื่อทดสอบวัคซีนและเจาะเลือดเพื่อตรวจวัดระดับภูมิคุ้มกันเป็นเวลา 12 
เดือน เมื่อสิ้นสุดการทดลองน าสัตว์ไป ส่งมอบให้ส านักพัฒนาพันธุ์สัตว์ กรมปศุสัตว์เพ่ือในไปใช้ในงานต่อไป 

โคและกระบือในพื้นที่ปศุสัตว์เขตทั้ง 9 เขต รวม 1,510 ตัว แบ่งเป็นโคเนื้อ จ านวน 688 ตัว โคนม 
จ านวน 73 ตัว กระบือ จ านวน 749 ตัว เพื่อทดสอบการแพ้หลังฉีดวัคซีนเป็นเวลา 10 วัน เมื่อสิ้นสุดการทดลอง
น าสัตว์ไปส่งกลับยังเกษตรกรซึ่งเป็นเจ้าของเดิม  
บรอทแบคเทอรินน ำไปใช้ในกำรผสมวัคซีน 

เพาะและขยายเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Dextrose starch agar (DSA)1 ใน
จานเพาะเชื้อ ที่อุณหภูมิ 37˚C นาน 18-24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว จ านวน 30 โคโลนี แล้วน าเชื้อไปเพาะ
และขยายต่อในขวด starter ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว tryptose phosphate broth (TPB)2 ปริมาตร 4 
ลิตร อุณหภูมิ 37˚C นาน 6 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างไปตรวจหาปริมาณเชื้อ โดยวัดค่าความขุ่น ต้องมีค่าOD540 ไม่น้อย
กว่า 0.2 

หลังจากนั้นน าเชื้อที่ได้จากขวด ไปเพาะต่อลงในถังเฟอร์เมนเตอร์ขนาด 500 ลิตรที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเหลว TPB ปริมาตร 400 ลิตร เพาะเลี้ยงโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 37˚C และควบคุมรอบปั่นที่ 100-150 rpm 
เป็นเวลา 9 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงท าการฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน3 0.5% โดยปริมาตร รอให้เชื้อถูกฆ่าอย่างสมบูรณ์
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นกรองบรอทแบคเทอรินผ่านเครื่องกรอง crossflow filtration 0.2 ไมครอน4 และ
ปรับค่าความขุ่นให้ได้ค่ามาตรฐานที่ OD540 เท่ากับ 1.2 ด้วยน้ าเกลือที่มี 0.5% ฟอร์มาลิน  
วัคซีน 

การเตรียมวัคซีนในระดับ Lab scale เตรียมวัคซีนจ านวน 6 ต ารับๆ ละ 200 มล. โดยใช้อัตราส่วนของ
ปริมาณเช้ือและชนิดแอดจูแวนท์ตามตารางที่ 1 
 
 
 
 
 
1DifcoTM, France        2ALPHA BIOSCIENCES, USA        3GPO, Thailand        4Sartorius, Germany 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 30   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2564              20         J. Vet. Biol.   Vol. 30   No.1-2   March-September 2021 
 

 วัคซีนต ำรับ A 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O โดยน า MONTANIDETM ISA 70 VG5 มาผสมกับบรอทแบคเทอรินของเชื้อ P. 
multocida ที่เตรียมได้ในอัตราส่วน 70:30 (w/w) ให้มีปริมาณเชื้อ 1 X 108 cfu/dose ด้วยเครื่องปั่นผสมวัคซีน 
โดยเริ่มจากการน าแอดจูแวนท์มาปั่นด้วยเครื่องปั่นผสมวัคซีน (high shear mixer)6 ที่ความเร็วรอบ 10,000 
รอบ/นาที นาน 30 วินาที แล้วจึงเติมบรอทแบคเทอรินลงไปในแอดจูแวนท์อย่างช้าๆ เมื่อเทจนหมดจึงปั่นที่
ความเร็วรอบ 14,000 รอบ/นาที ต่ออีก 3 นาที ให้วัคซีนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 2-8°C 
นาน 1 คืน บรรจุในขวดพลาสติกส าหรับบรรจุวัคซีนที่ผ่านการฆ่าเชื้อปริมาตร 30 มล. (1 dose = 1 มล.) เก็บที่
อุณหภูมิ 2-8°C เพื่อรอการทดสอบคุณภาพต่อไป 
 วัคซีนต ำรับ B 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O โดยน า MONTANIDETM ISA 61 VG5 มาผสมกับบรอทแบคเทอรินของเชื้อ P. 
multocida ที่เตรียมได้ในอัตราส่วน 60:40 (w/w) ให้มีปริมาณเชื้อ 1 X 108 cfu/dose ท าการปั่นผสมวัคซีนและ
บรรจุขวดเช่นเดียวกับวัคซีนต ารับ A  
 วัคซีนต ำรับ C 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O/W โดยน า MONTANIDETM ISA 201 VG5 มาผสมกับบรอทแบคเทอรินของ
เชื้อ P. multocida ที่เตรียมได้ในอัตราส่วน 50:50 (w/w) ให้มีปริมาณเชื้อ 1 X 108 cfu/dose ด้วยเครื่องปั่น
ผสมวัคซีน  โดยเริ่มจากปรับอุณหภูมิบรอทแบคเทอรินและแอดจูแวนท์ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ7 ให้ได้ 31°C 
ก่อน แล้วน าแอดจูแวนท์มาปั่นด้วยเครื่องปั่นผสมวัคซีน (low shear mixer)8 ที่ความเร็วรอบ 350 รอบ/นาที 
นาน 30 วินาที แล้วจึงเติมบรอทแบคเทอรินลงไปในแอดจูแวนท์อย่างรวดเร็ว ปั่นที่ความเร็วรอบ 350 รอบ/นาที 
ต่ออีก 5 นาที ให้วัคซีนเป็นเนื้อเดียวกัน ปรับอุณหภูมิวัคซีนในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิให้ได้ 20°C น าไปเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 2-8°C นาน 1 คืน บรรจุในขวดพลาสติกส าหรับบรรจุวัคซีนที่ผ่านการฆ่าเชื้อปริมาตร 30 มล. (1 dose = 
1 มล.) เก็บที่อุณหภูมิ 2-8°C เพื่อรอการทดสอบคุณภาพต่อไป 
 วัคซีนต ำรับ D 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O โดยเตรียมวัคซีนเช่นเดียวกับต ารับ A แต่ใช้ปริมาณเชื้อ 0.5 X 108 
cfu/dose 
 วัคซีนต ำรับ E 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O โดยเตรียมวัคซีนเช่นเดียวกับต ารับ B แต่ใช้ปริมาณเชื้อ 0.5 X 108 
cfu/dose 
 วัคซีนต ำรับ F 
 เตรียมเป็นวัคซีนชนิด W/O/W โดยเตรียมวัคซีนเช่นเดียวกับต ารับ C แต่ใช้ปริมาณเชื้อ 0.5 X 108 
cfu/dose 
 จากนั้นน าวัคซีนไปทดสอบคุณภาพในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ การทดสอบความหนืด (Viscosity test) การ
ทดสอบความคงตัว (Stability test) การทดสอบชนิดอิมัลชันโดยวิธี Drop test และทดสอบความปลอดภัย 
ทดสอบความคุ้มโรค โดยวิธีการทดสอบในหนูขาว ท าการคัดเลือกต ารับวัคซีนจ านวน 4 ต ารับ เพื่อคัดเลือกต ารับ
วัคซีนที่เหมาะสมส าหรับการทดสอบในพื้นที่ต่อไป 
 กำรเตรียมวัคซีนในระดับ Pilot scale 
เตรียมวัคซีนอิมัลชัน ตัวอย่างละ 5,000 มล. เพื่อการน าไปทดสอบในโคและกระบือในพื้นที่ จากนั้นน าวัคซีนไป
ทดสอบคุณภาพในห้องปฏิบัติการ เช่นเดียวกันกับการเตรียมวัคซีนในระดับ Lab scale และทดสอบความ
ปลอดภัยในหนูขาว และตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันแบบพ่ึงเซลล์และแบบไม่พ่ึงเซลล์ในโคทดสอบต่อไป 
5Seppic, France          6Ystral, Germany          7Julabo, Germany          8Ingenieurbüro CAT, Germany 
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กำรทดสอบคุณภำพวัคซีน 
กำรทดสอบคุณภำพวัคซีนในห้องปฏิบัติกำร 

   กำรทดสอบควำมหนืด (Viscosity test) 
น าตัวอย่างวัคซีนไปวัดค่าความหนืดด้วยเครื่องวัดความหนืดสารละลาย9 ต ารับละ 3 ตัวอย่างโดย

ใช้เข็มวัดค่าจากตัวเครื่อง เบอร์ 1 ค่าที่ได้ต้องน้อยกว่า 100 centipoises (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 
2562ก) 

   กำรทดสอบควำมคงตัว (Stability test)  
น าตัวอย่างวัคซีนมาเขย่าให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน ใช้เครื่องดูดจ่ายสารละลายดูดตัวอย่างใส่ลง ใน

หลอดเซนติฟิวส์ซึ่งมีขีดบอกปริมาตร ปริมาตร 10 มล.ปิดฝาหลอด ตัวอย่างละ 2 หลอด ปั่นเหวี่ยงด้วย
เครื่องเซนตริฟิวจ์10 ที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบ/นาที นาน 30 นาที ต้องแยกชั้นไม่เกิน 5% (ส านัก
เทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว,์ 2562ข) 

   กำรทดสอบชนิดอิมัลชันโดยวิธี Drop test 
ทดสอบชนิดอิมัลชันโดยวิธี Drop test โดยเติมน้ ากลั่นปริมาตร 250-300 มล.ลงในบีกเกอร์ 

จากนั้นใช้หลอดหยดพลาสติก (Dropper) ดูดตัวอย่างวัคซีนที่ผสมแล้วหยดลงบนผิวน้ า ประมาณ 2-3 
หยด โดยวัคซีนชนิด W/O จะลอยอยู่บนผิวน้ า วัคซีนฃนิด W/O/W ส่วนที่เป็นน้ ามันจะลอยอยู่บนผิวน้ า
และบางส่วนจะละลายน้ า (Aucouturier et al, 2001) 

 กำรทดสอบหำระดับภูมิคุ้มกัน 
   กำรเตรียม heat extract antigen 

เตรียมตามวิธีของ Heddleston et al. (1972) โดยละลายเช้ือ P. multocida serotype B:2,5 
ที่เก็บในสภาพระเหยแห้ง น ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ DSA ทีอุ่ณหภูมิ 37°C นาน 18 ชั่วโมง 
เลือกโคโลนีน ามาเพาะเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว TPB ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 6 ชั่วโมง หลังจาก
นั้นน ามาเพิ่มปริมาณเชื้อโดยเพาะลงบน DSA ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 18 ชั่วโมง จากนั้นล้างเซลล์
แบคทีเรียออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย 0.15M PBS, pH 7.2 ต้มใน waterbath11 อุณหภูมิ 100°C นาน 
1 ชั่วโมง น าไปปั่นที่ 10,000 g 25°C นาน 20 นาที เพื่อเก็บส่วนใสน ามาวัดปริมาณโปรตีน โดยใช้ BCATM 
Protein assay kit 12 

   กำรทดสอบหำระดับภูมิคุ้มกันชนิดไม่พึ่งเซลล์ด้วยวธิี ELISA 
เจาะเลือดเก็บซีรัมโคทดลองทุกกลุ่มๆ ละ 20 ตัว ก่อนฉีดวัคซีน และหลังฉีดวัคซีน เพื่อติดตาม

ระดับแอนติบอดีหลังฉีดทุกเดือน เป็นเวลา 1 ปี น าซีรัมมาตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อโรคเฮโมรายิกเซพ
ติซีเมียด้วยวิธี ELISA โดยใช้ heat extract antigen เป็นแอนติเจนส าหรับเคลือบเพลท โดยหยด heat 
extract antigen ที่เจือจางด้วย 0.05M carbonate buffer, pH 9.6 ความเข้มข้นโปรตีน 80 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรลงในไมโครเพลท 96 หลุมชนิดก้นแบน13 หลุมละ 100 ไมโครลิตร เก็บในกล่องที่มีความชื้นที่ 
4°C นาน 1 คืน ล้างเพลท 3 ครั้งด้วยสารละลาย 0.15M PBS, pH7.2 ที่มี 0.05% tween2014 (PBST) 
เติมสารละลาย 0.5% gelatin15 ใน PBST 200 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้างเพลท
เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วจึงเติมตัวอย่างซีรัมเจือจางแบบ serial two-fold dilution เริ่มต้นที่ dilution 
1:80 ถึง 1:10,240 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้างเพลทเช่นเดียวกับครั้งแรก 
แล้วจึงเติม horseradish peroxidase rabbit anti-bovine IgG (whole molecule)16 เจือจาง 
1:40,000 ด้วย 0.5% gelatin ใน PBST หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้างเพลท 

9Brookfield, USA     10Centra®, USA     11Memmert, Germany     12Thermo Fisher Scientific, USA                
13Thermo Scientific, Denmark      14Labchem, Australia      15Bacto, India      16Sigma, Germany   
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เช่นเดียวกับครั้งแรก แล้วจึงเติม tetramethyl benzidine (TMB) substrate17 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม TMB BlueSTOPTM Solution17 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 nm (OD650) ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์18 
อ่านค่าไตเตอร์ของซีรัมเป็นความเจือจางสุดท้ายที่มีค่า OD650 มากกว่าหรือเท่ากับ 2 เท่าของ OD650 ของ
ซีรัมรวมของโคที่ไม่มีความคุ้มโรค (negative control serum) แต่ละตัวอย่างท า duplicate ในเพลท
เดียวกันและการทดสอบทุกเพลทมี negative control serum และ positive control serum การแปล
ผล ถือว่าตัวอย่างที่มีค่า OD650 เท่ากับหรือมากกว่า 2 เท่าของ negative control serum เป็นบวก 
(นิตยาและรัชนี, 2543) 

   กำรทดสอบหำระดับภูมิคุ้มกันชนิดพึ่งเซลล์ด้วยวธิี MTT assay 
วิธี MTT assay เป็นการตรวจสอบการเหนี่ยวน าภูมิคุ้มกันแบบพึ่งเซลล์ โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

ท า ก า ร เ ก็ บ เ ลื อ ด โ ค ท ด ส อ บ วั ค ซี น ทั้ ง  4  ต า รั บ  ตั ว ล ะ  10 ม ล .  ล ง ใ น ห ล อ ด ที่ ผ ส ม 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)19 เพื่อป้องกันการแข็งตัวของเลือด แล้วน ามาท าการคัด
แยกเซลล์ Peripheral blood mononuclear (PBMCs) ด้วยวิธี gradient centrifugation technique  
โดยใช้  LymphoprepTM 20 ปริมาตร 10 มล. เติมลงไปในเลือดก่อนปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 400 g เป็นเวลา 
30 นาที เซลล์ PBMCs จะแยกชั้น ท าการดูดเก็บชั้นเซลล์ใส่ในหลอดทดลองสะอาดแล้วท าการย่อยเม็ด
เลือดแดงด้วย 1X RBC lysis buffer21 เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นล้างเซลล์ด้วย Steriled RPMI 
tissue culture medium (RPMI-1640)22 จ านวนสองครั้งโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 700 g เป็นเวลา 5 
นาที  หลังจากนั้นท าการละลายเซลล์ด้วย RPMI-1640 ซึ่งเติม antibiotic-antimycotic23 และ 10 % 
fetal calf serum24 (R10 culture medium) ก่อนท าการนับความเข้มข้นของเซลล์โดยจะปรับความ
เข้มข้นของเซลล์ PBMCs ที่ต้องการเป็น 1 × 105 เซลล์ต่อหน่ึงหลุมเลี้ยงเซลล์ แล้วกระตุน้เซลล์ด้วย heat 
extract antigen ซึ่งเตรียมจากเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ใน 96 well tissue culture plate 25 โดยในการกระตุ้นด้วยแอนติเจนนี้จะใช้ R10 culture 
medium และ ConcanavalinA (ConA)26 ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสารกระตุ้นใน
กลุ่มควบคุมลบและเป็นกลุ่มควบคุมบวก Mitogen ตามล าดับ หลังจากนั้นจะน า Tissue culture plate 
ไปเพาะบ่มที่อุณหภูมิ 37°C ที่ระดับ 5% CO2 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจเซลล์เม็ดเลือดขาวด้วยวิธี MTT 
assay โดยเติมสารละลาย 12 mM MTT27 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหลุม และเพาะบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C 
ที่ระดับ 5% CO2 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึงน าออกมาเติมสารละลาย 0.01M HCL with10% 
SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุมและน าเข้าบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C ที่ระดับ 5% CO2 เป็นเวลา 4 
ชั่วโมง จึงน ามาอ่านค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร น าค่าที่ได้มาค านวณหาค่า 
Stimulation Index (SI) โดยใช้สูตร ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของหลุมที่มีแอนติเจน/ค่าเฉลี่ยการดูดกลืน
แสงของหลุมที่ไม่มีแอนติเจน (Negative) (Lignitto et al, 2007) 

กำรทดสอบคณุภำพวัคซีนในสัตว์ทดลอง 
 กำรทดสอบควำมปลอดภัยของวัคซีนในหนูขำว 

ใช้หนูขาวพันธ์ุ ICR 30 ตัว แบ่งเป็น 6 กลุ่มๆ ละ 5 ตัว ฉีดวัคซีนแต่ละตัวอย่างเข้ากล้ามเนื้อหนู
ขาว ตัวละ 0.2 มล. สังเกตอาการทุกวัน เป็นเวลา 5 วัน หนูขาวต้องไม่แสดงอาการผิดปกติ ในกรณทีี่หนู
ป่วยและตายต้องตรวจพิสูจน์การติดเช้ือ P. multocida (OIE, 2008) 

17Seracare, USA    18TECAN, Switzerland    19QRëC, New Zealand    20Stemcell Technologies Inc, Canada    
21eBioscienceTM, USA      22Gibco, USA      23Gibco, USA                 24Merck, Germany       

25Thermo Scientific, China                      26Sigma-Aldrich, USA      27Merck, Germany   
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 กำรทดสอบควำมคุ้มโรคของวัคซีนในหนูขำว 
  กำรเตรียมเชื้อพิษทับ 

  โดยละลาย seed P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ด้วย TPB ปริมาตร 2 มล. จากนั้นดูด
สารละลาย seed หยดลงบน DSA และ streak เชื้อเพื่อแยกเป็นโคโลนีเด่ียวๆ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37°C นาน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นใช้ Loop เขี่ยโคโลนีเดี่ยว จ านวน 2 โคโลน ี จุ่มลงใน TPB 
ปริมาตร 10 มล.ที่เตรียมไว้ในหลอดทดลอง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 6 ชั่วโมง น ามาท า 10-
fold dilution โดยเตรียม TPB ใส่ในหลอดทดลอง หลอดละ 9 มล. จ านวน 10 หลอด โดยใช้ปิ
เปตดูดเชื้อ ปริมาตร 1 มล. ใส่หลอดที่ 1 เขย่าให้เข้ากัน จนถึง 10-10 (ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์
สัตว,์ 2562ค) 
วิธีทดสอบควำมคุ้มโรคในหนูขำวด้วยวธิี Active mouse protection test (AMPT) 
  โดยใช้หนูขาวพันธ์ุ ICR 350 ตัว แบ่งเป็น 7 กลุ่มๆละ 50 ตัว กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มควบคุม
ไม่ฉีดวัคซีน กลุ่มที่ 2 ถึง 7 เป็นกลุ่มฉีดวัคซีน โดยฉีดเข้ากล้ามเนื้อตัวละ 0.2 มล. 2 ครั้งห่างกัน 14 
วัน หลังจากฉดีวัคซีนครั้งสุดท้าย 5 วัน ฉีดพิษทับหนูทั้ง 7 กลุ่มด้วยเช้ือ P. multocida ซีโรไทป์ 
B:2,5 ที่เพาะเลี้ยงใน TPB นาน 6 ชั่วโมง ที่ระดับความเข้มข้นตั้งแต่ 10-1 ถึง 10-10 เข้าช่องท้อง  
ความเข้มข้นละ 5 ตัวๆละ 0.1 มล. สังเกตอาการหนูเป็นเวลา 5 วัน ค านวณค่า LD50 ของหนูทุก
กลุ่มตามวิธีของ Reed and Muench (1938) ค่า LD50 ของหนูกลุ่มฉีดวัคซีนและกลุม่ไม่ฉีดวัคซีน
จะต้องต่างกันไม่น้อยกว่า 104 เท่า หรือ log protection ไม่น้อยกว่า 4 (OIE, 2008) 
วิธีทดสอบควำมคุ้มโรคในหนูขำวด้วยวธิี Passive mouse protection test (PMPT) 
  แบ่งหนูขาวพันธุ์ ICR เป็น 5 กลุ่มๆละ 5 ตัว แบ่งเป็นกลุ่มควบคุมไม่ฉีดตัวอย่างซีรัม 1 
กลุ่ม และเป็นกลุ่มฉีดตัวอย่างซีรมั 4 กลุ่ม ฉีดตัวอย่างซีรัมโค จากการฉีดวัคซีนในสัปดาห์ที่ 7 จาก
โคเนื้อทดสอบวัคซีนที่ศูนย์วจิัยและบ ารุงพันธ์ุสัตว์ทับกวาง อ.แก่งคอย จ.สระบุรี เข้าใต้ผิวหนัง 
ขนาดฉีดตัวละ 0.5 มล.  หลังจากนั้น 24 ชั่วโมงจึงฉีดพิษทับด้วยเชื้อ P. multocida  ซีโรไทป์  
B:2,5  ตามวิธีการเตรียมเช้ือพิษข้างต้น เข้าช่องท้องตัวละ 0.1 มล. ทุกกลุ่ม ซึ่งมีเชื้ออยู่ 100 
(50% Mouse median lethal dose; MLD50) สังเกตอาการหนูเป็นเวลา 3 วัน โดยหนูกลุ่ม
ควบคุมจะต้องตายหมดทุกตัว ส่วนหนูที่ได้รับการฉีดซีรัมกลุ่มใดมีหนูรอดเพียง 1 ตัวขึ้นไป ให้ถือ
ว่าซีรัมนั้นมีภูมิคุ้มกันต่อโรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย (วุฒิพร และคณะ, 2536) 

กำรทดสอบควำมปลอดภัยและกำรตอบสนองทำงภูมคิุ้มกันในโคและกระบือที่ศูนยว์ิจัยและบ ำรุงพันธุ์
สัตว์ทับกวำง อ.แก่งคอย จ.สระบุรี (กรมปศุสัตว์) 

หลังจากเตรียมวัคซีนและทดสอบคุณภาพวัคซีนแล้ว น าวัคซีนไปฉีดในโคเนื้อที่ศูนย์วิจัยและบ ารุง
พันธุ์สัตว์ทับกวาง อ.แก่งคอย จ.สระบุรี ต ารับละ 20 ตัว แล้วเจาะเลือดเก็บซีรัมโคก่อนและหลังฉีดวัคซีน 
เป็นเวลา 12 เดือน เพื่อตรวจวัดระดับแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA และตรวจหาภูมิคุ้มกันชนิดพึ่งเซลล์ 
(CMI) ด้วยวิธี MTT assay   

 กำรทดสอบควำมปลอดภัยของวัคซีนใน โคและกระบือในพืน้ที่ 
 ฉีดวัคซีนทดสอบในโคและกระบือพื้นที่ปศุสัตว์เขต ทั้ง 9 เขตในประเทศไทยโดยการสุ่ม 
เจ้าหน้าที่กรมปศุสัตว์เป็นผู้ท าการฉีดวัคซีน เพื่อศึกษาผลข้างเคียงหลังฉีดวัคซีนเป็นเวลา 10 วัน โดย
สังเกตอาการที่ผิดปกติและบันทึกผลทุก 5 วัน อาการที่สังเกต เช่น ภาวะอักเสบของผิวหนัง บวม แดง 
บริเวณที่ฉีด แพ้  ซึม มีไข้ รายงานผลการทดสอบโดยส านักควบคุม ป้องกัน และบ าบัดโรคสัตว์ เป็นผู้เก็บ
รวบรวมข้อมูลในเอกสารแบบประเมิน (เอกสารแนบ 1) 
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ผล 
ผลทดสอบวัคซีนในระดับ Lab scale  
 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียในห้องปฏิบัติการทั้ง 6 ต ารับ ผ่านเกณฑ์ตามมาตรฐาน
ที่ก าหนดทุกประการ (ตารางที่ 2)  
 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนในสัตว์ทดลอง เมื่อน าวัคซีนทั้ง 6 ต ารับมาทดสอบความปลอดภัยในหนูขาว
เป็นเวลา 5 วัน พบว่าสัตว์ทดลองวัคซีนทุกกลุ่มมีอาการปกติหลังฉีดวัคซีน ไม่พบสัตว์ป่วยหรือตาย (ตารางที่ 2) 
 ผลการทดสอบความคุ้มโรค ในหนูขาวพบว่า วัคซีนต ารับ A, B, C, D, E และ F มีค่า log protection 
เท่ากับ 4.50, 4.17, 4.81, 5.75, 4.00 และ 5.00 ตามล าดับ (ตารางที่ 2) 
ท าการคัดเลือกต ารับวัคซีน 4 ต ารับจากค่าความหนืดและความคุ้มโรค เพื่อน าไปผลิตในระดับ Pilot scale คือ
วัคซีนต ารับ B, C, E และ F โดยมีค่าความหนืดตามล าดับดังนี้ 23.00, 20.53, 26.80 และ 21.20 centipoises  
ผลทดสอบวัคซีนในระดับ Pilot scale 
 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียในห้องปฏิบัติการทั้ง 4 ต ารับ ผ่านเกณฑ์ตามมาตรฐาน
ที่ก าหนดทุกประการ (ตารางที่ 3)  
 ผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนในสัตว์ทดลอง เมื่อน าวัคซีนทั้ง 4 ต ารับมาทดสอบความปลอดภัยในหนูขาว
เป็นเวลา 5 วัน พบว่าสัตว์ทดลองวัคซีนทุกกลุ่มมีอาการปกติหลังฉีดวัคซีน ไม่พบสัตว์ป่วยหรือตาย (ตารางที่ 3) 
 ฉีดวัคซีนทดสอบทั้ง 4 ต ารับในโคและกระบือพ้ืนที่ปศุสัตว์เขต ทั้ง 9 เขตในประเทศไทยโดยการสุ่ม เขต 1 
และเขต 2 ต ารับวัคซีนที่ทดสอบคือต ารับวัคซีน B เขต 3 และเขต 4 ต ารับวัคซีนที่ทดสอบคือต ารับวัคซีน C เขต 5 
และเขต 6 ต ารับวัคซีนที่ทดสอบคือต ารับวัคซีน E เขต 7 เขต 8 และเขต 9 ต ารับวัคซีนที่ทดสอบคือต ารับวัคซีน F  
 เมื่อน าซีรัมของโคทดลองวัคซีนที่ศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์ทับกวางมาวัดระดับภูมิคุ้มกันด้วยวิธี  ELISA 
พบว่ากลุ่มที่ฉีดวัคซีนต ารับ B, C, E และ F มีระดับ Antibody Titer สูงกว่าค่า Cut-off (≥1: 320)   
ในสัปดาห์ที่ 4 หลังจากฉีดวัคซีน โดยมีระดับสูงสุดที่สัปดาห์ที่ 8, 8, 12 และ 4 ตามล าดับ จากนั้นกลุ่ม C และ F 
มีระดับ Antibody Titer ลดลงต่ ากว่าค่า Cut-off ตั้งแต่ที่สัปดาห์ที่ 16 เป็นต้นไป ในขณะที่กลุ่ม B และ E มี
ระดับ Antibody Titer ลดลงอย่างต่อเนื่องแต่ยังคงสูงกว่าค่า Cut-off จนถึงสัปดาห์ที่ 36 ระดับ Antibody Titer 
ของทุกกลุ่มกลับมามีค่าสูงขึ้นพร้อมกันในสัปดาห์ที่ 40 หลังจากนั้นลดลงตามล าดับจนถึงสัปดาห์สุดท้ายของการ
ทดสอบ (สัปดาห์ที่ 48) ซึ่งระดับ Antibody Titer ของทั้ง 4 กลุ่มสูงกว่าค่า Cut-off (รูปที่ 1)  
 ผลการทดสอบภูมิคุ้มกันชนิดพึ่งเซลล์ด้วยวิธี MTT assay (Cell mediated immunity, CMI) พบว่า
ค่าเฉลี่ย Stimulation Index (SI) ต่อแอนติเจนของเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ทั้ง 4 กลุ่มทดลอง มีค่าต่ า
กว่าค่า cut off ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ก าหนดไว้ที่ 1.5 (ตามค่าเฉลี่ย positive) ตลอดการทดลอง   
 ผลการทดสอบ PMPT พบว่ากลุ่มทดสอบต ารับวัคซีน B มีอัตราการรอด 80% ส่วนกลุ่มทดสอบต ารับ
วัคซีน E, C, F และกลุ่มควบคุม มีอัตราการรอด 0% (ตารางที่ 3)  
 ผลการทดสอบวัคซีนทั้ง 4 ต ารับ ในพื้นที่ปศุสัตว์เขต 9 เขต ในประเทศไทย พบว่าวัคซีนต ารับ B เป็น
ต ารับที่ได้รับการทดสอบมากที่สุดคิดเป็น 46% โดยมีการฉีดวัคซีนที่กล้ามเนื้อส่วนคอมากที่สุดคิดเป็น 67.68% 
(ตารางที ่4) นอกจากนี้จากการสอบถามเจ้าหน้าที่ผู้ด าเนินการฉีดวัคซีนพบว่าวัคซีนต ารับ C และ E มีความง่ายใน
การฉีดวัคซีนมากที่สุดคิดเป็น 100% ทั้ง 2 ต ารับ สัตว์ที่พบว่ามีการแพ้วัคซีนในการทดสอบครั้งนี้ คือ กระบือ
จ านวน 1 ตัว คิดเป็น 0.07% ของสัตว์ที่ได้รับการทดสอบวัคซีนทั้งหมด โดยพบว่าภายหลังการได้รับวัคซีนเป็น
ระยะเวลา 96 ชั่วโมง กระบือดังกล่าวมีอาการไข้ ยกหัวไม่ขึ้น ซึ่งได้มีการแก้ไขภาวะดังกล่าวด้วยการฉีด 
Chlorpheniramine เข้าที่บริเวณกล้ามเนื้อ 
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วิจำรณ ์
 จากผลการทดสอบคุณภาพวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอิมัลชันในระดับ Lab scale ทั้ง 6 ต ารับทาง
ห้องปฏิบัติการ ผ่านเกณฑ์ตามมาตรฐานที่ก าหนดทุกประการ เมื่อพิจารณาจากค่าความหนืด วัคซีนต ารับ F และ 
C จะสะดวกในการฉีดมากกว่าวัคซีนต ารับ A, E, B และ D เพราะมีความหนืดน้อยกว่าเนื่องจาก MONTANIDETM 
ISA 201 VG ที่เป็นแอดจูแวนท์ชนิด W/O/W มีลักษณะของอิมัลชันที่ปรากฏชั้นนอกสุดเป็นน้ า จึงท าให้มีความ
หนืดน้อยกว่าน้ ามันและสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ทั้งระยะสั้นและระยะยาวเนื่องจากแอนติเจนที่อยู่ในอิมัลชัน
ชั้นนอกสุดในรูปน้ าจะสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ทันทีในขณะที่แอนติเจนที่อยู่ชั้นในจะถูกปลดปล่อยออกมาอย่าง
ช้าๆ ในขณะที่ MONTANIDETM ISA 61 VG และ MONTANIDETM ISA 70 VG ที่เป็นแอดจูแวนท์ชนิด W/O มี
ลักษณะของอิมัลชันที่ปรากฏชั้นนอกสุดเป็นน้ ามัน แอนติเจนที่อยู่ชั้นในจะถูกปลดปล่อยออกมาอย่างช้าๆจึง
สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้สูงและยาวนาน (Aucouturier et al, 2001) เมื่อทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนทั้ง 
6 ต ารับในหนูขาว พบว่าสัตว์ทดลองมีอัตราการรอด 100% ในทุกกลุ่มทดสอบ ดังนั้น วัคซีนทั้ง 6 ต ารับนี้จึงมี
ความปลอดภัย และผลการทดสอบความคุ้มโรคของวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียในหนูขาว พบว่า วัคซีนทั้ง 6 ต ารับ
ผ่านเกณฑ์มาตรฐานความคุ้มโรคโดยมีค่า  log protection ไม่น้อยกว่า 4 (OIE, 2018)  

หลังจากนั้นจึงเลือกต ารับวัคซีน 4 ต ารับคือ ต ารับ B , ต ารับ C ,ต ารับ E และ ต ารับ F โดยตัดวัคซีนต ารับ 
A และ D ออกเนื่องจากมีความหนืดสูงกว่าต ารับอื่น ฉีดยากและพบรายงานการบวมบริเวณที่ฉีดหลังฉีด 3-7 วัน 
(วุฒิพร และคณะ, 2542) เพื่อทดสอบกับโคเนื้ออายุ 7 เดือน ถึง 1 ปี ไม่จ ากัดเพศ จ านวน 80 ตัวในพื้นที่ศูนย์วิจัย
และบ ารุงพันธ์ุสัตว์ทับกวาง อ.แก่งคอย จ.สระบุรี (กรมปศุสัตว)์ และโค กระบือในพื้นที่ปศุสัตว์เขตทั้ง 9 เขต  
 ผลการทดสอบ ค่าเฉลี่ยระดับแอนติบอดีในโคของวัคซีนทั้ง 4 ต ารับที่เลือกคือ ต ารับ B, C, E และ F 
พบว่า กลุ่มทดสอบวัคซีนต ารับ B มีระดับแอนติบอดี สูงกว่าต ารับอื่นเมื่อใช้ระดับแอนติบอดีที่ ≥1: 320 เป็นค่า
ตัดสินว่าโคมีความคุ้มโรค (ค่า cut-off) (นิตยา และรัชนี, 2543) สอดคล้องกับผลการวิจัยของ El-Bagoury et al. 
(2015) ซึ่งพบว่าวัคซีนป้องกันโรค Rift vallay fever virus ต ารับผสม MONTANIDETM ISA 61 VG และ
MONTANIDETM ISA 201 VG ให้ระดับระดับแอนติบอดีที่สูงและยาวนานกว่าอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลเมื่อ
ทดสอบในแกะ โดยที่ ต ารับที่ประกอบด้วย MONTANIDETM ISA 61 VG สูงกว่า MONTANIDETM ISA 201 VG ใน
กรณีที่ระดับ Antibody Titer ของทุกกลุ่มกลับมามีค่าสูงขึ้นพร้อมกันในสัปดาห์ที่ 40 (รูปที่ 1) หลังจากนั้นลดลง
ตามล าดับจนถึงสัปดาห์สุดท้ายของการทดสอบ (สัปดาห์ที่ 48) ซึ่งระดับ Antibody Titer ของทั้ง 4 กลุ่มสูงกว่าค่า 
Cut-off เป็นไปได้ว่ามีการติดเชื้อจากสภาพแวดล้อมตามธรรมชาติโดยสัตว์ที่ได้รับวัคซีนอย่างถูกต้องนั้นมีการ
พัฒนา memory cell ต่อเชื้อโรคนั้นไว้แล้วเป็นอย่างดี และสามารถกลับมาท างานได้ทันทีเมื่อมีการติดเชื้อซ้ า (สัน
นิภา, 2549) ซึ่งอาจกระตุ้นภูมิคุ้มกันในตัวสัตว์ในช่วงเวลาน้ันได้ โดยเจ้าหน้าที่ผู้ดูแลสัตว์พบว่าสัตว์ทดลองทั้งหมด
สามารถกินอาหารและดื่มน้ าได้เป็นปกติ ไม่แสดงอาการป่วยในช่วงเวลาดังกล่าว 
 ผลการทดสอบภูมิคุ้มกันชนิดพึ่งเซลล์ด้วยวิธี MTT assay (Cell mediated immunity, CMI) พบว่า
ค่าเฉลี่ย Stimulation Index (SI) ต่อแอนติเจนของเชื้อ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ทั้ง 4 กลุ่มทดลอง มีค่าต่ า
กว่าค่า cut-off ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ก าหนดไว้ที่ 1.5 (ตามค่าเฉลี่ย positive) ตลอดการทดลอง ซึ่งเป็นไปได้ว่า
วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียเป็นวัคซีนบรอทแบคเทอรินเชื้อตายซึ่งสามารถให้ความคุ้มโรคผ่านการกระตุ้น 
Humoral immunity ได้ดีกว่า Cell mediated immunity หรือเป็นไปได้ว่าการตรวจวัดระดับภูมิคุ้มกันด้วยวิธี 
MTT assay ที่ใช้ในการวิจัยครัง้นี้อาจมีปัจจัยที่ไม่เหมาะสม ควรมีการศึกษาเพิ่มเติม 
 เมื่อน าซีรัมของโคทดสอบทั้ง 4 กลุ่มมาทดสอบความคุ้มโรค ด้วยวิธี PMPT ในหนูขาว พบว่ากลุ่มทดสอบ
วัคซีนต ารับ C, E และ F มีอัตราการรอด 0% ทั้ง 3 กลุ่ม ในขณะที่ต ารับ B มีอัตราการรอดสูงสุดที่ 80 % 
สอดคล้องกับผลของระดับแอนติบอดี โดยระดับแอนติบอดี IgG มีความสัมพันธ์โดยตรงกับความคุ้มโรคในสัตว์
เคี้ยวเอื้องเมื่อฉีดเชื้อพิษทับ (Shah et al., 1997) อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้พบว่าระดับแอนติ บอดีของ
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กลุ่มวัคซีนต ารับ E และผลการทดสอบ PMPT ไม่เป็นไปในแนวทางเดียวกัน อาจเป็นไปได้ว่าปริมาณเชื้อหรือ
สัดส่วนแอนติเจนยังไม่เหมาะสม จึงควรศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 

ผลการทดสอบการแพ้วัคซีนในโคกระบือในพื้นที่ปศุสัตว์เขต 9 เขต ในประเทศไทย พบว่ามีอัตราการแพ้
เพียง 0.07% ซึ่งพบในกระบือ 1 ตัวที่ได้รับวัคซีนทดสอบต ารับ F ซึ่งมี MONTANIDETM ISA 201 VG เป็นแอดจู
แวนท์ จากจ านวนสัตว์ทั้งหมด 1,510 ตัว แบ่งเป็นกระบือ 749 ตัว โคนม 73 ตัว และโคเนื้อ 688 ตัว พบว่า 
99.93% ไม่แสดงอาการแพ้ แสดงให้เห็นว่าวัคซีนทั้ง 4 ต ารับ มีความปลอดภัยสูงสามารถน าไปใช้กับกลุ่มสัตว์
เป้าหมายได้ 
 แต่อย่างไรก็ตามการตัดสินใจเลือกชนิดของแอดจูแวนท์ที่จะน ามาผลิตในระดับอุตสาหกรรมนอก จาก
พิจารณาด้านความปลอดภัยและประสิทธิภาพความคุ้มโรคแล้ว ยังต้องค านึงถึงกระบวนการผสมวัคซีนที่มีความ
แตกต่างกันด้วย จึงต้องมีการออกแบบการทดลองผลิตในระดับต้นแบบก่อน เพื่อพิจารณาความเหมาะสมของ
อุปกรณ์และเครื่องจักรในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 

สรุป 
 วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียที่ผสม MontanideTM ISA 61 VG จ านวนเชื้อ 1X108 cfu/dose เป็นวัคซีน
ต ารับที่มีความหนืดต่ า ฉีดง่าย มีความปลอดภัย ไม่เกิดอาการแพ้ ให้ความคุ้มโรคสูง เป็นระยะเวลาไม่น้อยกว่า 10 
เดือน จึงเหมาะส าหรับน าไปพัฒนาต่อยอดเพื่อผลิตเป็นวัคซีนต ารับใหม่ในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
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ตำรำงท่ี 1 อัตราส่วนการผสมวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอิมัลชัน 

ต ำรับที่ 
ปริมำณเชื้อต่อโด๊สที่ฉีด 1 มล. 

โดยมีหน่วยเป็น cfu/ml 
ชนิดแอดจูแวนท์ 

อัตรำส่วน 
แอดจูแวนท์ : บรอทแบคทีริน 

โดยน้ ำหนัก 
A 1 X 108 MontanideTM ISA 70 70 : 30 
B 1 X 108 MontanideTM ISA 61 60 : 40 
C 1 X 108 MontanideTM ISA 201 50 : 50 
D 0.5 X 108 MontanideTM ISA 70 70 : 30 
E 0.5 X 108 MontanideTM ISA 61 60 : 40 
F 0.5 X 108 MontanideTM ISA 201 50 : 50 

 
ตำรำงท่ี 2 ผลการทดสอบวัคซีนระดับ Lab scale 

กำรทดสอบ 
ต ำรับ 

A B C D E F 

คุณลักษณะที่ปรำกฏ 
สีขาว เป็น

เนื้อเดียวกัน 
สีขาว เป็น

เนื้อเดียวกัน 
สีขาว เป็น

เนื้อเดียวกัน 
สีขาว เป็น

เนื้อเดียวกัน 
สีขาว เป็น

เนื้อเดียวกัน 
สีขาว เป็น

เนื้อเดียวกัน 
 Drop test w/o w/o w/o/w w/o w/o w/o/w 

 Centrifugation test 2% 2% 2% 2% 2% 2% 
Sterility test ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน 
Viscosity test  29.50 23.00 20.53 37.23 26.80 21.20 

ควำมปลอดภัยในหนูขำว ไม่พบสัตว์ป่วย
หรือตาย 

ไม่พบสัตว์ป่วย
หรือตาย 

ไม่พบสัตว์ป่วย
หรือตาย 

ไม่พบสัตว์ป่วย
หรือตาย 

ไม่พบสัตว์ป่วย
หรือตาย 

ไม่พบสัตว์ป่วย
หรือตาย 

ควำมคุ้มโรคในหนูขำว  
AMPT  

(log protection) 
4.50 4.17 4.81 5.75 4.00 5.00 

 
ตำรำงท่ี 3 ผลการทดสอบวัคซีนระดับ Pilot scale 

กำรทดสอบ 
ต ำรับ 

B C E F 

คุณลักษณะที่ปรำกฏ 
สีขาว เป็นเนื้อ

เดียวกัน 
สีขาว เป็นเนื้อ

เดียวกัน 
สีขาว เป็นเนื้อ

เดียวกัน 
สีขาว เป็นเนื้อ

เดียวกัน 
 Drop test w/o w/o/w w/o w/o/w 

 Centrifugation test 2% 2% 2% 2% 
Sterility test ผ่าน ผ่าน ผ่าน ผ่าน 
Viscosity test  21.5 23.6 28.4 21.7 

ควำมปลอดภัยในหนูขำว 
ไม่พบสัตว์ป่วย

หรือตาย 
ไม่พบสัตว์ป่วย

หรือตาย 
ไม่พบสัตว์ป่วย

หรือตาย 
ไม่พบสัตว์ป่วย

หรือตาย 
ควำมคุ้มโรคในหนูขำว  

PMPT  
(อัตรำกำรรอด) 

80% 0% 0% 0% 
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ตำรำงที่ 4 ผลการส ารวจความพึงพอใจในการฉีดวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียชนิดอิมัลชันในโคหรือกระบือในพื้นที่ 

ต ำรับ
วัคซีน 

ชนิดสัตว์ 

คิดเป็น% 

วิธีกำรฉีด ควำมยำก/ง่ำยในกำรฉีด (ฟำร์ม) แพ้วัคซีน 
คิด

เป็น% กระบือ 
(ตัว) 

โคนม 
(ตัว) 

โคเนื้อ 
(ตัว) 

รวม 
ฉีดบริเวณ
กล้ำมเนื้อ

สะโพก (ตัว) 

ฉีดบริเวณ
กล้ำมเนื้อคอ 

(ตัว) 
ง่ำย 

คิดเป็น 
% ยำก 

คิดเป็น 
% 

ยำก
มำก 

คิดเป็น 
% 

กระบือ 
(ตัว) 

โคนม 
(ตัว) 

โคเนื้อ 
(ตัว) 

B 233 73 387 693 46 268 425 34 87.18 5 12.82 - 0 - - - 0 
C 168 0 171 339 22 134 205 78 100 - 0 - 0 - - - 0 
E 114 0 1 115 8 34 81 11 100 - 0 - 0 - - - 0 
F 234 0 129 363 24 52 311 6 50 3 25 3 25 1 - - 0.07 

รวม  749 73 688 1,510 100 488 (32.32%) 1,022 (67.68%) 129 - 8 - 3 - 1 0 0 0.07 
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รูปที่ 1 Geometric mean ELISA antibody titer of cattle immunized with difference vaccine formulation 

ค่าเฉลี่ยเรขาคณิตระดับแอนติบอดี (ELISA titer) ในโค-กระบือจากการฉีดวัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียต ารับต่างๆ 
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Development of Haemorrhagic septicaemia emulsion vaccine 
 

Kheemchompu Atthikanyaphak1     Nanthiya Sangplao1  
Noppawan Buamitoup 2     Danai Khamkwan 3 

 
Abstract 

The purpose of this study is to develop a new Haemorrhagic septicemia emulsion 
vaccine. Six types of oil emulsions were formulated as per describe. Formula A , B and C use 
MontanideTM ISA 70 VG, MontanideTM ISA 61 VG and MontanideTM ISA 201 VG, respectively 
formulate with Pasteurella multocida 1X108 cfu/dose. While formula D, E and F use 
MontanideTM ISA 70 VG, MontanideTM ISA 61 VG and MontanideTM ISA 201 VG, respectively 
formulate with a dosage of 0.5x108 cfu/dose. The viscosity of vaccines A, B, C, D, E, and F were 
29.50, 23.00, 20.53, 37.23, 26.80, and 21.20 centipoises, respectively. The vaccines were tested 
for safety and potency in mice and found that safe and able to provide immunity against 
challenge test with log protection 4.50, 4.17, 4.81, 5.75, 4.00, and 5.00, respectively. All vaccines 
conform to the required standards in laboratory testing. 

Four suitable vaccines were selected (B, C, E, and F) for testing the safety and immune 
response in 80 cattle, divided into four groups with 20 cattle per group. All cattle were injected 
1 ml vaccine intramuscularly one time. Blood samples were collected every month 
continuously for one year for detecting antibody titer by ELISA. Results showed that the group 
vaccinated with B formula has higher antibody levels than other groups and maintain a 
protective level for at least ten months (cut-off value ≥ 1:320). When four vaccines formulation 
were tested for safety in cattle and buffalo in field trials across the Livestock Office of nine 
regions in Thailand, 99.93% of animals did not show any adverse effect after injection. Only one 
buffalo (0.07%) showed an allergic reaction (formula F). 

Therefore, considering current laboratory properties, safety, long-term potency, and 
local user satisfaction surveys, it is concluded that formula B is a suitable candidate for further 
development as a new vaccine on an industrial scale. 
 
 
 
Keywords: Vaccine,    Haemorrhagic septicaemia, emulsion,    safety,    potency 
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เปรียบเทียบกำรเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Pasteurella multocida ซีโรไทป์ B:2,5 โดยใช้
เชื้อตั้งต้นที่ควำมเข้มขน้ 1% และ 2% 

  
เข็มชมพู อธิกัญญ์ภัค1     นันทิยา  แสงเปล่า1  

     

บทคัดย่อ 
เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย Pasteurella multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ของตัวอย่าง

เชื้อตั้งต้นที่ความเข้มข้น 1% และ 2% โดยวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิต (Viable count) และค่าความขุ่นของ
การดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (Optical density; OD540) ที่เก็บทุก 2 ชั่วโมง ติดต่อกันเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง พบว่า อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่มีชีวิต โดยใช้เชื้อตั้งต้นที่ 1% และ 2%                    
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( P>0.05 ) ในขณะที่ค่าความขุ่นของทั้ง 2 กลุ่มมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ( P<0.05 ) โดยที่ความเข้มข้นเชื้อตั้งต้นที่ 2% สูงกว่า 1% ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 8 เป็นต้นไปจนถึง
ชั่วโมงที่ 24 และพบว่าในชั่วโมงที่ 8 เป็นชั่วโมงที่มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตสูงสุด โดยมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียมี
ชีวิต 4.60±3.96X1016  CFU/ml และ OD540 เท่ากับ 0.739±0.007 ที่ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 1%, 
4.60±3.63X1016  CFU/ml และ OD540 เท่ากับ 1.147±0.042 ที่ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 2% 

จากผลการศึกษาในครั้งน้ี สรุปว่า การใช้ความเข้มข้นเช้ือตั้งต้นที่ 2% ดีกว่า 1% เนื่องจากได้ปริมาณเซลล์
แบคทีเรียทั้งหมดสูงกว่าเมื่อเพาะเลี้ยงในระยะเวลาเท่ากัน โดยประเมินจากค่าความขุ่น (OD540) เนื่องจากปัจจุบัน
ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ใช้ค่าความขุ่นเป็นค่ามาตรฐานส าหรับน ามาค านวณอัตราส่วนในการผสมวัคซีน                
เฮโมรายิกเซพติซีเมีย ควรมีการศึกษาต่อยอดเพื่อพัฒนาการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียส าหรับน าไปผลิตวัคซีน               
เฮโมรายิกเซพติซีเมียให้มีประสิทธิภาพมากขึ้นในระดับอุตสาหกรรมต่อไป  
 
 
 
ค ำส ำคัญ: Pasteurella multocida   อัตราการเจริญเติบโต   ค่าความขุ่น   ปริมาณเช้ือแบคทีเรียมีชีวิต 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 30   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2564              35         J. Vet. Biol.   Vol. 30   No.1-2   March-September 2021 
 

บทน ำ 
โรคเฮโมรายิกเซพติซีเมีย (Haemorrhagic septicaemia) หรือโรคคอบวม เป็นโรคติดเชื้อที่ส าคัญทาง

เศรษฐกิจของโคและกระบือ สาเหตุเกิดจากเชื้อ Pasteurella multocida (P. multocida) พบที่ระบบทางเดิน
หายใจของสัตว์ (De Alwis,1992)  ซึ่งเป็นโรคติดเชื้อที่ส าคัญและเป็นสาเหตุหลักที่ท าลายสัตว์เคี้ยวเอื้อง (Maslog, 
1998) การป้องกันโรคดังกล่าวท าได้โดยการฉีดวัคซีนตามระยะเวลาที่ก าหนด ซึ่งวัคซีนป้องกันโรคเฮโมรายิกเซพติ
ซีเมียที่ผลิตโดยส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) กรมปศุสัตว์ ในปัจจุบันเป็นวัคซีนที่ผลิตจากเชื้อ                         
P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 เป็นวัคซีนชนิดน้ ามันหรืออิมัลชั่น (water in oil adjuvant, W/O) ซึ่งสามารถ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันและให้ความคุ้มโรคได้เป็นระยะเวลานานเป็นที่น่าพอใจ (รัชนีและคณะ, 2544) โดยกระบวนการ
ผลิตวัคซีนเริ่มจากการเพาะเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Dextrose starch agar (DSA) เป็นเวลา 18-24 ชม. 
หลังจากนั้นจึงเพาะเลี้ยงในขวดเริ่มต้นด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptose phosphate broth (TPB) ปริมาตร 4 ลิตร
ในสภาวะมีออกซิเจนที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง แล้วน าไปเพาะในถังเพาะเชื้อที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ
ปริมาตร 400 ลิตรโดยใช้ปริมาณเชื้อตั้งต้นที่ 1%   ที่อุณหภูมิ 37°C ความเร็วรอบใบพัด 150 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 9 ชั่วโมง จากนั้นฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน 0.3% (v/v) เพื่อให้ได้ บรอทแบคเทอริน แล้วผ่านกระบวนการกรอง
ด้วย cross flow filtration จากนั้นน าไปผสมสารแอดจูแวนท์ชนิดน้ ามันและผลิตเป็นวัคซีนส าเร็จรูปต่อไป ซึ่ง
กระบวนการผลิตทั้งหมดใช้เวลาอย่างน้อย 2 สัปดาห์  

Sarwar et al. (2013) ศึกษาหาปัจจัยที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ P. multocida (B:2) ที่สภาวะ
ต่างๆได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อ (Casein sucrose yeast broth (CSY), Tryptose soya broth (TSB), Brain heart 
infusion broth (BHI) และ Nutrient broth), อุณหภูมิ (10 - 50 °C), ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH 3.0 - 9.8) และ
รอบการปั่น (50 - 600 รอบต่อนาที) พบว่าเช้ือ P. multocida (B:2) สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดใน CSY ภายใต้
สภาวะอุณหภูมิ 35 - 40 °C ที่ pH 7.0 - 8.0 และรอบการปั่น 500 รอบต่อนาที นอกจากนี้ยังพบว่าสัดส่วน
ปริมาณเช้ือตั้งต้นสามารถส่งผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ P. multocida (B:2) (Shahin et al, 2014) เมื่อ
ท าการทดลองในระดับ Lab scale โดยใช้ปริมาณเชื้อตั้งต้นต่างกันตั้งแต่ 1 - 10% ปรากฏว่า เชื้อ P. multocida 
(B:2) มีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดเมื่อใช้ปริมาณเชื้อตั้งต้น 8% แต่จะลดลงเมื่อใช้ปริมาณเชื้อตั้งต้นมากกว่า 8% 
เป็นต้นไปที่ระยะเวลาการเพาะเชื้อเท่ากัน และมีการศึกษาเพาะเลี้ยงเชื้อ P. multocida (A:1) เป็นเชื้อแบคทีเรีย
ที่ใช้ในการผลิตวัคซีนอหิวาต์เป็ด-ไก่ ในถังเพาะเชื้อขนาด 400 ลิตร โดยปริมาตรเชื้อตั้งต้นที่ 0.5%, 1% และ 2% 
(วีรชายและคณิตา, 2551) ซึ่งพบว่าค่าความขุ่น (OD540) ของตัวอย่างเชื้อที่มีปริมาตรเชื้อตั้งต้นสูง มีแนวโน้มสูง
กว่ากลุ่มที่มีปริมาตรเชื้อตั้งต้นต่ าเมื่อวัดในช่วงเวลาเดียวกันแม้จะไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 
จากการทดลองที่ผ่านมาจึงเห็นได้ว่ามีปัจจัยหลายด้านที่สามารถส่งผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ                       
P. multocida ได้ ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษากระบวนการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. multocida ใน
สภาวะการเพาะเลี้ยงปัจจุบันเพ่ิมเติม จะมีประโยชน์ในการพัฒนาปรับปรุงขั้นตอนการผลิตวัคซีนให้มีประสิทธิภาพ
มากยิ่งขึ้นต่อไป 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย P. multocida ซีโรไทป์ 
B:2,5 ที่ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 1% และ 2% ในถังเพาะเช้ือขนาด 50 ลิตร 

 
อุปกรณ์และวิธีกำร 

กำรเพำะเชื้อแบคทีเรีย 
 เพาะและขยายเช้ือ P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ DSA1 ที่อุณหภูมิ 37˚C นาน 24 
ชั่วโมง แล้วน าเชื้อไปเพาะและขยายต่อในขวด starter ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว TPB2 ปริมาตร 4 ลิตร 
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นาน 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าเชื้อที่ได้จากขวด ไปเพาะต่อลงในถังเพาะเชื้อ3 ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 
TPB ปริมาตร 50 ลิตร โดยใช้เชื้อตั้งต้นปริมาตรที่ 1% (0.5 ลิตร) และ 2% (1 ลิตร) ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  
ตามล าดับ เพาะเลี้ยงโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 37˚C และควบคุมรอบปั่นที่ 150 รอบต่อนาที และเก็บตัวอย่างเพื่อ
ตรวจหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียโดยการวัดความขุ่นและวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตโดยวิธี Viable count  ท า             
3 ซ้ า ทุก 2 ชั่วโมง (12 ครั้ง)  ติดต่อกันเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบ 24 ชั่วโมงจึงท าการฆ่าเชื้อด้วยฟอร์มาลิน4 
0.3 % (v/v)  
กำรวัดปริมำณเชื้อแบคทีเรยีมีชีวิตโดยวิธ ีViable count 

น าตัวอย่างเชื้อที่เก็บทุกๆ 2 ชั่วโมงไปวัดความขุ่นและวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตโดยวิธี Viable 
count โดยเจือจางแบคทีเรียแบบ 10 เท่า (10-fold dilution) จากนั้นหยดเชื้อที่เจือจางแล้วปริมาตร 0.1 มล. ลง
บนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ DSA และกระจายเชื้อให้ทั่วผิวหน้าด้วยวิธีการ Spread plate บ่มเชื้อที่ 37˚C เป็น
เวลา 1 คืน จึงนับจ านวนโคโลนีและค านวณจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด โดยค่าที่ค านวณได้มีหน่วยเป็น Colony 
forming unit (CFU/ml)  
กำรวัดปริมำณเชื้อแบคทีเรยีโดยกำรวัดควำมขุ่น  
 น าตัวอย่างเชื้อที่เก็บทุก 2 ชั่วโมง ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (ส านัก
เทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2560) ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์5 และน าค่าความขุ่นที่ได้ไปสร้างกราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างเวลากับความขุ่น 
กำรวิเครำะหท์ำงสถิต ิ

เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 ของค่าความขุ่น และจ านวนเชื้อมีชีวิตระหว่าง
กลุ่มทดลองโดยวิธี Paired t-test (อรุณ, 2558) 
 

ผล 
ปริมำณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิต (Viable count) 

เมื่อวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิต (Viable count) ของตัวอย่างเชื้อที่เก็บทุก 2 ชั่วโมง ติดต่อกันเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง พบว่า ปริมาณเชื้อมีชีวิตของทั้งสองกลุ่มมีแนวโน้มเป็นไปในทางเดียวกัน (รูปที่ 1) โดยมีจ านวน
เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วตั้งแต่ชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 8 ก่อนจะลดลงพร้อมกันที่ชั่วโมงที่ 10 หลังจากนั้นจึงเพิ่มขึ้น
อย่างช้าๆ และเริ่มคงที่ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 16 เป็นต้นไป เมื่อน าค่าเฉลี่ยปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตทั้งสองกลุ่มมา
เปรียบเทียบกันทางสถิติโดยใช้วิธี Paired t-test พบว่า ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้นที่ 1% และ 2% ไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( P>0.05 ) ในทุกช่วงเวลา (ตารางที่ 1) 
ค่ำควำมขุน่ (Absorbance at OD540) 

เมื่อวัดค่าความขุ่น (Absorbance at OD540) ของตัวอย่างเชื้อที่เก็บทุก 2 ชั่วโมง ติดต่อกันเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง พบว่า ทั้งกลุ่มความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 1% และ 2% มีค่าความขุ่นเพิ่มอย่างช้าๆ ในชั่วโมงที่ 0 ถึง 4 
หลังเพาะ ก่อนจะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในช่ัวโมงที่ 6 เป็นต้นไป และมีค่าสูงสุดในชั่วโมงที่ 16 ส าหรับความเข้มข้น 
เชื้อตั้งต้น 1% และชั่วโมงที่ 14 ส าหรับความเข้มข้นเชื้อตั้งต้น 2% ก่อนที่จะลดลงอย่างต่อเนื่องจนถึงชั่วโมงที่ 24 
(รูปที่ 2) และเมื่อน าค่าเฉลี่ยของค่าความขุ่นทั้งสองกลุ่มมาเปรียบเทียบกันทางสถิติโดยใช้วิธี Paired t-test พบว่า 
ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้นที่ 1% และ 2% แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( P<0.05 ) ในทุกช่วงเวลา 
(ตารางที่ 2) 
1 DifcoTM, France 2 ALPHA BIOSCIENCES, USA  3 Eppendorf, Germany   
4 GPO, Thailand   5 Metertech, Taiwan 
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วิจำรณ ์
 จากการทดลองเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ P. multocida ที่ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 
1% และ 2% โดยวิธี Viable count และ การวัดปริมาณเชื้อแบคทีเรียโดยการวัดความขุ่น พบว่า การเจริญของ
แบคทีเรียในชั่วโมงที่ 4-8 เป็นชั่วโมงที่เชื้อแบคทีเรียนั้นเริ่มมีการแบ่งเซลล์อย่างรวดเร็ว ซึ่งในชั่วโมงที่ 8 ที่มี
ปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตสูงสุด (ตารางที่ 1 และ 2) อยู่ที่ OD540 =0.739±0.007 และ 4.60±3.96X1016 
CFU/ml ที่ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 1% และ OD540 =1.147±0.042 และ 4.60±3.63X1016 CFU/ml ที่ความ
เข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 2%  (log phase) โดยชั่วโมงที่ 10 เป็นต้นไปอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 
(OD540) เริ่มเข้าสู่ระยะ stationary Phase และชั่วโมงที่ 20 ถึงชั่วโมงที่ 24 เชื้อแบคทีเรียเริ่มมีอัตราการ
เจริญเติบโตลดลงซึ่งเข้าสู่ระยะ Death Phase ซึ่งเป็นระยะการตายของเซลล์แบคทีเรีย (Willey et al., 2011) 
 เมื่อน าค่าความขุ่นและปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตมาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ ในแต่ละกลุ่ม พบว่า 
ค่าความขุ่น (OD540) ในทุกๆ 2 ชั่วโมง ที่มีปริมาณเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องจนถึงในชั่วโมงที่ 14 ก่อนจะคงที่และเริ่ม
ลดลงจนถึงชั่วโมงที่ 24 ต่างจากเส้นกราฟของปริมาณเชื้อมีชีวิตโดยสังเกตได้จากชั่วโมงที่ 10 ที่ปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียมีชีวิตลดต่ าลงอย่างรวดเร็ว ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่ามีการเจริญเติบโตของประชากรกลุ่มย่อยใหม่ที่สามารถ
ทนต่อสภาวะของเสียสะสมและใช้สารอาหารที่ถูกปล่อยออกมาจากเซลล์ในประชากรกลุ่มก่อนหน้าที่ตายแล้วได้ดี
ขึ้น โดยมีลักษณะการเจริญเป็นระลอกคลื่น สอดคล้องกับปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตที่ เพิ่มขึ้นจากชั่วโมงที่ 12 
อย่างต่อเนื่องจนถึงชั่วโมงที่ 16  และเริ่มคงที่จนถึงชั่วโมงที่ 20 ก่อนจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นอีกครั้งในชั่วโมงที่ 22 โดย
ในชั่วโมงที่ 24 ปริมาณของเชื้อแบคทีเรียที่มีชีวิตเริ่มมีปริมาณลดน้อยลงซึ่งอาจจะเกิดจากปริมาณอาหาร                    
ไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียจึงท าให้เชื้อแบคทีเรียเริ่มมีการตายเพิ่มมากขึ้น (Willey et al., 
2011)  
เมื่อน าค่าความขุ่นและปริมาณเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตที่ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้นที่ 1% และ 2% มาเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยทางสถิติโดยใช้วิธี Paired t-test พบว่า ค่าความขุ่นของทั้งสองกลุ่มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ( P<0.05 ) โดยที่ความเข้มข้นเชื้อตั้งต้นที่ 2% สูงกว่า 1% ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 8 เป็นต้นไปจนจบชั่วโมงที่ 24 
ในขณะที่ปริมาณเช้ือแบคทีเรียมีชีวิตนั้นไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( P>0.05 ) ในทุกช่วงเวลา 
ซึ่งอาจเป็นผลจากการเจริญเติบโตของประชากรกลุ่มย่อย ณ ขณะที่เก็บตัวอย่าง โดยกลุ่มหนึ่งอาจถูกเก็บตัวอย่าง
ในช่วงที่ประชากรกลุ่มย่อยใหม่ก าลังเจริญเติบโต ในขณะที่อีกกลุ่มทดลองหนึ่งอาจจะอยู่ในช่วงที่ก าลังลดลง โดยที่
จ านวนประชากรมีชีวิตทั้งหมดในแต่ละกลุ่มไม่เปลี่ยนแปลง ส่งผลให้มีการสะสมของเซลล์แบคทีเรียทั้งที่มีชีวิตและ
ไม่มีชีวิตในถังเพาะเชื้อเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเพาะเลี้ยง ซึ่งอาจเป็นสาเหตุให้มีค่าความขุ่นเพิ่มขึ้นโดยที่
ปริมาณเซลล์มีชีวิตกลับคงที่หรือลดลง 
วัคซีนเฮโมรายิกเซพติซีเมียที่ผลิตอยู่ในปัจจุบันเป็นวัคซีนชนิดเชื้อตาย โดยใช้ค่าความขุ่นหลังการฆ่าเชื้อด้วย
ฟอร์มาลิน 0.3% (v/v) และผ่านการกรองแล้วเป็นค่ามาตรฐานส าหรับน ามาค านวณอัตราส่วนในการผสมวัคซีน
เนื่องจากสามารถอ่านผลได้อย่างรวดเร็วภายใน 5 นาที จึงเหมาะสมส าหรับใช้ในกระบวนการผลิตวัคซีน ดังนั้น
ปริมาณเซลล์แบคทีเรียทั้งหมดในบรอทแบคทีรินซึ่งประเมินได้จากค่าความขุ่น จึงเป็นปัจจัยส าคัญต่อการผลิต 
การศึกษาปัจจัยเพื่อเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียให้ได้ปริมาณเซลล์สูงสุดโดยใช้ทรัพยากรและเวลาน้อยที่สุดจึงเป็น
ปัจจัยส าคัญในการพัฒนาการผลิตวัคซีนต่อไป 
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สรุป 
 จากการศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย P. multocida ซีโรไทป์ B:2,5  ที่
ความเข้มข้นเชื้อตั้งต้น 1% และ 2% ในครั้งนี้ สรุปได้ว่าความเข้มข้นเชื้อตั้งต้นที่ 2% ดีกว่า 1% เนื่องจากได้
ปริมาณเซลล์แบคทีเรียทั้งหมดสูงกว่าเมื่อเพาะเลี้ยงในระยะเวลาเท่ากัน โดยประเมินจากค่าความขุ่น (OD540) และ
ควรมีการศึกษาต่อยอดเพื่อพัฒนาการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย P. multocida ส าหรับการผลิตวัคซีนเฮโมรายิก
เซพติซีเมียให้มีประสิทธิภาพมากขึ้นต่อไป 
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ตำรำงที่ 1 ค่าเฉลี่ยของจ านวนเชื้อมชีีวิต (Viable count) ของเชื้อ P. multocida ที่ความเข้มขน้เช้ือตั้งต้น 1% และ 2% 
เวลาหลังเพาะ 

(ชั่วโมง) 
จ านวนเช้ือมีชีวิต (CFU/ml) 

ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 1% ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 2% 
0 1.62±1.19X105 a 1.82±1.10X105 a  
2 2.98±2.33X107 a 3.86±3.21X107 a 
4 3.53±3.10X1011 a 3.92±3.50X1011 a 
6 7.99±7.09X1014 a 7.09±6.39X1015 a 

8 4.60±3.96X1016 a 4.60±3.63X1016 a 
10 6.90±4.55X1010 a 9.20±1.97X1010 a 
12 3.29±1.38X1012 a 2.98±2.26X1012 a 
14 4.94±4.22X1015 a 3.00±2.36X1015 a 
16 2.65±2.01X1016 a 1.07±1.01X1016 a 
18 5.99±4.68X1015 a 5.38±4.42X1015 a 
20 3.80±2.62X1015 a 4.95±4.25X1016 a 
22 3.80±2.51X1017 a 2.24±1.96X1017 a 
24 3.09±2.25X1016 a 3.18±2.99X1017 a 

 
ตำรำงที่ 2 ค่าเฉลี่ยของค่าความขุ่น (Absorbance at OD540) ของเชื้อ P. multocida ที่ความเข้มข้นเชื้อตั้งต้น 1% และ 2% 

เวลาหลังเพาะ(ชั่วโมง) 
ความขุ่น (OD540) 

ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 1% ความเข้มข้นของเชื้อตั้งต้น 2% 
0 0.002±0.001a 0.010±0.001b 
2 0.017±0.002a 0.025±0.001b 
4 0.165±0.007a 0.076±0.002b 
6 0.324±0.003a 0.250±0.002b 
8 0.739±0.007a 1.147±0.042b 
10 0.924±0.005a 1.442±0.123b 
12 1.093±0.009a 1.868±0.044b 
14 1.160±0.005a 2.063±0.032b 
16 1.167±0.005a 1.962±0.019b 
18 1.045±0.009a 1.505±0.055b 
20 1.077±0.012a 1.420±0.036b 
22 1.059±0.009a 1.373±0.095b 
24 1.017±0.007a 1.343±0.035b 

1. ท า 3 ซ้ า mean±SD 
2. ตัวอักษรยกก าลัง  (a, a) เหมือนกันแสดงถึงความไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่

ระดับนัยส าคัญ 0.05 ระหว่างกลุ่มทดลอง 
3. ตัวอักษรยกก าลัง (a,b) ต่างกันแสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ

นัยส าคัญ 0.05 ระหว่างกลุ่มทดลอง 

หมำยเหตุ 
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รูปที่ 1 จ านวนเช้ือมีชีวิต (Viable count) ของเชื้อ P. multocida ที่ความเข้มข้นเช้ือตั้งต้น 1%และ 2% 

 
 
 

 
รูปที่ 2 ค่าความขุ่น (Absorbance at OD540) ของเชื้อ P. multocida ที่ความเข้มข้นเชื้อตั้งต้น 1% และ 2% 
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Comparative study of Pasteurella multocida serotype B:2,5 growth rate with 1% 
and 2% inoculum sizes under in vitro condition 

 
Kheemchompu Atthikanyaphak1    Nanthiya Sangplao1 

 
Abstract 

 The growth rate of Pasteurella multocida serotype B:2,5 with 1% and 2% inoculum sizes 
was measured by viable count method and turbidity at 540 nm (Optical density; OD540). 
Samples were collected from the fermenter every 2 hours consecutively for 24 hours.  Results 
showed that the viable cell count of both groups was not significantly different (P> 0.05). 
Meanwhile, the turbidity (OD540) of 2% inoculum size was significantly higher (P<0.05) than the 
1% inoculum size starting from the 8th hours onwards until the end of the 24th hours. The 8th 
hours also have the highest viable cell counts with the amount of live bacterial cell was 
4.60±3.96x1016 CFU/ml and OD540 was 0.739±0.007 at 1% inoculum size, 4.60±3.63x1016 CFU/ml 
and OD540 was 1.147±0.042 at 2% inoculum size. 

 The results of this study concluded that the increased inoculum size of 2% gives better 
output on total bacterial cell concentration compared to 1% inoculum size given the same 
cultured period, which is determined by the turbidity (OD540)  as a standard value for calculating 
the ratio of hemorrhagic septicemia vaccine formula according to the standard practice of the 
Bureau of Veterinary Biologics. Further studies should be carried out to develop the bacterial 
cultures method for manufacturing more effective hemorrhagic septicemia vaccine at an 
industrial scale. 
 
 
 
 
Keywords:  Pasteurella multocida,       growth rate,       turbidity,       viable count   
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ความคุ้มโรคข้ามของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยสำหรับโค กระบือ แพะ แกะ ไทป์ O189 

ต่อเชื้อไทป์โอที่ระบาดในพื้นที่ 

 
มารุตพงศ์ พุ่มพวง1 ไชยา  สง่าประโคน1   

 

บทคัดย่อ 
  ที่มา : โรคปากและเท้าเปื่อย (Foot and Mouth Disease, FMD) เป็นโรคระบาดจากเชื้อไวรัสที่ก่อความ
รุนแรงและแพร่กระจายได้อย่างรวดเร็ว สร้างผลกระทบทางเศรษฐกิจอย่างมากให้กับปศุสัตว์ เช่น โคเนื้อ โคนม และ สุกร 
สำหรับประเทศไทยพบการระบาดของโรคปากและเท้าเปื ่อยเป็นประจำทุกปีคือไทป์โอ และ เอ  เมื่อเกิดการระบาด        
จะมีการเก็บเชื้อไวรัสมาทำการพิสูจน์ทราบชนิด (ไทป์) และสเตรน เพื่อจะได้นำวัคซีนไปใช้ในการควบคุม ลดการ
ระบาดให้อยู่ในวงจำกัด งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความคุ้มโรคข้ามของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยสำหรับ
โค กระบือ แพะ แกะ ที่ใช้แอนติเจนไวรัสไทป์โอ สเตรน O189 ในการป้องกันโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอที่มีการ
ระบาดในพื้นที ่
 วิธีการ : ทำการผสมวัคซีนชนิดไทป์โอเดียว สเตรน O189 ที่ใช้อะลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลและซาโปนินเป็น  
แอดจูแวนท์ นำไปฉีดวัคซีนในโคทดลอง จำนวน 20 ตัว ตัวละ 1 โด๊ส (2 มล.) และตัวควบคุมไม่ต้องฉีดวัคซีน จำนวน     
8 ตัววันที่ 21 หลังฉีดวัคซีน แบ่งโคทดลองที่ฉีดวัคซีนเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ตัว และตัวควบคุม 4 กลุ่ม กลุ่มละ 2 ตัว 
นำเข้าคอกทดสอบที่มีการควบคุมอากาศป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อ แล้วฉีดพิษทับด้วยเชื้อไวรัสโรคปากและเท้า
เปื่อยไทป์โอ สเตรน O189, Ochumphon, O216 และ O16-20 สังเกตอาการและตรวจดูวิการ เป็นเวลา 8 วัน นำไปหาเปอร์เซ็นต์
ความคุ้มโรค ทั้งนี้มีการเจาะเลือดโควันที่ 0, 4, 7, 10, 14, 21 และ 29 วันหลังฉีดวัคซีน นำไปหาระดับแอนติบอดีและ
ความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา (r-value) โดยวิธี Virus neutralization test (VNT) 
 ผล : วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย สเตรน O189 ให้ความคุ้มโรค 100% ต่อไวรัสที่นำมาทดสอบทั้ง Ochumphon, 
O216 และ O16-20 โดยมีค่า r1 เฉลี่ยเท่ากับ 0.68±0.08, 0.13±0.04 และ 0.75±0.11 ตามลำดับ และวัคซีนสามารถ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันที่ป้องกันโรคต่อไวรัสสเตรน O189, Ochumphon และ O16-20 ได้เร็วภายใน 7 วัน หลังฉีดวัคซีน ขณะที่ต่อ
ไวรัสสเตรน O216 ต้องใช้เวลา 10 วัน 
  สรุป : วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยสำหรับโค กระบือ แพะ แกะ ที่ใช้แอนติเจนไวรัสไทป์โอ สเตรน O189 

สามารถใช้ฉีดป้องกันโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ สเตรน O189, Ochumphon, O216 (Oราชบุรี) และ O16-20 (Oอินเดีย)ที่มีการ
ระบาดในพ้ืนที่ได ้
 
 
คำสำคัญ:  ความคุ้มโรคข้าม วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย สเตรน O189 เชื้อพ้ืนที่ 
 
 
1 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์   อ. ปากช่อง จ. นครราชสมีา 30130 
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บทนำ 
โรคปากและเท้าเปื ่อย เกิดจากเชื ้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื ่อย (Foot and Mouth Disease Virus, 

FMDV) อยู่ในสกุล (Genus) Apthovirus ตระกูล (Family) Picornaviridae ซึ่งเป็น RNA virus ก่อให้เกิดโรคในสัตว์
กีบที่เป็นทั้งสัตว์เลี ้ยงและสัตว์ป่า  ในปัจจุบันมี 7 ชนิด (ไทป์ ) คือไทป์ โอ(O), เอ(A), ซี(C), แซท1(SAT1), แซท2 
(SAT2), แซท3(SAT3) และ เอเชีย1(Asia1) ซึ่งในแต่ละไทป์ ยังมีชนิดย่อย (subtype) อีกมากมายรวม 64 subtypes 
ได้แก่ ไทป์โอ มี 11 subtypes (O1-O11), ไทป์เอ มี 32 subtype (A1-A32), ไทป์ซ ีมี 5 subtypes (C1-C5), ไทป์เอเชีย
1 มี 3 subtype (As1/1-As1/3) และไทป์ แซท1, แซท2, แซท3 มี 6, 3 และ 4 subtypes ตามลำดับ โดยแต่ละซีโรไทป์
จะไม่ให้ความคุ้มโรคข้าม (cross-protection) แต่ในไทป์เดียวกันแต่ต่างสเตรนอาจให้ความคุ้มโรคข้ามได้บ้าง (Konig and 
Peres-Filgueia, 2011; OIE, 2021; Rweyemamau, 1978; Rweyemamu, 1984)  

โรคปากและเท้าเปื่อยสำหรับประเทศไทยพบการระบาดของโรคปากและเท้าเปื่อยเป็นประจำทุกปี คือ ไทป์
โอ และ เอ ส่วนไทป์เอเชีย1 ไม่พบการระบาด โดยไทป์โอ ค่าความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา (r-value) ระหว่างเชื้อไวรัส  

ที่ใช้ผลิตวัคซีนและเชื้อที่ระบาดในพื้นที่ พบว่ามีความสัมพันธ์กัน ( r0.4) (Udon and Linchongsubongkoch, 
2006; Udon et al., 2008) แสดงว่าวัคซีนที่ผลิตสามารถป้องกันการระบาดของโรคได้โดยส่วนใหญ่  

สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ (สทช.) ได้รับข้อมูลการเกิดโรคระบาดของโรคปากและเท้าเปื่อยในพื้นที่
ประเทศไทยจากสำนักควบคุม ป้องกันและบำบัดโรคสัตว์ (สคบ.) และรายงานผลการตรวจวินิจฉัยโรคปากและ      
เท้าเปื่อยจากศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อยภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (ศออ.) จากนั้นได้ประชุมหารือถึงการ
คัดเลือกสเตรนของไวรัสแต่ละซีโรไทป์ที่เหมาะสมเพื่อนำไปใช้ผลิตวัคซีนสำหรับการทำวัคซีนแก่ปศุสัตว์ในพื้นที่    
ส่งผลให้ สทช. ต้องผลิตวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย โดยคัดเลือกไวรัสที่มีสเตรนของซีโรไทป์ที่มีความใกล้เคียงกับ
สถานการณ์การระบาดของเชื้อและมีค่า r-value ที่เหมาะสมในพื้นท่ี ณ ขณะนั้น เพ่ือหวังผลให้วัคซีนสามารถควบคุม
และป้องกันโรคได้มีประสิทธิภาพมากที่สุด ดังเช่นการคัดเลือกสเตรนของเชื้อซีโรไทป์โอ ที่เหมาะสมกับสถานการณ์
การระบาดของโรคและการเปลี่ยนแปลงค่า r-value ในช่วงปีนั้นๆ ได้แก่ การผลิตซีโรไทป์โอ สเตรน O189 ใช้กับ     
การระบาดของเชื้อในช่วงปี พ.ศ.2530-2557, การผลิตซีโรไทป์โอ สเตรน Ochumphon ใช้กับการระบาดของเชื้อในช่วงปี 
พ.ศ.2558-2559, การผลิตซีโรไทป์โอ สเตรน O216 หรือ Oราชบุรี ใช้กับการระบาดของเชื้อในช่วงปี พ.ศ.2559-2560, 
การผลิตซีโรไทป์โอ สเตรน O189 ใช้กับการระบาดของเชื้อในช่วงปี พ.ศ.2560-ปัจจุบัน และการพัฒนาซีโรไทป์โอ    
สเตรน O16-20 หรือ Oอินเดีย เพ่ือรอการผลิตในช่วงปีถัดไป 

จากที่กล่าวมาข้างต้นคือโรคปากและเท้าเปื่อยที่มีซีโรไทป์ต่างกันจะไม่ให้ความคุ้มโรคข้ามกัน  แต่ถ้าเป็น       
ซีโรไทป์เดียวกันแต่ต่างสเตรนกันจะมีภูมิคุ้มโรคข้ามกันได้บ้าง มีการศึกษาการใช้วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยที่ผลิต
โดยใช้ซีโรไทป์โอว่าสามารถให้ภูมิคุ้มกันในสเตรนที่ต่างกันได้ เช่น การศึกษาของ Nagendrakumar และคณะ(2011) 
ได้ศึกษาความคุ้มโรคข้ามกันของ O1Manisa กับ O1 Campos โดยวัคซีนมีปริมาณแอนติเจน O1Manisa เท่ากับ 60, 
15 และ 3.75 µg/dose ฉีดวัคซีนให้โค แล้วฉีดพิษทับด้วย O1 Campos ซ่ึงต่างสเตรนกัน พบว่าวคัซีนให้ความคุ้มโรค 
75(6/8), 50(5/8) และ 28.6(2/7)% ตามลำดับ และเมื่อผสมวัคซีน O1Manisa ที่มีปริมาณแอนติเจน เท่ากับ 15, 
3.75 และ 0.94 µg/dose แล้วฉีดพิษทับด้วย O1Manisa ซึ่งสเตรนเดียวกัน พบว่าวัคซีนให้ความคุ้มโรค 100(8/8), 
100(8/8) และ 87.5(7/8)% ตามลำดับ และจากการศึกษาของ Duque และคณะ (2016) ได้นำวัคซีนทางการค้าชนิด 
Bivalent ประกอบด้วย O1 Campos และ A24 Cruzeiro นำไปฉีดวัคซีนให้โค แบบมีการกระตุ้น  (booster) และ   
ไม่กระตุ้น แล้วฉีดพิษทับด้วยเชื้อที่คัดเลือกจากพื้นที่ ซึ่งมีค่า r value โดยวิธี VNT ระหว่าง 0.158-0.241 ซึ่งตาม



 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 30   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2564              44         J. Vet. Biol.   Vol. 30   No.1-2   March-September 2021 

 

มาตรฐาน OIE (2021) จะไม่มีความสัมพันธ์กัน (ต้อง r10.3) พบว่า กลุ่มโคที่มีการกระตุ้นและไม่กระตุ้น วัคซีนจะให้
ความคุ้มโรค 90 (9/10) และ 50 (5/10)% ตามลำดับ ดังนั้น แสดงว่า ถึงแม้เชื้อไวรัสจะมีความแตกต่างกันทางซีรัม
วิทยาหรือต่างสเตรนกัน ก็ยังสามารถให้ความคุ้มโรคข้ามสเตรนได้บ้าง แต่จะไม่ครอบคลุมทั้งหมดถ้าจะให้วัคซี น       
มีความคุ้มโรคกับเชื้อที่ต่างสเตรนกันด้วยต้องใช้ high potency vaccine หรือถ้าใช้วัคซีนปกติที่ใช้ฉีดป้องกันโรค   
เป็นประจำก็ต้องมีการฉีดกระตุ้นหลังจากฉีดเข็มแรกเพ่ือเพ่ิมระดับภูมิคุ้มโรคให้สูงขึ้น (OIE, 2021) 

วัตถุประสงค ์
เพ่ือศึกษาความคุ้มโรคข้ามสเตรนของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยสำหรับโค กระบือ แพะ แกะ ที่ใช้แอนติเจน

ไวรัสไทป์โอ สเตรน O189 ในการป้องกันโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ ที่มีการระบาดในพ้ืนที่ 

อุปกรณ์และวิธีการ 
สัตว์ทดลอง 

ใช้โคลูกผสมพันธุ์พื ้นเมือง ไม่จำกัดเพศ อายุไม่น้อยกว่า 6 เดือน สุขภาพแข็งแรง จำนวน 28 ตัว    
เป็นโคที่ไม่เคยได้รับการฉีดวัคซีนและไม่เคยติดเชื้อโรคปากและเท้าเปื่อย โดยการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันหรือ
แอนติบอดีโดยวิธี VNT ต่อโรคปากและเท้าเปื่อยซื้อจากเกษตรกร นำมาเลี้ยงที่คอกโคของฝ่ายทดสอบคุณภาพวัคซีน
โรคปากและเท้าเปื่อย สำหรับการเลี้ยงโคฉีดวัคซีน เลี้ยงแบบปล่อยฝูงในคอกรั้วเหล็ก ขนาด 60x80 ม. จำนวน 3 คอก 
คอกละ 20 ตัว มีหลังคากันแดด กันฝน มีน้ำดื่มให้กินตลอดเวลา ให้ฟางแห้งทุกวัน  วันละ 2-4 ฟ่อน และอาหารเม็ด
สำเร็จรูปสำหรับโค ทุกเช้า ในรางอาหาร ประมาณ 1 กก./ตัว/วัน การเจาะเลือดจะใช้ซองบังคับ สำหรับการเลี้ยง      
ในคอกฉีดพิษทับเป็นคอกระบบปิด negative pressure มีระบบแอร์ล๊อค เลี้ยงโคโดยการผูกโซ่แยกตัว ให้อาหารเม็ด
และน้ำ เมื่อเสร็จสิ้นการทดลอง ทำให้สัตว์ตายโดยใช้ gunshot (pneumatic gun) ยิงทำลายสมอง (AVMA, 2020) 
แล้วทำลายซากสัตว์ด้วยเครื่องบดและทำลายซากสัตว์ (Crusher and Cooker) (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2558ก) 
วัคซีน 

ทำการผสมวัคซีนโรคปากและเท้าเปื ่อยชนิดเอเควียสที ่ใช้อลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลและซาโปนินเป็น                
แอดจูแวนท์ สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ  ชนิดโมโนวาเลนท์ คือ ไทป์โอ สเตรน O189 ตามวิธีการของ สทช.  โดย     
ใส่ปริมาณแอนติเจน (146s antigen) เท่ากับ 7 µg/โด๊สวัคซีน วันผลิต 21/09/63 วันหมดอายุ 20/09/64 จำนวน 
600 โด๊ส แบ่งใส่ขวดๆละ 40 มล. หรือ 20 โด๊ส เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 2-8 oC รอการทดสอบต่อไป 
การทดสอบความคุ้มโรคข้าม (cross protection) 

1. แบ่งโคทดลองเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มฉีดวัคซีน จำนวน 20 ตัว กลุ่มที่ 2 ไม่ฉีดวัคซีนเป็นกลุ่ม 

ควบคุม จำนวน 8 ตัว (รวม 28 ตัว) แล้วฉีดวัคซีนให้แก่สัตว์กลุ่มที่ 1 ตัวละ 2 มิลลิลิตร เข้าใต้ผิวหนังบริเวณคอ    
หน้าขาหน้า 

2. เจาะเลือดโคทดลอง จำนวน 7 ครั้ง ดังนี้ วันฉีดวัคซีน (D0) และหลังฉีดวัคซีน 4, 7, 10, 14, 21 วัน (ก่อน 

ฉีดพิษทับ) และหลังฉีดพิษทับ 8 วัน เพ่ือตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันโดยวิธี VNT  
3. การฉีดพิษทับหลังฉีดวัคซีน 21 วัน แบ่งโคกลุ่มฉีดวัคซีนเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ตัว และกลุ่มไม่ฉีดวัคซีน 

เป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 2 ตัว นำเข้าคอกฉีดพิษทับ แยกคอกกัน แล้วฉีดพิษทับด้วยเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ  
ที่ เป็น homologous strain กับไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน (สเตรน O189) และเชื้อที่เป็น heterologous strain กับไวรัสที่ใช้
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ผลิตวัคซีน (สเตรน Ochumphonหรือ O216 หรือ O16-20) ที่มีความรุนแรง 10,000 CID50 (50% cattle infectious dose/ตัว)  
ที่ลิ ้นของโค (intradermo-lingual route) สังเกตอาการ วัดอุณหภูมิ และตรวจดูวิการทุกวัน เป็นเวลา 8 วัน (สำนัก
เทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2558ข; OIE, 2021) สัตว์ที่มีความคุ้มโรคจะไม่เกิดวิการเช่นตุ่มน้ำใสที่กีบเท้าบริเวณ coronary 
band และพ้ืนกีบ นำจำนวนสัตว์ที่ไม่เกิดวิการไปคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ความคุ้มโรค  
การตรวจทางซีรัมวิทยา (Serological test) 

 Virus neutralization test (VNT)  
ตรวจระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 2558ค; OIE, 

2021) โดยนำซีรัมที่ต้องการตรวจสอบหาระดับแอนติบอดีมา inactivate ที่ 56oC เป็นเวลา 30 นาทีแล้วนำมา     
เจือจางแบบ 2-fold dilution ใน flat-bottomed microplateและ neutralize ด้วยไวรัส ปริมาตรที่เท่ากับซีรัม คือ    
50 µl ซึ ่งมีความรุนแรง 100 TCID50 ที ่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ชั ่วโมง ใน 5% CO2 Incubator หลังจากนั ้นเติม 
secondary lamb kidney cells หลุมละ 150 µl บ่มที่อุณหภูมิ 37oC อ่านผลพยาธิสภาพของเซลล์ (Cytopathic effect, 
CPE) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง คำนวณค่า log VNT titer ตามวิธีของ Karber (1931) ซึ่งตามมาตรฐาน OIE (2021) กำหนด

ไว้ว่า ถ้าค่า log VNT titer 1.20 หรือ 1/16 แปลผลเป็นลบ (negative) ค่า log VNT titer 1.20 (1/16) – 1.50 (1/32) 

ให้ทดสอบซ้ำ ถ้า 1.20 แสดงว่า เป็นบวก (positive) และถ้าค่า log VNT titer  1.65 หรือ 1/45 แปลผลเป็นบวก 
การหาความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา (Vaccine matching test) โดยวิธ ีVNT 

ทำการทดสอบหาความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา (r-value หรือ vaccine matching test) แบบ  
one-way testing (r1) โดยการคำนวณจากอัตราส่วนระหว่างระดับแอนติบอดีที่ได้จากไวรัสพื ้นที ่ (ต่างสเตรน)       
กับระดับแอนติบอดีที่ได้จากไวรัสที ่ใช้ผลิตวัคซีนและวิเคราะห์ผล ดังนี้ โดยใช้ซีรัมที่จะได้จากการฉีดวัคซีนใน
สัตว์ทดลอง ในวันที่ 21 หลังฉีดวัคซีน ทั้ง 20 ตัว มารวมกัน (pool) เป็น reference serum และเชื้อที่ใช้ในการผลิต
วัคซีนเป็น vaccine virus strain ส่วนเชื้อที่ไม่ตรงกับเชื้อที่ใช้ในการผลิตวัคซีนเป็น field virus strain แล้วคำนวณค่า
ตามสมการ 

 

 r1=    reciprocal arithmetic titer of reference serum against field virus

reciprocal arithmetic titer of reference serum against vaccine virus
 

 โดยมีหลักเกณฑ์ความหมายของค่า r1ดังนี้ 

 r10.3 = the field virus is sufficiently similar to the vaccine strain และ 

 r10.3 = the field virus is sufficiently different from the vaccine strain   
 ทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง (OIE, 2021  ; Rweyemamu, 1984) 

ผล 
 จากการทดสอบความคุ้มโรคข้ามสเตรนของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิดโมโนวาเลนท์ ไทป์ โอ เสตรน 
O189 สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ ต่อเชื้อที่มีการระบาดในประเทศไทย ได้แก่ สเตรน O189, Ochumphon, O216 และ    
O16-20 โดยการฉีดวัคซีนในโคทดลอง 1 โด๊ส แล้วฉีดพิษทับวันที่ 21 หลังฉีดวัคซีน พบว่า วัคซีนที่ผลิตโดยใช้แอนติเจน 
สเตรน O189 สามารถให้ความคุ ้มโรคต่อไวรัสสเตรน O189, Ochumphon, O216 และ O16-20 เท่ากับ 100%(5/5), 
100%(5/5), 100%(5/5) และ 100%(5/5) ตามลำดับ โดยกลุ่มที่ฉีดวัคซีนไม่เกิดวิการ ขณะที่กลุ่มควบคุมเกิดวิการ  
ที่กีบเท้าตามมาตรฐานการทดสอบ (ตารางท่ี 1) และจากการทดสอบหาความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา (r-value) โดยใช้
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ซีรัมโคที่เจาะในวันที่ 21 หลังฉีดวัคซีนมารวม (pool) กัน แล้วนำไปทดสอบหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี VNT ซ้ำ 3 ครั้ง 
พบว่า ความสัมพันธ์ของเชื้อเสตรนที่ใช้ในการผลิตวัคซีน (O189) กับเชื้อสเตรน Ochumphon, O216 และ O16-20 เท่ากับ 
0.68±0.08, 0.13±0.04 และ 0.75±0.11 ตามลำดับ (ตารางท่ี 2)  

 สำหรับผลการทดสอบหาระดับแอนติบอดีหลังจากการฉีดวัคซีน 0, 4, 7, 10, 14, 21 และวันที่ 29 หลังฉีด
วัคซีนหรือหลังจากได้รับการฉีดพิษทับแล้ว 8 วัน พบว่า ค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีจะสูงกว่ามาตรฐานที่กำหนดว่า

เป็นบวกโดยมีค่า 1.2 log VNT ต่อไวรัสสเตรน O189, Ochumphon และ O16-20 ในวันที่ 7 หลังฉีดวัคซีน โดยมีค่าเฉลี่ย 
(mean±sd) จากโคทั ้ง 20 ตัว เท่ากับ 1.92±0.55, 1.93±0.52 และ 1.56±0.56 log VNT ตามลำดับ ขณะที ่ระดับ
แอนติบอดีต่อไวรัสสเตรน O216 จะต้องใช้เวลา 10 วัน หลังฉีดวัคซีน และในวันฉีดพิษทับ (วันที่ 21หลังฉีดวัคซีน) พบว่า 
ระดับแอนติบอดีจะอยู่ในเกณฑ์ที่ดี โดยเฉพาะต่อไวรัสสเตรน O189, Ochumphon และ O16-20  โดยมีค่าระดับแอนติบอดี
เฉลี่ย เท่ากับ 2.00±0.45, 1.85±0.47 และ 1.90±0.44 log VNT ตามลำดับ ส่วนระดับแอนติบอดีต่อไวรัสสเตรน O216 

จะเท่ากับ 1.24±0.41 log VNT และระดับแอนติบอดีสูงขึ้นเล็กน้อยหลังได้รับการฉีดพิษทับ 8 วัน ขณะที่กลุ่มควบคุม 
ไม่ได้รับการฉีดวัคซีนและไม่มีแอนติบอดีในวันฉีดพิษทับ พบว่า หลังฉีดพิษทับระดับแอนติบอดี จะสูงมากจากก่อนฉีดพิษ
ทับ ประมาณ 1 log VNT ในไวรัสสเตรน O189, Ochumphon และ O16-20  ส่วนแอนติบอดีต่อไวรัสสเตรน O216 จะสูงขึ้นมา
ประมาณ 0.5 log VNT (ตารางที่ 3) และเมื่อแยกเป็นกลุ่มย่อย กลุ่มละ 5 ตัว สำหรับฉีดพิษทับด้วยไวรัสแต่ละสเตรน 
พบว่า ระดับแอนติบอดีจะมีลักษณะเช่นเดียวกัน (รูปที่ 1) 

วิจารณ์ 
 จากการทดสอบจะเห็นได้ว่าวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยสำหรับโค กระบือ แพะ แกะ โมโนวาเลนท์ ไทป์โอ    
สเตรน O189 ที่ใช้อลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลและซาโปนินเป็นแอดจูแวนท์ จะให้ความคุ้มโรคต่อเชื้อไวรัสที่มีการระบาด
ในพื้นที ่ของประเทศไทยได้ครอบคลุม ทั ้งสเตรน O189, Ochumphon, O216 และ O16-20 โดยคุ ้มโรค 100% ทุกสเตรน 
สอดคล้องกับระดับแอนติบอดีจากการทดสอบโดยวิธี VNT เฉลี่ยวันที่ 21 หลังฉีดวัคซีนหรือในวันฉีดพิษทับ เฉลี่ยเท่ากับ 
2.00±0.45, 1.85±0.47, 1.24±0.41 และ 1.90±0.44 log VNT  หรือไตเตอร์เท่ากับ 1/100, 1/71, 1/17 และ 1/79 

ตามลำดับ ซึ่งตามมาตรฐาน OIE (2021) กำหนดไว้ว่า ถ้าค่า log VNT 1.20 หรือ 1/16 แสดงว่า เป็นบวกและถ้าค่า    

log VNT titer  1.65 หรือ 1/45 แปลผลเป็นบวก มีระดับแอนติบอดีที่สามารถป้องกันโรคได้(protective level) และ
วัคซีนมีคุณสมบัติที่ดีโดยสามารถกระตุ้นให้สัตว์สร้างภูมิคุ้มกันโรคหรือมีระดับแอนติบอดีสูงและเร็ว (Onset) ต่อไวรัสส

เตรน  O189, Ochumphon  และ O16-20 ภายใน 7 วัน หลังฉีดวัคซีน (log VNT 1.20) ขณะที่แอนติบอดีต่อไวรัสสเตรน O216        
จะใช้เวลาประมาณ 10-14 วัน (ตารางที่ 3 และรูปที่ 1) และระดับแอนติบอดีจะไม่สูง เมื่อเปรียบเทียบกับสเตรนอ่ืน 

แต่เมื่อพิจารณาค่าความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา (r-value) จากการทดสอบโดยวิธี VNT ตามเกณฑ์มาตรฐาน     

ที่กำหนดว่าไวรัสจะมีความสัมพันธ์กับไวรัสแอนติเจนที่ใช้ในการผสมวัคซีนจะต้องมีค่า r10.3 และควรทำการรวม 
(pool) ซีรัมที ่ใช้เป็น homologous serum มาใช้ในการหาความสัมพันธ์แทนการใช้เฉพาะตัว (individual serum)  
(OIE, 2021  ; Rweyemamu, 1984) ซึ่งจะเห็นว่าไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน คือ สเตรน O189 จะมีความสัมพันธ์ที่ดีหรือ
คล้ายกับไวรัส สเตรน Ochumphon และ O16-20  โดยมีค่าความสัมพันธ์เฉลี ่ย เท่ากับ 0.68±0.08 และ 0.75±0.11 
ตามลำดับ ขณะที่ไวรัสสเตรน O216 จะมีความต่าง ซึ่งมีค่า r เท่ากับ 0.16, 0.15 และ 0.08 จากการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง    
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Duque และคณะ (2016) ได้นำวัคซีนที่ประกอบด้วย O1 Campos และ A24 Cruzeiro 
นำไปฉีดวัคซีนให้โค แบบมีการกระตุ้นและไม่กระตุ้น แล้วฉีดพิษทับด้วยเชื้อที่คัดเลือกจากพ้ืนที่ ซึ่งมีค่า r-value โดย
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วิธี VNT ระหว่าง 0.158-0.241 ซึ่งตามมาตรฐาน OIE (2021) จะไม่มีความสัมพันธ์กัน (ต้อง r10.3) พบว่า กลุ่มโค  
ที่มีการกระตุ้นและไม่กระตุ้น วัคซีนจะให้ความคุ้มโรค 90 และ 50% ตามลำดับ ดังนั้น แสดงว่า ถึงแม้เชื้อไวรัส       
จะมีความแตกต่างกันทางซีรัมวิทยาหรือต่างสเตรนกัน ก็ยังสามารถให้ความคุ้มโรคข้ามสเตรนได้บ้าง แต่จะไม่
ครอบคลุมทั้งหมดถ้าจะให้วัคซีนมีความคุ้มโรคกับเชื้อที่ต่างสเตรนด้วย ต้องใช้ high potency vaccine คือ วัคซีน   
ที่ให้ความคุ้มโรค ไม่น้อยกว่า 6PD50/โด๊ส (50% Protective Dose) หรือถ้าใช้วัคซีนปกติที่ใช้ฉีดป้องกันโรคเป็น
ประจำ ก็ต้องมีการฉีดกระตุ้น (booster) หลังจากฉีดเข็มแรกเพื่อเพิ่มระดับภูมิคุ้มโรคให้สูงขึ้น (OIE, 2021) ดังนั้น
แสดงว่าวัคซีนที่ผสมขึ้นมาโดยใส่ปริมาณแอนติเจน 7 µg/โด๊ส เป็นวัคซีนชนิด high potency vaccine จากผลการฉีด
วัคซีนเพียงโด๊สเดียว ก็สามารถคุ้มโรคได้ดี สอดคล้องกับการศึกษาของ ไชยา และคณะ (2559) โดยผสมวัคซีนโรคปาก
และเท้าเปื่อยชนิดเอเควียส สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ ที่ใช้อลูมิเนียมไฮดรอกไซด์เจลและซาโปนินเป็นแอดจูแวนท์ 
กับแอนติเจนไทป์โอ สเตรน O189 ที่มีปริมาณแอนติเจน 146s/โด๊สที่ต่างกัน พบว่า วัคซีนที่ใส่ปริมาณแอนติเจน 6, 9, 
12 และ 18 µg/โด๊ส ให้ความคุ ้มโรคต่อไวรัสที ่ฉีดพิษทับสเตรน O189 เท่ากับ 12, 24, 18 และ 12 PD50/โด๊ส 
ตามลำดับ และเช่นเดียวกับการศึกษาของ Brehm และคณะ (2008) โดยการฉีด high potency vaccine ที่ผลิตจาก 

A22 Irak/64, AIran/96 และ AIran/99 ซึ ่งไม่ม ีความสัมพันธ ์ก ันทางซีรัมว ิทยา (r-value0.3) แล้วฉีดพิษทับโดยใช้ 
homologous strain ชนิดเดียวกับที ่ผลิตวัคซีนและที ่ต ่างจากวัคซีน  (heterologous strain) พบว่า ถ้าค่า r             
มีความสัมพันธ์กันมากข้ึน ความคุ้มโรค (PD50 value ก็เพ่ิมข้ึนด้วย)  

จากการวิเคราะห์คุณสมบัติของไวรัสไทป์โอ สเตรนต่างๆในระดับโมเลกุล (Sequence) หรือ Phylogenetic 
tree พบว่า สเตรน O189 เป็นสเตรนที่พบก่อนการจัดลำดับ sequence โดยจะมีความใกล้เคียงกับ Ochumphon และ 
O216  ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม O/SEA/Myanmar-98 lineage เหมือนกัน ขณะที่สเตรน O16-20  จะอยู่ในกลุ่ม O/ME-SA/India-2001e 
lineage (ข้อมูลภายใน, ศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย) ในปัจจุบันจะเรียกไวรัสไทป์โอ สเตรน O216 ว่า Oราชบุรี และ 

สเตรน O16-20  ว่า Oอินเดีย สำหรับการระบาดของโรคปากและเท้าเปื่อยในประเทศไทยในปัจจุบันส่วนใหญ่ไทป์โอ จะเป็น 
สเตรน Oอินเดีย (ข้อมูลภายใน) ซึ่งวัคซีนที่ผลิตโดย สทช. สามารถป้องกันโรคที่เกิดระบาดในพ้ืนที่ได้  

สรุป 
 วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยสำหรับโค กระบือ แพะ แกะ ที่ใช้แอนติเจนไวรัสไทป์โอ สเตรน O189 สามารถใช้  
ในการป้องกันโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ สเตรน O189, Ochumphon , O216  (Oราชบุรี) และ O16-20  (Oอินเดีย) ที่มีการระบาด
ในพ้ืนที่ได้ 
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ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบความคุ้มโรค จากการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ  
 โมโนวาเลนท์ไทป์ O189 ต่อ O189, Ochumphon, O216 และ O16-20 

 

กลุ่ม           
เชื้อ                   

พิษทับ 

O189 Ochumphon O216 O16-20 
จำนวนสัตว์ % 

คุ้มโรค 
จำนวนสัตว์ % 

คุ้มโรค 
จำนวนสัตว์ % 

คุ้มโรค 
จำนวนสัตว์ % 

คุ้มโรค คุ้มโรค ไม่คุ้มโรค คุ้มโรค ไม่คุ้มโรค คุ้มโรค ไม่คุ้มโรค คุ้มโรค ไม่คุ้มโรค 
กลุ่มฉีดวัคซีน 5 0 100 5 0 100 5 0 100 5 0 100 
กลุ่มควบคุม 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 

 
ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบหาความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา(r-value) จากการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยสำหรบัโค 

กระบือ แพะ แกะ โมโนวาเลนท์ไทป์ O189 ต่อ Ochumphon, O216  และ O16-20 
คร้ังท่ี 
         เชื้อ 

O189 Ochumphon O216 O16-20 
ค่า VNT r-value ค่า VNT r-value ค่า VNT r-value ค่า VNT r-value 

1 135 - 93 0.69 22 0.16 95 0.70 
2 126 - 95 0.75 19 0.15 110 0.87 
3 155 - 89 0.57 13 0.08 102 0.66 

mean±sd 139±15 - 92±3 0.68±0.08 18±5 0.13±0.04 102±8 0.75±0.11 

หมายเหตุ  ค่า r-value = ค่า VNT ของเชื้อ Ochumphon หรือ O216 หรือ O16-20 / ค่า VNT ของเชื้อ O189 

 
ตารางที่ 3 ผลการทดสอบหาระดับแอนติบอดี(mean±sd) จากการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย สำหรับโค 

กระบือ แพะ แกะ โมโนวาเลนท์ไทป์ O189 ต่อ O189, Ochumphon, O216 และ O16-20 วันที่ 0, 4, 7, 10, 14, 21 
และ 29 วันหลังฉีดวัคซีนหรือ 8 วัน หลังฉีดพิษทับ (n=20) 

สเตรนไวรัส 
ระดับแอนติบอดี (logVNT,mean±sd) / วันหลังฉีดวัคซีน 

D0 D4 D7 D10 D14 D21 D29 
กลุ่มฉีดวัคซีน, n=20        

O189 0.93±0.09 1.04±0.26 1.92±0.55 2.02±0.48 1.99±0.51 2.00±0.45 2.18±0.34 
Ochumphon 0.93±0.08 1.07±0.29 1.93±0.52 2.00±0.47 2.01±0.53 1.85±0.47 2.03±0.49 

O216 0.91±0.03 0.91±0.03 1.07±0.42 1.27±0.47 1.37±0.51 1.24±0.41 1.46±0.55 
O16-20 0.91±0.03 0.92±0.10 1.56±0.56 1.50±0.46 1.59±0.56 1.90±0.44 2.00±0.45 

กลุ่มควบคุม, n=8        
O189 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.94±0.11 2.08±0.50 

Ochumphon 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.99±0.14 2.19±0.35 
O216 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.94±0.11 1.50±0.51 
O16-20 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.90±0.00 0.98±0.14 2.16±0.42 
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1A:ฉีดพิษทับ O189 1B : ฉีดพิษทับ Ochumphon 

 
  

  
1C : ฉีดพิษทับ O216 1D : ฉีดพิษทับ O16-20 

 
รูปที่ 1 ค่าเฉลี ่ยของระดับแอนติบอดีจากการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื ่อย สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ               

โมโนวาเลนท์ไทป์ O189 ต่อ O189, Ochumphon, O216 และ O16-20 วันที่ 0, 4, 7, 10, 14, 21 และ 29 หลังฉีดวัคซีน
หรือ 8 วันหลังฉีดพิษทับ (แยกตามกลุ่มฉีดพิษทับ, n=5/กลุ่ม) 
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Cross protection of the O189 strain of foot and mouth disease vaccine for 
cattle buffalo sheep and goat  against to the serotype O field strain 

 
Marutpong Pumpuang1 Chaiya Sangaprakhon1     

 

Abstract 
 Backgrounds : Foot and mouth disease (FMD) is a highly virulent and rapidly spreading viral 
disease. This creates a huge economic impact on livestock such as cattle, dairy cattle and pigs. In 
Thailand, an outbreak of foot and mouth disease is annually of type O and A, when an outbreak 
occurs there will be a collection of viruses to prove the type and strain. So that the vaccine can be 
used for control or reduce the epidemic to be in a limited range. The objective of this research was 
to study the cross-protection of foot-and-mouth disease vaccine for cattle buffalo sheep and goat 
when using the antigen O189 strain into the vaccine for prevention of the  O field strain. 
 Methods : Mixing a monovalent vaccine O189 using aluminum hydroxide gel and saponins as 
adjuvants. They were vaccinated in 20 cows, 1 dose (2 ml each) and 8 non-vaccinated controls. In 
21 days after vaccinated, the vaccinated cows were divided into 4 groups of 5, and 2 of controls  
and sent them into the controlled air-controlled test pens. Challenged all cattle in any group with 
the fmd virus strain O189 or Ochumphon or O216 or O16-20, observed symptoms and examined for 8 days 
to find the percentage of protection. Blood collected on 0, 4, 7, 10, 14, 21 and 29 days after 
vaccination. Antibody levels and serological relationships (r-value) were determined by virus 
neutralization test (VNT). 
 Results : The O189 strain of foot and mouth disease vaccine gave 100% protection against 
the viruses tested for Ochumphon, O216 and O16-20  with mean r1 values of 0.68 ± 0.08, 0.13 ± 0.04 and 
0.75 ± 0.11, respectively. The vaccine was able to stimulate immunity against strains O189, Ochumphon 
and O16-20 as early as 7 days after vaccination. While the virus strains O216 takes 10 days. 
 Conclusion: foot-and-mouth disease vaccine for cattle buffalo sheep and goat when using 
the antigen O189 strain can be vaccinated to prevent and control the O189, Ochumphon, O216(Oratchaburi) 
and O16-20 (Oindia) field strain. 
 
Keywords: Cross protection, Foot and mouth disease vaccine, O189 strain, Field strain 
 
 
1 Bureau of Veterinary Biologics, Pakchong, Nakhonratchasima 30130 
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ความสัมพันธ์ของระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย 
ระหว่างการทดสอบโดยวธิีลิควิดเฟสบล๊อกกิ้งอีไลซ่า และไวรัสนิวทรัลไลเซชั่น 

 
ไชยา  สง่าประโคน1 มารุตพงศ์  พุ่มพวง1       

 

บทคัดย่อ 
 ศึกษาความสัมพันธ์ของระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย โดยนำซีรัมสัตว์จากการทดสอบ   
ความปลอดภัย การทดสอบความคุ้มโรค การทดสอบหาระยะความคุ้มโรค การทดสอบหาการปนเปื้อนนอนสตรัค-เจอรัล
โปรตีนในวัคซีน และจากการทดสอบหาระยะภูมิคุ้มกันจากการกักและเคลื่อนย้ายสั ตว์ ไปทดสอบด้วยวิธี Liquid 
phase blocking ELISA (LP-ELISA) ที่ศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และวิธี 
Virus neutralization test (VNT) ที่ฝ่ายทดสอบคุณภาพวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ 
จำนวนตัวอย่าง 915 ตัวอย่าง (โค กระบือ 480 ตัวอย่าง, สุกร 435  ตัวอย่าง) พบว่า ค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์
(correlation coefficient, r) ของระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 ไทป์ 
ทั้งโค กระบือและสุกร เท่ากับ 0.9756, 0.9854, 0.9656  และ 0.9882 ตามลำดับ และถ้าแยกเฉพาะในโค กระบือ     
จะเท่ากับ 0.9259, 0.9770, 0.9431 และ 0.9607 ตามลำดับ ขณะที่สุกร ค่า r  จะเท่ากับ 0.9586, 0.9501, 0.9586 
และ 0.9893 ตามลำดับ  
  จะเห็นได้ว่าระดับแอนติบอดีโดยวิธี VN test ที่จะให้ความคุ้มโรคตามมาตรฐาน OIE เมื่อเทียบกับ ค่า LP-ELISA 
ที่ logELISA = 1.90 หรือ 1:80 ต่อไวรัสไทป์โอ, เอ ,เอเชีย1  และรวม 3 ไทป์ ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ โดยใช้สมการ   
เชิงเส้นตรงที่หาได ้พบว่า ในโค กระบือ  เท่ากับ 1.75 (1:56), 1.56 (1: 36), 1.77 (1:59) และ 1.69 (1:49) ตามลำดับ ขณะที่
ในสุกร จะเท่ากับ 0.92 (1:8), 1.30 (1:20), 1.42 (1:26) และ 1.21 (1:16) ตามลำดับ และเมื่อรวมทั้งโค กระบือ และสุกร  
จะเท่ากับ 1.31 (1:20), 1.42 (1:26), 1.56 (1:36) และ 1.43 (1:27) ตามลำดับ 
     

     
 

  
 

คำสำคัญ:  ความสัมพันธ์ของระดับแอนติบอดี ระดับแอนติบอดี      โรคปากและเท้าเปื่อย  
  ลิควิดเฟสบล็อกกิ้งอีไลซ่า            การทดสอบไวรัสนิวทรัลไลเซชั่น        
 
 
 
 
 
1 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทนำ 

 โรคปากและเท้าเปื่อย (Foot and Mouth Disease, FMD) เป็นโรคระบาดที่มีความรุนแรงและแพร่กระจาย
ได้อย่างรวดเร็วในสัตว์กีบคู่ เช่น โค กระบือ แพะ แกะ และสุกร ส่งผลให้เกิดความสูญเสียรายได้ทางเศรษฐกิจในด้าน
การส่งออก เนื ่องจากต่างประเทศใช้เป็นข้อกีดกันทางการค้าทำให้ไม่สามารถส่งสัตว์หรือผลิตภัณฑ์สัตว์ไปยัง
ต่างประเทศได้ เชื้อไวรัสที่เป็นสาเหตุของโรคคือ Apthovirus ซึ่งอยู่ในตระกูล Picornarvirus มี 7 ซีโรไทป์ คือ โอ(O), 
เอ(A), เอเชีย1(Asia1), ซี(C), แซท1(SAT1), แซท2(SAT2) และ แซท3(SAT3) สำหรับประเทศไทยมีการระบาด         
3 ซีโรไทป์ คือ โอ,  เอ และ เอเชีย1 โรคปากและเท้าเปื่อยสามารถติดต่อได้โดยตรงจากการสัมผัสกับสัตว์ป่วยหรือ   
สิ่งคัดหลั่งปนเปื้อนสู่สิ ่งแวดล้อม เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยู่ได้นานขึ้นกับอุณหภูมิและสภาพอากาศ โดยเฉพาะ         
ที่อุณหภูมิต่ำและความชื้นสูง (Leech F.B., 1981) สัตว์ป่วยที่เป็นโรคแล้ว จะมีสภาพเป็นตัวอมโรค (carrier) ถึง 50% 
ได้นานถึง 9 เดือน โดยเฉพาะโคและกระบือ (Salt J.S., 1993) ซึ่งยาวนานกว่าสัตว์ชนิดอื่น การตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันหรือระดับแอนติบอดีที่เกิดจากการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยแต่ละชนิดของเชื้อไวรัสไม่สามารถให้ความ
คุ้มโรคข้าม  ซีโรไทป์ได้ (Sutmoller and Vieira, 1980) นอกจากนี้ยังขึ ้นกับปัจจัยหลายอย่าง เช่น สุขภาพของ     
ตัวสัตว์ การตอบสนองของระดับแอนติบอดี การตอบสนองของภูมิคุ้มกันชนิดเซลล์ รวมถึงชนิดของวัคซีน (Doel, 1999) 
เพื่อให้การป้องกันและควบคุมโรคปากและเท้าเปื่อยได้ผลดีและมีประสิทธิภาพ คือ วิธีการเสริมสร้างภูมิคุ้มกันและ
ควบคุมการเคลื่อนย้ายสัตว์และปฏิบัติตามกฎระเบียบอย่างเคร่งครัด กรมปศุสัตว์จึงมีโครงการรณรงค์การ  ฉีดวัคซีน
ป้องกันโรคปากเท้าเปื่อยในโค-กระบือ ในพื้นที ่ปีละ 2 ครั้ง ให้ครอบคลุมไม่น้อยกว่า 80% ของประชากรสัตว์         
ทั่วประเทศ สำหรับสุกร อาจมีการฉีดวัคซีนมากกว่าปีละ 2 ครั้ง โดยเฉพาะฟาร์มพ่อ-แม่พันธุ์และขึ้นอยู่กับสภาวะ  
การระบาดหรือความชุกของโรคในพื้นที่  
 การสำรวจหรือทดสอบทางซีรัมวิทยา (serological tests) โรคปากและเท้าเปื่อย เพื่อประโยชน์ในการซื้อ
หรือขายสัตว์ ยืนยันการเกิดโรค ลดการติดเชื้อ และศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีน (OIE, 2021) มี 2 แบบ คือ การหา
แอนติบอดีต่อ viral structural protein (SP) และ viral non-structural protein (NSP) โดยการทดสอบแอนติบอดี
ต่อ SP จะมีความจำเพาะ (serotype-specific) และความไวสูง (highly sensitive) แต่ไม่สามารถใช้แยกสัตว์ที่ได้รับ
การฉีดวัคซีนออกจากสัตว์ที ่ติดเชื้อได้ ได้แก่ การทดสอบโดยวิธี virus neutralization test (VNT) หรือ serum 
neutralization test (SNT) ซึ ่งอาศัยหลักการที ่แอนติบอดีบางชนิดสามารถทำปฏิกิริยากับอนุภาคไวรัส และ         
จะทำลายคุณสมบัติ (neutralize) เกี ่ยวกับ infectivity ของไวรัส ต้องมีการใช้เซลล์เพาะเลี ้ยงและไวรัสมีชีวิต         
ในการทดสอบ และวิธี Liquid phase blocking enzyme-linked immunosorbent assay (LP-ELISA) ใช้หลักการ 
antigen-antibody complex โดยดัดแปลงมาจากวิธี complement-fixation test (CF) ซึ่งวิธีนี ้ไม่มีการใช้เซลล์
เพาะเลี้ยงและไวรัสมีชีวิตในการทดสอบ ทำให้มีการนำไปใช้ในการทำ screening หรือ monitoring การระบาด    
ของโรคได้สะดวกกว่า VNT สำหรับการทดสอบแอนติบอดีต่อ NSP เป็นการทดสอบที่ไม่จำเพาะ (non-serotype 
specific) โดยปัจจุบันใช้ในการแยกสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีนจากสัตว์ที่ติดเชื้อ ใช้หลักการ ELISA เช่นกัน  
  จากข้อจำกัดของการทดสอบโดยวิธี VNT ที่ต้องใช้เซลล์เพาะเลี้ยงและไวรัสมีชีวิตในการทดสอบ จำเป็นต้อง  
มีการควบคุม เพื ่อไม่ให้เชื ้อแพร่กระจายสู ่สภาพแวดล้อมภายนอก ในประเทศไทยมีการทดสอบโดยวิธ ีนี ้ที่           
สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา ขณะที่การทดสอบโดยวิธี  LP-ELISA มีการทดสอบที่ศูนย์
อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อยแห่งภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา ซึ่งเป็นสมาชิกของ OIE  
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reference laboratories for FMD รวมทั้งศูนย์วิจัยและชันสูตรโรคสัตว์ตามภาคต่างๆ และมหาวิทยาลัยบางแห่ง 
ดังนั้นเพื่อให้การทดสอบ VNT ที่สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ ได้มาตรฐาน โดยการเทียบเคียงหรืออ้างอิงค่าที่ถูกต้อง 
จึงต้องการเปรียบเทียบค่าแอนติบอดีที่ได้จากการทดสอบโดยวิธีนี้กับวิธี LP-ELISA ที่ศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย
แห่งภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ว่ามีความสัมพันธ์กันหรือไม่ อย่างไร  

วัตถุประสงค ์
 เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ของระดับภูมิคุ้มกันหรือแอนติบอดี (antibody titer) ที่ได้จากการทดสอบโดยวิธี 
Liquid phase blocking (LP) ELISA และ Virus neutralization test (VNT) สำหรับใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการหา
ระดับภูมิคุ้มกันของสัตว์ในพ้ืนที่ เพ่ือประโยชน์ในการวางแผนการฉีดวัคซีนและควบคุมโรค 

อุปกรณ์และวิธีการ 

1. ตัวอย่างซีรัม 
 เป็นตัวอย่างซีรัมสัตว์ ที ่ใช้ในการทดสอบคุณภาพวัคซีนโรคปากและเท้าเปื ่อย จำนวน 915 ตัวอย่าง          
(โค 473 ตัวอย่าง กระบือ  7 ตัวอย่าง และสุกร  435  ตัวอย่าง) ดังนี้ 
 1.1 ซีรัมโคและสุกรที่ได้จากการทดสอบความปลอดภัยของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย (Safety test) โดย
การฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิด 3 ไทป์ สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ และวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิด    
3 ไทป์ สำหรับสุกร ปริมาณ 2 เท่าของโด๊สปกติ หลังการฉีดวัคซีน 14 วัน จำนวน 94 ตัวอย่าง (โค 58, สุกร  36) 
 1.2 ซีรัมโคและสุกรที่ได้จากการทดสอบความคุ้มโรคของวัคซีนของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย (Potency 
test โดยการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิด 3 ไทป์ สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ แบบลดโด๊ส (1, 1/4 และ 1/16 
เท่าของโด๊สปกติ) หลังฉีดวัคซีน 21 วัน และวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิด 3 ไทป์ สำหรับสุกร ในขนาดโด๊สปกติ 
หลังการฉีดวัคซีน 28 วัน จำนวน 159 ตัวอย่าง (โค 107, สุกร 52) 
 1.3 ซีรัมโคและสุกรที่ได้จากการทดสอบหาระยะความคุ้มโรคของวัคซีนของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย 
(Duration of immunity) โดยการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิด 3 ไทป์ สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ และ
วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิด 3 ไทป์ สำหรับสุกร ปริมาณโด๊สปกติและมีการกระตุ้นซ้ำ จำนวน 35 ตัวอย่าง      
(โค 12, สุกร 23) 
 1.4 ซีรัมโคและสุกรที่ได้จากโครงการวิจัยการปนเปื้อนนอนสตรัคเจอรัลโปรตีนในวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย 
โดยการฉดีวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิด 3 ไทป์ สำหรับโค กระบือ แพะ แกะ จำนวน 3 ชุดการผลิตและวัคซีนโรค
ปากและเท้าเปื่อยชนิด 3 ไทป์ สำหรับสุกร จำนวน 3 ชุดการผลิต ปริมาณ 2 เท่าของโด๊สปกติและมีการกระตุ้นซ้ำ    
ในขนาด 2 เท่าของโด๊สปกติ ทุก 4 สัปดาห์ รวมฉีด 5 ครั้ง หรือ 10 โด๊ส จำนวน 597 ตัวอย่าง (โค 273, สุกร 324) 
 1.5 ซีรัมสัตว์จากท้องที่ซึ่งได้จากศึกษาระดับภูมิคุ้มกันโรคจากการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย จากการกัก
และเคลื่อนย้าย จำนวน 30 ตัวอย่าง (โค 23, กระบือ 7) 
2. การทดสอบหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย 
 2.1 การตรวจหาแอนติบอดีโดยวิธี Viral neutralization test (VNT)  
  ตรวจระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ไทป์ โอ, เอ, เอเชีย1 (สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์, 
2558; OIE, 2021) โดยนำซีรัมที่ต้องการตรวจสอบหาระดับแอนติบอดีมา inactivate ที่ 56oC เป็นเวลา 30 นาที  
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แล้วนำมาเจือจางแบบ 2-fold dilution ใน flat-bottomed microplate และ neutralize ด้วยไวรัส ปริมาตร       
ทีเ่ท่ากับซีรัม คือ 50µl ซึ่งมีความรุนแรง 100TCID50 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ใน 5% CO2 Incubator หลังจาก
นั้นเติม secondary lamb kidney cells หลุมละ 150µl อบที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 72 ชั่วโมง อ่านผลพยาธิสภาพ
ของเซลล์ (Cytopathic effect, CPE) คำนวณค่า logVNT titer ตามวิธีของ Karber (1931)  
 2.2 การตรวจหาแอนติบอดีต่อ SP โดยวิธี LP-ELISA     
  ตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื ่อยไทป์ โอ, เอ,เอเชีย1 โดยวิธี indirect 
double antibody sandwich ELISA (ศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อยฯ, 2554; OIE, 2021) โดยการ coat Rabbit 
anti-FMDV ลงใน flat-bottomed microplate เก็บค้างคืนที ่อ ุณหภูม ิ 4oC เตรียม virus-serum mixture ใน       
U-shape microplate แยกแต่ละไทป์ โดยเจือจางซีรัมแบบ 2-fold dilution และเติมไวรัสที่มีความเข้มข้นคงที่      
(มีค่า50% ของ ODmax ที ่ 450nm. มีค่า = 1.5 จากการทำ antigen titration) ในปริมาตรที ่เท่ากัน คือ 50 µl     
นำไปเขย ่าค ้างค ืนที ่อ ุณหภูม ิ 4oC ถ ่ายสารละลาย  virus-serum mixture จาก U-shape microplate ไปยัง                   
flat-bottomed microplate ซึ ่ง coat Rabbit anti-FMDV และล้างด้วย PBS แล้ว นำไปอบที ่อ ุณหภูมิ 37oC       
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS แล้วเติม Guinea pig anti-FMDV serum ซ่ึง block ด้วย normal bovine serum 
นำไปเขย่าในตู้อบที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS หลังจากนั้นเติม anti guinea pig IgG-HRP 
conjugate เขย่าในตู้อบที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้างด้วย PBS แล้วเติม substrate หลุมละ 100 µl 
ปล่อยให้ทำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาของ substrate ด้วย 1M H2SO4 หลุมละ 50 µl    
นำไปอ่านค่า Optical density(OD) ที่ความยาวคลื่น 450 nm ด้วย ELISA reader นำค่า OD ที่ได้มาคำนวณค่า
แอนติบอดีตามวิธีของ Hamblin et al. (1986)  
3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 หาค่าเฉล ี ่ย ค ่าเบ ี ่ยงเบนมาตรฐาน (meansd) ของระดับแอนติบอดี(antibody titer) รวมทั ้งหา
ความสัมพันธ์ (linear regression, r) จากการทดสอบโดยวิธี LP-ELISA และ VNT ต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย   
ไทป์โอ, เอ และ เอเชีย1 โดยกำหนดค่า LP-ELISA เป็นตัวแปรคงท่ี และค่า VNT เป็นตัวแปรตาม 

ผล 
จากการรวบรวมและเปรียบเทียบผลการทดสอบหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี LP-ELISA และ VNT พบว่า 

ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ เอ เอเชีย1 ของซีรัมโค กระบือ จำนวน 480 ตัวอย่าง มีค่าเฉลี่ย 
(mean sd) จากการทดสอบโดยวิธี VNT ต่อ logLP-ELISA titer ดังตารางที่ 1 และมีค่าเฉลี่ยต่อไวรัสทั้ง 3 ไทป์    

ต่อ logLP-ELISA titer (log 1.6, 1.9, 2.2, 2.5, 2.8, 3.1, 3.4, 3.7) เท่ากับ 1.090.08, 1.770.06, 2.040.28, 

2.430.23, 2.750.23, 2.850.34, 3.020.30 และ 3.110.18 logVNT ตามลำดับ ขณะที ่ ในส ุกรจำนวน     
435 ตัวอย่าง จะมีค่าเฉลี่ย (mean sd) ของระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ เอ เอเชีย1    
จากการทดสอบโดยวิธี VNT ต่อ logLP-ELISA titer (ตารางที่ 2) และมีค่าเฉลี่ยต่อไวรัสทั้ง 3 ไทป์ ต่อ logLP-ELISA 

titer เท่ากับ0.790.04, 1.240.18, 1.550.34, 1.870.44, 2.020.45, 2.200.46, 2.450.33 และ 2.700.31 
logVNT ตามลำดับ และมีค่าเฉลี่ยของซีรัมโค กระบือ และสุกร จำนวน 915 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 3 รวมทั้งมีค่าเฉลี่ย

ต่อไวรัสทั้ง 3 ไทป์ ต่อ logLP-ELISA titer เท่ากับ0.940.05, 1.520.08, 1.800.27, 2.090.31, 2.340.27, 

2.630.27, 2.880.28 และ 3.060.17 logVNT ตามลำดับ 
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ผลการหาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง(linear regression, r) ของระดับแอนติบอดี โดยวิธี LP-ELISA และ VNT 

ต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื ่อยไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 ไทป์ พบว่า ค่า r  ของซีรัมโค กระบือ จำนวน          
480 ตัวอย่าง เท่ากับ 0.9259, 0.9770, 0.9431 และ 0.9607 ตามลำดับ (รูปที่ 1 และตารางท่ี 4) ขณะที่สุกร จำนวน 
435 ตัวอย่าง ค่า r  จะเท่ากับ 0.9586, 0.9501, 0.9586 และ 0.9893 ตามลำดับ (รูปที่ 2 และตารางที่ 4) และค่า r 
ของซีรัมโค กระบือและสุกร จำนวน 915 ตัวอย่าง จะมีค่าเท่ากับ 0.9756, 0.9854, 0.9656  และ 0.9882 ตามลำดับ 
(รูปที่ 3 และตารางที่ 4)  

วิจารณ ์ 
 จากการหาความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง(linear regression) ระหว่างระดับแอนติบอดี โดยวิธี LP-ELISA และ 
VNT ของซีรัมโค กระบือและสุกร จำนวน 915 ตัวอย่าง ต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ, เอเชียวัน และรวม 
3 ไทป์ จะมีค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์(correlation coefficient, r) ระหว่าง 0.97-0.99 และถ้าแยกเฉพาะโค 
กระบือ จำนวน 480 ตัวอย่าง ค่า r  จะอยู่ระหว่าง 0.93-0.98 ขณะที่สุกร จำนวน 435 ตัวอย่าง ค่า r  จะอยู่ระหว่าง 
0.95-0.99 ซึ่งจะเห็นว่าความสัมพันธ์ในสุกรจะสูงกว่าของโค กระบือ และความสัมพันธ์รวมของทั้งโค กระบือ และ
สุกร จะมีความสัมพันธ์กันสูงมากกว่าการแยกรายชนิดสัตว์(ตารางที่ 4) และเม่ือพิจารณาค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีที่
จะให้ความคุ้มโรคตามมาตรฐาน OIE (2021) จากการทดสอบโดยวิธี VNT เทียบกับวิธี LP-ELISA ต้องมีค่า LP-ELISA 

ที่ logELISA ≥ 1.90 หรือ 1:80 จะมีค่าเฉลี่ยต่อไวรัสไทป์ โอ เอ เอเชีย1 และ 3 ไทป ์ในโค กระบือ เท่ากับ 1.730.79, 

1.740.89, 1.831.06 และ 1.770.06logVNT ตามลำดับ สำหรับสุกรจะมีค่าเฉลี่ยต่อไวรัสไทป์ โอ เอ เอเชีย1 

และ 3 ไทป์ เท่ากับ 1.050.43, 1.270.59, 1.410.71 และ 1.240.18 logVNT ตามลำดับ ซึ่งตามมาตรฐาน 
OIE(2021) กำหนดค่าแอนติบอดีจากการทดสอบโดยวิธี VNT ต้องมีค่า logVNT≥ 1.20 หรือ 1:16 ขึ้นไป และถ้า 
logVNT≥ 1.65 หรือ 1:45 ถือว่ามีระดับแอนติบอดีในระดับที่ป้องกันโรคได้(protective level) จะเห็นว่าในโค กระบือ    
ค่าแอนติบดีที่ได้จะให้ความคุ้มโรคได้ แต่ในสุกรจะต่ำกว่ามาตรฐานกำหนด 

 ทั้งนี้ นพพร และคณะ (2543) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับนิวทรัลไลชิ่งแอนติบอดีและเปอร์เซ็นต์
ความคุ้มโรคภายหลังการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยในโคและสุกร พบว่า ระดับของแอนติบอดีที่จะให้ความคุ้มโรค 
100% โดยวิธี VN test ต่อไวรัสไทป์ โอ, เอ และเอเชีย1 ในโค เท่ากับ 1.83, 1.79 และ 2.16 ตามลำดับ ขณะที่ในสุกร 
จะเท่ากับ 1.89, 1.74 และ 1.41 ตามลำดับ โดยมีค่า r ของทุกไทป์ มากกว่า 0.91 ขณะที่ วิไล และคณะ (2543)         
ได้ศึกษาระดับแอนติบอดีที่ให้ความคุ้มโรคในโคและสุกรภายหลังการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย โดยวิธี LP-ELISA

พบว่า ระดับของแอนติบอดีไตเตอร์ที่จะให้ความคุ้มโรคต่อไวรัสไทป์ โอ, เอ และเอเชีย1 ในโค เท่ากับ 1.9820.611 

(1:96), 2.3320.464 (1:214) และ 2.000.514 (1:100) ตามลำดับ ขณะที่ในสุกร จะเท่ากับ 1.9250.545 (1:84), 

1.9500.491 (1:90) และ 1.8610.588 (1:72) ตามลำดับ และตามมาตรฐานขององค์การสุขภาพสัตว์โลก (OIE, 2021) 

ได้กำหนดค่าระดับแอนติบอดี  จากการทดสอบโดยวิธี VN test ดังนี้ ค่า logVNT   1.2 หรือ 1:16 แปลผลเป็นลบ คือ 

ไม่มีแอนติบอดี, ค่า logVNT   1.2 หรือ 1:16 แปลผลเป็นบวก คือ มีแอนติบอดี  และค่า logVNT  1.65 หรือ 1:45 
แปลผลเป็นบวก คือ มีแอนติบอดีระดับ protective titer ขณะที่ถ้าทดสอบโดยวธิี LP-ELISA กำหนดดังนี ้ถ้าค่า logELISA 

 1.60 หรือ 1:40 แปลผลเป็นลบ  คือ ไม่มีแอนติบอดี และค่า logELISA  1.90 หรือ 1:80 แปลผลเป็นบวก คือ มี
แอนติบอดีระดับ protective titer ซึ่งกำหนดสำหรับทุกไทป์ ทั้งโคและสุกร  



 
วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 30   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2564              57         J. Vet. Biol.   Vol. 30   No.1-2   March-September 2021 

 
 จะเห็นได้ว่าระดับแอนติบอดีโดยวิธี VN test ที่จะให้ความคุ้มโรคตามมาตรฐาน OIE เมื่อเทียบกับ ค่า LP-ELISA ที่ 
logELISA = 1.90 หรือ 1:80 ต่อไวรัสไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 ไทป์ ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ คำนวณโดยใช้สมการ
เชิงเสน้ตรงจากตารางที่ 4 พบว่า เมื่อแทนค่า X ดว้ย logELISA = 1.90 จะได้ค่า Y หรือค่า logVNT ในโค กระบือ เท่ากับ 
1.75 (1:56), 1.56 (1: 36), 1.77 (1:59) และ 1.69 (1:49) ตามลำดับ ขณะที่ในสุกร จะเท่ากับ 0.92 (1:8), 1.30 (1:20), 1.42 
(1:26) และ 1.21 (1:16) ตามลำดับ และเมื่อรวมทั้งโค กระบือ และสุกร  จะเท่ากับ 1.31 (1:20), 1.42 (1:26), 1.56 (1:36) 
และ 1.43 (1:27) ตามลำดับ ซึ่งต่ำกว่าที่กำหนด ทั้งนี้ทางคณะผู้ศึกษาซึ่งปฏิบัติงานเกี่ยวกับการทดสอบความคุ้มโรคของ
วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยได้ศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างระดับแอนติบอดีโดย VN test กับความคุ้มโรคของ
วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย จากการทดสอบวัคซีนปี 2551-2554 (ไม่มีการตีพิมพ์) พบว่า วัคซีนสำหรับโค-กระบือ ถ้าระดับ

แอนติบอดี logVNT 1.2 จะให้ความคุ้มโรคต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ, เอ และเอเชีย1 เท่ากับ 5/24 

(20.83%), 15/36 (41.67%) และ 4/6 (66.67%) ตามลำดับ และถ้าระดับแอนติบอดี logVNT1.2 จะให้ความคุ้ม
โรค เท่ากับ 26/35 (74.29%), 21/24 (87.50%) และ 43/54 (79.63%) ตามลำดับ สำหรับความคุ้มโรคของวัคซีนโรค

ปากและเท้าเปื่อยสำหรับสุกรพบว่าถ้าระดับแอนติบอดี logVNT 1.2 จะให้ความคุ้มโรค เท่ากับ 44/49 (89.80%), 

21/24 (87.50%) และ 14/14 (100%) ตามลำดับ และถ้าระดับแอนติบอดี logVNT1.2 จะให้ความคุ้มโรค เท่ากับ 
4/4 (100%), 28/29 (96.55%) และ 39/39 (100%) ตามลำดับ อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้เป็นเพียงการหา
ความสัมพันธ์ของระดับภูมิคุ้มกันหรือแอนติบอดีจากการทดสอบโดยวิธี VN test และ LP-ELISA เท่านั้น ไม่ได้บ่งชี้หรือศึกษา
ถึงความสามารถในการป้องกันโรค  

สรุป 
 ความสัมพันธ์ระหว่างระดับภูมิคุ้มกันหรือแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และ
รวม 3 ไทป์ โดยวิธี VNT และ LP-ELISA ของซีรัมโค กระบือและสุกร จะมีค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ (correlation 
coefficient, r) ทุกไทป์มากกว่า 0.92 โดยค่า r เท่ากับ 0.9756, 0.9854, 0.9656  และ 0.9882 ตามลำดับ ซึ่งแสดงว่า
มีความสัมพันธ์กันสูง และถ้าแยกเฉพาะโค กระบือ ค่า r  จะเท่ากับ 0.9259, 0.9770, 0.9431 และ 0.9607 ตามลำดับ 
ขณะที่สุกร ค่า r  จะเท่ากับ 0.9586, 0.9501, 0.9586 และ 0.9893 ตามลำดับ  
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ตารางท่ี 1 ค่าเฉลี่ย (mean sd) ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 ไทป์      
              โดยวิธี VNT ต่อ LP-ELISA titer ของซีรัมโค กระบือ จำนวน 480 ตัวอย่าง 

Type 
  logLP-ELISA titer (number of samples) 

1.60 
(1:40) 

1.90 
(1:80) 

2.20 
(1:160) 

2.50 
(1:320) 

2.80 
(1:640) 

3.10 
(1:1,280) 

3.40 
(1:2,560) 

3.70 
(1:5,120) 

O 1.170.84 
(88) 

1.730.79 
(49) 

2.010.60 
(65) 

2.550.59 
(56) 

2.860.52 
(61) 

2.980.52 
(84) 

3.130.42 
(59) 

2.910.51 
(18) 

A 1.110.83 
(96) 

1.740.89 
(68) 

1.780.65 
(74) 

2.170.61 
(55) 

2.490.57 
(68) 

2.470.57 
(63) 

2.670.52 
(33) 

3.120.40 
(23) 

Asia1 1.000.78 
(53) 

1.831.06 
(19) 

2.340.89 
(52) 

2.580.65 
(68) 

2.900.52 
(90) 

3.100.52 
(82) 

3.250.33 
(71) 

3.280.27 
(45) 

O+A+Asia1 1.090.08 
(237) 

1.770.06 
(136) 

2.040.28 
(191) 

2.430.23 
(179) 

2.750.23 
(219) 

2.850.34 
(229) 

3.020.30 
(163) 

3.110.18 
(86) 

 
ตารางท่ี 2 ค่าเฉลี่ย (mean sd) ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 ไทป์ 
    โดยวิธี VNT ต่อ LP-ELISA ของซีรัมสุกร จำนวน 435 ตัวอย่าง 

Type 
  logLP-ELISA titer (number of samples) 

1.60 
(1:40) 

1.90 
(1:80) 

2.20 
(1:160) 

2.50 
(1:320) 

2.80 
(1:640) 

3.10 
(1:1,280) 

3.40 
(1:2,560) 

3.70 
(1:5,120) 

O 0.760.36 
(110) 

1.050.43 
(38) 

1.200.51 
(69) 

1.400.47 
(98) 

1.520.53 
(76) 

1.720.50 
(31) 

2.180.89 
(8) 

2.870.72 
(5) 

A 0.840.48 
(76) 

1.270.59 
(41) 

1.590.62 
(55) 

1.930.60 
(75) 

2.130.52 
(110) 

2.230.52 
(55) 

2.360.57 
(20) 

2.340.62 
(3) 

Asia1 0.790.38 
(67) 

1.410.71 
(31) 

1.880.59 
(56) 

2.280.56 
(68) 

2.400.67 
(97) 

2.650.56 
(64) 

2.820.43 
(46) 

2.900.47 
(6) 

O+A+Asia1 0.790.04 
(253) 

1.240.18 
(110) 

1.550.34 
(180) 

1.870.44 
(241) 

2.020.45 
(283) 

2.200.46 
(150) 

2.450.33 
(74) 

2.700.31 
(14) 
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ตารางท่ี 3 ค่าเฉลี่ย (mean sd) ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 ไทป ์
    โดยวิธี VNT ต่อ LP-ELISA ของซีรัมโค กระบือ และสุกร จำนวน 915 ตัวอย่าง 

Type 
  logLP-ELISA titer (number of samples) 

1.60 
(1:40) 

1.90 
(1:80) 

2.20 
(1:160) 

2.50 
(1:320) 

2.80 
(1:640) 

3.10 
(1:1,280) 

3.40 
(1:2,560) 

3.70 
(1:5,120) 

O 0.940.65 
(198) 

1.430.73 
(87) 

1.590.73 
(134) 

1.820.76 
(154) 

2.120.87 
(137) 

2.640.76 
(115) 

3.010.58 
(67) 

2.900.54 
(23) 

A 0.990.70 
(172) 

1.560.81 
(109) 

1.700.65 
(129) 

2.030.63 
(130) 

2.270.58 
(178) 

2.360.56 
(118) 

2.560.55 
(53) 

3.030.49 
(26) 

Asia1 0.880.60 
(120) 

1.570.88 
(50) 

2.100.80 
(108) 

2.430.76 
(136) 

2.640.70 
(187) 

2.900.58 
(146) 

3.080.43 
(117) 

3.240.32 
(51) 

O+A+Asia1 0.940.05 
(490) 

1.520.08 
(246) 

1.800.27 
(371) 

2.090.31 
(420) 

2.340.27 
(502) 

2.630.27 
(379) 

2.880.28 
(237) 

3.060.17 
(100) 

ตารางที่ 4 แสดงสมการความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง(linear regression) และค่าสัมประสิทธิ์(correlation coefficient, r) 
 ระหว่างค่าระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 ไทป์ โดยวิธี VNT
 และ LP-ELISA ของซีรัมโค กระบือ และสุกร  

ชนิดสัตว์ ไทป ์
สมการเชิงเส้นตรง 

linear regression, y = bx+a 
correlation coefficient,  

r 
จำนวน
ตัวอย่าง 

โค กระบือ 

โอ Y = 0.9050X + 0.0286 0.9259 

480 
เอ Y = 0.8596X - 0.0741 0.9770 

เอเชีย1 Y = 1.0378X - 0.2031 0.9431 
รวม 3 ไทป์ Y = 0.9342X - 0.0829 0.9607 

สุกร 

โอ Y = 0.8961X - 0.7773 0.9586 

435 
เอ Y = 0.7308X - 0.0923 0.9501 

เอเชีย1 Y = 0.9861X - 0.7773 0.9586 
รวม 3 ไทป์ Y = 0.8410X - 0.5490 0.9893 

โค กระบือ 
และสุกร 

โอ Y = 1.0087X - 0.6043 0.9756 

915 
เอ Y = 0.8721X - 0.2393 0.9854 

เอเชีย1 Y = 1.0789X - 0.4904 0.9656 
รวม 3 ไทป์ Y = 0.9866X - 0.4447 0.9882 

X = logELISA titer, Y = logVNT titer 
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รูปที่ 1 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 

ไทป์ และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของทั้ง 3 ไทป์ โดยวิธี VNT และ LP-ELISA ของซีรัมโค กระบือ จำนวน 
480 ตัวอย่าง 

 

 
รูปที่ 2 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 

ไทป์ และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของทั้ง 3 ไทป์ โดยวิธี VNT และ LP-ELISA ของซีรัมสุกร จำนวน 435 
ตัวอย่าง 

 

 
รูปที่ 3 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ, เอ, เอเชีย1 และรวม 3 

ไทป์ และความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของทั้ง 3 ไทป์ โดยวิธี VNT และ LP-ELISA ของซีรัมโค กระบือ และสุกร 
จำนวน 915 ตัวอย่าง 
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The Relationship of Foot and Mouth Disease antibody titer between using 
the Liquid phase blocking ELISA and Virus neutralization test 

 
Chaiya Sangaprakhon1  Marutphong Pumpaung1 

 

Abstract 
   Study the relationship of Foot and Mouth Disease Virus antibody titer levels to serotype O, A, 

Asia1 and 3 types between using the Virus neutralization test (VNT) was tested at the Bureau of 
Veterinary Biologics and the other used the Liquid phase blocking ELISA (LP-ELISA) at the Regional 
Reference Laboratory of FMD in South East Asia in 915 samples (480 cattle with buffalo and 435 pigs) 
from safety test, potency test, duration of immunity, non-structural protein (NSP) test of vaccine and 
field samples. Found that the correlation coefficient (r) was 0.9756, 0.9854, 0.9656 and 0.9882 respectively. 
And when we separated the animals, In cattle and buffalo 480 samples were 0.9259, 0.9770, 0.9431 
and 0.9607 respectively. While pigs were 0.9586, 0.9501, 0.9586 and 0.9893 respectively.  
  And when were compared the neutralizing antibody titer to serotype O, A, Asia1 and 3 types 
between the VNT with the protective titer following the OIE standard at logELISA = 1.90 or 1:80 by using the 
linear regression. Found that the cattle and buffalo were 1.75 (1:56), 1.56 (1: 36), 1.77 (1:59) and 1.69 (1:49) 
respectively. In pigs were 0.93 (1:8), 1.30 (1:20), 1.42 (1:26) and 1.21 (1:16) respectively. And all animals 
were 1.31 (1:20), 1.42 (1:26), 1.56 (1:36) and 1.43 (1:27) respectively.  
 

 
 
  
   
Keywords: Relationship of antibody titer, Antibody titer,      Foot and mouth disease,  
  Liquid phase blocking ELISA,  Virus neutralization test 
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กำรเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดีหลังกำรได้รับเชื้อไวรัสโรคปำกและเท้ำเปื่อยโดยกำรฉีดเชื้อพิษทบั 
 

ไชยา  สง่าประโคน1 ธารีรัตน์ สุภาพ1      
 

บทคัดย่อ 
 ท าการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดีในโคและสุกรทดลองที่ใช้ในการทดสอบความคุ้มโรค
ของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยด้วยการฉีดพิษทับด้วยไวรัสที่มีความรุนแรงตามมาตรฐาน และตรวจระดับ
แอนติบอดีก่อนและหลังการฉีดพิษทับ โดยวิธี Virus neutralization test (VNT) พบว่า ในโคกลุ่มควบคุม หลังฉีด
พิษทับ 8 วัน ด้วยไวรัส O189 หรือ A หรือ Asia1 ระดับแอนติบอดีต่อไทป์O (n=32)หรือ A (n=31)หรือ Asia1 (n=32) 
จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.94, 1.89 และ 2.23 log10VNT ตามล าดับ และสุกรกลุ่มควบคุม หลังฉีดพิษ
ทับ 10 วัน ด้วยไวรัส O189 หรือ A หรือ Asia1 ระดับแอนติบอดีต่อไวรัส O (n=34)หรือ A (n=18)หรือ Asia1 (n=18)  
จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.72, 2.11 และ 2.22 log10VNT ตามล าดับ ขณะที่ไทป์อื่นๆทั้งในโคและสุกรที่
ไม่ใช่ไทป์ที่ใช้ในการฉีดพิษทับจะสูงขึ้นประมาณ  0.40 - 0.76 log10VNT  
 ส าหรับโคและสุกรที่ได้รับการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยชนิดรวม 3 ไทป์ และฉีดพิษทับ พบว่า โคหลัง
การฉีดพิษทับ 8 วัน ด้วยไวรัส O189 หรือ A หรือ Asia1 จะมีระดับแอนติบอดีต่อไทป์ O (n=211) หรือ A (n=212)
หรือ Asia1 (n=230) สูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.29, 1.58 และ 0.98 log10VNT ตามล าดับ ขณะที่ไทป์อื่น
ที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีดพิษทับ จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ 0.35-0.53 log10VNT ส าหรับสุกรหลังฉีดพิษทับ ด้วยไวรัส 
O189 หรือ A หรือ Asia1 พบว่า ระดับแอนติบอดีต่อไทป์O (n=203)หรือ A (n=140)หรือ Asia1 (n=137) จะสูงกว่า
ก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.10, 0.51 และ 0.97 log10VNT ตามล าดับ ขณะที่ไทป์อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีดพิษทับ จะสูง
กว่าก่อนการฉีดพิษทับ 0.05-0.39 log10VNT 
 ดังนั้น สามารถน าผลการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดีใช้บอกชนิด(ไทป์)ของไวรัสโรคปากและเท้า
เปื่อยที่มีการติดเชื้อหรือระบาดในพ้ืนที่เป็นการเบื้องต้นได้ 
    

 
 
 
 

ค ำส ำคญั: ระดับแอนติบอด ี ไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ไวรัสนิวทรัลไลเซชั่น   
  การฉีดพิษทับ   ไทป ์
 
 
 
 
 
 
 
 
1 ส านักเทคโนโลยีชีวภัณฑ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30130 
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บทน ำ 
 โรคปากและเท้าเปื่อย (Foot and Mouth Disease, FMD) เป็นโรคระบาดที่มีความรุนแรงและ
แพร่กระจายได้อย่างรวดเร็วในสัตว์กีบคู่ เช่น โค กระบือ แพะ แกะ และสุกร จัดอยู่ในพระราชบัญญัติโรคระบาด
สัตว์กลุ่มที่ 1 หรือจัดอยู่ใน List A ขององค์การสุขภาพสัตว์แห่งโลก(World Organization of Animal Health, 
OIE) จัดอยู่ในกลุ่มเชื้อโรคที่มีความเสี่ยงระดับ 3 สาเหตุจากไวรัสชื่อ Foot and Mouth disease virus (FMDV) 
ซึ่งอยู่ในสกุล(genus) Apthovirus ตระกูล(family) Picornarviridae เป็น RNA virus มี 7 ซีโรไทป์ คือ O, A, 
Asia1, C, SAT1, SAT2 และ SAT3 ส าหรับประเทศไทยมีการระบาด 3 ซีโรไทป์ คือ O, A และ Asia1 เมื่อมีการ
ติดเชื้อไวรัส จะมีระยะพักตัว(incubation period) 2-8 วัน สัตว์จะเริ่มมีไข้ ซึม เบื่ออาหาร มีน้ าลายไหล เกิดเม็ด
ตุ่มใส(vesicle) ที่ลิ้น กระพุ้งแก้มและเหงือก เต้านมหรือหัวนมในโค ในสุกรจะมีตุ่มใสเหนือจมูก(snout) เด่นกว่า
การเกิดตุ่มที่บริเวณช่องปาก นอกจากนั้นพบที่ไรกีบหรือรอบบริเวณ coronary band ภายหลังเกิดตุ่มใสแล้ว 24 
ชั่วโมง เม็ดตุ่มจะแตกออก เป็นแผล เกิดการลอกของเนื้อเยื่อลิ้น วิการที่อุ้งเท้าและไรกีบ ท าให้สัตว์เจ็บเท้าจนเดิน
กระเพลกหรือเล็บหลุดจนมาสามารถยืนได้ (Mann and Sellers,1990) ในสัตว์อายุน้อยอาจเกิด necrosis ของ
กล้ามเนื้อหัวใจที่เรียกว่า tiger heart ท าให้ตายได ้
  ขณะที่มีการติดเชื้อ จะมีการขับไวรัสออกมากับสิ่งขับถ่ายและสารคัดหลั่งในปริมาณที่สูงมากในระยะ
ก่อนที่สัตว์จะแสดงอาการป่วยประมาณ 24 ชั่วโมง (Burrows, 1968; Burrows et al., 1981; Mann and 
Sellers,1990) และเป็นอย่างนี้หลายวัน สุกรมีความสามารถในการขับเชื้อออกทางลมหายใจได้มากกว่าโค 30-
1,000 เท่า ท าให้สุกรเป็นแหล่งแพร่เชื้อที่ส าคัญและเกิด airborne infection ได้ง่าย (Kitching et al., 2005) ท า
ให้ปริมาณไวรัสในร่างกายสัตว์ป่วยเริ่มลดลง เมื่อมีการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันหรือระดับแอนติบอดีสูงขึ้นไป
ยับยั้งหรือ neutralize เชื้อไวรัส แต่สัตว์ที่ป่วยจะเป็นตัวพาหะ(carrier) แพร่เชื้อไปสู่สัตว์ตัวอื่นได้ ในโคพบว่า
สามารถเป็นตัวพาหะได้นานถึง 2.5 ปี(Hedger, 1968) ควายแอฟริกัน(African buffalo) พบนาน 3-5 ปี(Hedger 
et al., 1972; OIE, 2017) แกะพบได้นาน 12 เดือน(Sutmoller, 1970) แพะพบได้นาน 4 เดือน (Singh, 1977) 
ส่วนในสุกรไม่พบว่าเป็นตัวพาหะ (Panina et al., 1988; OIE, 2012)  
 การสร้างภูมิคุ้มกันหรือแอนติบอดีที่เกิดจากแต่ละชนิดของเชื้อไวรัสไม่สามารถ ให้ความคุ้มโรคข้ามซีโร
ไทป์(cross immunity) ได้ (Sutmoller and Vieira, 1980) โดยในระยะแรกประมาณ 4 วันหลังมีการติดเชื้อ 
ร่างกายสัตว์จะสร้างแอนติบอดี IgM ที่มีครึ่งชีวิต(half life) ประมาณ 5 วัน ซึ่งมีความสามารถท าลาย
(neutralize)และจับกลุ่ม (agglutination)ไวรัสทั้งไทป์ที่เหมือนกันและไม่เหมือนกันหรือที่ไม่มีความจ าเพาะต่อ
ชนิดของไวรัส(both homologous and heterologous virus) ระหว่างนี้มีการสร้างแอนติบอดี IgG ออกมา จะ
ขึ้นสูงประมาณวันที่ 10-14 หลังติดเชื้อและขึ้นสูงสุดประมาณวันที่ 23 หรือมีครึ่งชีวิต(half life) ประมาณ 23 วัน 
ซึ่ง IgG นี้จะมีความจ าเพาะต่อ type และ subtype (Mann and Sellers,1990) ส าหรับการติดเชื้อไวรัสโรคปาก
และเท้าเปื่อย ร่างกายสัตว์จะมีการสร้างแอนติบอดีต่อส่วนที่เรียกว่า structural protein(SP) และ non-
structural proteins (NSPs)  โดยแอนติบอดีต่อ SP จะเริ่มตรวจพบได้ภายในวันที่ 4 ขึ้นสูงมากประมาณวันที่ 8-
10 หลังติดเชื้อ และขึ้นสูงสุดระหว่างวันที่ 21-28 จึงเริ่มลดลง ตรวจโดยใช้วิธี Virus neutralization test (VNT) 
หรือ Serum neutralization(SN)test และวิธี Liquid phase blocking ELISA (LP-ELISA) ส าหรับแอนติบอดี
ต่อ NSPs เริ่มตรวจพบได้ภายในวันที่ 8-10 หลังการติดเชื้อ (Crowther, 2007; De Diego, et al.,1997) สามารถ
ตรวจหาแอนติบอดีต่อ Virus infection associated (VIA)antigen โดยวิธี Agar gel immunodiffusion (VIA-
AGID) test โดยวิธีนี้จะตรวจ NSPs  ส่วนที่เรียกว่า 3D ซึ่งเป็นเอ็นไซน์ที่เรียกว่า RNA-dependent-RNA-
polymerase  แต่วิธีนี้มีปัญหาเกิด false positive ในสัตว์ที่ไม่เคยสัมผัสเชื้อไวรัสมาก่อนแต่ได้รับการฉีดวัคซีน
หลายๆครั้ง (McVicar and Sutmoller, 1970; Pinto and Garland, 1979) จึงมีการปรับปรุงพัฒนามาทดสอบ
โดยวิธี Indirect ELISA ที่ใช้หลักการตัดต่อพันธุกรรม(genetic engineering) ในส่วนของยีนที่เรียกว่า 3A, 3B, 
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3AB, 3ABC, 2A, 2B, 2C หรือ 3 D ซึ่งยีนดังกล่าวเกิดขึ้นในกระบวนการ virus replication สามารถตรวจพบได้
ในสัตว์ที่ติดเชื้อ แต่ไม่สามารถตรวจพบได้ในสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีน ถ้าวัคซีนผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธิ์
เพียงพอ(highlyg purification) (Crowther, 2007; De Diego, et al.,1997; OIE, 2012) ปัจจุบันมีการผลิตชุด
ตรวจสอบในส่วนของ 3ABC, 3AB, 3B หรือ 2B มาเป็น commercial kit ใช้แยกสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีนจากสัตว์
ที่ได้รับการติดเชื้อ 
 การทดสอบและควบคุมคุณภาพวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยมักพบกับปัญหาและข้อค าถามเกี่ยวกับโรค
ปากและเท้าเปื่อย เช่น วัคซีนให้ความคุ้มโรคนานแค่ไหน ระดับแอนติบอดีจากการท าวัคซีนและจากการติดเชื้อ
ของสัตว์เปลี่ยนแปลงอย่างไร แยกได้ไหมว่าเกิดจากการท าวัคซีนหรือมีการติดเชื้อ ท าวัคซีนไทป์โอแล้วจะคุ้มโรค
ไทป์อื่นด้วยไหม เป็นต้น ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงได้รวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูลการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดี
ต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ที่ได้จากการทดสอบประสิทธิภาพหรือความคุ้มโรค(potency test)ของวัคซีน โดย
การฉีดพิษทับด้วยไวรัสที่มีความรุนแรงในการก่อโรค แยกแต่ละไทป์ ว่าจะมีผลต่อระดับแอนติบอดีในไทป์อื่น
หรือไม่  
 

วัตถุประสงค ์
 เพื่อวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของของระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์โอ, เอ และ
เอเชียวัน ที่ได้จากการทดสอบประสิทธิภาพหรือความคุ้มโรคของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับโค กระบือ 
แพะ แกะ ชนิดรวม 3 ไทป์ และวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับสุกร ชนิดรวม 3 ไทป์ โดยการฉีดพิษทับด้วย
ไวรัสที่มีความรุนแรงในการก่อโรค(challenged virus)  ส าหรับใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการหาชนิด (serotype) 
ของเชื้อที่มีการระบาดในพื้นที ่ในกรณีที่ไม่สามารถเก็บตัวอย่างวิการมาทดสอบหาชนิดของเชื้อได้ เพื่อประโยชน์ใน
การวางแผนการฉีดซีนและควบคุมโรคปากและเท้าเปื่อย 
 

อุปกรณ์และวิธีกำร 
1. ตัวอย่ำงซีรมัที่ใช ้
 เป็นซีรัมโคและสุกรจากการทดสอบความคุ้มโรค(potency test) ของวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับ
โค กระบือ แพะ แกะ ชนิดรวม 3 ไทป์ และวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับสุกร ชนิดรวม 3 ไทป์ ดังนี ้
 1.1 ซีรัมโค ก่อนการฉีดพิษทับ(ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว 21 วัน และกลุ่มควบคุมไม่ได้รับการฉีดวัคซีน) 
และหลังฉีดพิษทับด้วยไวรัสไทป์ โอ แล้ว 8 วัน จ านวน 243 ตัวอย่าง  
 1.2 ซีรัมโค ก่อนการฉีดพิษทับ(ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว 21 วัน และกลุ่มควบคุมไม่ได้รับการฉีดวัคซีน) 
และหลังฉีดพิษทับด้วยไวรัสไทป์ เอ แล้ว 8 วัน จ านวน 243 ตัวอย่าง  
 1.3 ซีรัมโค ก่อนการฉีดพิษทับ(ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว 21 วัน และกลุ่มควบคุมไม่ได้รับการฉีดวัคซีน) 
และหลังฉีดพิษทับด้วยไวรัสไทป์  เอเชียวัน แล้ว 8 วัน จ านวน 262 ตัวอย่าง  
 1.4 ซีรัมสุกร ก่อนการฉีดพิษทับ(ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว 28 วัน และกลุ่มควบคุมไม่ได้รับการฉีดวัคซีน) 
และหลังฉีดพิษทับด้วยไวรัสไทป์ โอ แล้ว 10 วัน จ านวน 237 ตัวอย่าง  
 1.5 ซีรัมสุกร ก่อนการฉีดพิษทับ(ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว 28 วัน และกลุ่มควบคุมไม่ได้รับการฉีดวัคซีน) 
และหลังฉีดพิษทับด้วยไวรัสไทป์ เอ แล้ว 10 วัน จ านวน 158 ตัวอย่าง  
 1.6 ซีรัมสุกร ก่อนการฉีดพิษทับ(ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว 28 วัน และกลุ่มควบคุมไม่ได้รับการฉีดวัคซีน) 
และหลังฉีดพิษทับด้วยไวรัสไทป์  เอเชียวัน แล้ว 10 วัน จ านวน 155 ตัวอย่าง  
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2. กำรทดสอบหำระดับแอนติบอดีในซีรัมโดยวิธี Viral neutralization test (VNT)  
 การตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ไทป์ โอ เอ และเอเชียวัน  (ส านักเทคโนโลยี                
ชีวภัณฑ์สัตว์, 2558; OIE, 2012) โดยน าซีรัมที่ต้องการตรวจสอบหาระดับแอนติบอดีมา inactivate ที่ 56oC เป็น
เวลา 30 นาทีแล้วน ามาเจือจางแบบ 2-fold dilution ใน flat-bottomed microplate และ neutralize ด้วย
ไวรัส ปริมาตรที่เท่ากับซีรัม คือ 50µl ซึ่งมีความรุนแรง 100TCID50 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ใน 5% CO2 
Incubator หลังจากนั้นเติม secondary lamb kidney cells หลุมละ 100 µl อบที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง อ่านผลพยาธิสภาพของเซลล์ (Cytopathic effect, CPE) ค านวณค่า log10VNT titer ตามวิธีของ Karber 
(1931) ซึ่งตามมาตรฐาน OIE (2017) ก าหนดไว้ว่า ถ้าค่า log VNT titer 1.20 หรือ 1/16 แปลผล เป็นลบ
(negative)ค่า log VNT titer 1.20 (1/16) – 1.50 (1/32) ให้ทดสอบซ้ า ถ้า1.20 แสดงว่า เป็นบวก (positive) 
และค่า log VNT titer  1.65 หรือ 1/45 แปลผล เป็นบวกในระดับ protective titer 
3. กำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
 หาค่าเฉลี่ย, ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (meansd), ความแตกต่างของระดับแอนติบอดี ต่อไวรัสโรคปาก
และเท้าเปื่อยไทป์ โอ เอ และ เอเชียวัน ในกลุ่มสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีนและกลุ่มควบคุม โดยแยกแต่ละไทป์ของ
การฉีดพิษทับ 

 
ผล 

จากการวิเคราะห์ผลการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดีของโคและสุกร พบว่า โคและสุกรกลุ่มควบคุม
ก่อนการฉีดพิษทับด้วยไวรัสที่มีความรุนแรงในการก่อโรค (challenged virus) ไทป์ โอ (O189) หรือ เอ(A) หรือ เอเชีย
วัน(Asia1) จะมีระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์ โอ, เอ และเอเชียวัน < 1.2log10VNT ซึ่งถือว่าไม่มีแอนติบอดีที่จะให้
ความคุ้มโรคต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย  และหลังฉีดพิษทับแล้ว 8 วันในโค พบว่า ระดับแอนติบอดีต่อไวรัส
ไทป์ โอ หรือ เอ หรือ เอเชียวัน จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.94 , 1.89 และ 2.23 log10VNT ตามล าดับ 
ขณะที่ไทป์อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีดพิษทับ จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ 0.59-1.03 log10VNT (ตารางที่ 1 และรูปที่ 1A) 
ส าหรับสุกรหลังฉีดพิษทับแล้ว 10 วัน  พบว่า ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์ โอ หรือ เอ หรือ เอเชียวัน จะสูงกว่า
ก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.72, 2.11 และ 2.22 log10VNT ตามล าดับ ขณะที่ไทป์อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีด จะสูงกว่า
ก่อนการฉีดพิษทับ 0.40-0.76 log10VNT (ตารางที่ 1 และรูปที่ 1B) 
 ส าหรับโคและสุกรที่ได้รับการฉีดวัคซีนชนิดรวม 3 ไทป์ พบว่า ในโค ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์ โอ 
หรือ เอ หรือ เอเชียวัน หลังฉีดพิษทับแล้ว 8 วัน  สูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.29, 1.58 และ 0.98 
log10VNT ตามล าดับ ขณะที่ไทป์อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีด จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ 0.35-0.53 log10VNT (ตารางที่ 
2 และรูปที่ 2A) ส าหรับสุกรมีการฉีดวัคซีน 1 โด๊สปกติ (2 ml) ทุกตัว พบว่า ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์ โอ 
หรือ เอ หรือ เอเชียวัน หลังฉีดพิษทับแล้ว 10 วัน  สูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ เท่ากับ 1.10, 0.51 และ 0.97 
log10VNT ตามล าดับ ขณะที่ไทป์อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีด จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ 0.05-0.39 log10VNT (ตารางที่ 
2 และรูปที่ 2B) 

 
วิจำรณ ์ 

 จากตารางที่ 1 และ 2 จะเห็นได้ว่า โคและสุกรกลุ่มควบคุม ก่อนการได้รับเชื้อหรือได้รับการฉีดพิษทับด้วย
ไวรัสที่มีความรุนแรงในการก่อโรค จะมีระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์ โอ, เอ และเอเชียวัน < 1.2log10VNT ซึ่งถือว่า
ไม่มีแอนติบอดีที่จะให้ความคุ้มโรคต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย (OIE, 2012) และหลังฉีดพิษทับแล้ว 8 วันในโค 
และ 10 วันในสุกร ระดับแอนติบอดีจะสูงขึ้นมาประมาณ 2.36-3.01 log10VNT ส าหรับไทป์ที่ได้รับเชื้อ ขณะที่
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ไทป์อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีด จะสูงขึ้นมาประมาณไม่เกิน 1.83 และ 1.38log10VNT ส าหรับโคและสุกร ตามล าดับ 
ขณะที่โคและสุกรที่ได้รับการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย แล้ว 21 วันในโค และ 28 วัน ในสุกร ระดับ
แอนติบอดีต่อไวรัสไทป์ โอ หรือ เอ หรือ เอเชียวัน หลังฉีดพิษทับแล้ว 8 วัน  สูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับ ประมาณ 
0.98-1.29 log10VNT ขณะที่ไทป์อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีดพิษทับ จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับไม่เกิน0.53 log10VNT 
(รูปที่ 1B) ส าหรับสุกรหลังฉีดพิษทับ 10วัน จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับประมาณ 0.51- 1.10log10VNT ขณะที่ไทป์
อื่นที่ไม่ใช่ไทป์ที่ฉีดพิษทับ จะสูงกว่าก่อนการฉีดพิษทับเล็กน้อยไม่เกิน 0.39 log10VNT (รูปที่ 2B) ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างสัตว์ที่ไม่ได้รับการฉีดวัคซีนมาก่อน(กลุ่มควบคุม)กับกลุ่มที่ได้รับการฉีดวัคซีนมาแล้วเมื่อได้รับ
เชื้อ ระดับแอนติบอดีในกลุ่มสัตว์ที่ไม่ได้รับการฉีดวัคซีนมาก่อน จะขึ้นสูงมากอย่างเห็นได้ชัดทั้งในโคและสุกร(รูปที่ 
1A และ 2A) 

ดังที่ทราบกันแล้วว่าภูมิคุ้มกันหรือแอนติบอดีที่เกิดจากแต่ละชนิดของเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย              
ไม่สามารถให้ความคุ้มโรคข้ามซีโรไทป์(cross immunity)กันได้ (Sutmoller and Vieira, 1980) แสดงว่า 
neutralizing antibody ที่เกิดหรือเพิ่มสูงขึ้นหลังมีการติดเชื้อ น่าจะเป็น IgM ซึ่งมีความสามารถในการท าลาย
(neutralize) และจับกลุ่ม(agglutination)ไวรัสทั้งไทป์ที่เหมือนกันและไม่เหมือนกันหรือที่ไม่มีความจ าเพาะต่อ
ชนิดของไวรัส(both homologous and heterologous virus) มากกว่าแอนติบอดี IgG ซึ่ง IgG จะขึ้นสูง
ประมาณวันที่ 10-14 หลังติดเชื้อและขึ้นสูงสุดประมาณวันที่ 23 มีความจ าเพาะต่อ type และ subtype (Mann 
and Sellers,1990) ส าหรับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ร่างกายสัตว์จะมีการสร้างแอนติบอดีต่อส่วนที่
เรียกว่า structural protein(SP) และ non-structural proteins (NSPs)  โดยแอนติบอดีต่อ SP จะเริ่มตรวจพบ
ได้ภายในวันที่ 4 ขึ้นสูงมากประมาณวันที่ 8-10 หลังติดเชื้อ และขึ้นสูงสุดระหว่างวันที่ 21-28 จึงเริ่มลดลง ใน
สภาวะที่สัตว์ติดเชื้อแต่ไม่เป็นตัวพาหะ(carrier) ถ้าสามารถตรวจแอนติบอดีพบ (limit of detection) ได้ถึง 8, 4-5 
และ 3  เดือน หรือมีระดับแอนติบอดีในการป้องกันโรค(Protective titer) ประมาณ 6, 3 และ 2 เดือน หมายถึง 
สัตว์มีระดับแอนติบอดีระดับสูง (high), ปานกลาง (medium) และ ต่ า (low) ตามล าดับ แต่ถ้าสัตว์เกิดอยู่ใน
สภาวะเป็นตัวพาหะ ระดับแอนติบอดีต่อ SP จะมีรูปแบบลดลงเป็นปกติ (ระดับ limit of detection) แต่ระดับ
แอนติบอดีต่อ NSP ลดลงจากระดับสูงสุดไปประมาณ 45 วัน แล้วจะคงที่จนถึงไม่น้อยกว่า 1 ปี  ส าหรับแอนติบอดี
ต่อ NSPs เริ่มตรวจพบได้ภายในวันที่ 8-10 หลังการติดเช้ือ (Crowther, 2007; De Diego, et al.,1997) 
 ทั้งนี้คณะผู้ศึกษามีข้อมูลการเปลี่ยนแปลงของระดับแอนติบอดีต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยก่อนและหลัง
การฉีดพิษทับไทป์ เอ หรือ เอเชียวันในโค จากการตรวจโดยวิธี Liquid phase blocking ELISA (LP-ELISA) 
พบว่า 1)โคกลุ่มควบคุม(n=6)ที่ไม่มีการฉีดวัคซีน ระดับแอนติบอดีจะ 1.6 log10LP-ELISA หลังฉีดพิษทับ 8 วัน 
ส าหรับไทป์ เอ (n=3) ระดับแอนติบอดีต่อไทป์ โอ, เอ และเอเชียวัน จะสูงขึ้นเฉลี่ยเป็น 3.0, 3.7 และ 3.2 log10                

LP-ELISA หรือเพิ่มขึ้น 1.3, 2.1 และ 1.6 log10LP-ELISA ตามล าดับ ส าหรับไทป์ เอเชียวัน(n=3) จะสูงขึ้นเฉลี่ยเป็น 
2.6, 2.5 และ 3.5 log10LP-ELISA หรือเพิ่มขึ้น 0.9, 0.9 และ 1.8 log10LP-ELISA ตามล าดับ 2)โคที่ฉีดวัคซีนชนิดรวม 3 
ไทป์ หลังฉีดพิษทับไทป์ เอ (n=15) ระดับแอนติบอดีต่อไทป์ โอ, เอ และเอเชียวัน จะสูงขึ้นเฉลี่ยเป็น 3.28, 3.54 และ 
2.90 log10LP-ELISA หรือเพิ่มขึ้น 0.8, 1.3 และ 0.06 log10LP-ELISA ตามล าดับ ส าหรับไทป์ เอเชียวัน(n=15) จะ
สูงขึ้นเฉลี่ยเป็น 2.62, 2.44 และ 3.5 log10LP-ELISA หรือเพิ่มขึ้น 0.18, 0.20 และ 0.48 log10LP-ELISA ตามล าดับ ซึ่งผลที่
ได้จะคล้ายการตรวจระดับแอนติบอดีโดยวิธี VNT  
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สรุป 
 ถ้ามีการติดเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ใดๆ ก็มีผลต่อแอนติบอดีไทป์อื่นด้วย โดยในสัตว์ที่ไม่เคยมี
การฉีดวัคซีนมาก่อน ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์นั้นๆจะสูงขึ้นมากกว่า 2 log10VNT ขณะที่ไทป์อื่นๆจะสูงขึ้น                      
ไม่มากกว่า 1-1.5 log10VNT ขณะที่ในสัตว์ที่มีการฉีดวัคซีนหรือมีแอนติบอดีอยู่แล้ว โดยในโคเมื่อมีการติดเชื้อไทป์ใดๆ
ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์นั้นๆจะสูงขึ้นประมาณ 1.2-2 log10VNT ขณะที่ไทป์อื่นๆจะสูงขึ้นไม่มากกว่า 1 log10VNT  
ส าหรับสุกรเมื่อมีการติดเชื้อไทป์โอ หรือ เอเชียวัน ระดับแอนติบอดีต่อไวรัสไทป์นั้นๆจะสูงขึ้นประมาณ 1 log10VNT 
ขณะที่ไทป์อื่นๆจะสูงขึ้นไม่มากกว่า 0.4 log10VNT  แต่สุกรเมื่อมีการติดเชื้อไทป์ เอ ระดับแอนติบอดีต่อไวรัส จะสูงขึ้น
ประมาณ 0.5 log10VNT  ขณะที่ไทป์โอ และเอเชียวันจะสูงขึ้นเล็กน้อย ดังนั้นจึงสามารถน าผลการเปลี่ยนแปลงของ
ระดับแอนติบอดีบอกชนิด(ไทป)์ที่มีการติดเชือ้หรือระบาดในเบื้องต้นได้ 
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ตำรำงที่ 1 ระดับแอนติบอด(ีLog10 VNT) ก่อนและหลังการฉีดพิษทับไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ, เอ, เอเชียวัน
ในโคตัวควบคุมและที่ได้รับการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับโค กระบือ แพะ แกะ ชนิดรวม 3 ไทป ์

กำรฉีดพิษทับ 

ระดับแอนติบอดี log10VNT (meansd) 
ไทป์ O189 ไทป์ A ไทป์ Asia1 

ก่อน 
ฉีดพิษทับ 

หลัง 
ฉีดพิษทับ 

ก่อน 
ฉีดพิษทับ 

หลัง 
ฉีดพิษทับ 

ก่อน 
ฉีดพิษทับ 

หลัง 
ฉีดพิษทับ 

โคตัวควบคุม       
ไทป์ O189 (n= 32) 0.790.40 2.730.55 0.910.62 1.630.94 1.010.61 1.770.84 
ไทป์ A  (n= 31) 0.700.16 1.290.69 0.760.29 2.650.95 0.810.29 1.830.90 
ไทป์ Asia1 (n=32) 0.700.21 1.490.86 0.740.29 1.540.75 0.780.32 3.010.51 
โคฉีดวัคซีน       
ไทป์ O189 (n=211) 1.300.71 2.590.83 1.140.79 1.670.83 2.020.87 2.380.74 
ไทป์ A  (n=212) 1.830.84 2.040.83 1.110.69 2.690.84 2.060.84 2.580.79 
 ไทป์ Asia1 n=230) 1.390.79 1.750.81 1.100.73 1.530.83 1.960.85 2.940.65 

 
 

ตำรำงที่ 2 ระดับแอนติบอดี(Log10 VNT) ก่อนและหลังการฉีดพิษทับไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยไทป์ โอ, เอ, เอเชียวัน  
ในสุกรตัวควบคุมและที่ได้รับการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเป่ือยส าหรับสุกร ชนิดรวม 3 ไทป ์

กำรฉีดพิษทับ 

ระดับแอนติบอดี log10VNT (meansd) 
ไทป์ O189 ไทป์ A ไทป์ Asia1 

ก่อน 
ฉีดพิษทับ 

หลัง 
ฉีดพิษทับ 

ก่อน 
ฉีดพิษทับ 

หลัง 
ฉีดพิษทับ 

ก่อน 
ฉีดพิษทับ 

หลัง 
ฉีดพิษทับ 

สุกรตัวควบคุม       
 ไทป์ O189  (n= 34) 0.640.12 2.360.90 0.640.13 1.190.59 0.660.25 1.160.50 
 ไทป์ A  (n= 18) 0.570.08 1.250.76 0.660.30 2.770.76 0.680.35 1.380.59 
 ไทป์ Asia1 (n=18) 0.550.03 0.950.44 0.560.06 1.320.67 0.570.09 2.790.53 
สุกรฉีดวัคซีน       
ไทป์ O189  (n=203) 0.860.45 1.960.95 1.140.48 1.530.65 1.580.68 1.810.62 
ไทป์ A   (n=140) 0.840.44 0.930.57 1.120.50 1.630.70 1.690.67 1.740.79 
ไทป์ Asia1 (n=137) 0.850.48 0.980.63 1.140.51 1.370.54 1.790.68 2.760.68 
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1A 1B 

รูปที่ 1 ความแตกต่างของระดับแอนติบอดี ระหว่างก่อนและหลังการฉีดพิษทับไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย ไทป์ 
โอ, เอ, เอเชียวัน ในโค ตัวควบคุม (1A) และที่ได้รับการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับโค กระบือ 
แพะ แกะ ชนิดรวม 3 ไทป ์(1B) 

 
 
 

  
2A 2B 

รูปที่ 2 ความแตกต่างของระดับแอนติบอดี ระหว่างก่อนและหลังการฉีดพิษทับไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย  ไทป์ 
โอ, เอ, เอเชียวัน ในสุกร ตัวควบคุม (2A) และที่ได้รับการฉีดวัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยส าหรับสุกร ชนิด
รวม 3 ไทป ์(2B) 
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Seroconversion of antibody titer after direct challenged with  
Foot and Mouth Disease virus 

 
Chaiya Sangaprakhon1  Thareerat Suphap1 

 
 

Abstract 
  From the foot and mouth disease vaccine potency test by challenged with the virulent 
virus followed the OIE standard and testing the antibody titer by the Virus neutralization test (VNT) 
before and after challenged. Found that the non-vaccinated or control group of cattles after 
challenged 8 days with FMDV type O (n=32) or A (n=31)or Asia1 (n=32) had the antibody titer 
higher than before challenged were 1.94, 1.89 and  2.23 log10VNT and after challenged 10 days 
in pigs had the antibody titer higher than before challenged were 1.72, 2.11 and  2.22 log10VNT 
for the challenged with FMDV type O (n=34)or A (n=18)or Asia1 (n=18) respectively. Whereas in 
the other type had the higher than before challenged were about 0.40-0.76 log10VNT. 

For the cattle and pig who were vaccinated with trivalent FMD vaccine (O+A+Asia1) and  
challenged. Found that cattles after 8 days of challenged with O189 or A or Asia1 had antibody 
levels to type O ( n = 211) or A (n = 212) or Asia1 (n = 230) were higher than before challenged  
were 1.29, 1.58 and 0.98 log10VNT, respectively. While the other type were higher than before 
challenged about 0.35-0.53 log10VNT. And in pigs after 10 days inoculation with O189 or A or 
Asia1 virus was found that antibody level to type O (n = 203) or A (n = 140) or Asia1 (n = 137) 
were higher than  before challenged at 1.10, 0.51 and 0.97 log10VNT, respectively, while the 
other non-injectable types higher than before the challenged were 0.05-0.39 log10VNT. 

Therefore, the seroconversion of antibody levels can be used to identify the type of the 
infectious or epidemic foot-and-mouth disease virus in the field. 

 
 
 
    

Keywords: Antibody level,  Foot and Mouth disease virus,  Virus neutralization,  
  Direct challenged,  Type 
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ควำมสัมพันธ์ทำงแอนติเจนและพันธกุรรมของไวรัสโรคปำกและเท้ำเปื่อย 

ในกำรคัดเลอืกไวรัสส ำหรับผลิตวัคซนี 
 

วิไล ลินจงสุบงกช1 

 

บทคัดย่อ  
                 ศึกษาความสัมพันธ์คุณลักษณะทางแอนติเจนและพันธุกรรมของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย โดย 
รวบรวมตัวอย่างไวรัส type O, A และ Asia1 ที่ระบาดในประเทศไทยและภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ใน ช่วง
16 ปีย้อนหลัง (2003-2019) ท าการตรวจสอบ vaccine matching และ sequencing  วิเคราะห์ผลเป็นค่า r-
value และ phylogenetic tree  พบว่า r-value ของไวรัส type O ให้ผล good matching (r-value =1.0) 
ทั้งหมด แสดงว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางแอนติเจนไปจากไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน O/189/87   ในปัจจุบัน
จึงไม่มีความจ าเป็นในการคัดเลือกไวรัสใหม่  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง r-value และ phylogenetic 
tree ของ type O   พบว่าไวรัสที่ระบาดในปี 2005 จัดอยู่ในกลุ่ม O/Cathay และ O/SEA/ Mya98  ส่วนไวรัสใน
ปี 2016 เป็น O/SEA/Mya98 และ O/ME-SA/Ind2001d  ให้ผล good matching (r-value = 1.0)  
เช่นเดียวกับ type Asia1 พบว่าไวรัสที่ระบาดในประเทศไทยปี 1998 และเวียดนามในปี 2006 จัดอยู่ในกลุ่ม 
Asia1/ASIA/Group IV ให้ผล good matching (r-value = 1.0) กับไวรัสวัคซีน Asia1/Petchburi/85  ส่วน
ไวรัส Asia1 ที่ระบาดในพม่าปี 2017 จัดอยู่ในกลุ่ม Asia1/ASIA/Group VIII  แสดงว่าไวรัส type O และ Asia1 มี
การเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะทางพันธุกรรมแต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทางแอนติเจน จึงไม่มีความจ าเป็นต้องคัดเลือก 
seed virus ใหม่  กรณีไวรัส type A ที่ระบาดในช่วงปี 2003-2019 พบว่า r-value ให้ผลเป็น good matching 
กับไวรัสวัคซีนหลายสายพันธุ์ ซึ่งบ่งบอกถึงการเปลี่ยน แปลงคุณลักษณะทางแอนติเจนไปจากไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน
ในการระบาดแต่ละครั้ง  ผลของ phylogenetic tree จัดอยู่ในกลุ่ม A/ASIA/Sea-97 ทั้งหมด    เมื่อพิจารณาการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง r-value และ phylogenetic tree  พบว่าไวรัสที่ระบาดในปี 2012 ให้ผล good 
matching  (r-value =1.0) กับไวรัสวัคซีน A/Lopburi/2012  ในขณะที่ A/Sakolnakorn/97 ให้ค่า poor 
matching (r-value < 0.2) ส่วนไวรัสที่ระบาดในปี 2016 ให้ผล good matching กับ A/Sakolnakorn/97 และ
ให้ poor matching กับ A/Lopburi/2012  แสดงให้เห็นว่าไวรัส type A มีการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะทาง
แอนติเจน (antigenic variation) แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (genomic variation) จ าเป็นต้อง
คัดเลือกไวรัสที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการผลิตวัคซีนในแต่ละช่วงของการระบาด  ประโยชน์ที่ได้จากการศึกษาครั้ง
นี้จะได้รับทราบข้อมูลการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะทางแอนติเจนและทางพันธุกรรมของไวรัสที่ระบาดในพื้นที่    
เพื่อสนับสนุนการพิจารณาการคัดเลือก seed virus ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตวัคซีนที่มีประสิทธิภาพและทันต่อ
สถานการณ์การระบาดในปัจจุบัน  

 
 

 
ค ำส ำคญั: ไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย วัคซีนแมทชิ่ง ซีเค็วนซิ่ง 
 
 
 
 
1 ที่ปรึกษากรมปศุสัตว์ด้านโรคปากและเท้าเป่ือย  สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กรมปศุสัตว์ 
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บทน ำ 
               กรมปศุสัตว์มีนโยบายและแผนยุทธศาสตร์ในการป้องกันและควบคุมโรคปากและเท้าเปื่อย โดยใช้
มาตรการณ์การฉีดวัคซีนให้กับสัตว์ในพื้นที่ให้ได้ไม่ต่ ากว่า 80% ของจ านวนประชากรสัตว์ภายในประเทศเพื่อ
เสริมสร้างภูมิคุม้กันให้สูงเพียงพอต่อการป้องกันโรค โดยการรณรงค์ฉีดวัคซีนให้กับสัตว์ในพื้นที่อย่างสม่ าเสมอปีละ 
2 ครั้ง  วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อยที่ใช้ส่วนใหญ่จะเป็นชนิด 3 ไทป์ (trivalent vaccine) O, A และ Asia1 มีการ
ตรวจสอบประสิทธิภาพและประสิทธิผลของวัคซีนโดยการเจาะเลือดสัตว์ภายหลังได้รับการฉีดวัคซีนประมาณ 4 
สัปดาห์ เพื่อท าการตรวจหาระดับภูมิคุ้มกันต่อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยทั้ง 3 ไทป์ด้วยวิธี Liquid phase 
blocking ELISA (LP ELISA) (Hamblin et al.,1997; Linchongsubongkoch and Janikit, 1994) และ
ตรวจหาสภาวะการติดเชื้อเพื่อแยกระหว่างสัตว์ที่ได้รับการฉีดวัคซีนและสัตว์ที่ได้รับการติดเชื้อไวรัสโรคปากและ
เท้าเปื่อยโดยการตรวจหาแอนติบอดีต่อส่วน non structure protein (NSP) ด้วยวิธี NSP- ELISA (Sorensen et 
al.,1998)  ดังนั้นการเลือกใช้ชนิดของวัคซีนให้ถูกต้องและตรงกับชนิดหรือสายพันธุ์ไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ให้ทันต่อ
สถานการณก์ารระบาดเป็นสิ่งส าคัญเพื่อให้การควบคุมโรคเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพและได้ประสิทธิผล การตรวจ
วินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการที่รวดเร็ว มีความถูกต้องและแม่นย าเพื่อการจ าแนกชนิดไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย
ด้วยวิธี antigen capture ELISA typing  (Roeder and Le Blanc Smith, 1987) ควบคู่กับการตรวจสอบ Real 
time RT-PCR (real time RT-PCR (Callahan et al., 2002)  และ Multiplex RT- PCR (Le et al., 2011) ซึ่ง
เป็นวิธีมาตรฐานที่ใช้ในปัจจุบัน นอกจากนี้ยังจ าเป็นต้องท าการศึกษาคุณสมบัติด้านแอนติเจนและพันธุกรรมของ
สายพันธุ์เชื้อไวรัสชนิดต่างๆที่ระบาดในพื้นที่มีการเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมหรือไม่ โดยการตรวจสอบ strain 
characterization ด้วยวิธี antigenic matching หรือ vaccine matching และ sequencing ตามล าดับ การ
ตรวจ antigenic matching เป็นการตรวจหาค่าความสัมพันธ์ทางซีโรโลยีระหว่างไวรัสที่ผลิตวัคซีนกับไวรัสที่
ระบาดในพื้นที่ โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางแอนติเจนของเชื้อไวรัสที่ระบาดในพื้นที่มีการเปลี่ยนแปลงไปจาก
ไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีนมากน้อยเพียงใด เพื่อวัตถปุระสงค์ในการคัดเลือกไวรัสที่เหมาะสมที่สุดเพื่อน าไปผลิตเป็นวัคซีน
ให้ตรงกับชนิดและสายพันธุ์ที่ก าลังระบาดในพื้นที่ให้มากที่สุด  ในการศึกษาครั้งนี้จะใช้การตรวจสอบ vaccine 
matching และ sequenceing  ซึ่งวิธี sequencing (Knowles and Samuel, 2003) เป็นการตรวจสอบการ
เรียงล าดับเบสของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยในส่วน VP1 segment เพื่อตรวจหาความเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมของไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ วิธีนี้จะเป็นประโยชน์ทางด้านระบาดวิทยาของโรคและสามารถใช้เป็น
แนวทางในการสืบกลับถึงไวรัสต้นก าเนิดที่ท าให้เกิดการระบาด จากรายงานของ Linchongsubongkoch et al., 
(2018) ท าการ ศึกษาระบาดวิทยาโมเลกุลของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยจากตัวอย่างพื้นที่ในประเทศไทยและ
ประเทศเพื่อนบ้านได้แก่กัมพูชา ลาว พม่าและเวียดนาม โดยวิธี sequencing ที่ส่วนของ VP1 ยีน เพื่อหาความ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสที่ระบาดในภูมิภาคในช่วง 8 ปีย้อนหลัง (2004-2011) พบว่าไวรัสไทป์ O จัด
อยู่ในกลุ่ม O/SEA/Mya-98 และ O/PanAsia และตรวจพบ O/Cathay ระบาดในเวียดนามและประเทศไทยในปี 
2005-2006  นอกจากนี้ยังพบไวรัสไทป์ O สายพันธ์ใหม่เกิดขึ้นในภูมภาคนี้ได้แก่ O/ME-SA/Ind 2001d ในปี 
2559 (Qiu et al., 2017) และ O/ME-SA/Ind2001e ในปี 2016 (Bachanek-Bankowska et al., 2018) จนถึง
ปัจจุบัน ส่วน type Asia1 ที่ระบาดในประเทศพม่าปี 2005 และเวียดนามปี 2006 พบว่าจัดอยู่ในกลุ่ม 
Asia1/ASIA/Group IV (Valarcher et al., 2009) และเมื่อปี 2017 พบไวรัส Asia1 ระบาดในพม่าเป็นไวรัสกลุ่ม
ใหม่คือ Asia1/ASIA/Group VIII (Bo et al., 2019)  ส าหรับไวรัสไทป์ A ที่ระบาดในประเทศไทยและในภูมิภาค
ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน พบว่ามีเพียงกลุ่มเดียวคือ A/ASIA/Sea-97   
               การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะทางแอนติเจนของไวรั สโรคปากและเท้าเปื่อยหรือ 
vaccine matching โดยตรวจหาความสัมพันธ์ทางซีโรโลยีระหว่างซีรัมไตเตอร์ที่ได้จากไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน 
(vaccine strain) และซีรัมไตเตอร์ที่ได้จากไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ (field strain) ด้วยวิธี LP ELISA (Kitching et 
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al., 1988) วิเคราะห์ผลเป็นค่า r-value จากการศึกษาพบว่าค่า r-value ของไวรัส type O, A และ Asia1ที่
ระบาดในพื้นที่ในอดีตตั้งแต่ปี 2003 จนถึงปัจจุบัน (Linchongsubonkoch et al., 2014)  พบว่า type O และ 
Asia1 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางแอนติเจนจากไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีนในปัจจุบันจึงไม่มีความจ าเป็นในการ
คัดเลือกไวรัสสายพันธุ์ใหม่ส าหรับการผลิตวัคซีน O/189/87 และ Asia1/Petchaburi/85 กรณี type A พบว่ามี
การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางแอนติเจนไปจากไวรัสที่ผลิตวัคซีนเป็นระยะๆ จึงจ าเป็นมีการคัดเลือกไวรัสที่
เหมาะสมส าหรับใช้ในการผลิตวัคซีนจ านวนหลายครั้ง ได้แก่ A/Sakolnakorn/1997 ใช้เป็น seed virus ใน
ปลายปี 1997  ส่วน A/118/87 เป็น seed virus ในปี 2002 และ A/Lopburi/2012 ในปี 2012 เป็นต้นมาจน
ปัจจุบันได้มีการใช้ทั้ง A/Sakolnakorn/1997 และ A/Lopburi/2012 เป็นไวรัสหลักในการผลิตวัคซีน 
(Lichongsubongkoch et al., 2017) จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นจะเห็นได้ว่าไวรัสที่ระบาดในพื้นที่มีการ
เปลี่ยนแปลงคุณลักษณะทั้งด้านแอนติเจนและพันธุกรรมบ่อยครั้ง รวมถึงข้อมูลการศึกษาความสัมพันธ์ของการ
เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติดังกล่าวยังมีน้อยมาก ซึ่งมีความเกี่ยวข้องและมีผลต่อการคัดเลือก seed virus มากน้อย
เพียงใด  ดังนั้นวัตถุประสงค์ครั้งนี้คือการศึกษาและวิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์ทางแอนติเจนและพันธุกรรมของ
ไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยที่ระบาดในพื้นที่จากอดีตจนถึงปัจจุบันระหว่างปี 2003-2019 เพื่อใช้เป็นแนวทาง
พิจารณาการคัดเลือก seed virus ที่มีความจ าเพาะและเหมาะสมส าหรับผลิตวัคซีนที่มีประสิทธิภาพความคุ้มโรค
ได้ตรงกับสายพันธ์หรือชนิดที่ระบาดในพื้นที่ได้มากที่สุด 
 

อุปกรณ์และวิธีกำร 
ตัวอย่ำงไวรัสโรคปำกและเท้ำเปื่อย 
               ท าการรวบรวมตัวอย่างเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย type O, A และ Asia1 ที่ระบาดในพื้นที่ทั้งใน
ประเทศไทยและในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ช่วงปี 2003-2019 (16 ปี) ซึ่งเป็นตัวอย่างที่ได้ผ่านการตรวจ
วินิจฉัยเป็นที่เรียบร้อยแล้ว โดยการตรวจจ าแนกชนิดไวรัสโดยวิธี ELISA typing (Roeder and Le Blanc Smith, 
1987) และท าการเพิ่มปริมาณไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยวิธี virus isolation และยืนยันผลด้วย ELISA typing  
น าตัวอย่างไวรัสทั้งหมดไปใช้ในการตรวจสอบคุณสมบัติทางแอนติเจนด้วยวิธี vaccine matching และการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมด้วยวิธี sequencing ต่อไป  
กำรตรวจสอบคุณลักษณะทำงแอนติเจนด้วยวิธี vaccine matching (r-value)  
               เป็นการตรวจหาค่าความสัมพันธ์ทางซีโรโลยีระหว่างไวรัสที่ผลิตวัคซีนกับไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ การ
แปลผลเป็นค่า r-value ขั้นตอนการตรวจสอบพอสังเขปดังนี้   
               - น าตัวอย่างไวรัสพื้นที่ (type O, A และ Asia1) ที่ผ่านการตรวจจ าแนกชนิดและเพิ่มปริมาณไวรัสใน
เซลล์เพาะเลี้ยง (virus isolation) ที่มีความรุนแรงสูงพอประมาณ น ามาใช้เป็น heterologous virus 
ส าหรับการตรวจสอบ r-value ต่อไป     
               - เตรียมไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย type O, A และ Asia1 ที่ใช้เป็น reference vaccine strain 
หรือ homologous virus ชนิดต่างๆ คือ O/189/87, A/Sakolnakorn/97, A/Lopburi/2012, A/118/87 และ 
Asia1/Petchaburi/1985    
               - หาปริมาณแอนติเจนที่เหมาะสมโดยตรวจสอบ antigen titration ด้วยวิธี ELISA เพื่อหา working 
dilution ของ homologous และ heterologous virus แต่ละชนิด  
               - เตรียม bovine immune serum จากโคทดสอบความคุ้มโรควัคซีน โดยท าการฉีดวัคซีนแต่ละชนิด
ในโคทดลอง เป็นเวลา 21 วัน หลังจากนั้นท าการเจาะเลือดและแยกซีรัม ตรวจหาระดับแอนติบอดี เบื้องต้นด้วย
วิธี LP ELISA (Hamblin et al., 1986) ก่อนน าไปใช้ตรวจสอบ r-value ต่อไป 
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              - น าไวรัสและซีรัมไปด าเนินการตรวจสอบ r-value ด้วยวิธี LP ELISA ตามวิธีการ Kitching et al., 
(1988) และ Linchongsubongkoch et al., (2000) การค านวณหาค่า r-value ดังนี ้
                            r-value = serum titer against heterologous field strain 
                                          serum titer against homologous vaccine strain 
             การแปลผลค่า r-value ตามวิธีการของ Samuel et al., (1990)  
             r = 0-0.19      Highly significant serological variation from reference vaccine strain.  
            r = 0.20-0.39  Significant difference from the reference vaccine strain, but protection 
                               may be satisfactory  if using a sufficiently potent vaccine.  
            r = 0.40-1.0   Not significantly difference from reference vaccine strain.  
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)  
               ตัวอย่างไวรัสพื้นที่และไวรัสวัคซีนของแต่ละชนิด น ามาสกัด RNA โดยใช้ TRIzol® LS reagent 
(InvitrogenTM, USA)  ท าการเปลี่ยน RNA เป็น cDNA ด้วยวิธี reverse trancription และเพิ่มปริมาณ cDNA 
ด้วยวิธี RT-PCR ตามวิธีการ  Knowles and Samuel (1994)   oligonucleotide primer ส าหรับใช้ในขั้นตอน 
RT-PCR ได้แก่ type O; O-1D-ROD1/NK61, type A; 1C-612/NK61 และ type Asia1; 1C-505/NK61 
(WRLFMD, UK)  ตรวจสอบผลผลิตหรือ PCR product band ด้วยวิธี 1.2% agarose gel electrophoresis 
โดยเทียบกับ 100 bp DNA standard marker (Promega, USA)  จะได้ PCR product ของ  type O, A และ 
Asia1 ที่ 720 bp, 813 bp and 914 bp ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 
Sequencing and phylogenetic tree analysis  
               น า PCR product ที่ได้จากขั้นตอนข้างต้นมาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ QIA quick PCR purification kit 
(QIAGEN, Germany) ตามวิธีการของผู้ผลิต ขั้นตอนการท า sequencing โดยน า PCR product ที่บริสุทธิ์มาผสม
กับน้ ายาส าเร็จรูป Big-Dye® terminator cycle kit version 3.1 (Applied Biosystems, USA) และ universal 
primer NK72 ร่วมกับ forward primer ของ type O, A และ Asia1 ตามวิธีการ Knowles and Samuel 
(2003)  น าเข้าเครื่อง Automatic sequencer,  ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)  
ปฏิกิริยา sequence จะเกิดขึ้นในส่วนของ complete VP1 segment ของไวรัส โดยมีความยาว nucleotide 
ของ type O ที่ 639, type A ที่ 636 และ type Asia1ที่ 633 ตามล าดับ แสดงผลการเรียงล าดับเบสหรือ 
alignment ของ VP1 segment  โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป GENETYX-WIN software (software developed, 
Japan)  วิเคราะห์ผลและสร้างแผนภูมิ phylogenetic neighboring-joining trees ด้วยโปรแกรม MEGA 3.1 
(Kumer et al., 2004)   

 
ผล 

                การศึกษาและวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างแอนติเจนและพันธุกรรมของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย 
type O, A และ Asia1 ที่ระบาดในพื้นที่ ในช่วงปี 2003-2019 (16 ปี) โดยการตรวจหาค่าความสัมพันธ์ทาง             
ซีโรโลยีระหว่างไวรัสที่ผลิตวัคซีนกับไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ (vaccine matching) อ่านผลเป็นค่า r-value และท า
การตรวจควบคู่การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมด้วยวิธี sequencing ในส่วนของ VP1 segment ของไวรัส   
วิเคราะห์และแสดงผลเป็น phylogenetic tree เพื่อดูความสัมพันธ์ของกลุ่มไวรัสเป็น topotype/strain ดัง
แสดงผลใน รูปที่ 1-4 และตารางที่ 2-5 ตามล าดับ ดังนี ้ 

รูปที่ 1 แสดงผลการตรวจ vaccine matching ของ type O ที่ระบาดในช่วง 2003-2019 ให้ค่า r-value 
> 0.40 (good matching) พบ 100%  มีเพียงปี 2014 ที่พบค่า r-value >0.40 พบ 93.75%  
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รูปที่ 2 แสดงผลการวิเคราะห์ด้านความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree ของไวรัส
โรคปากและเท้าเปื่อย type O ที่ระบาดในปี 2005 และ 2006  เทียบกับ seed virus O/189/87 

รูปที่ 3 แสดงผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree ของไวรัสโรค
ปากและเท้าเปื่อย type A ที่ระบาดในปี 2011-2012 และ 2016-2018 โดยใช้ seed virus A/Lopburi/ 2012 
และ A/Sakolnakorn/97   

รูปที่ 4 แสดงผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree ของไวรัสโรค
ปากและเท้าเปื่อย type Asia1 

ตารางที่ 2 แสดงผลการตรวจไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย type A ที่ระบาดในประเทศไทยระหว่างปี 
2003-2019 ที่ให้ค่า % r-value มากกว่า 0.40 (good matching) ซึ่งให้ผลระดับที่แตกต่างกันในแต่ละปีเมื่อ
เปรียบเทียบกับ seed vaccine strain ต่างๆ ได้แก่ A/Sakonlnakorn/97, A/118/87 และ A/Lopburi/2012                   

พิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree ของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย 
type O และ A ที่ระบาดในช่วง 4 ปีที่ผ่านมา (2016-2019) พบว่าไวรัสกลุ่ม O/ME-SA/Ind2001e, O/PanAsia 
และ O/SEA/Mya98 ให้ผลค่า r-value เป็น good matching ทั้งหมด กับไวรัสวัคซีน O/189/87 (ตารางที่ 3) 
  กรณี type A พบว่าความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree ของไวรัสโรคปากและ
เท้าเปื่อยที่ระบาดในช่วง 4 ปีที่ผ่านมา (2016-2019) พบว่าเป็นไวรัสจัดอยู่ใน topotype เดียวกันทั้งหมด คือ 
A/SEA/Sea-97 ผล r-value ให้ good matching (r-value >0.40) ที่แตกต่างกันในแต่ละปี โดยเทียบกับ seed 
virus  A/Lopburi/2012, A/Sakolnakorn/97 และ A/118/87 (ตารางที่ 4) 

ข้อแนะน าในการพิจารณาการคัดเลือก seed virus vaccine ที่เหมาะสมในปัจจุบัน ส าหรับใช้ในประเทศ
ไทยและภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (ตารางที่ 5) 

พิจารณารายละเอียดข้อจ ากัดและขอบข่ายการตรวจสอบระหว่าง vaccine matching และ 
sequencing  ซึ่งมีวัตถุประสงค์และประโยชน์ทีน่ าไปใช้ที่แตกต่างกัน ดังนั้นการพิจารณาการคัดเลือก seed virus 
ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตวัคซีนทั้งในกรณีฉุกเฉินหรือการผลิตปกติ (ตารางที่ 6) 

 
สรุปและวิจำรณ ์

               การศึกษาความสัมพันธ์คุณลักษณะทางแอนติเจนและพันธุกรรมของไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย โดย
การตรวจสอบ vaccine matching และ sequencing  ท าการวิเคราะห์ค่า r-value และ phylogenetic tree  
ผลการตรวจสอบไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อยที่ระบาดในช่วง16 ปีที่ผ่านมา (2003-2009)  พบว่า type O ให้ผล              
r-value > 0.40 หรือ good matching เท่ากับ 100% มีเพียงปี 2014 ที่พบค่า r-value > 0.40 เท่ากับ 93.75%  
แสดงว่าไวรัสจากพ้ืนที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะทางแอนติเจนไปจากไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีนในปัจจุบัน จึงไม่มี
ความจ าเป็นในการคัดเลือกไวรัสใหม่ส าหรับการผลิตวัคซีน  O/189/87 ดังแสดงในรูปที่ 1 การวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree มีหลาย topotype ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม O/SEA/Mya-
98, O/Cathay, O/PanAsia, O/ME-SA/Ind2001d และ O/ME-SA/Ind2001e (Bachanek-Bankowska et 
al., 2018)  ปัจจุบันไวรัสที่ระบาดในประเทศ ไทยส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่ม O/ME-SA/Ind 2001e และ PanAsia 
ส่วน O/SEA/Mya-98 มีพบส่วนน้อย จากรูปที่ 2 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง r-value และ phylogenetic tree  
จากรายงานของ Linchongsubongkoch et al., (2018) ตรวจสอบ sequencing พบไวรัสที่ระบาดในประเทศ
ไทยปี 2005 และเวียดนามปี 2006 จัดอยู่ในกลุ่ม O/Cathay topotype และ O/SEA/Mya98 ส่วนไวรัสในปี 
2016 จัดอยู่ในกลุ่ม O/SEA/Mya98 และ O/ME-SA/Ind2001d (Qiu et al., 2017) เมื่อตรวจสอบ vaccine 
matching  พบว่าให้ค่า r-value เท่ากับ 1.0 ทั้งหมด แสดงว่าไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ยังคงจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ
ไวรัสวัคซีน   เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และผล phylogenetic tree ของไวรัสที่ระบาด
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ในช่วงปี 2016-2019 ในตารางที่ 3 พบว่าเป็นไวรัสในกลุ่ม O/ME-SA/Ind2001e, O/PanAsia และ O/SEA/Mya98 
ให้ผลค่า r-value เป็น good matching กับ O/189/87 ทั้งหมด (เอกสารไม่ตีพิมพ)์  สรุปได้ว่าไวรัส type O ไม่มี
การเปลี่ยนแปลงทางแอนติเจนแต่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ดังนั้น seed virus O/189/87 ที่ผลิตวัคซีนใน
ปัจจุบันยังให้ความคุ้มโรคในพื้นที่ได้ จึงไม่มีความจ าเป็นต้องท าการคัดเลือกไวรัสวัคซีนใหม่    
               กรณี type Asia1 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree ในรูปที่ 
4 พบว่าไวรัสที่ระบาดในประเทศไทยปี 1998 และเวียดนามในปี 2006 พบไวรัสจัดอยู่ในกลุ่ม Asia1/ASIA/Group 
IV (Valarcher et al., 2009) ให้ผล good matching (r-value =1.0) กับ seed virus Asia1/Petchburi/85  
ส่วน phylogenetic tree ของไวรัส Asia1 ที่ระบาดในพม่าปี 2017 จัดอยู่ในกลุ่ม Asia1/ASIA/Group VIII ซึ่ง
พบว่ามีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับไวรัสต้นก าเนิดจากประเทศอินเดียและบังกลาเทศปี 2012-2013 (Bo et al., 
2019)  ในการศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถตรวจสอบ vaccine matching ได้เนื่องจากไวรัสไม่สามารถ adapt ใน 
tissue culture cell จากรายงาน OIE/FAO FMD Reference Laboratory Network (เอกสารไม่ตีพิมพ์) มีการ
ตรวจสอบค่า r-value ด้วยวิธี virus neutralization test (VNT) ในตัวอย่างไวรัสกลุ่ม Asia1/ASIA/Group VIII ที่
ระบาดในประเทศบังกลาเทศและปากีสถาน พบว่าให้ผล antigenic matching ได้ดีกับ Asia1/Shamir ดังนั้น
วัคซีนที่ผลิตจาก seed virus Asia1/Shamir สามารถให้ความคุ้มโรคได้กับไวรัสที่ระบาดในประเทศพม่าปี 2017   
ส าหรับวัคซีน Asia1 ในประเทศไทยที่ผลิตจาก Asia1/Petchaburi/85 นั้น  เมื่อเทียบกลุ่มไวรัส ปรากฏว่าจัดอยู่
ในกลุ่มเดียวกับ Asia1/Shamir ซึ่งตามหลักการน่าจะให้ความคุ้มโรคได้กับ Asia1/ASIA/Group VIII เช่นกัน   
ปัจจุบันไม่พบการระบาดของไวรัส Asia1ในภูมิภาคนี้ ในส่วนประเทศไทยไม่พบการระบาด Asia1 ตั้งแต่ปี 1998 
จนถึงปัจจุบัน 
              กรณี type A จากผลค่า r-value มีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางแอนติเจนไปจากไวรัสที่ผลิตวัคซีน
เป็นระยะๆ มีความจ าเป็นต้องมีการคัดเลือกไวรัสที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการผลิตวัคซีนจ านวนหลายครั้ง ได้แก่ 
A/Sakolnakorn/1997 ใช้เป็น seed virus ช่วงปี 2003-2006 และ 2009-2011 ส่วน A/118/87 เป็น seed 
virus ในปี 2003-2009 และ A/Lopburi/2012 ในปี 2012 จนถึงปัจจุบัน ดังแสดงในตารางที่ 2   

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างค่า r-value และ phylogenetic tree พบว่าไวรัส type A ที่ระบาด
ในปี 2011-2012 และ 2016-2018 จัดอยู่ในกลุ่ม A/ASIA/Sea-97 ทั้งหมด ส่วนผลค่า r-value ของไวรัสที่ระบาด
ในปี 2012 ให้ผล good matching (r-value = 1.0) กับ seed virus A/Lopburi/2012 ในขณะที่ 
A/Sakolnakorn/97 ให้ค่า r-value น้อยกว่า 0.2 (poor matching)   ส่วนไวรัสที่ระบาดในปี 2016 ให้ผล good 
matching กับ A/sakolnarn/97 และให้ poor matching กับ A/Lopburi/2012  แสดงให้เห็นว่าไวรัสมีการ
เปลี่ยนแปลงทางแอนติเจน (antigenic variation) แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (genomic variation) 
จ าเป็นต้องท าการคัดเลือก seed virus vaccine ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตวัคซีนในแต่ละช่วงของการระบาด ดัง
แสดงในรูปที่ 3  แต่เมื่อพิจารณาการระบาดในช่วงปี 2016-2019 ในตารางที่ 4 พบว่าไวรัสที่ระบาดในปี 2016-
2017 มีความสัมพันธ์ทางแอนติเจนใกล้กับ A/Sakolnakotn/97 และไวรัสที่ระบาดในปี 2018-2019 มี
ความสัมพันธ์ทางแอนติเจนใกล้กับ A/Lopburi/2012 ส่วนไวรัสที่ระบาดในปี 2016-2019 ทั้งหมด ไม่มี
ความสัมพันธ์กับไวรัสวัคซีน A/118/87  ซึ่งไม่สามารถให้ความคุ้มโรคได้ ในขณะที่ผล phylogenetic tree จัดอยู่
ในกลุ่มเดียวกันทั้งหมดคือ A/ASIA/Sea97   
               จากการศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่าการวิเคราะห์ผลความสัมพันธ์ทางแอนติเจนและพันธุกรรมของไวรัสโรค
ปากและเท้าเปื่อยที่ระบาดในพื้นที่ทั้งในประเทศไทยและภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  พบว่าไม่มีความสัมพันธ์
อย่างมีนัยส าคัญ  จะเห็นได้ว่าค่า r-value และ phylogenetic tree  ของไวรัส type O ให้ผล antigenic 
matchinhg ได้ดีเกือบทุกตัวอย่าง แต่ให้ผล genomic variation กับไวรัสที่ระบาดในแต่ละปี กรณี type A พบว่า 
antigenic matching มีการเปลี่ยนแปลงหลายครั้งของการระบาด แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมหรือไม่มี 
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genomic variation พบเพียง topotype เดียวทั้งหมดคือ A/ASIA/Sea97  ส่วน type Asia1 พบว่าไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงทาง antigenic variation พบเพียง genomic variation ในตัวอย่างจากพม่าปี 2017 เท่านั้น   
ดังนั้นการพิจารณาวิธีการคัดเลือก seed virus ที่ถูกต้องส าหรับการผลิตวัคซีน ต้องพิจารณาค่า r-value เป็นหลัก  
จะพิจารณาเฉพาะค่า sequencing อย่างเดียวคงไม่ถูกต้องตามหลักวิชาการ  เนื่องจากการตรวจสอบของแต่ละวิธี
มีวัตถุประสงค์และประโยชน์แตกต่างกัน คือการตรวจ sequencing จะมีประโยชน์ในเชิงระบาดวิทยาเพื่อสืบกลับ
ถึงต้นก าเนิดของไวรัสที่ท าให้เกิดโรคระบาดในพื้นที่นั้นๆ  ส่วนค่า r-value เป็นการตรวจสอบความสัมพันธ์ทาง             
ซีโรโลยีระหว่างไวรัสที่ระบาดในพื้นที่กับไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีนมีการเปลี่ยนแปลงไปหรือไม่ ซึ่งใช้หลักการปฏิกิริยา
ระหว่าง antibody ที่ได้จากไวรัสที่ระบาดในพื้นที่น ามาเทียบกับ antibody ที่ได้จากไวรัสที่ใช้ผลิตวัคซีน วิธีนี้มี
วัตถุประสงค์จ าเพาะในการคัดเลือก seed virus ส าหรับผลิตวัคซีนทั้งในยามกรณีฉุกเฉินและงานประจ าปกติ  ใน
กรณีการผลิตวัคซีนภายในประเทศหรือต่างประเทศส าหรับเพื่อการค้านั้น จะมีการตรวจสอบ r-value เป็นหลัก 
ส่วน sequencing เป็นเพียงข้อมูลสนับสนุนทางวิชาการเท่านั้น จากข้อมูลในตารางที่ 5 เป็นข้อแนะน าในการ
คัดเลือก seed virus ที่เหมาะสมที่ใช้ในประเทศและในภูมิภาคนี้  โดยการตรวจสอบ vaccine matching ด้วยวิธี 
LP ELISA หรือ 2-dimention virus neutralization test (2-D VNT) ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานของ OIE ทั้งนี้ขึ้นกับ
ศักยภาพของห้องปฏิบัติการของแต่ละประเทศ ส าหรับหลักการวิธีการตรวจสอบ ข้อจ ากัดการใช้งาน วัตถุประสงค์
และประโยชน์ที่ได้รับของการตรวจสอบ vaccine matching และ sequencing นั้นมีข้อแตกต่างกัน ซึ่งบางครั้ง
ให้ผลสอดคล้องกันหรือไม่สอดคล้องกัน  ดังนั้นควรพิจารณาให้ตรงกับวัตถุประสงค์ของผู้ใช้เป็นหลักเพื่อให้การ
ป้องกัน ควบคุมและก าจัดโรคปากและเท้าเปื่อยในพ้ืนที่ให้มีประสิทธิภาพสูงสุด  ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 6 
    

กิตติกรรมประกำศ 
               ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเปื่อย ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ทุกท่านที่ให้
ความร่วมมือในการรวบรวมข้อมูลการตรวจวินิจฉัยโรคปากและเท้าเปื่อย vaccine matching และ sequencing  
เพื่อใช้ส าหรับด าเนินการวิเคราะห์ในโครงการนี้อย่างต่อเนื่องจนบรรลุผลส าเร็จ 
 

เอกสำรอ้ำงอิง 
Bachanek-Bankowska, K., Nardo, A,D., Wadsworth,J., Mioulet, V., Pazzoni, G., Grazioli, S., 

Brocchi,E., Kafle, S,C., Hettiarachchi, R., Kumarawadu,P., Eldaghayes,I, M., Dayhum, A, S., 
Meenowa,d., Sghaier,S., Madani,H., Abouchoaib, N., Houang, B,H., Vu,P,P., Dukpa, 
K.,Gurung,R,B., Tenzin,S., Wernery,U.,  Pathummart,A., Linchongsubongkoch,W., Boonsuya 
Seeyo,K., Relmy, A., Bakkali-Kassimi, L., Scherbakov,A., King, D,P. and Knowles, N.J. 2018. 
Reconstructing  the evolutionary history of pandemiv foot and mouth disease viruses: 
the impact of recombination within the emerging O/ME-SA/Ind2001 lineage. Scientific 
Reports (2018) 8: 14693/DOI:10.1038/s41598-018-32693-8.  

Bo, L.L., Lwin, K,S., Ungvanijban,S., Knowles, N,J., Wadswort, J.,  King, D, P., Abila, R. and Qiu,Y. 
2019. Fot and mouth disease outbreaks due to an exotic serotype Asai1 virus in 
Myanmar 2017. J. Transbound. Emerg. Dis. 1-6.  

 
 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 30   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2564              80         J. Vet. Biol.   Vol. 30   No.1-2   March-September 2021 
 

Callahan, J.D., Brown, F., Osorio, F.A., Sur, J.H., Kramer, E., Long, G.W., Lubroth, J., Ellis . S. J., 
Shoulars. K.S., Gaffney, K.L. and Nelson, W.M., 2002. Use of a portable real time revese 
transcriptase polymeraser chain reaction assay for rapid detection of foot and mouth 
disease virus. J.Am. Vet. Med. Assoc.  220 : 1636-1642.  

Hamblin, C., Kitching, R.P., Donaldson, A., Crowther, J,R. and Barnett, R. I. T. 1997. Enzyme linked 
immunosorbant assay (ELISA) for detection of antibodies against foot and mouth disease 
virus. J. Immun. Methods. 93: 122-129.    

Kitching, R.P., Rendle, R. and Ferris, N.P. 1988. Rapid correlation between field isolates and 
vaccine strains of foot and mouth disease virus. Vaccine. 6 (5): 403-408.   

Knowles, N.J. and Samuel, A.R.  2003. Molecular epidemiology of foot and mouth disease virus. 
Virus Research. 91: 65-80.  

Kumar, S., Tamura, K. and Nei, M.  2004.  MEGA 3.  Integrated software for molecular 
evolutionary genetic analysis and sequence alignment, Breif Bioinfom. 5: 150-163. 

Le, V.P., Lee, K.N., Nguyen, T., Kim, S.M., Cho, I.S., Quyen, D.V., Khang, D.D. and Park, J.H. 2011. 
Development of one-step multiplex RT-PCR method for simultaneous detection and 
differentiation of foot-and-mouth disease virus serotypes O, A, and Asia 1 circulating in 
Vietnam. J Virol Methods. 175: 101-108.   

Linchongsubongkoch, W., Abila, R. and Thongtha, P.  2018. Molecular epidemiology of foot  and 
mouth disease virus in Southeast Asia during 2004-2011.  J. Vet. Biol. 27 (1-2): 28-43.  

Linchongsubongkoch, W.,  Boonsuya Seeyo, K., Sripisuth,S.,  Samanit,J. and Petvanichakul, S. 
2014. Antigenic and profiling of foot and mouth disease virus type A in Thailand during 
2010-2012.   J. Thai Vet Assoc. 65 (1-3):  41-53. 

Linchongsubongkoch , W., Boonsuya Seeyo,K., Udon, R. and Samanit,J. 2017.  Antogenic 
evolution of foot and mouth disease virus seed selection for vaccine production in  
Thailand. Proceedings the 5th Thailand-Japan Joint Conference on Animal Health. 
Bangkok.17-19. 

Linchongsubongkoch, W. and Janukit, T. 1994. Detection of antibodies titer to foot and mouth 
disease virus by liquid phase blocking ELISA. Proceedings on the 1st Annual Veterinary 
Biologics Conference. 62-72.   

Linchongsubongkoch, W.,  Rumlumdoan, S.,  Kamolsiripichaiporn, S. and Janukit, T. 2000.  
Antigenic variation of foot and mouth disease viruses from field outbreak in Thailand. 
Proceedings in 38th Kasetsart University Annual Conference. 207-214.   

Qiu, U., Abila, R., Rodtian, P., King, D,P., Knowles,N,J., Ngo, L.T., Le, V.T., Khounsy, S., Bounma,  S., 
Verin, B.C., Widder, P. 2017.  Emerging of an exotic strain of serotype O foot and  mouth 
disease virus O/ME-SA/Ind2001d in Southest Asia in 2015.  J.Tansbound Emerg. Dis. 2017, 
1-9.  

Roeder, P.L. & Le Blanc Smith, P.M. (1987). Detection and typing of foot and mouth disease   
virus by enzyme linked immunosorbent assay : a sensitive, rapid and reliable technique 
for primary diagnosis . Res. Vet. Sci., 43: 225-232.  



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 30   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2564              81         J. Vet. Biol.   Vol. 30   No.1-2   March-September 2021 
 

Samuel, A.R., Ouldridge E. J., Arrowsmith, A.E.M.,  Kitching, R.P. and Knowles, N.J . 1990. Antigenic 
analysis of  serotype O of foot and mouth disease virus isolates from the Middle East 
1981- 1988. Vaccine. 8: 390-396.    

Sorensen, K., Hansen, C.M., Madsen, E.S. and Madsen< K,G. 1998. Blocking ELISA using non 
structural protein 3D, 3AB and 3ABC produced in the bacculovirus expression system. J. 
Clin. Sci. Epidemiol. 20: S17-S20.   

Valarcher,J, F., Knowles, N,J., Zakharov,V., Scherbakov, A., Zhang,Z., Shang, Y.,  Liu, Z., Liu,X., 
Sanyal, A., Hemadri,D., Tosh, C., Rasool,T, J., Pattnaik, B., Schumann, K, R., Schumann, K, 
R.,  Beckham, T,R., Linchongsubongkoch,W.,  Ferris, N,P.,  Roeder,P,L. and Paton, D,J. 
2009.  Multiple Origins of Foot-and-Mouth Disease Virus Serotype Asia 1 Outbreaks, 
2003–2007.   Emerging Infectious Diseases • www.cdc.gov/eid • Vol. 15, No. 7, July 2009 
P1046-1051. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

วารสารชีวผลิตภัณฑ์   ปีที่ 30   ฉบับที่ 1-2   มีนาคม-กันยายน   2564              82         J. Vet. Biol.   Vol. 30   No.1-2   March-September 2021 
 

ตำรำงท่ี 1  List of oligonucleotide primers and product bands for RT-PCR and sequencing 
Primer designation Primer sequence 5’-3’ Location Product length(bp) 

O 1C-ROD1    TGTTGAAAACTACGGTGGTGA 1C 700-720 
A 1C-612    TAGCGCCGGCAAAGACTTTGA 1C 813-816 

Asia1 1C-505    TACACTGCTTCTGACGTGGC 1C 908-914 
NK72    GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC 2A Universal primer 
NK61    GACATGTCCTCCTGCATCTG 2B Universal primer 

 
ตำรำงท่ี 2 ผลการตรวจไวรัสโรคปากและเท้าเปื่อย type A ที่ระบาดในประเทศไทยระหว่างปี 2003-2019 ที่ให้ค่า % r-value 

มากกว่า 0.40 (good matching) ซึ่งให้ผลระดับที่แตกต่างกันในแต่ละปีเมื่อเปรียบเทียบกับ seed vaccine strain 
ต่างๆ ได้แก่ A/Sakonlnakorn/97, A/118/87 และ A/Lopburi/2012 

 
 
ตำรำงท่ี 3 Result of vaccine matching and srequencing of FMDV type O during 2016-2019, indicating the 

percentage of r-value greater than 0.4 (good matching) to O/189/87 
    Sequencing   
  topotype/strain   

% r-value of type O giving good matching (r-value > 0.40) 
2016 2017 2018 2019 

O/ME-SA/Ind2001e 100% (23/23) 85.7% (6/7) 70%(14/20) 100% 
O/PanAsia 0% 14.3% (1/7) 20% (4/20) Not Done 
O/SEA/Mya98 Not Done 0% 10% (2/20) Not Done 

 
ตำรำงท่ี 4 Result of vaccine matching and srequencing of FMDV type A during 2016-2019, indicating the 

percentage of r-value greater than 0.4 (good matching) 

Seed vaccine 
Sequencing 

topotype/strain 
% r-value of type A giving good matching (r-value > 0.40) 

2016 2017 2018 2019 
A/lopburi/2012 A/ASIA/Sea97 26.7%(4/15) 30.7%(4/13) 96%(24/25) 93.9%(31/33) 
A/Sakolnakorn/97 A/ASIA/Sea97 100%(15/15) 69.2%(9/13) 60%(15/25) 30.3%(10/33) 
A/118/87 A/ASIA/Sea97   Not Done 38.4%(5/13)       0%       0% 
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ตำรำงท่ี 5  Recommendation on current vaccine strains suitable for use in Thailand and SEA region 
 

 
 
ตำรำงท่ี 6 รายละเอียดหลักการและวัตถุประสงค์ของการตรวจสอบ vaccine matching และ sequencing เพื่อน าไปใช้พิจารณา

การคัดเลือก seed virus ส าหรับผลิตวัคซีน 
           Vaccine matching                      Sequencing 
1. วิ ธี ท ด ส อ บ /

วิเคราะห์ผล   
- LP ELISA   วิเคราะห์ผลค่า r-value 
- 2-dimension neutralization test 
   (2-D VNT) วิเคราะห์ผลค่า r-value 

sequencing ในส่วน VP1 segment ของไวรัส 
วิเคราะห์ผล phylogenetic tree 

2. หลักการ 
การทดสอบ 

 

ใช้หลักการปฏิกิริยา inhibition หรือ
neutralizing activity ระหว่าง antigen และ 
antibody ที่จ าเพาะกันจะไปยับยั้ง ไวรัสหรือ
ท าให้เป็นกลาง ซึ่งไม่สามารถ infect เข้าเซลล์
ได้ virus particle หลักคือ146S particle ซึ่ง
ประกอบด้วยโปรตีน VP1, VP2, VP3 และ VP4 

ใช้หลักการเรียงล าดับเบสของไวรัสเฉพาะส่วน
ของ VP1 gene ที่มีความยาวเบส ประมาณ 633-
639 bp เท่านั้น  ไม่ได้ตรวจสอบ whole 
genome ดังนั้นผลที่วิเคราะห์ จึงเป็นเฉพาะส่วน 
VP1 gene เท่านั้น ไม่ได้วเิคราะห์ตลอดสาย 
virus genome ซึ่งมีความยาว ~ 8500 bp   

3. วัตถุประสงค์/
ป ร ะ โ ย ช น์ ที่
ได้รับ 

ศึ กษาการ เปลี่ ยนแปลงคุณลั กษณะทาง
แอนติเจนระหว่างเชื้อไวรัสที่ระบาดในพื้นที่กับ
ไวรัสวัคซีน  เพื่อการคัดเลือก seed virus 
ส าหรับผลิตวัคซีนได้ตรงกับชนิดและสายพันธ์
พันธุ์ที่ก าลังระบาดในพื้นที่ให้ทันกับสถานการณ์
ปัจจุบัน 

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม เพื่อสืบกลับ
ถึงต้นก าเนิดไวรัสที่ระบาดในพื้นที่ เป็นการ
สนับสนุนงานระบาดวิทยา เพื่อการวางแผน
ป้องกันและควบคุมโรคให้ทันเหตุการณ์ปัจจุบัน 

 
  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 ผลกำรตรวจไวรัสโรคปำกและเท้ำเปื่อย type O ที่ระบำดในประเทศไทยระหว่ำงปี 2003-2019 ที่ให้ผลค่ำ % r-

value มำกกว่ำ 0.4 (good matching)   
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รูปที่ 2  Antigenic and genomic relation of type O, indicated by r-value and phylogenetic tree 

 
 
 

 
รูปที่ 3 Antigenic and genomic relation of type A, indicated by r-value and phylogenetic tree 
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รูปที่ 4  Antigenic and genomic relation of type Asia1, indicated by r-value and phylogenetic tree 
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Antigenic and genomic relationship of foot and mouth disease virus 
in selecting seed virus for vaccine production 

 
Wilai Linchnongsubongkoch1 

                
Abstract 

               The relationship between antigenic and genomic characteristic of foot and mouth    
disease virus (FMDV) type O, A and Asia1 causing outbreak in Thailand and Southeast Asia region 
during the past 16 years (2003-2019) were investigated.  The field viruses were carried out by 
vaccine matching and sequencing, the results were determined as r-value and phylogenetic 
tree. The results found that r-value of type O were good matching (r-value = 1.0) to O/189/87 
vaccine strain. This indicated that all field viruses were close related to vaccine strain. It was 
recommended that not necessary to change the existing seed vaccine strains of O/189/87.  The 
relationship between r-value and phylogenetic tree were analyzed, the phylogenetic tree of 
viruses O in 2005 were related to O/Cathay and O/SEA/Mya98.  While viruses in 2016 were 
related to O/SEA/Mya98 and O/ME-SA/Ind2001d, the r-value results were 1.0 to all viruses. 
Similarly results of type Asia1 in Thailand in 1998 and Vietnam in 2006, the r-value were good 
matching (r-value = 1.0) to seed virus Asia1/Petchaburi/85 and phylogenetic tree were related to 
Asia1/ASIA/Group IV.  While the phylogenetic tree of the Asia1 in Myanmar in 2017 was related 
to Asia1/ASIA/Group VIII. Therefore, type O and Asia1 demonstrated the genomic variation but 
no antigenic variation to those viruses. For type A, the r-value results during 2003-2019 indicated 
the antigenic variation occurred when disease outbreak from time to time, the phylogenetic 
tree of them were close related to only one topotype of A/ASIA/Sea97. Consideration of r-value 
of type A in 2012 indicated good matching (r-value = 1.0) to A/Lopburi/2012 vaccine strain but 
poor matching (r-value < 0.20) to A/Sakolnakorn vaccine strain. In contrast, the r-value of type A 
in 2016 indicated good matching to A/Sakolnakorn but poor matching to A/Lopburi /2012. It 
meant that type A were found antigenic variation but no genomic variation, therefore, new 
strains were then selected for vaccine production. This study would be useful in supporting the 
technical information of antigenic and genomic characteristic of field viruses in selecting an 
appropriate virus strain for vaccine production of high efficacy vaccine and also in updating the 
virus strain in recent outbreak situation. 
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