




คำำ�นำำ�

คู่่�มืือโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยและการเตรีียมความพร้้อมของห้้องปฏิิบััติิการในการควบคุมและ

ป้้องกัันโรคฉบัับนี้้� ผู้้�เขีียนรวบรวมข้อมููลจากงานประจำำ� งานวิิจััยและเอกสารทางวิิชาการทั้้�งในและ 

ต่่างประเทศ รวมทั้้�งประสบการณ์์ของผู้้�เขีียน นำำ�มาเรีียบเรีียงความรู้้�เกี่่�ยวกัับโรคปากและเท้้าเป่ื่�อย  

โดยแบ่่งเป็็นความรู้้�ด้านการตรวจโรคปากและเท้้าเป่ื่�อย และการเตรีียมความพร้้อมของห้้องปฏิิบััติิการ

ในสนัับสนุุนการควบคุมและป้้องกัันโรค เพื่่�อให้้เข้้าใจระบบการทำำ�งานของห้้องปฏิิบััติิการในการเตรีียม

ความพร้้อมเมื่่�อเกิิดโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยระบาดในประเทศ ผู้้�เขีียนหวังเป็็นอย่่างยิ่่�งว่่าคู่่�มืือเล่่มนี้้� จะมีี

ประโยชน์์ต่่อบุุคลากรในวงการปศุุสััตว์์และผู้้�สนใจทั่่�วไป ได้้มีีความรู้้�ความเข้้าใจในจุุดประสงค์์ของงาน

ทดสอบโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยแต่่ละวิิธีี รวมทั้้�งเข้้าใจในวิิธีีการเมื่่�อเกิิดโรคระบาดที่่�นำำ�มาปฏิิบััติิเพื่่�อช่่วย

ควบคุมและป้้องกัันโรค  

ผู้้�เขีียนขอขอบคุณเจ้้าหน้าที่่�ของศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยภููมิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ 

รวมทั้้�งเจ้้าหน้าที่่�ของสถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ ผู้้�บัังคัับบััญชาทุุกท่่านที่่�ผ่่านมาจนถึึงปััจจุุบััน ตลอดจน

ที่่�เคยถ่่ายทอดความรู้้�และสนัับสนุุนการอบรม ดููงานเพื่่�อหาความรู้้�ใหม่่ ผู้้�เกษีียณอายุุราชการทุุกท่่าน       

ที่่�ได้้ให้้คำำ�แนะนำำ� และมีีส่่วนช่่วยให้้คู่่�มืือฉบัับนี้้�สำำ�เร็็จลงได้้ด้้วยดีี   
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- 1 -Foot and Mouth disease and laboratory preparedness for control and prevention

	 โรคปากและเท้าเปื่อย (Foot and Mouth Disease, FMD) เป็นโรคระบาดที่รุนแรง ติดต่อง่าย แพร่กระจาย

อย่่างรวดเร็็วในสััตว์์กีีบคู่่�  เช่่น โค กระบืือ แพะ แกะ สุกร และในสััตว์์ป่่ากีีบคู่่�อีกกว่่า 70 ชนิด FMD เกิิดจากเชื้้�อ 

Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) มีี 7 ซีีโรไทป์์ ได้้แก่่ โอ เอ ซีี เซาท์์แอฟริิกัันเทอรีีทอรีี 1, 2, 3 และ 

เอเชีียวััน ทั้้�งยัังสามารถจำำ�แนกเป็็นไวรััสชนิดย่่อยได้้อีีก 64 ชนิดย่่อย ซีีโรไทป์์โอ มีี 11 ชนิดย่่อย เอ มีี 32 ชนิดย่่อย

ซีี มีี 5 ชนิดย่่อย เซาท์์แอฟริิกัันเทอรีีทอรีี 1 มีี 6 ชนิดย่่อย เซาท์์แอฟริิกัันเทอรีีทอรีี 2 มีี 3 ชนิดย่่อย เซาท์์แอฟริิกััน

เทอรีีทอรีี 3 มีี 4 ชนิดย่่อย และเอเชีียวััน มีี 3 ชนิดย่่อย นอกจากนี้้�ยัังมีีสายพัันธุ์์�ใหม่่ ๆ เกิิดข้ึ้�นอีีกหลายสายพัันธุ์์� 

สััตว์์ที่่�ป่วยเป็็นโรคปากและเท้้าเปื่่�อยจะมีีไข้้สููง ซึึม น้ำ  ำ��ลายไหล เกิิดตุ่่�มใสที่่�ลิ้้�น เหงืือก ภายในปาก กี บ เต้้านม         

กิินอาหารไม่่ได้้ เดิินขากะเผลก สััตว์์เล็็กอาจตายจากหััวใจล้้มเหลวเฉีียบพลััน เนื่่�องจากกล้้ามเนื้้�อตายที่่�หัวใจ (tiger 

heart) FMD มีีผลกระทบอย่่างมากต่่ออุุตสาหกรรมการเลี้้�ยงปศุุสััตว์์ โดยเฉพาะการส่่งออกสิินค้้าปศุุสััตว์์ เนื่่�องจาก

เป็็นข้้อกีีดกัันทางการค้้าระหว่่างประเทศ  เมื่่�อมีี FMD ระบาดจะทำำ�ให้้ผลผลิิตทางการปศุุสััตว์์ลดลง เช่่น ผลผลิิต

น้ำำ��นมโคจะลดลง ร้อยละ 33 ซึ่่�งอาจเกิิดข้ึ้�นในช่่วงสั้้�น ๆ แต่่บางครั้้�งในกรณีีเรื้้�อรัังอาจทำำ�ให้้ผลผลิิตน้ำำ��นมรวมลดลง

ได้้ถึึงร้้อยละ 80 ของผลผลิิตในช่่วงปกติิ ในสุุกรที่่�ติดเชื้้�อจะมีีอััตราการเจริิญเติิบโตลดลงส่่งผลให้้ต้้นทุุนการผลิิตสุุกร

ซึ่่�งเป็็นแหล่่งอาหารโปรตีีนที่่�สำำ�คัญอีีกหนึ่่�งแหล่่งสำำ�หรัับมนุษย์์สููงข้ึ้�น นอกจากนี้้� FMD อาจทำำ�ให้้สััตว์์ที่่�อุ้้�มท้อง      

เกิิดการแท้้งลููก ประเทศที่่�ปลอดโรคจะใช้้มาตรการควบคุุมโรคด้้วยการทำำ�ลายทิ้้�งทั้้�งสััตว์์ที่่�ติดเชื้้�อและที่่�คาดว่่า        

จะสััมผัสเชื้้�อทั้้�งหมด เพื่่�อคงสถานการณ์์เป็็นประเทศปลอดโรคไว้้ เช่่น เมื่่�อครั้้�งเกิิดการระบาดที่่�ประเทศอังกฤษในปีี 

ค.ศ. 2001 ก่อความสููญเสีียทางเศรษฐกิิจไปเป็็นมููลค่่า 11,600 ล้านดอลลาร์์ มีีสััตว์์ถููกทำำ�ลาย 6.24 ล้านตััว และ

ประเทศอังกฤษต้้อง สููญเสีียรายได้้จากการท่่องเที่่�ยวไปมากกว่่า 4,000 ล้านดอลลาร์์ และในปีี ค.ศ. 2010 ประเทศ

ญี่่�ปุ่่�นได้้รัับผลกระทบทางเศรษฐกิิจจากการระบาดของ FMD เป็็นมููลค่่ามากกว่่า 568 ล้ านดอลลาร์์ และมีีสััตว์์ถููก

ทำำ�ลาย 2.9 ล้ านตััว การระบาดที่่�สร้้างความเสีียหายทางเศรษฐกิิจอย่่างมากแก่่ทวีีปเอเชีียอีีกครั้้�งเกิิดที่่�ประเทศ

ไต้้หวัันในปีี ค.ศ. 1997 สร้างความเสีียหายทางเศรษฐกิิจเป็็นมููลค่่า 9,450 ล้านดอลลาร์์ และต้้องทำำ�ลายสััตว์์ไปกว่่า 4 

ล้้านตััว 

	 ประเทศไทยเป็นพื้นที่ที่มีการระบาดของ FMD แบบประจ�ำถิ่น มีรายงานการเกิดโรคอย่างต่อเนื่องตลอดทั้งปี 

ส่่งผลกระทบอย่่างรุุนแรงทางเศรษฐกิิจต่่อเกษตรกร เนื่่�องจากมีีสััตว์์กีีบหลายชนิดจำำ�นวนมากที่่�สามารถติิดเชื้้�อไวรััส

ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับ FMD

บทที่ 1



- 2 - โรคปากและเท้้าเปื่่อยและการเตรีียมความพร้้อมของห้้องปฏิิบััติิการในการควบคุุมและป้้องกัันโรค

และป่่วยจากโรคนี้้�โดยเฉพาะสุุกรและโคนม  สััตว์์ที่่�เป็็น 

FMD แม้้อััตราการตายต่ำำ��  แต่่การเจริิญเติิบโตช้้า 

ผลผลิิตน้ำำ��นมลดลง ไม่่สามารถเคลื่่�อนย้้ายหรืือขาย

ผลผลิิตได้้ และยัังก่่อให้้เกิิดค่่าใช้้จ่่ายจำำ�นวนมหาศาล

ในการตรวจวิินิิจฉััยและการควบคุุมและป้้องกัันโรค  

ทั้้�งจากค่่าแรงงาน ค่ าวััคซีีน ยาฆ่่าเชื้้�อ ซึ่่� งเป็็นการเพิ่่�ม

ต้้นทุุนการผลิิตปศุุสััตว์์ทำำ�ให้้เสีียโอกาสในการพััฒนา

ปศุุสััตว์์และลดความมั่่�นคงทางอาหาร (food security) 

และยัังทำำ�ให้้สููญเสีียโอกาสของการเพิ่่�มศัักยภาพการ

แข่่งขัันในการผลิิตเพื่่�อการค้้าในตลาดระหว่่างประเทศ

ด้้วย ถ้าสามารถควบคุุม FMD ได้้นอกจากจะลดความ      

สููญเสีียผลผลิิตจากการปศุุสััตว์์เนื่่�องจาก FMD แล้้ว  

สิ่่�งที่่�ตามมาคืือเพิ่่�มขีดความสามารถในการแข่่งขััน

ทางการค้้า ทำ ำ�ให้้สิินค้้าเกษตรมีีราคาที่่�สููงข้ึ้�น และ

สามารถส่่งออกสิินค้้าเกษตรได้้เพิ่่�มข้ึ้�น 

	 ศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อยภููมิภาคเอเชีีย

ตะวัันออกเฉีียงใต้้ (ศออ.) สัังกััดสถาบัันสุุขภาพสััตว์์

แห่่งชาติิ เป็็นหน่่วยงานหลัักของกรมปศุุสััตว์์ในการตรวจ 

FMD เพื่่�อสนับสนุนการควบคุุมและป้้องกัันโรคให้้แก่่

เกษตรกร โดยงานทดสอบที่่�สำำ�คัญอย่่างหนึ่่�งคืืองาน

ทดสอบเพื่่�อคััดเลืือกไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีน เนื่่�องจากเชื้้�อ 

FMDV เป็็นเชื้้�อไวรััสที่่�มีีสารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ที่่� มีี

ความแปรปรวนสููงมีีความหลากหลายทางพันัธุุกรรมมาก

และมีีแอนติิเจนใหม่่ ๆ เกิิดข้ึ้�นบ่่อยครั้้�ง การใช้้วััคซีีน

ป้้องกััน FMD หนึ่่�งซีีโรไทป์์ไม่่สามารถป้้องกัันข้้าม       

ซีีโรไทป์์ และอาจไม่่ป้้องกัันสายพัันธุ์์�อื่่�น ๆ ของซีีโรไทป์์

เดีียวกััน วิ ธีีการที่่�เชื่่�อถืือได้้และนิิยมใช้้ในการคััดเลืือก

ไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนคืือพิิจารณาหาค่่าความสััมพันธ์์

ของแอนติิเจนทางซีีรััมวิทยาระหว่่างเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน

กัับเชื้้�อไวรััสที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�  (vaccine matching, 

r-value หรืือ ค่ า r) โดยการศึึกษาเปรีียบเทีียบการ 

neutralize ข องไวรััสทั้้�งสองกัับซีีรััมที่่�ได้้มาจากสััตว์์ที่่�

ได้้รัับไวรััสในวััคซีีน ในช่่วงเวลาที่่�ผ่านมาเชื้้�อ FMDV มีี

การเปลี่่�ยนแปลง r-value หลายครั้้�ง เช่่นในระหว่่างปีี 

พ.ศ. 2550–2562 เชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ไทป์์เอ

เปลี่่�ยนแปลง r-value อยู่่�ระหว่่าง 3 ส ายพัันธุ์์�คือ           

A/Saraburi/87, A/Sakolnakorn/97 และ A/Lopburi/ 

2012 (Seeyo et al., 2020) ทำำ�ให้้กรมปศุุสััตว์์จำำ�เป็็น

ต้้องต้้องเปลี่่�ยนไวรััสในวััคซีีนให้้ตรงกัับเชื้้�อ FMDV ที่่�

ระบาดในพื้้�นที่่�เพื่่�อควบคุุมโรค

	 เมื่่�อมีีการระบาดของ FMD ในพื้้�นที่่� ศ ออ. จะ

ตรวจวิินิิจฉััยโรค โดยตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของ 

FMDV หลัังจากที่่�ทราบซีีโรไทป์์ไวรััสแล้้ว ก็ จะนำำ�

ตััวอย่่างดัังกล่่าวไปเพาะแยกเชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณไวรััส 

และยืืนยัันผลจำำ�แนกซีีโรไทป์์ซ้ำำ��อีกครั้้�ง จากนั้้�นนำำ�ไป

ทดสอบระดัับของแอนติิเจน ด้วยวิิธีี antigen titration 

กัับแอนติิซีีรััมของกระต่่ายและหนููตะเภาโดยใช้้ไวรััสที่่�

ใช้้ผลิิตวััคซีีนเป็็นตััวควบคุุมบวก เมื่่�อได้้ระดัับแอนติิเจน 

ที่่�เหมาะสมแล้้วจึึงนำำ�มาทดสอบหา r-value กับไวรััสที่่�

ใช้้ผลิิตวััคซีีนว่่ายัังเหมาะสมครอบคลุุมเชื้้�อไวรััสใน

พื้้�นที่่�หรืือไม่่ ถ้าครอบคลุุมก็ยัังสามารถใช้้ไวรััสที่่�ใช้้ผลิิต

วััคซีีนตััวเดิิม ถ้ าไม่่ครอบคลุุมก็จะพิิจารณาเปลี่่�ยน

ไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนเพื่่�อควบคุุมและป้้องกัันโรคต่่อไป 

ในกระบวนการที่่�กล่่าวมา ศออ. จะต้้องมีีความพร้้อมใน

การที่่�จะทดสอบ r-value และต้้องมีีความพร้้อมในงาน

เพาะแยกเชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณไวรััสที่่�ต้องทำำ�ในอาคาร

ที่่�มีีความปลอดภััยทางชีีวภาพระดัับ 3 (biosafety 

level 3 หรืือ BSL-3) และเมื่่�อมีีการเปลี่่�ยนแปลงของ

เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่� ศ ออ. ต้ องมีีความพร้้อมในการผลิิต

สารตรวจสอบสำำ�หรัับงานทดสอบ r-value รวมทั้้�งงาน 

ELISA อื่่�น ๆ

	 ด้วยเหตุนี้ผู ้วิจัยจึงได้จัดท�ำคู ่มือที่มุ ่งเน้นการ 

เตรียมความพร้อมของห้องปฏิบัติการในการควบคุม

และป้องกัน FMD เมื่อมีการระบาดของ FMD ในท้องที่ 

โดยจะกล่าวถึงความรู้ทั่วไปด้านการตรวจ FMD ได้แก่ 

การตรวจแอนตเิจนได้แก่เช้ือไวรสั  การตรวจแอนตบิอด ี

การตรวจหาล�ำดับเบสของสารพันธกุรรมของเชือ้ FMDV 

ด้วยวิธี nucleotide sequencing และการเตรียม

ความพร้อมของห้องปฏิบัติการด้านอื่น ๆ เมื่อเกิดการ

ระบาดของโรค ซึ่งประกอบด้วยการเตรียมความพร้อม

ด้านการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติของแอนติเจนทาง          

ซีรัมวิทยาของเช้ือไวรัส  การเตรียมความพร้อมด้าน
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การผลิตสารตรวจสอบ และเนื่องจาก FMD เป็นโรคที่

แพร่กระจายง่าย ส ามารถแพร่กระจายทางอากาศ 

(airborne) จึงต้องมีการเตรียมความพร้อมของอาคาร

ที่มีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 ให้สามารถ

ท�ำงานได้อย่างมีประสิทธิภาพตลอดเวลา ผลจาก

การเตรยีมความพร้อมจะเป็นประโยชน์ต่อการคดัเลือก

เชื้อไวรัสที่น�ำมาผลิตวัคซีนที่ครอบคลุมเช้ือไวรัสที่พบ

ในพื้นที่ได้อย่างเหมาะสม  เมื่อมีการระบาดของโรคใน

พื้นที่ ศออ. สามารถให้ความร่วมมือในการควบคุมและ

ป้องกันโรคระบาดได้ทนัทีอย่างมปีระสทิธภิาพ ลดความ

เสียหายของเกษตรกรจากการระบาดของโรค

ค�ำนิยามต่าง ๆ 

	 ไวรััสในพ้ื้�นท่ี่� เป็็นเชื้้�อไวรััสที่่�พบในสััตว์์ที่่�เป็็นโรค

ในพื้้�นที่่�ต่าง ๆ ของประเทศไทย

	 ไวรััสในวััคซีีน	 เป็็นเชื้้�อไวรััสที่่�ถููกพััฒนาใน

กระบวนการผลิิตวััคซีีนให้้พร้้อมที่่�จะนำำ�มาเพิ่่�มปริิมาณ

และผลิิตวััคซีีนได้้ทัันทีี

	 สััตว์์อมโรค	 (Reservoir animals) หมายถึึง 

สััตว์์ที่่�ไม่่แสดงอาการของโรคแต่่มีีการติิดเชื้้�อแอบแฝง 

	 แอนติเจน	 สารก่อภูมิต้านทาน คือสารใด ๆ ที่

กระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแบบ

ปรบัตวั ม กัเป็นสารแปลกปลอมหรอืเป็นพษิต่อร่างกาย 

ซึ่งอาจเป็นสารที่ถูกสร้างโดยร่างกายหรือรับมาจาก

ภายนอกก็ได้ ในที่นี้แอนติเจนคือ เชื้อ FMDV 

	 แอนติบอด	ี สารภูมต้ิานทาน เป็นโปรตนีขนาด

ใหญ่่ในระบบภููมิคุ้้�มกันที่่�ร่างกายมนุษย์์หรืือสััตว์์ชั้้�นสููง

อื่่�น ๆ สร้างข้ึ้�นเพื่่�อตรวจจัับและทำำ�ลายสิ่่�งแปลกปลอม

ที่่�เข้้ามาในร่่างกาย  เช่่น แบคทีีเรีีย และไวรััส แอนติิบอดีี

แต่่ละชนิดจะจดจำำ�โมเลกุุลเป้้าหมายที่่�จำำ�เพาะ

	 แอนติิซีีรััม	 แอนติิบอดีีที่่�สััตว์์สร้างข้ึ้�นเมื่่�อได้้

รัับเชื้้�อ (เชื้้�อในที่่�นี้้�หมายถึึง FMDV)

	 BSL-3	 ความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 

(biosafety level 3, BSL-3) สามารถใช้้ได้้กัับการวิิจััย

และการทดลองเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ก่่อโรค สิ่่� งมีีชีีวิิตดััดแปลง

พันธุกรรม  ประเภทที่ 3 โดยเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีก่อโรค          

ร้ายแรงและมีโอกาสแพร่กระจายผ่านระบบทางเดิน

หายใจ ห้องปฏิบัติการที่มีระดับความปลอดภัยทาง

ชีวภาพระดับ 3 เป็นระดับที่ประยุกต์เพื่องานวิจัยใน

เชิงการแพทย์ท่ีมีการท�ำงานกับเชื้อก่อโรค ที่อาจเป็น

อันตรายถึงชีวิต ม ีห้องพิเศษท่ีมีระบบควบคุมการ

ถ่ายเทอากาศแบบ negative pressure ซึ ่งติดตั้ง

เครื่องกรอง HEPA (high efficiency particulate air 

filter) ผูป้ฏบิติังานต้องได้รับการฝึกฝนเป็นพิเศษ ในเรือ่ง

ของอันตรายจากเชื้อก่อโรค หรืออันตรายจากสารเคมี 

การท�ำงานทีต้่องใช้เช้ือจลุลนิทรีย์ทีมี่ความรนุแรงระดับ 

3 ขึ้ นไป ต้องท�ำในตู้ชีวนิรภัย หรือภาชนะที่ปลอดภัย 

หรือสวมเสื้อคลุมเพื่อป้องกัน

	 Lineage	การจัดกลุ่มในการแบ่งการเรียงล�ำดับ

นิวคลีโอไทด์ แต่เดิมการจัดแบ่งเป็นกลุ่มของวิธีนี้จะถูก

เรีียกว่่า สายพัันธุ์์� (strain) ซึ่่�งบางครั้้�งอาจไปซ้ำำ��ซ้อนกัับ

การแบ่่งกลุ่่�มของ r-value ในช่่วงหลายปีีหลััง ห้ อง

ปฏบิตักิารอ้างองิโรคด้านโรคปากและเท้าเป่ือย (World 

Reference Laboratory for FMD, WRL) ที่เมือง 

Pirbright สหราชอาณาจักร จะใช้ค�ำว่า lineage แทน

ค�ำว่าสายพันธุ์ในการแบ่งการเรียงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 

ดังนั้นในนี้จะใช้ค�ำว่า lineage แทนค�ำว่า สายพันธุ์ ใน

การแบ่งการเรียงล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 

	 Neutralize	เป็นปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจน

กับแอนติบอดีท่ีมีความจ�ำเพาะกัน เมื่อท�ำปฏิกิริยากัน

แอนติบอดีจะไปยับยั้งคุณสมบัติแอนติเจน (ในที่นี้

หมายถึึงเชื้้�อ FMDV) ทำ ำ�ให้้เป็็นกลางหรืือหมดสภาพ

ไป

	 r-value  	เป็็นค่่าที่่�บอกถึึงการเปลี่่�ยนแปลง

คุุณสมบัติิของแอนติิเจนทางซีีรััมวิทยา

	 Strain สายพัันธุ์์�   ในการจััดกลุ่่�มจากการ

เปลี่่�ยนแปลงของแอนติิเจนทางซีีรััมวิทยา 

	 Topotype 	การเรีียงลำำ�ดับนิิวคลีีโอไทด์์เพื่่�อ

จััดกลุ่่�มเชื้้�อไวรััสที่่�ระบาดตามภููมิภาคที่่�เกิิด 
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ความรู้ทั่วไปด้านการตรวจ FMD

บทที่ 2

	 การตรวจตััวอย่่างทางห้้องปฏิิบััติิการด้้าน FMD (OIE, 2019) จะมีีการตรวจอยู่่�  2 ประเภทคืือการตรวจ

แอนติิเจน เป็็นการตรวจหาแอนติิเจนหรืือเชื้้�อ FMDV ที่่�ทำำ�ให้้เกิิดโรคโดยตรง ซึ่่� งจะมีีวิิธีีตรวจอยู่่�หลายวิิธีี ส่ วนอีีก

ประเภทคืือการตรวจแอนติิบอดีี เป็็นการตรวจระดัับแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อ FMDV หรืือตรวจหาสภาวะสััมผัสเชื้้�อใน

ตััวอย่่างซีีรััม

 

2.1 การตรวจแอนติิเจน

	 การตรวจแอนติิเจนของเชื้้�อ FMDV เป็็นการตรวจเชิิงคุุณภาพ โดยมีีจุุดประสงค์์หลัักในการตรวจหาและ

จำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสในสิ่่�งส่่งตรวจโดยตรง เมื่่�อสงสััยว่่าสััตว์์เป็็น FMD จะมีีการเก็็บตััวอย่่างส่่งตรวจโรค

ทัันทีี โดยจะเก็็บตััวอย่่างจาก เนื้้�อเยื่่�อลิ้้�น เหงืือก เยื่่�อบุุภายในปาก ไรกีีบ ของ โค กระบืือ แพะ แกะ สุกร หรืือสััตว์์

อื่่�น ๆ ที่่�สงสััย ปริิมาณอย่่างน้้อย 1 กรััม ใส่่ใน 50% glycerine buffer (โดยไม่่จำำ�เป็็นต้้องแช่่เย็็น) ตัวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อ

สััตว์์ที่่�ส่งมาจากพื้้�นที่่�จะถููกนำำ�มาเตรีียมให้้เป็็นสารละลายแขวนลอย 10% ใน 0.04M PBS และนำำ�ไปตรวจจำำ�แนก  

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสโดยวิิธีี ELISA typing และ one-step multiplex RT-PCR พร้้อมกับตรวจหาสารพัันธุุกรรม 

FMDV โดยวิิธีี real-time RT-PCR ถ้าสามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสโดยวิิธีี ELISA typing หรืือวิิธีี one-step 

multiplex RT-PCR ได้้ ให้้รายงานผลเป็็นซีีโรไทป์์แต่่ละชนิด แต่่ถ้้าการทดสอบไม่่ได้้ผลของซีีโรไทป์์ ก็ จะรายงาน

ผลในเบื้้�องต้้นของวิิธีี real-time RT-PCR ว่าพบหรืือไม่่พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ FMDV ในขณะเดีียวกัันนำำ�สารละลาย

แขวนลอยไปผ่่านการเพาะแยกเชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณของเชื้้�อไวรััส (virus isolation) ในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง และกลัับมา

ตรวจจำำ�แนกซีีโรไทป์์เพื่่�อยืืนยัันผลซ้ำำ��ด้วยวิิธีี ELISA typing จึึงสิ้้�นสุุดกระบวนการตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์์ 

	 จากนั้้�นห้้องปฏิิบััติิการ จะสุ่่�มคัดเลืือกตััวอย่่างจากแต่่ละพื้้�นที่่�และแต่่ละชนิดสััตว์์ เพื่่�อตรวจหาลำำ�ดับเบสของ

สารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ FMDV ด้ วยวิิธีี nucleotide sequencing เพื่่�อศึึกษาทางระบาดวิิทยาเชิิงโมเลกุุล 

(molecular epidemiology)
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วิิธีีการทดสอบต่่าง ๆ ในการตรวจแอนติิเจนมีี

ดัังนี้้�

	 2.1.1	การตรวจหาและจ�ำแนกชนิด FMDV 

โดยวิธี ELISA typing

	 	 เป็นการตรวจเชิงคุณภาพ เพื่อตรวจหาและ

จ�ำแนกชนิดของเช้ือ FMDV ในเนื้อเยื่อสัตว์หรือส่ิง    

ส่งตรวจอื่น ๆ ที่สงสัยว่าเป็น FMD โดยใช้วิธี indirect 

double antibody sandwich ELISA (IDAS ELISA) 

	 	 วิธี ELISA typing ส ามารถตรวจได้ท้ังเชื้อ

ไวรัสที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต เป็นวิธีท่ีมีความไวต�่ำเม่ือ

เทียบกับวิธีทางชีวโมเลกุล บางครั้งต้องผ่านการเพาะ

แยกเชื้อและเพิ่มปริมาณของเชื้อไวรัสก ่อนจึงจะ

ทดสอบได้ผลดี

	 การแปลผล: อ่านผลเป็นไม่พบเชื้อ หรือพบเชื้อ 

FMDV พร้อมทั้งระบุซีโรไทป์โอ เอ หรือเอเชียวัน

	 ระยะเวลาในการทดสอบ: 1 วันท�ำการ ไม่รวม

วันที่รับตัวอย่าง

	 2.1.2	การตรวจหาสารพันธุกรรมเพื่อจ�ำแนก

ชนดิ FMDV โดยวธิี one-step multiplex RT-PCR

	 	 เป็นการตรวจเชิงคุณภาพ เพ่ือจ�ำแนกชนิด

ของเชื้อ FMDV ในเนื้อเยื่อสัตว์หรือสิ่งส่งตรวจอื่น ๆ ที่

สงสัยว่าเป็น FMD วิธี one-step multiplex RT-PCR 

เป็นวิธีที่พัฒนาขึ้นมาใช้ในประเทศ สามารถตรวจได้ทั้ง

เชื้อไวรัสที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต เป็นวิธีที่มีความไวสูง

กว่าวิธี ELISA typing ส ามารถตรวจเชื้อไวรัสที่มี

ปริมาณน้อย ๆ ได้ 

	 การแปลผล: อ่านผลเป็นไม่พบเชื้อ หรือพบเชื้อ 

FMDV พร้อมทั้งระบุซีโรไทป์โอ เอ หรือเอเชียวัน

	 ระยะเวลาในการทดสอบ: 1 วันท�ำการ ไม่รวม

วันที่รับตัวอย่าง 

	 2.1.3	การเพาะแยกเชื้อและเพิม่ปรมิาณ FMDV 

(virus isolation)

	 	 เป็นการตรวจเชิงคุณภาพ โดยการเพาะ 

แยกเช้ือและเพิ่มปริมาณของเช้ือ FMDV ในเซลล ์ 

เพาะเลี้ยงท�ำให ้ เชื้อไวรัสในเนื้อเยื่อจากสัตว ์ที่มี          

ปริมาณน้อย ๆ สามารถเพิ่มปริมาณและน�ำไปทดสอบ

ยืนยันซีโรไทป์ด้วยวิธี ELISA typing หรือ one-step 

multiplex RT-PCR ได้ วิธี virus isolation ต้องใช้

ไวรัสมชีวิตเท่านั้น เซลล์เพาะเลี้ยงส�ำหรับ FMDV ที่ 

ศออ. เลือกใช้ได้แก่ 

	 -	 เซลล์ปฐมภูมิ (primary cell) เตรียมจากไต

ของลูกแกะ (primary lamb kidney cell) หรือเตรียม

จากต่อมไทรอยด์ของโค (primary bovine thyroid cell) 

เป็นเซลล์ที่มีความไวส�ำหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อ FMDV

	 -	 cell line เตรียมจากไตลูกหนูแฮมเตอร์ 

(baby hamster kidney cell: BHK-cell) ซึ่งจะเพาะ

เลี้ยงเซลล์ให้เป็น monolayer  

	 การแปลผล: ยืนยันผลการเกิดพยาธิสภาพของ

เซลล์ด้วยการตรวจแอนตเิจนวธิอีืน่ ๆ เช่น ELISA typing

	 ระยะเวลาในการทดสอบ: 3-14 วันท�ำการ          

ไม่รวมวันที่รับตัวอย่าง

	 2.1.4	การตรวจสอบสารพันธุกรรม FMDV 

โดยวิธี real-time RT-PCR

	 	 เป็นการตรวจเชิงคุณภาพ โดยตรวจหาสาร

พันธุกรรมหรือ viral RNA ข องเช้ือ FMDV โดยใช้

เทคนิค one-step real-time Reverse Transcriptase 

Polymerase Chain Reaction (real-time RT-PCR) 

ในส่วน 3D gene จากตัวอย่างน�้ำยาไวรัส (viral fluid) 

หรือสารสะลายแขวนลอยที่ได้จากสิ่งส่งตรวจต่าง ๆ

	 	 วิธี real-time RT-PCR สามารถตรวจได้ทั้ง

ไวรัสที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต เป็นวิธีที่มีความไวสูงมาก 

สามารถตรวจได้ว่าพบสารพันธุกรรมหรือไม่ แต่ยังไม่

สามารถจ�ำแนกซีโรไทป์ได้  

	 การแปลผล: อ่านผลเป็นไม่พบ หรือพบสาร

พันธุกรรมของเชื้อ FMDV

	 ระยะเวลาในการทดสอบ: 1 วันท�ำการ ไม่รวม

วันที่รับตัวอย่าง

	 2.1.5	การตรวจการเรียงล�ำดับนิวคลีโอไทด์

ของสารพนธกุรรมของเชื้อ FMDV ด้วยวธิี nucleotide 

sequencing 

	 	 เป็นการตรวจเชิงคุณภาพ เป็นการศึกษาการ

เรยีงล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของแอนติเจน หรอื nucleotide 
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sequence ทางระบาดวิทยาโมเลกุลของ FMDV เพื่อ

สืบหาต้นตอของการระบาด โดยจะจัด lineage และ 

topotype จากการเรียงตัวของสาย amino acid ว่ามี

ความเหมือนหรือแตกต่างกันเป็นตัวตัดสิน 

	 	 FMDV ประกอบไปด้วยโปรตีนโครงสร้าง 

(structural protein, SP) จ�ำนวน 4 ช นิดคือ VP1 

(1D), VP2 (1B), VP3 (1C) และ VP4 (1A) เป็นรูปแบบ 

icosahedral capsid โดยที่โปรตีนชนิด VP1 ซึ ่งจะ

เป็นส่วนท่ีมีการผันแปรมากท่ีสุด ม ีความจ�ำเพาะต่อ   

ซีโรไทป์ และใช้ในการศึกษาวิวัฒนาการของ FMDV 

ดังน้ันการศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่สร้างโปรตีน

ชนิด VP1 จึงจ�ำเป็นและมีประโยชน์อย่างยิ่งในเชิง

ระบาดวิทยาเพื่อสืบหาแหล่งต้นทางของการระบาด

ของโรค  

	 การแปลผล: อ่านผลเป็น FMDV พร้อมทั้งระบุ

ซีโรไทป์โอ เอ หรือเอเชียวันและระบุว่าอยู ่ในกลุ ่ม 

topotype และ lineage ใด 

	 ระยะเวลาในการทดสอบ: 15 วันท�ำการ ไม่

รวมวันที่รับตัวอย่าง

2.2 การตรวจแอนติบอดี 

	 การตรวจแอนตบิอดีของ FMDV เป็นการตรวจหา

หรือตรวจระดับแอนติบอดีที่มีต่อเชื้อไวรัสในซีรัมสตว์ 

เพื่อการควบคุมและป้องกันโรคโดยมี 2 วิธีทดสอบ 

ดังนี้

	 2.2.1	การตรวจระดับแอนติบอดีของ FMDV 

โดยวิธี LPB ELISA

	 	 เป็นการตรวจเชิงปริมาณ  เพื่อหาระดับ

แอนติบอดีต่อ FMDV ในระยะก่อนและ/หรือภายหลัง

ได้รบัการฉดีวคัซนีควบคมุและป้องกัน FMD หรอืในซีรมั

สัตว์ที่สงสัยว่าได้รับการติดเชื้อ FMDV โดยวิธี liquid 

phase blocking Enzyme-linked Immunosorbent 

assay (LPB ELISA) 

	 	 แอนติิบอดีีที่่�ได้้จะเป็็นแอนติิบอดีีที่่�มีีความ

จำำ�เพาะต่่อไวรััสในวััคซีีนแต่่ละซีีโรไทป์์ การแสดงผลจึึง

แยกแต่ละซีโรไทป์ คอื โอ เอ หรอืเอเชียวนั และบางครัง้

ในกรณีที่ซีโรไทป์นั้นตรวจระดับแอนติบอดีมากกว่า 1 

สายพัันธุ์์�   เ ช่่น ซีีโรไทป์์เอตรวจทั้้� งสายพัันธุ์์�   A/

Sakol/97 และ A/Lopburi/2012 จะแยกผลระดัับ

แอนติิบอดีีแต่่ละสายพัันธุ์์�ของไวรััส 

	 การแปลผล: ผลการทดสอบจะรายงานเป็็น

เปอร์์เซ็็นต์์ของจำำ�นวนสััตว์์ที่่�มีีระดัับแอนติิบอดีีมากกว่่า

หรืือเท่่ากัับ 1:80 จะแปลผลว่่ามีีภููมิคุ้้�มกันที่่�สามารถ

ป้้องกััน FMD ได้้ 

	 ระยะเวลาในการทดสอบ: 2 วันทำำ�การ ไม่่รวม

วัันที่่�รับตััวอย่่าง

	 ตััวอย่่าง: ซีีรััมของ โค กระบืือ แพะ แกะ และ

สุุกร ที่่�มีีลัักษณะใส ปริิมาตรอย่่างน้้อย 0.5 มิลลิิลิิตร

	 หมายเหตุุ: กรุุณาระบุุประวััติิซีีรััมให้้ชััดเจน เช่่น

 ประวััติิวััคซีีน ระยะเวลาที่่�เก็็บซีีรััมกี่่�วันหลัังพบวิิการ

	 2.2.2	 การตรวจหาแอนติิบอดีีต่อ 3ABC non-

structural protein ของ FMDV

	 	 เป็็นการตรวจเชิิงคุุณภาพ เพื่่�อตรวจสภาวะ

สััมผัสเชื้้�อ FMDV โดยการตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อ 

3ABC non-structural protein ข อง FMDV ที่่�

จำำ�เพาะกัับ 3ABC non-structural protein ข องชุุด

ทดสอบสำำ�เร็็จรููป โดยวิิธีี blocking ELISA  

	 	 สััตว์์ที่่�ติดเชื้้�อ FMDV จะสร้างแอนติิบอดีีต่่อ 

structural protein (SP) และ non-structural 

protein (NSP) ตั้้�งแต่่ 3-5 วันหลัังติิดเชื้้�อ สััตว์์ที่่�ได้้รัับ

วััคซีีนแต่่ไม่่เคยสััมผัสเชื้้�อจะสร้างแอนติิบอดีีต่่อ SP 

เท่่านั้้�น การตรวจหา 3 ABC non-structural protein 

(NSP) เป็็นการตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อ NSP เพื่่�อตรวจ

สอบว่่าสััตว์์ได้้รัับหรืือเคยได้้รัับการสััมผัส FMDV หรืือไม่่

การตรวจหา NSP เป็็นวิิธีีที่่�ยอมรับในระดัับสากลว่่า

สามารถแยกสััตว์์ที่่�เคยสััมผัสเชื้้�อ FMDV ได้้ ส่ วนผล

การทดสอบจะรายงานผลเป็็นเปอร์์เซ็็นต์์ของจำำ�นวน

สััตว์์ในฝููงที่่�มีีผลบวกต่่อ NSP 

	 การแปลผล: ค่ า percent inhibition (PI) ≥ 

50% อ่านผลเป็็น positive หมายถึึง มีีแอนติิบอดีีต่่อ 

3ABC non- structural protein นั่่�นคืือสััตว์์ได้้รัับหรืือ
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เคยได้้รัับการสััมผัส  FMDV ในขณะที่่� ค่ า PI < 50% 

อ่่านผลเป็็น negative หมายถึึง ไม่่มีีแอนติิบอดีีต่่อ 

3ABC non- structural protein

	 ระยะเวลาในการทดสอบ: 2 วันทำำ�การ ไม่่รวม

วัันที่่�รับตััวอย่่าง

	 ตััวอย่่าง: ซีีรััมของ โค กระบืือ แพะ แกะ และ

สุุกร ที่่�มีีลัักษณะใส ปริิมาตรอย่่างน้้อย 0.5 มิลลิิลิิตร

	 หมายเหตุุ: กรุุณาระบุุประวััติิและวััตถุุประสงค์์

ของการเก็็บซีีรััมให้้ชััดเจน เช่่น ประวััติิวััคซีีน ระยะ

เวลาที่่�เก็็บซีีรััมหลัังพบวิิการ เพื่่�อตรวจสภาวะสััมผัส

เชื้้�อหรืือเพื่่�อเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์ 
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การเตรียมความพร้อมด้านการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ

ของแอนติเจนทางซีรัมวิทยาของ FMDV (r-value) (OIE, 2019)

บทที่ 3

	 การใช้้วััคซีีนของ FMD สำำ�หรัับควบคุุมและป้้องกัันโรคนั้้�น แต่่ละซีีโรไทป์์ไม่่ให้้ภููมิคุ้้�มกันข้้ามกัน แม้้กระทั่่�งใน

ซีีโรไทป์์เดีียวกัันแต่่คนละสายพัันธุ์์�ก็เป็็นไปได้้ว่่าจะไม่่ให้้ภููมิคุ้้�มกันข้้ามสายพัันธุ์์� ดังนั้้�นการใช้้วััคซีีนที่่�มีีเชื้้�อ FMDV ที่่�

แตกต่่างสายพัันธุ์์�แม้้ว่่าจะเป็็นซีีโรไทป์์เดีียวกััน สััตวก็อาจจะป่่วยเป็็น FMD ที่่�เกิิดจากสายพัันธุ์์�อื่่�นก็็ได

	 วิิธีีการคััดเลืือกเชื้้�อไวรััสสำำ�หรัับผลิิตวััคซีีนที่่�ตรงและน่่าเชื่่�อถืือที่่�สุด คื อ การใช้้วััคซีีน จากนั้้�นฉีีดเชื้้�อที่่�พบ           

ในท้้องที่่�ทับเพื่่�อดููว่าสามารถคุ้้�มกัันโรคได้้หรืือไม่่ แต่่วิิธีีดัังกล่่าวต้้องใช้้สััตว์์ทดลองจำำ�นวนมาก และเนื่่�องจากเชื้้�อ 

FMDV เป็็นไวรััสที่่�สามารถแพร่่กระจายในอากาศจึึงต้้องทำำ�การทดสอบในอาคารสััตว์์ทดลองที่่�มีีความปลอดภััยทาง

ชีีวภาพระดัับ 3 (animal biosafety level 3, ABSL-3) ซึ่่�งเป็็นห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีความปลอดภััยทางชีีวภาพระดัับ 3   

ที่่�ออกแบบมาให้้สามารถเลี้้�ยงสััตว์์ทดลองได้้ เพื่่�อป้้องกัันการรั่่�วไหลของเชื้้�อไวรััสออกนอกอาคารสู่่�สิ่่�งแวดล้้อม           

แต่่วิิธีีนี้้�ไม่่นิิยมใช้้ เนื่่�องจากมีีข้้อจำำ�กัดในเรื่่�องจรรยาบรรณสััตว์์ทดลอง และต้้องมีีห้้องปฏิิบััติิการ ABSL-3 ที่่�สามารถ

เลี้้�ยงสััตว์์ทดลองขนาดใหญ่่ได้้โดยเฉพาะ 

	 เนื่่�องจากเชื้้�อ FMDV เป็็นเชื้้�อไวรััสที่่�มีีสารพัันธุุกรรมชนิด RNA ที่่�มีีความแปรปรวนสููงและมีีความหลากหลาย

ทางพัันธุุกรรมมาก จึึ งมีีสายพัันธุ์์�ใหม่่ ๆ เกิิดข้ึ้�นบ่่อยครั้้�ง วิ ธีีการคััดเลืือกไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนสำำ�หรัับ FMD ที่่�ได้้รัับ

การยอมรับกัันมากที่่�สุดคืือการหาค่่าความสััมพันธ์์ของเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนกัับเชื้้�อไวรััสที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�ทางซีีรััมวิทยา 

(vaccine matching, r-value หรืือ ค่า r) ด้วยการศึึกษาเปรีียบเทีียบการ neutralize ของเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนและ

เชื้้�อไวรััสที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�กับซีีรััมที่่�ได้้มาจากเชื้้�อไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีน และใช้้ r-value มาจััดกลุ่่�มหรืือหาความใกล้้ชิิดกััน

ของเชื้้�อไวรััส โดยมีีจุุดประสงค์์เพื่่�อทราบว่่าวััคซีีนยัังสามารถใช้้กัับเชื้้�อ FMDV ที่่�พบในพื้้�นที่่�หรืือไม่่ ดังเช่่นในปีี พ.ศ. 

2540 กรมปศุุสััตว์์ทดสอบหา r-value และพบสายพัันธุ์์� A/Sakol/97 ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�ใหม่่ที่่� r-value อยู่่�คนละกลุ่่�ม

โดยสิ้้�นเชิิงกัับไวรััสในวััคซีีนเดิิมที่่�ใช้้อยู่่�ในขณะนั้้�น คือสายพัันธุ์์� A/132/87 แม้้ว่่า nucleotide sequence จะยัังอยู่่�

ในกลุ่่�ม  A/Sea-97/ASIA เหมืือนกัันก็็ตาม สิ่่� งสำำ�คัญที่่�สุดที่่�ต้องพิิจารณาคืือเมื่่�อ r-value ข องเชื้้�อไวรััสที่่�พบจััดอยู่่�

คนละกลุ่่�มกับไวรััสในวััคซีีนที่่�ใช้้ในขณะนั้้�น ต้ องหาไวรััสในวััคซีีนที่่�เหมาะสมครอบคลุุมเชื้้�อที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�มาผลิิต

วััคซีีนเพื่่�อควบคุุมและป้้องกัันโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิผลโดยเร็็วที่่�สุด 

	 ในกระบวนการผลิิตวััคซีีน มีีปััจจััยหลายประการที่่�มีีผลต่่อประสิิทธิิภาพความคุ้้�มโรคของวััคซีีน ไม่่ว่่าจะ

เป็็นกระบวนการผลิิต สารสื่่�อที่่�ใช้้ ห่วงโซ่่ความเย็็น ฯลฯ กระบวนการทั้้�งหลายดัังกล่่าวที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการผลิิตวััคซีีน
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กรมปศุุสััตว์์ได้้ดำำ�เนิินการตามหลัักมาตรฐานสากลของ

โรงงานผลิิตวััคซีีน อย่่างไรก็็ตามนอกจากกระบวนการ

ผลิิตวััคซีีนแล้้วยัังต้้องคำำ�นึึงถึึง r-value ข องไวรััสที่่�       

นำำ�มาใช้้ ถ้า r-value ของไวรััสในวััคซีีนที่่�ใช้้ไม่่สามารถ

ครอบคลุุมเชื้้�อที่่�ระบาดในพื้้�นที่่� เมื่่�อมีีโรคระบาดการใช้้

วััคซีีนเพื่่�อควบคุุมและป้้องกัันโรคก็็จะไม่่ได้้ผล

	 การคััดเลืือกไวรััสในวััคซีีนเพื่่�อเป็็นตััวแทนใน

การผลิิตวััคซีีน จะใช้้สายพัันธุ์์�ของเชื้้�อไวรััสที่่�พบการ

ระบาดในประเทศไทย หรืือสายพัันธุ์์�ท้องถิ่่�น (local 

strain) ม าพััฒนาในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงในโรงงานผลิิต

วััคซีีนและเก็็บ stock เป็็นไวรััสในวััคซีีนพร้้อมที่่�จะนำำ�

ออกมาใช้้ผลิิตวััคซีีนได้้ตลอดเวลา โดยแต่่ละซีีโรไทป์์

จะมีีสายพัันธุ์์�ต่าง ๆ หลากหลายกัันไป ซีีโรไทป์์โอ ก็จะมีี

สายพัันธุ์์� O/Udornthani/1987 (O/189/87) เป็็นตััวหลััก

นอกนั้้�นเป็็นสายพัันธุ์์�เดิิมที่่�เตรีียมจากเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�

อีีกหลายสายพัันธุ์์�   เช่่น O/Chumphon/2010,           

O/Nakhonpathom/87, O/216 ซีีโรไทป์์เอประกอบ

ด้้วยสายพัันธุ์์�  A/Sakol/97, A/Nakornpathom/87 

(A/132/87), A/Lopburi/2012, A/Saraburi/87 

(A/118/87) ส่ ่วนซีีโรไทป์์เอเชีียวััน ก็ มีีสายพัันธุ์์� 

Asia1/Phetchaburi/85 เพีียงสายพัันธุ์์�เดีียว จะเห็็น

ได้้ว่่าสายพัันธุ์์�ที่่�เป็็นสายพัันธุ์์�ท้องถิ่่�นของประเทศไทย

จะตั้้�งชื่่�อตามจังหวััดที่่�พบเป็็นส่่วนใหญ่่

 

3.1 บททั่วไปเรื่องการทดสอบ r-value 

	 หลัักการทดสอบหา r-value โดยการเปรีียบเทีียบ

ปฏิิกิิริิยาการ neutralize ระหว่่างเชื้้�อไวรััสที่่�ระบาดใน

พื้้�นที่่�กับไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีน โดยใช้้ซีีรััมควบคุุมบวก

จากสััตว์์ทดลองที่่�ได้้รัับวััคซีีน ซึ่่�งผลิิตจากไวรััสในวััคซีีน

แต่่ละสายพัันธุ์์� นำ ำ�มา neutralize กั ับไวรััสในพื้้�นที่่� 

และไวรััสในวััคซีีนสายพัันธุ์์�นั้้�น คำำ�นวณ  r-value โดยใช้้

ระดัับแอนติิบอดีีจากการ neutralize ไวรััสในพื้้�นที่่�

หารด้้วยระดัับแอนติิบอดีีจากการ neutralize ไวรััสใน

วััคซีีน ถ้ าซีีรััมควบคุุมบวกของไวรััสในวััคซีีนสามารถ 

neutralize ไวรััสพื้้�นที่่�ได้้ดีีกว่่าตััวของไวรััสในวััคซีีนเอง 

r-value ก็จะสููง แสดงว่่ามีีความสััมพันธ์์กัันใกล้้ชิิดหรืือ

จััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกััน แต่่ถ้้าซีีรััมควบคุุมบวกของไวรััส

ในวััคซีีน neutralize ไวรััสในพื้้�นที่่�ได้้น้้อยกว่่าไวรััสใน

วััคซีีน r-value ก็จะต่ำำ�� ถ้า r-value ต่ำำ��กว่่า 0.2 แสดงว่่า

ไม่่มีีความสััมพันธ์์กัันหรืือจััดอยู่่�คนละกลุ่่�มกัน ในกรณีีที่่� 

r-value ต่ำำ��กว่่า 0.2 เกิิดเป็็นภาพรวมในวงกว้้าง ต้องมีี

การพิิจารณาเปลี่่�ยนไวรััสในวััคซีีนต่่อไป

	 เมื่่�อมีี FMD ระบาดในพื้้�นที่่�  เจ้้าหน้้าที่่�ของ         

กรมปศุุสััตว์์จะเก็็บตััวอย่่างส่่งตรวจหาและจำำ�แนก         

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อ FMDV ที่่� ศออ. หลัังจากตรวจตััวอย่่าง

และทราบซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสแล้้ว ก็ จะนำำ�ตัวอย่่าง 

ดัังกล่่าวไปทดสอบระดัับของแอนติิเจน (antigen 

titration) เพื่่�อหาระดัับของแอนติิเจนกัับแอนติิซีีรััม

ของกระต่่ายและหนููตะเภาโดยใช้้ไวรััสในวััคซีีนเป็็นตััว

ควบคุุมบวก เมื่่�อได้้ระดัับของแอนติิเจนที่่�เหมาะสมแล้้ว

จึึงนำำ�มาทดสอบหา r-value กับไวรััสในวััคซีีน ส่วนวิิธีี

การคััดเลืือกไวรััสในวััคซีีนให้้ครอบคลุุมการเปลี่่�ยนแปลง

คุุณสมบัติิดัังกล่่าว มีีหลากหลายวิิธีีได้้แก่่ complement 

fixation (CF) test, virus neutralization (VN) test 

และ LPB ELISA ที่่�อาศััยหลัักการ double antibody 

sandwich ELISA (DAS ELISA) ตามวิธีีของ Hamblin 

et al., 1986 โดยวิิธีี LPB ELISA เป็็นวิิธีีที่่�นำำ�มาใช้้   

เป็็นงานเป็็นประจำำ�เนื่่�องจากทำำ�ได้้ง่่ายกว่่า ไม่่ต้้องใช้้

เทคนิิคปลอดเชื้้�อและวิิธีี LPB ELISA ในภาพรวมให้้ผล 

r-value ไม่่แตกต่่างจากวิิธีี VN test 

	 วธิกีารทดสอบระดับของแอนติเจน และ r-value 

มีดังนี้

	 3.1.1	การทดสอบระดับของแอนติเจน (antigen 

titration)

	 	 การทดสอบระดัับของแอนติิเจนด้้วยวิิธีี  DAS 

ELISA เป็็นการหาความเข้้มข้นของไวรััสแอนติิเจนที่่� 

เหมาะสมสำำ�หรัับงานทดสอบ และจะแปลผล OD ที่่� 

1.5-1.8 โดยมีีไวรััสในวััคซีีนเป็็นตััวควบคุุมบวก จึึ งใช้้

นำำ�มาทดสอบ r-value ได้้ การทดสอบระดัับของแอนติิเจน

ในทางปฏิิบััติิจะทดสอบไวรััสในพื้้�นที่่�เปรีียบเทีียบกัับ

ไวรััสในวัคัซีีนทุกุสายพัันธุ์์�ที่่�มีีในขณะนั้้�น เชื้้�อไวรัสัในพื้้�นที่่�
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ใช้้ทดสอบเปรีียบเทีียบกัับเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์เอ ได้้แก่่

เชื้้�อไวรััสในวััคซีีนสายพัันธุ์์� A/Sakol/97, A/Lopburi/ 

2012, A/132/87 และ A/118/87 สำำ�หรัับเชื้้�อ FMDV 

ซีีโรไทป์์โอ ก็จ็ะทดสอบเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�เปรีียบเทีียบกัับ

ไวรััสในวััคซีีนสายพัันธุ์์�  O/189/87, O/Chumphon/ 

2010, O/216 และ O/Nakhonpathom/87 ผลการ

ทดสอบจะนำำ�มาเลืือกสารตรวจสอบในงาน LPB ELISA 

ของไวรััสในวััคซีีนให้้มีีความเฉพาะเจาะจงกัับไวรััสใน

วััคซีีนแต่่ละสายพัันธุ์์�เพื่่�อทดสอบหา r-value โดยจะ

ทดสอบกัับไวรััสในวััคซีีน ส ายพัันธุ์์�ในขณะนั้้�นสายพัันธุ์์�

เดีียว หรืือร่่วมกับไวรััสในวััคซีีนสายพัันธุ์์�ที่่�ค่าระดัับของ

แอนติิเจนสููงพอที่่�สามารถทดสอบได้้ เช่่น ในขณะนั้้�น

ใช้้สายพัันธุ์์� A/118/87 เป็็นไวรััสในวััคซีีน ผลของระดัับ

ของแอนติิเจนที่่�สามารถนำำ�มาทดสอบหา r-value ได้้มีี 

3 สายพัันธุ์์� คือ A/118/87, A/Sakol/97 และ A/Lopburi/ 

2012 เป็็นต้้น

	 3.1.2	วิธีการทดสอบหา r-value

	 	 เตรีียมซีีรััมควบคุุมบวกของไวรััสในวััคซีีน 

จากโคทดลองที่่�ใช้้ในการทดสอบประสิิทธิิภาพวััคซีีน 

FMD ข องสำำ�นักเทคโนโลยีีชีีวภััณฑ์์สััตว์์ (สทช.) กรม

ปศุุสััตว์์ โดยการฉีีดวััคซีีนชนิดสามไทป์์ (trivalent) คื อื 

ซีีโรไทป์์โอ เอ และ เอเชีียวััน จากนั้้�นเจาะเลืือดและ 

เก็็บซีีรััมหลัังจากฉีีดวััคซีีน 21-28 วั น เพื่่�อนำำ�มาใช้้       

ในการตรวจสอบโดยวิิธีี LPB ELISA โดยการทดสอบ

หา r-value ขั้้ �นตอนจะคล้้ายการทดสอบระดัับของ

แอนติิเจน ยกเว้้นขั้้�นตอนที่่�เติิมเชื้้�อไวรััสแอนติิเจน            

ให้้เจืือจางซีีรััมควบคุุมบวกของไวรััสในวััคซีีน แบบ 

two-fold serial dilution แล้้วเติิมเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่� 

และเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนตามปริิมาณที่่�คำำ�นวณได้้จากการ

ทดสอบ เพื่่�อให้้ซีีรััมควบคุุมบวก neutralize กั บเชื้้�อ

ไวรััสในพื้้�นที่่�  และเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน โดยมีีเชื้้�อไวรััสใน

วััคซีีนเป็็นตััวควบคุุมบวก เชื้้�อไวรััสที่่�เหลืือจากการ 

neutralize จะจัับกัับแอนติิซีีรััมที่่�ผลิิตจากกระต่่าย

และหนููตะเภา จากนั้้�นอ่่านค่่าเป็็นระดัับแอนติิบอดีีของ

เชื้้�อไวรัสัในพื้้�นที่่�  และเชื้้�อไวรัสัในวัคัซีีน ทำำ�ปฏิกิิิริิยาต่่อ 

ซีีรััมควบคุุมบวก โดยทุุกตััวอย่่างทำำ�การตรวจสอบซ้ำำ��

อย่่างน้้อย 2 ครั้้�ง แล้้วนำำ�มาหาค่่าเฉลี่่�ย

	 	 วิิธีีคำำ�นวณหา r-value โดยคำำ�นวณอัตราส่่วน

ระหว่่างแอนติิบอดีีของเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่� กับแอนติิบอดีี

ที่่�ได้้จากเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน นำำ� r-value มาวิิเคราะห์์ผล

ความสมัพนัธ์ทางซรีมัวิทยาตามวธิขีอง Samuel et al., 

1990; Doughty et al., 1995 ดังนี้ 

r-value  =	     ระดัับแอนติิบอดีีในซีีรััมของเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�

	      ระดับแอนติบอดีในซีรัมที่ได้จากเชื้อไวรัสในวัคซีน

ก�ำหนดหลักเกณฑ์ความหมายของ r-value ดังนี้  

	 r = 0 - 0.19  เชื้อไวรัสในพื้นที่มีการเปลี่ยนแปลง

ความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยาสูงหรือจัดอยู่คนละกลุ่มกบั

เชือ้ไวรัสในวคัซีน (Poor matching, highly significant 

serological variation from the reference vaccine 

strain)

	 r = 0.2-0.39 เชือ้ไวรัสในพืน้ทีม่กีารเปลีย่นแปลง

ความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยาในระดับปานกลางเม่ือ

เทยีบกบัเชือ้ไวรสัในวคัซนี แต่จะป้องกนัโรคได้หรอืไม่นัน้ 

ให้ใช้วิธีทดสอบประสิทธิภาพวัคซีน (อาจโดยวิธีฉีดเชื้อ

พิษทับ) (Moderate matching, significant 

difference from the reference vaccine strain 

but protection may be satisfactory if using a 

sufficiently potent vaccine)

	 r = 0.4-1.0  เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�ไม่่มีีการเปลี่่�ยนแปลง

ความสััมพันธ์์ทางซีีรััมวิทยา ยั งจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกััน

กัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน (Good matching, not significant 

difference from reference strain)

3.2 การเปลี่ยนแปลง r-value ในช่วงเวลาที่

ผ่านมา

	

	 3.2.1	การเปลี่ยนแปลง r-value ของเชื้อ 

FMDV ซีโรไทป์โอ 

	 	 การศึกษา r-value ของเชื้อ FMDV ซีโรไทป์

โอที่ระบาดในพื้นที่ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2533 จนถึงปัจจุบัน
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พบว่าส่วนใหญ่มี r-value มากกว่า 0.4 คือ จัดอยู่ใน

กลุ่่�มเดีียวกัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน O/189/87 แม้้ว่่าใน

ช่่วงเวลาที่่�ผ่่านมามีีการพััฒนาไวรััสในวััคซีีนจากเชื้้�อ

ไวรััสในพื้้�นที่่�และนำำ�มาใช้้ผลิิตวััคซีีนเพื่่�อใช้้ควบคุุมและ

ป้องกันโรคเพิ่มเติมหลายสายพันธุ์ เช่น เมื่อปี พ.ศ. 

2559 กรมปศุสัตว ์ผลิตวัคซีนจากเชื้อไวรัส  O/

Chumphon/2010 เนื่องจากสามารถผลิตปริมาณเชื้อ

ไวรัสต่อครั้งได้ปริมาณมากกว่า O/189/87 เมื่อน�ำมา

ทดสอบหา r–value พบว่าเชื้อไวรัสในพื้นที่ในปี พ.ศ. 

2559 ม ความสมพันธ์จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ O/

Chumphon/2010 จนกระทั่งปลายปี พ.ศ. 2559 เชื้อ

ไวรสัในพืน้ทีม่ ีr–value เปลีย่นไปมคีวามสมัพนัธ์ใกล้ชดิ

จัดอยู ่ในกลุ ่มเดียวกับ O/189/87 ม ากกว่า O/

Chumphon/2010 จึงกลับมาใช้ O/189/87 เป็นเชื้อ

ไวรัสในวัคซีน แต่อย่างไรก็ตามเชื้อไวรัสในพื้นที่หรือ

เช้ือไวรัสในวัคซีนที่พัฒนาขึ้นมาใหม่ทั้งหมดก็ยังมี

ความใกล้ชิดมี r– value เป็นกลุ่มเดียวกับเชื้อไวรัสใน

วัคซีน O/189/87

	 3.2.2 การเปลี่ยนแปลง r-value ของเชื้อ 

FMDV ซีโรไทป์เอ 

	 	 ปีี พ.ศ. 2532 กรมปศุุสััตว์์ใช้้เชื้้�อไวรััสใน

วััคซีีน A/132/87 เป็็นตััวแทนในการผลิิตวััคซีีน           

ซีีโรไทป์์เอ เพื่่�อควบคุุมและป้้องกัันโรค และมีีการ

ทดสอบหา r-value ของไวรััสในพื้้�นที่่�กับเป็็นงานประจำำ� 

จนกระทั่่�งปีี พ.ศ. 2540 เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�ซีีโรไทป์์เอ 

เริ่่�มมีี r-value เปลี่่�ยนแปลงไปจากเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน 

A/132/87 โดยการเปลี่่�ยนแปลงเป็็นสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อ

ไวรััสในวััคซีีนในช่่วงต่่าง ๆ ดังนี้้� 

	 	 3.2.2.1 A/Sakol/97 ในปี พ.ศ. 2540 

	 	 	 ในปี พ.ศ. 2540 กรมปศุสัตว์ได้ตรวจพบ

เชื้อ FMDV ซีโรไทป์เอ ในตัวอย่างที่ส่งจากจากจังหวัด

สกลนคร ซึ ่งเป็นการพบซีโรไทป์เอเป็นครั้งแรกหลัง

จากไม่่พบการระบาดในพื้้�นที่่�มากว่่า 1 ปี จากนั้้�นมีีการ

แพร่่กระจายของ FMD ซีีโรไทป์์เออย่่างรวดเร็็วภายใน

ระยะเวลาสั้น ๆ พบการระบาดไปเกือบทั้งประเทศ 

แม้ว่าจะมีการใช้วัคซีนควบคุมและป้องกันโรคอย่าง

สม�่ำเสมอก็ตาม  เมื่อน�ำมาเพาะแยกเช้ือและเพิ่ม

ปริมาณไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยง ก็สามารถเพิ่มปริมาณ

ไวรัสได้อย่างรวดเร็วโดยเกิด Cytopathic effect 

(CPE) ภายใน 18 ชั่วโมง ซึ่งถือว่าเป็นการเพิ่มปริมาณ

เชื้อไวรัสที่เร็วมาก กรมปศุสัตว์จึงน�ำเชื้อไวรัสในพื้นที่

มาทดสอบหา r-value โดยวิธี LPB ELISA กับเชื้อไวรัส

ในวัคซีนในช่วงนั้นคือ A/132/87 พบว่า 69% (9/13) 

ให้้ r–value ต่ำำ��กว่่า 0.19 แสดงว่่าไม่่พบความสััมพันธ์์

ระหว่่างไวรััสในวััคซีีนกัับไวรััสในพื้้�นที่่�  กรมปศุุสััตว์์จึึง       

คััดเลืือกเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�ไปพััฒนาเป็็นไวรััสในวััคซีีน

โดยใช้้ชื่่�อว่่า A/Sakol/97 และนำำ�มาใช้้ควบคุุมและ               

ป้้องกัันโรค ในขณะเดีียวกัันก็็นำำ�เชื้้�อไวรััสดังกล่่าว        

มาผลิิตสารตรวจสอบเพื่่�อใช้้ในงาน ELISA ทั้้ �งงาน

ตรวจจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสและตรวจระดัับ

แอนติิบอดีี

	 	 	 หลังจากใช้ A/Sakol/97 เป็นตัวแทนใน

การผลิตวัคซีนและใช้เพื่อการควบคุมและป้องกันโรค

ได้ไม่นาน การระบาดของ FMD ลดลงเรื่อย ๆ ตัวอย่าง

ส่งตรวจลดลงอย่างเห็นได้ชัด แสดงว่า A/Sakol/97 

สามารถใช้เป็นตัวแทนของเชื้อไวรัสในวัคซีนที่ใช ้

ควบคุมและป้องกันการระบาดได้อย่างมีประสิทธิผล 

	 	 3.2.2.2 A/118/87 ในปี พ.ศ. 2544 

	 	 	 ในปี พ.ศ. 2544 กรมปศุสัตว์ได้น�ำเชื้อ 

FMDV ซีโรไทป์เอ ที่ระบาดในพื้นที่มาทดสอบ r-value 

เทียบกับเชื้อไวรัสในวัคซีนในขณะนั้นคือ A/Sakol/97 

พบว่าส่วนใหญ่ r-value ต�่ำกว่า 0.19 คือจัดอยู่คนละ

กลุ่มกับเชื้อไวรัสในวัคซีน A/Sakol/97 แต่ให้ r-value 

มากกว่า 0.4 เมี่อเทียบกับเชื้อไวรัสในวัคซีน A/118/87 

กรมปศุสัตว ์ จึงเปลี่ยนเช้ือไวรัสในวัคซีนจาก A/

Sakol/97 เป็น A/118/87 และพบว่าสามารถใช้

ควบคุมและป้องกันการระบาดได้อย่างมีประสิทธิผล 

หลัังจากนั้้�นระหว่่างปีี พ.ศ. 2546-2551 ก็ มีีการ

ทดสอบหา r-value ระหว่่างไวรััสในวััคซีีน 2 สายพัันธุ์์�

นี้้�อย่่างสม่ำำ��เสมอ พบว่่าส่่วนใหญ่่ A/118/87 จะให้้ 

r-value ครอบคลุมเชื้อไวรัสในพื้นท่ีมากกว่า A/

Sakol/97 
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	 	 3.2.2.3 A/Sakol/97 ในปี พ.ศ. 2553 

	 	 	 ในปีี พ.ศ. 2553 จากรายงานของ Food 

and Agriculture Organization (FAO) และ OIE พบ

การระบาดของ เชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์เอ คือ A/Iran/05 

ในประเทศแถบตะวัันออกกลางและเอเชีียใต้้ ได้้แก่่ 

อิิหร่่าน อิรััก จอร์์แดน และปากีีสถาน จากรายงานของ 

WRL ส หราชอาณาจัักร ในเดืือนตุุลาคม  พ.ศ. 2553 

พบเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์เอ A/Iran/05 ในประเทศ       

เมีียนมา ดั งนั้้�นประเทศไทยจึึงต้้องมีีการเฝ้้าระวัังการ

ระบาดของเชื้้�อไวรััสซีีโรไทป์์เอที่่�อาจเข้้ามาระบาดใน

ประเทศอย่่างใกล้้ชิิด ต่ อมาในเดืือนพฤศจิิกายน-

ธัันวาคม  พ.ศ. 2553 กรมปศุุสััตว์์พบการระบาดของ

เชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์เอ บริิเวณภาคเหนืือและภาคกลาง

ของประเทศ  หลัังจากที่่�ไม่่พบการระบาดของเชื้้�อ 

FMDV ซีีโรไทป์์เอตั้้�งแต่่เดืือนสิิงหาคม พ.ศ. 2552 การ

ระบาดในครั้้�งนี้้�มีีการแพร่่กระจายของโรคอย่่างรวดเร็็ว

โดยเฉพาะในเขตที่่�มีีการเลี้้�ยงสััตว์์หนาแน่่นทางภาค

ตะวัันตกของประเทศ จึึงคาดว่่าอาจจะเป็็นเชื้้�อ FMDV 

ซีีโรไทป์์เอ ชนิ ด A/Iran/05 จากประเทศเมีียนมา          

กรมปศุุสััตว์์จึึงนำำ�เชื้้�อไวรััสที่่�พบมาทดสอบระดัับของ

แอนติิเจนกัับไวรััสในวััคซีีนสายพัันธุ์์�ที่่�มีีอยู่่�ในขณะนั้้�น

คืือ A/132/87, A/Sakol/97 และ A/118/87 ผลระดัับ

ของแอนติิเจนของ A/132/87 และ A/118/87 ได้้ค่่า 

OD อยู่่�ระหว่่าง 0.3-0.6 ต่ำำ��กว่่าระดัับที่่�ต้องการสำำ�หรัับ

ทดสอบ r-value คือ 1.5-1.8 ในขณะที่่� A/Sakol/97 

ได้้ค่่าระดัับของแอนติิเจนสููงพอจึึงนำำ�มาทดสอบ 

r-value และพบว่่าไวรััสในพื้้�นที่่�ทั้้�งหมดจััดอยู่่�ในกลุ่่�ม

เดีียวกัับไวรััสในวััคซีีน A/Sakol/97 กรมปศุุสััตว์์จึึง

ตััดสิินใจเปลี่่�ยนเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนเป็็น A/Sakol/97 

และนำำ�ไปใช้้ในการควบคุมุและป้้องกัันโรค ภายในระยะ

เวลาไม่่นาน การระบาดของโรคก็็ลดลง แสดงว่่า A/

Sakol/97 ส ามารถนำำ�มาใช้้เป็็นเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน และ

นำำ� ไปควบคุุมและป้้องกัันการระบาดไ ด้้อย่่ าง มีี

ประสิิทธิิผล

	 	 3.2.2.4 A/Lopburi/2012 ในปีี พ.ศ.  

2555-2558 

	 	 	 ในปี พ.ศ. 2555 กรมปศุสัตว์ได้ตรวจหา

และจ�ำแนกซีโรไทป์ของ FMDV ในตัวอย่างท่ีเก็บจาก

จังหวัดลพบุรีพบว่าเป็นซีโรไทป์เอ และมีการแพร่

กระจายของโรคอย่่างรวดเร็็วไปทั่่�วประเทศ  เมื่่�อนำำ�มา

เพาะแยกเชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณของเชื้้�อไวรััสในเซลล์์

เพาะเลี้้�ยงก็็สามารถเพิ่่�มปริิมาณของเชื้้�อไวรััสได้้อย่่าง

รวดเร็็ว จึึ งนำำ�มาทดสอบระดัับของแอนติิเจนกัับเชื้้�อ

ไวรััสในวััคซีีนสายพัันธุ์์�ที่่�มีีในขณะนั้้�นคืือ A/132/87, 

A/Sakol/97, A/118/87 และไวรััสในวััคซีีน A22/

Iraq/64 ที่่� ได้้มาจาก WRL ผลการทดสอบระดัับของ

แอนติิเจน เฉพาะ A/Sakol/97 และ A22/Iraq/64 

เท่่านั้้�นที่่� ไ ด้้ระดัับของแอนติิเจนสููงพอที่่�สามารถ

ทดสอบ r-value ได้้ ส่วนผลการทดสอบ r-value พบว่่า

ทั้้� งหมดมีีความสััมพันธ์์จััดอยู่่�คนละกลุ่่�มกับ A/

Sakol/97 แต่่ส่่วนใหญ่่มีีความสััมพันธ์์ใกล้้ชิิดจััดอยู่่�ใน

กลุ่่�มเดีียวกัับ A22/Iraq/64 แสดงว่่าสามารถใช้้ไวรััส 

A22/Iraq/64 ในการควบคุุมและป้้องกัันโรคได้้ แต่่

กรมปศุุสััตว์์ไม่่มีีเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน A22/Iraq/64          

จึึงใช้้เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�ที่่�ระบาดในขณะนั้้�นจากจัังหวััด

ลพบุุรีีไปพััฒนาเป็็นเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนโดยใช้้ชื่่�อว่่า A/

Lopburi/2012 และนำำ�มาผลิิตเป็็นวััคซีีนเพื่่�อใช้้

ควบคุุมและป้้องกัันโรค ซึ่่� งพบว่่า FMD ที่่� เกิิดการ

ระบาดในขณะนั้้�นสงบลงอย่่างรวดเร็็ว จึึ งนำำ�เชื้้�อไวรััส

ในวััคซีีนดัังกล่่าวมาผลิิตสารตรวจสอบเพื่่�อใช้้ในงาน 

ELISA ด้วย และเมื่่�อนำำ�เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�ตัวอย่่างเดิิมที่่�

เก็็บไว้้และเคยทดสอบ r-value แล้้วว่่าอยู่่�คนละกลุ่่�ม

กัับ A/Sakol/97 กลัับมาทดสอบหา r-value กับไวรััส

ในวััคซีีน A/Lopburi/2012 โดยวิิธีี LPB ELISA พบว่่า

ส่่วนใหญ่่มีีความสััมพันธ์์ใกล้้ชิิดจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกััน 

	 	 	 จากการระบาดของ A/Lopburi/2012 

ครั้งนี้พบข้อมูลที่น่าสนใจคือ ม ีการเคลื่อนย้ายสัตว์  

เข้ามาในพื้นที่จังหวัดลพบุรี ส ตว์ที่เคลื่อนย้ายได้ผ่าน

การกักกันโรคและท�ำวัคซีนชนิด 3 ซ โรไทป์ตามที ่  

กรมปศุสัตว์ก�ำหนด ส ัตว์ที่เคล่ือนย้ายดังกล่าวถูกย้าย
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เข้ามาเลี้ยงปะปนกับสัตว์ในพื้นที่ และพบว่าสัตว์ที่

เคลือ่นย้ายเป็นสตัว์กลุม่แรกทีเ่ริม่ป่วยก่อน สตว์ในพืน้ที่

ยังไม่พบอาการป่วยทั้ง ๆ ที่สัตว์ในพื้นที่ไม่ได้รับวคัซนี

มานาน อาจตัง้สมมตุฐิานได้ว่าเช้ือ FMDV ซโีรไทป์เอยังคง

อยู่ในพื้นที่จังหวัดลพบุรีมานานแล้ว แต่สัตว์ไม่แสดง

อาการป่วยเนือ่งจากสตัว์เหล่านัน้เป็น “สตัว์อมโรค” ซึง่

หมายถึง ส ตว์ทีไ่ม่แสดงอาการของโรคแต่มกีารติดเชือ้

แอบแฝง (persistent Infection) ในสัตว์อมโรคจะ

สามารถพบเชื้อ FMDV ที่บริเวณรอยต่อระหว่าง

หลอดอาหารและคอหอย (esophageal-pharyngeal) 

ซึ่่�งจากงานวิิจััยต่่าง ๆ พบว่่าในโคสามารถเป็็นสััตว์์

อมโรคได้้นาน 3 ปี แกะพบได้้นาน 9 เดืือน แพะพบได้้

นาน 4 เดืือน และกระบืือแอฟริิกา พบได้้นาน 5 ปี แต่่

ไม่่พบการเป็็นสััตว์์อมโรคในสุุกร ในกรณีีนี้้�สงสััยว่่า         

มีีสััตว์์อมโรคอยู่่�ในพื้้�นที่่�แต่่ไม่่แสดงอาการใด ๆ เมื่่�อมีี

สััตว์์เคลื่่�อนย้้ายเข้้ามา ถึึงแม้้จะทำำ�วัคซีีนแล้้วแต่่ไม่่คุ้้�มโรค

เนื่่�องจากเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนที่่�ใช้้ไม่่ตรงกัับเชื้้�อไวรััสใน

พื้้�นที่่�จังหวััดลพบุุรีี ข้ อสัังเกตอีีกประการหนึ่่�งในการเลืือก

ใช้้วััคซีีนจากการระบาดในครั้้�งนี้้� คื อ แม้้ว่่าการเรีียง

ลำำ�ดับสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�จะเหมืือนเดิิม

คืือเป็็น A/Sea-97/ASIA ซึ่่� งจะแตกต่่างกัับไวรััสใน

วััคซีีน A22/Iraq/64 ที่่� เป็็น A/A22/ASIA แต่่เมื่่�อ

ทดสอบ r-value พบว่่าสามารถใช้้ A22/Iraq/64 เป็็น

ตััวแทนเพื่่�อผลิิตวััคซีีนในการควบคุุมและป้้องกัันโรค

ระบาดได้้ แสดงให้้เห็็นว่่าสามารถเลืือกใช้้วััคซีีนในการ

ควบคุุมและป้้องกัันโรคได้้จากเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนที่่�มีี 

r-value ครอบคลุุมเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�  การศึึกษาการ

เรีียงลำำ�ดับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อไวรััสอาจใช้้เพีียงเพื่่�อ

ประกอบการพิิจารณาเท่่านั้้�น 

	 	 	 ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2555-2558 กรมปศุสัตว์ได้

ทดสอบ r-value ข องเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�อยู่่�สม่ำำ��เสมอ 

และพบว่่าส่่วนใหญ่่ยัังคงจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับไวรััสใน

วััคซีีน A/Lopburi/2012 โดยในปีี พ.ศ. 2557-2558 

เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�มีี r-value จั ดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัันกัับ

ทั้้�ง 2 สายพัันธุ์์� คือ A/Lopburi/2012 และ A/Sakol/97 

ส่่วนสายพัันธุ์์�อื่่�นไม่่สามารถทดสอบ r-value ได้้

เนื่่�องจากระดัับของแอนติิเจนที่่�ได้้ยัังไม่่สููงพอ

	 	 3.2.2.5 A/Sakol/97 ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2559-2560

	 	 	 ในปี พ.ศ. 2559-2560 กรมปศสุตัว์ทดสอบ 

r-value ข องเช้ือไวรัสในพื้นที่ พบว่าในช่วงนี้เชื้อไวรัส

ในพื้นที่ให้ r-value เป็นกลุ่มเดียวกับ A/Sakol/97 

และมีความแตกต่างจาก A/Lopburi/2012 ดังนั้นกรม

ปศุสัตว์จึงเลือกใช้ A/Sakol/97 เป็นเชื้อไวรัสในวัคซีน 

	 	 	 จะเห็นได้ว่า r-value ข องเช้ือไวรัสใน

พื้้�นที่่�จัดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับ A/Sakol/97 ม าตั้้�งแต่่ปีี 

พ.ศ. 2557-2558 และต่่อเนื่่�องมาในปีี พ.ศ. 2559-2560 

แต่่ในช่่วงปีี พ.ศ. 2557-2558 ยัังไม่่ได้้เปลี่่�ยนเชื้้�อไวรััส

ในวััคซีีน เนื่่�องจาก A/Lopburi/2012 ก็ ็ยัังใช้้ได้้ดีี       

แต่่พอในปีี พ.ศ. 2559-2560 เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�มีีความ

แตกต่่างจาก A/Lopburi/2012 ในขณะที่่�ยัังคงจััดอยู่่�

ในกลุ่่�มเดีียวกัับ A/Sakol/97  

	 	 3.2.2.6 A/Lopburi/2012 ตั้งแต่ปี พ.ศ. 

2561 จนถึงปัจจุบัน

	 	 	 ตั้้� งแต่่ปีี พ.ศ. 2561 จนถึึงปััจจุุบััน            

กรมปศุุสััตว์์ ทดสอบ r-value ข องเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่� 

พบว่่า ในปีี พ.ศ. 2561 เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�ทั้้�งหมดให้้ 

r-value จัดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับ A/Lopburi/2012 ดีกว่่า 

A/Sakol/97 ที่่� เป็็นไวรััสในวััคซีีน กรมปศุุสััตว์์จึึง

เปลี่่�ยนเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน เป็็น A/Lopburi/2012 ซึ่่� ง

ในปีี 2562 เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�ก็ยัังให้้ผล r-value ของ A/

Lopburi/2012 เป็็นกลุ่่�มเดีียวกัันถึึง 93.93% ดี กว่่า 

A/Sakol/97 ที่่�ให้้ผลเป็็นกลุ่่�มเดีียวกัันเพีียง 30.30%   

	 	 	 ในปีี พ.ศ. 2563 กรมปศุุสััตว์์ยัังคงใช้้ A/

Lopburi/2012 เป็็นเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน และไม่่พบการ

ระบาดของ FMD ซีีโรไทป์์เอจากพื้้�นที่่� ซึ่่�งคาดว่่าเป็็นผล

จากใช้้เชื้้�อไวรััสในวััคซีีนที่่�ตรงกัับสายพัันธุ์์�ของไวรััสที่่�

ระบาดในพื้้�นที่่�อย่่างต่่อเนื่่�อง แต่่อย่่างไรก็็ตามการ         

เฝ้้าระวัังโดยการเก็็บตััวอย่่างเชื้้�อ FMDV จากพื้้�นที่่�มา

จำำ�แนกซีีโรไทป์์และทดสอบ r-value อย่่างต่่อเนื่่�องเป็็นสิ่่�ง

ที่่�จำำ�เป็็นและสำำ�คัญอย่่างยิ่่�ง โดยเฉพาะการเฝ้้าระวััง

การกลัับมาระบาดของเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�  A/Sakol/97 

ซึ่่�งคาดว่่ายัังมีีเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�นี้้�แฝงอยู่่�ในพื้้�นที่่� 
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3.3 การนำำ� r-value ไปใช้้ในการควบคุุมและ

ป้้องกัันโรค

	 การน�ำ  r-value ไปใช ้ในการควบคุมและ   

ป้องกันโรคโดยพิจารณาเปลี่ยนเชื้อไวรัสในวัคซีน 

FMD ข องกรมปศุสัตว ์ เป ็นเร่ืองท่ีต ้องพิจารณา          

โดยรอบคอบ หน่่วยงานหลัักที่่�จะต้้องพิิจารณาเรื่่�องนี้้�

ร่่วมกันคืือ สำ ำ�นักควบคุุม ป้ องกััน และบำำ�บัดโรคสััตว์์ 

สำำ�นักเทคโนโลยีีชีีวภััณฑ์์สััตว์์ และสถาบัันสุุขภาพสััตว์์

แห่่งชาติิ โดยศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อยฯ จะเป็็น

หน่่วยงานที่่�เสนอความเห็็นในช่่วงเวลานั้้�น ๆ  โดยข้้อมููล

ที่่�ใช้้ต้้องมีีข้้อมููลจากหลาย ๆ ด้ านโดยเฉพาะการ

ระบาดของ FMD ในพื้้�นที่่�  โดยการพิิจารณา r-value 

เพื่่�อประกอบการคััดเลืือกเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนมีีดัังนี้้�

	 3.3.1 r–value ทัง้หมดหรอืส่วนใหญ่ มากกว่า 0.4

	 	 แสดงว ่าเชื้อไวรัสในพื้นที่จัดอยู ่ ในกลุ ่ม

เดียวกันกับเชื้อไวรัสในวัคซีนขณะนั้น ดังนั้นไวรัสใน

วัคซีนที่ใช้อยู่สามารถใช้เป็นตัวแทนในการผลิตวัคซีน

ต่อไปได้ ถ้ามีเชื้อไวรัสในวัคซีนมากกว่า 1 ส ายพันธุ์ที่

ให้ r–value ม ากกว่า 0.4 ก็อาจใช้เหตุผลอื่นเพิ่มเติม

ในการคัดเลือกเชื้อไวรัสในวัคซีน เช่น ใช้สายพันธุ์ใด

สายพันธุ์หนึ่งอยู่แล้วเปลี่ยนหรือไม่เปลี่ยนก็ไม่แตกต่าง 

ความยากง่ายของการเพาะเชื้อไวรัสลงเซลล์เพาะเลี้ยง

หรือปริมาณของเชื้อไวรัสท่ีได ้ ในการผลิตแต ่ละ         

สายพันธุ์ เป็นต้น

	 	 ในช่วงทีผ่่านมาเคยมบีางช่วงเวลาที ่ r–value 

ทั้ งหมดหรือส ่วนใหญ ่จัดอยู ่ ในกลุ ่มเดียวกันกับ           

เชื้อไวรัสในวัคซีน มากกว่า 1 สายพันธุ์ เช่น 

	 	 -	 ไทป์์โอ สายพัันธุ์์� O/Chumphon/2010 

กัับ O/Udornthani/87 ในปีี พ.ศ. 2559

	 	 -	 ไทป์์เอ ส ายพัันธุ์์�  A/Sakol/97 กั บ A/

Lopburi/2012 ในปีี พ.ศ. 2557-2558

	 3.3.2 r–value ทั้้�งหมดหรืือส่่วนใหญ่่ น้อยกว่่า 0.19

	 	 แสดงว่่าของเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�จัดอยู่่�คนละ

กลุ่่�มกับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน ขณ ะนั้้�นเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน   

ที่่�ใช้้อยู่่�ไม่่สามารถใช้้เป็็นตััวแทนในการผลิิตวััคซีีน     

ต่่อไปได้้ ให้้รีีบเปลี่่�ยนเชื้้�อไวรัสัในวัคัซีีน เป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�ให้้ 

r–value ม ากกว่่า 0.4 ถ้ าไม่่มีีเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน ที่่� ให้้             

r–value ที่่� เหมาะสม  ให้้พััฒนาเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�เป็็น

ไวรััสในวััคซีีน และนำำ�มาผลิิตวััคซีีน ที่่�ผ่ านมาเคยเกิิด

กรณีีนี้้�แล้้ว 2 ครั้้�งคืือ A/Sakol/97 ในปีี พ.ศ. 2540 

และ A/Lopburi/2012 ในปีี พ.ศ. 2555

	 	 จะมีีการเข้้าใจผิิดเรื่่�อง r-value อยู่่�เสมอ 

โดยเฉพาะการนำำ� r-value ไปใช้้ในการเปลี่่�ยนเชื้้�อไวรััส

ในวััคซีีน ไม่่สามารถพิิจารณาเป็็นรายการทดสอบหรืือ

รายตััว แต่่ต้้องพิิจารณาในภาพรวมของพื้้�นที่่�หรืือของ

ประเทศและต้้องพิิจารณาด้้านอื่่�นประกอบด้้วยโดย

เฉพาะด้้านระบาดวิิทยา เช่่นมีีตััวอย่่างเชื้้�อไวรััสใน

พื้้�นที่่�จากจัังหวััดแห่่งหนึ่่�งให้้ r-value ต่ำำ��กว่่า 0.19 อยู่่� 1 

ตััวอย่่าง แต่่ไม่่พบการแพร่่กระจายหรืือระบาดเพิ่่�มเติิม

และโรคสงบไปเอง ในกรณีีนี้้�ก็็ไม่่จำำ�เป็็นต้้องเปลี่่�ยนเชื้้�อ

ไวรััสในวััคซีีน

	 3.3.3 r–value ทั้้ �งหมดหรืือส่่วนใหญ่่ อยู่่�

ระหว่่าง 0.2-0.39

	 	 ในการทดสอบที่่�ผ่านมาไม่่เคยพบ r-value 

ทั้้�งหมดหรืือส่่วนใหญ่่อยู่่�ระหว่่าง 0.2-0.39 หรืือมีีการ 

เปลี่่�ยนแปลงในระดัับปานกลางเป็็นส่่วนใหญ่่ การ

ทดสอบในภาพรวมในช่่วงเวลาหนึ่่�ง ๆ จะพบการ

เปลี่่�ยนแปลงในระดัับปานกลางอยู่่�บ้าง แต่่ส่่วนใหญ่่ 

จะเป็็นความสััมพันธ์์ทางซีีรััมวิทยาจััดในกลุ่่�มเดีียวกััน 

หรืือมีีความสััมพันธ์์ทางซีีรััมวิทยาจััดอยู่่�คนละกลุ่่�ม 

ทางใดทางหนึ่่�ง เช่่น พบความสััมพันธ์์ทางซีีรััมวิทยา 

จััดในกลุ่่�มเดีียวกััน 90% (36/40 ตั วอย่่าง) การ

เปลี่่�ยนแปลงในระดัับปานกลาง 10% (4/40 ตัวอย่่าง) 

ซึ่่�งผลการทดสอบการเปลี่่�ยนแปลงความสััมพันธ์์                   

ในระดัับปานกลาง ไม่่ว่่าจะเป็็นส่่วนประกอบของความ

สััมพันธ์์ทางซีีรััมวิทยาจััดในกลุ่่�มเดีียวกััน หรืือความ

สััมพันธ์์ทางซีีรััมวิทยาจััดอยู่่�คนละกลุ่่�ม ก็ ็จะสามารถ

ตััดสิินใจในการคััดเลืือกเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนได้้ชััดเจน  

ตามฐานข้้อมููลส่่วนใหญ่่
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การเตรียมความพร้อมด้านการผลิตสารตรวจสอบทาง 

ELISA ส�ำหรับ FMD

บทที่ 4

4.1 ไวรััสและซีีรััมที่่�ใช้้ในสารตรวจสอบ

	 การผลิิตวััคซีีนสำำ�หรัับควบคุุมและป้้องกััน FMD ในประเทศไทยจะคััดเลืือกเชื้้�อไวรััสที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�เป็็น 

เชื้้�อไวรััสสำำ�หรัับผลิิตวััคซีีนควบคุุมและป้้องกัันโรค ซึ่่� งการนำำ�เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�แต่่ละสายพัันธุ์์�มาเตรีียมเป็็นวััคซีีน     

เริ่่�มจากเมื่่�อพบการระบาดของ FMD ในพื้้�นที่่�  เจ้้าหน้้าที่่�หรืือสััตวแพทย์์ผู้้�มีีหน้้าที่่�ควบคุุมโรคระบาดจะเก็็บตััวอย่่าง

ส่่ง ศ ออ. เพื่่�อตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััส  และศึึกษาต่่อเนื่่�องในทางระบาดวิิทยาโดย การทำำ� 

nucleotide sequencing จากนั้้�น ศออ. จะเพิ่่�มปริิมาณของเชื้้�อไวรััสในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงให้้ปริิมาณมากพอ เพื่่�อหา 

r-value ในกรณีีที่่�  r-value ส่วนใหญ่่ต่ำำ��กว่่า 0.19 คือเชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�จัดอยู่่�คนละกลุ่่�มหรืือไม่่สััมพันธ์์กัับเชื้้�อไวรััส

ในวััคซีีนและจำำ�เป็็นต้้องเปลี่่�ยนเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน แต่่ถ้้าในขณะนั้้�นยัังไม่่มีีวััคซีีนที่่�เหมาะสมเนื่่�องจากเชื้้�อไวรััสใน

พื้้�นที่่�ไม่่สััมพันธ์์กัับเชื้้�อไวรััสในสายการผลิิตวััคซีีนเลย (ในช่่วง 25 ปีที่่�ผ่านพบว่่าเชื้้�อไวรััสพื้้�นที่่�ที่่�เปลี่่�ยนแปลงไปจาก          

เชื้้�อไวรััสในวััคซีีนแบบไม่่สััมพันธ์์กัันเลยอยู่่�  2 ครั้้�ง คือสายพัันธุ์์�  A/Sakol/97 ในปีี 2540 และ A/Lopburi/2012 

ในปีี 2555) ศออ. ต้องเพิ่่�มเชื้้�อไวรััสให้้มีีปริิมาณมากข้ึ้�นและส่่งเชื้้�อไวรััสนั้้�นให้้ฝ่่ายผลิิตวััคซีีน FMD สำำ�นักเทคโนโลยีี

ชีีวภััณฑ์์สััตว์์ (สทช.) เพื่่�อพััฒนาไวรััสดังกล่่าวให้้เป็็นเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนสำำ�หรัับผลิิตวััคซีีน และมีีการทดสอบ

ประสิิทธิิภาพก่่อนนำำ�ไปแจกจ่่ายให้้เกษตรกรเพื่่�อใช้้เป็็นวััคซีีนควบคุุมและป้้องกัันโรค หน้้าที่่�ต่อไปของ ศ ออ. คื อ

ตรวจระดัับภููมิคุ้้�มกันหลัังจากให้้วััคซีีนในสััตว์์แล้้ว โดยวิิธีีที่่�ใช้้เป็็นงานประจำำ�คือ LPB ELISA โดยฝููงสััตว์์ที่่�มีี

ภููมิคุ้้�มกันต้้องมีีระดัับแอนติิบอดีีในแต่่ละซีีโรไทป์์ มากกว่่า 1:80 มากกว่่า 80% ของฝููง

	 การตรวจระดัับภููมิคุ้้�มกันหรืือตรวจระดัับแอนติิบอดีีต่่อ FMDV โดยวิิธีี LPB ELISA ต้ องใช้้สารตรวจสอบ               

ที่่�เตรีียมจากเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�เดีียวกัันกัับที่่� ศออ. ส่งให้้ สทช. ไปพััฒนาเป็็นวััคซีีน สารตรวจสอบที่่�ได้้ถึึงจะมีีความ

เหมาะสมกับการใช้้ตรวจระดัับแอนติิบอดีีของวััคซีีนที่่�ผลิิตจาก สทช. มากที่่�สุด โดยใช้้ซีีรััมควบคุุมบวก ในกระบวนการ

ทดสอบประสิิทธิิภาพวััคซีีนและใช้้เชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�เดีียวกัันเป็็นไวรััสควบคุุมบวก ส ารตรวจสอบที่่�ใช้้ตรวจระดัับ

แอนติิบอดีีโดยวิิธีี LPB ELISA ก็สามารถนำำ�มาทดสอบหา r-value เช่่นเดีียวกััน จะเห็็นได้้ว่่าที่่�มาของสารตรวจสอบ

โดยวิิธีี LPB ELISA ทั้้ �ง ไวรััสควบคุุมบวก ซีีรััมควบคุุมบวก และแอนติิซีีรััมที่่�ผลิิตจากกระต่่ายและหนููตะเภา             

เตรีียมจากไวรััสสายพัันธุ์์�เดีียวกััน จึึงมั่่�นใจได้้ว่่าผลการทดสอบมีีความน่าเชื่่�อถืือตรงตามวัคซีีนที่่�ใช้้
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	 ในการเตรีียมสารตรวจสอบเพื่่�องานทดสอบโดย

วิิธีี LPB ELISA ทำ ำ�ได้้โดยนำำ�เชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�ที่่�จะนำำ�

มาผลิิตสารตรวจสอบมาผ่่านขั้้�นตอนต่่าง ๆ เริ่่�มจาก

การเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ การเพาะเลี้้�ยงไวรััส  การเตรีียม

อนุุภาค 146S ไวรััสแอนติิเจน การเตรีียมแอนติิซีีรััมใน

สััตว์์ทดลอง (กระต่่ายและหนููตะเภา) และการทวน

สอบสารตรวจสอบและทดสอบความใช้้ได้้ของสาร

ตรวจสอบ ตามรายละเอีียดดัังนี้้�

4.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์

	 ใช้ BHK-21 cell line แบบ monolayer ท่ี

เตรยีมจาก cell stock เป็นเซลล์ตัง้ต้นในการเพาะเลีย้ง 

โดยมีวิธีเตรียมดังนี้ 

	 4.2.1 ค�ำนวณปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ีมีซีรัม

ของวัวเป็นส่วนประกอบส�ำหรับการเจริญเติบโต 

(growth medium) ที่จะใช้จากจ�ำนวนเท่าของเซลล์ที่

จะเพิ่มปริมาณ  (4-8 เท่าขึ้นอยู่กับเซลล์แต่ละชุดและ

ระยะเวลาที่ใช้ในการบ่มเซลล์) เช่น ถ้าจะเพาะเซลล์

จากขวดเลี้ยงเซลล์เดิม 250 ตารางเซนติเมตร (ปริมาณ 

growth medium เดิมคือ 100 มิลลิลิตร) อีก 6 เท่า 

แสดงว่าต้องเติม growth medium อีก 6 เท่าเช่นกัน 

คือ เพิ่มเป็น 600 มิลลิลิตรและใส่ในขวดเลี้ยงเซลล์ที่มี

ปริมาตรรวมเพิ่มขึ้น 6 เท่าเช่นกัน คือ 1,500 ตาราง

เซนติเมตร คือ อาจจะใส่ขวดเลี้ยงเซลล์ 250 ตาราง

เซนติเมตร จ�ำนวน 6 ขวด หรือรวมกับขวดเลี้ยงเซลล์

ขนาดอื่นก็ได้ ตามวัตถุประสงค์ของผู้ใช้

	 4.2.2 ล้าง BHK-21 cell สภาพสมบูรณ์ ในขวด

เลี้ยงเซลล์ โดยทั่วไปจะดูจากลักษณะของเซลล์ที่คล้าย

รูปกระสวย (fibroblast–like cells) ข นาดไม่ผอม       

จนเกินไป ม ีปริมาณเต็มพื้นที่ในขวดเลี้ยงเซลล์หรือ

อย่างน้อย 80% ข องพื้นผิวมาเพาะเลี้ยงต่อ โดยดูด

อาหารเลี้ยงเซลล์เก ่าทิ้งล ้างเซลล์ด ้วย 0.01 M 

phosphate buffer saline และดูดทิ้ง 

	 4.2.3 เติม 0.125% Trypsin + 0.025 Versine 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลล์เพื่อย่อยเซลล์ให้

แยกออกจากขวดเลี้้�ยงเซลล์์ จากนั้้�นหยุุดปฏิิกิิริิยาของ

การย่่อยด้้วยการเติิม growth medium จาก ข้อ 4.2.1 

ประมาณ 8-10 มิลลิิลิิตร ใช้้ปิิเปตอััตโนมััติิดููดเซลล์์ข้ึ้�น

มาปริิมาตรประมาณ  5 มิ ลลิิลิิตร กดปล่่อยตััวปล่่อย   

ปิิเปตอััตโนมััติิให้้เซลล์์กระทบกัับข้้างขวดด้้านใน      

ในลัักษณะการกระทบที่่�แรง ทำำ�ซ้ำำ��ประมาณ 20-25 ครั้้�ง 

เพื่่�อให้้เซลล์์แยกออกเป็็นเซลล์์เดี่่�ยวถ้้าเซลล์์แยกออก

จากกัันไม่่หมด หรืือยัังมีีลัักษณะเป็็นก้้อน เซลล์์ที่่�ได้้

อาจจะไม่่โตหรืือโตไม่่เต็็มพื้้�นที่่�ขวดเลี้้�ยงเซลล์์

	 4.2.4 ดูดเซลล์ท่ีแยกเป็นเซลล์เด่ียวแล้วลงใน 

growth medium จากข้อ 4.2.1 ผสมให้เข้ากัน

	 4.2.5 แจกเซลล์ใน growth medium ลงใน

ขวดเลี้ยงเซลล์ตามที่ค�ำนวณไว้

	 4.2.6 นำำ�ไปวางไว้้ที่่�ตู้้�อุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส 

เป็็นเวลาไม่่น้้อยกว่่า 48 ชั่่� วโมง เพื่่�อไม่่ให้้เซลล์์เพิ่่�ม

ปริิมาณจนหนาแน่่นเกิินไป จะมีีผลทำำ�ให้้เซลล์์ไม่่

สมบููรณ์์หรืือตายได้้ เมื่่�อนำำ�ไปเลี้้�ยงไวรััส  ระดัับของ

แอนติิเจนที่่�ได้้อาจไม่่ดีีเท่่าที่่�ควร

	 4.2.7 เมื่อครบ 48 ช ั่วโมง ดูความสมบูรณ์ของ

เซลล์ ซึ่งปกติเซลล์จะเป็นรูปกระสวย ขนาดไม่ผอมจน

เกินไป และเต็มขวดพอดี และ growth medium จะ

เปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีเหลืองใสไม่ขุ่นจากการปนเปื้อน 

4.3 การเพาะเลี้ยงไวรัส

	 เป็นการเพิ่มปริมาณไวรัสสายพันธุ ์ท่ีต้องการ 

บนเซลล์์เพาะเลี้้�ยง BHK-21 จำำ�นวน 5-9 passages (

สามารถปรัับเปลี่่�ยนได้้ตามปริิมาณไวรััสที่่�ผลิิตได้้ใน

แต่่ละชุุด) ให้้มีี CPE ภายใน 24 ชั่่�วโมง เริ่่�มแรกของการ

เพาะเลี้้�ยงเพื่่�อเพิ่่�มปริิมาณจะต้้องทำำ�การตรวจสอบ

ปริิมาณของเชื้้�อไวรััสที่่�เพาะเลี้้�ยงได้้โดยวิิธีีทดสอบ

ระดัับของแอนติิเจน หรืือใช้้วิิธีีการหาความรุุนแรงของ

ไวรััสที่่�การเจืือจางไวรััสสููงสุุดที่่�สามารถทำำ�ให้้เซลล์์ตาย 

50 เปอร์์เซ็็นต์์ (TCID
50
) ซึ่่� งจะเป็็นเชื้้�อไวรััสที่่�มีีความ

รุุนแรงเพีียงพอที่่�จะนำำ�ไปใช้้งานได้้ โดยปกติิระดัับของ

แอนติิเจนจะอยู่่�ที่่� 1:120 หรืือ ค่า TCID
50 
ประมาณ 3.5 



- 17 -Foot and Mouth disease and laboratory preparedness for control and prevention

ข้ึ้�นไป นำ ำ�ไปเพาะขยายเพิ่่�มปริิมาณ  จนได้้ปริิมาตร 

2,000-4,000 มิลลิิลิิตร แล้้วนำำ�ไปหาระดัับของแอนติิเจน

ของไวรััสอีกครั้้�ง จึึ งจะเริ่่�มกระบวนการผลิิตสารตรวจ

สอบโดยการเตรีียมอนุุภาค 146S ไวรััสแอนติิเจน

4.4 การเตรียมอนุภาค 146S ไวรัสแอนติเจน

	 4.4.1 การท�ำให้ไวรัสสิ้นสภาพ

	 	 เติิม 2% Binary ethyleneimine (2% BEI) 

ปริิมาตร 10 เปอร์์เซ็็นต์์ ลงในไวรััสที่่�เตรีียมได้้ นำ ำ�ไป 

ปั่่�นที่่�อ่างน้ำำ��ควบคุุมอุณภููมิ 25 องศาเซลเซีียส  เป็็นเวลา 

24 ชั่่� วโมง เพื่่�อให้้เกิิดปฏิิกิิริิยาการสิ้้�นสภาพอย่่าง

สมบููรณ์์ เมื่่�อครบเวลาหยุุดปฏิิกิิริิยาของ 2% BEI ด้วย 

20% Sodium thiosulfate ปริิมาตร 10% เพื่่�อเป็็นการ

ลดปฏิิกิิริิยาของ 2% BEI และเป็็นการป้้องกัันไม่่ให้้เซลล์์ 

BHK-21 เกิิดความเป็็นพิิษ นำ ำ�ไปปั่่�นบน magnetic 

stirrer เป็็นเวลา 20 นาทีี จากนั้้�นเติิม Polyethylene 

glycol (PEG 6,000) ชนิดผง ปริิมาตร 7% ลงในน้ำำ��ไว

รััส นำำ�ไปปั่่�นส่่วนผสมด้วย magnetic stirrer ที่่�อุณหภููมิ

 4 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง เพื่่�อทำำ�ให้้เชื้้�อไวรััส

สิ้้�นสภาพอย่่างสมบููรณ์์ 

	 4.4.2 การท�ำให้ไวรสัเข้มขน (virus concentration) 

	 	 4.4.2.1 นำำ�น้ำำ��ไวรััสจากข้้อที่่� 4.4.1 ไปปั่่�นด้้วย

เครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 7,000 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 60 นาทีี

จากนั้้�นแยกเอาน้ำำ��ไวรััสทิ้้�ง เหลืือส่่วนที่่�เป็็นตะกอนไว้้

	 	 4.4.2.2 เติิม  0.01M PBS pH 7.6 ลงใน

ตะกอนจากข้้อ 4.4.2.1 ปริิมาณ  150 มิ ลลิิลิิตร เพื่่�อ

ทำำ�การละลายตะกอน จากนั้้�นนำำ�ไปปั่่�น  6,000 รอบต่่อ

นาทีี เป็็นเวลา 30 นาทีี จะได้้น้ำำ��ไวรััส  ให้้เก็็บไว้้เป็็น

น้ำำ��ไวรััสส่วนที่่�  1 จากนั้้�นเติิม  0.01M PBS pH 7.6 

ปริิมาตร 50 มิ ลลิิลิิตรลงในตะกอนอีกีครั้้�ง เพื่่�อทำำ�การ

ละลายตะกอน และนำำ�ไปปั่่�น 6,000 รอบต่่อนาทีี เป็็น

เวลา 30 นาทีี จะได้้น้ำำ��ไวรััสอีกครั้้�ง เก็็บน้ำำ��ไวรััสนี้้�เป็็น

ส่่วนที่่� 2 และทิ้้�งตะกอน

	 	 4.4.2.3 น�ำน�้ำไวรัสส่วนที่ 1 และ ส ่วนที่ 2 

มารวมกัน จะได้ปริมาตรประมาณ 200 มิลลิลิตร

	 	 4.4.2.4 นำำ�น้ำำ��ไวรััสที่่�รวมกันในข้้อ 4.4.2.3 แบ่่ง

ใส่่หลอด ๆ  ละไม่่เกิิน 70 มิลลิิลิิตร และนำำ�ไปปั่่�นด้้วยเครื่่�อง

ปั่่�นความเร็็วสููง (ultracentrifuge) ที่่� 26,000 รอบต่่อนาทีี 

เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง เพื่่�อตกตะกอนไวรััส ซึ่่�งจะได้้ตะกอน

ไวรััสเป็็นคล้้ายเป็็นรููปเม็็ดกระดุุมเล็็ก ๆ (small pellet)

	 	 4.4.3 ละลายตะกอนขนาดเล็ก 

	 	 	 ทำำ�การละลายตะกอนขนาดเล็็กที่่�ได้้ใน

ข้้อ 4.4.2.4 โดยเติิม 0.01M PBS pH 7.6 ปริิมาณ 1 

มิลลิลิตร/หลอด ลงบนตะกอนไวรัสที่เป็น small 

pellet แช่ค้างคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 0.01M 

PBS pH 7.6 จะท�ำให้ตะกอนไวรัสคลายตัวออก ไม่จับ

ตัวกันแน่นเกินไป หลังจากแช่ตะกอนไวรัสค้างคืน น�ำ

ตะกอนไวรัสมาตีด้วยปิเปต (pipetting technique)  

เบา ๆ ด้วยความระมัดระวัง อย่าท�ำให้เกิดฟอง การตี

ตะกอนแรงเกินอาจท�ำให้ไวรัสแตกตัวไม่ได้อนุภาค 

146S ไวรัสตามวัตถุประสงค์ จากนั้นน�ำไปปั่น 6,000 

รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 30 นาทีี เพื่่�อตกตะกอน จะได้้

ส่่วนของน้ำำ��ไวรััสเป็็นครั้้�งที่่�  1 ประมาณ  4 มิ ลลิิลิิตร 

ทำำ�การละลายตะกอนอีีกครั้้�งด้้วย 0.01M PBS pH 7.6 

ปริิมาตร 1 มิลลิิลิิตรต่่อหลอด นำำ�ไปปั่่�น 6,000 รอบต่่อ

นาทีี เป็็นเวลา 30 นาทีี จะได้้ส่่วนของน้ำำ��ไวรััสเป็็นครั้้�งที่่� 

2 จากนั้้�นนำำ�น้ำำ��ไวรััสครั้้�งที่่�  1 และครั้้�งที่่�  2 ม ารวมกัน 

เพื่่�อนำำ�ไปแยกอนุุภาค 146S ใน sucrose gradient  

	 4.4.4 การเตรียม sucrose gradient

	 	 ขั้นตอนการท�ำ  sucrose gradient ม ีดังนี้ 

เตรยีมสารละลาย sucrose ทีม่คีวามเข้มขน 15% และ 

45% (pH 7.6) ใส่ลงในเครื่องท�ำ  sucrose gradient 

โดยใส่ 45% sucrose ลงไปในคอลัมน์ปริมาตร 18 

มลิลลิติร จากนัน้ ใส่ 15% sucrose ลงในคอลมัน์อกีด้าน 

ปรมิาตร 18 มลิลลิติรเท่ากนั เปิดวาล์วให้ sucrose 15% 

ไหลไปหา sucrose 45% โดยที่จังหวะของการไหลจะ

ต้องไหลอย่างต่อเนื่องสม�่ำเสมอ เนื่องจากมีผลต่อการ

สร้างคอลมัน์ของ sucrose ทีจ่ะต้องมีการเรยีงชัน้ล�ำดบั

ความเข้มข้นของ sucrose ให้ส่วนที่จะเป็นจุดรองรับ

รองรับ peak ข องอนภุาค 146S ไวรัสแอนติเจนอยู่ท่ี

กึ่งกลางของคอลัมน์พอดี
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	 4.4.5 การแยก 146S ไวรัสแอนติเจน ใน 

sucrose gradient

	 	 เติิมน้ำำ��ไวรััสที่่� ไ ด้้ในข้้อ 4.4.3 ลงไปบน 

sucrose gradient ในข้้อ 4.4.4 ปริิมาตรไม่่เกิิน 1.8 

มิิลลิิลิิตรต่่อหลอด นำ ำ�ไปใส่่แกนหมุุนปั่่�นด้้วยเครื่่�องปั่่�น

ความเร็็วสููงที่่� 26,000 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง 

30 นาทีี เพื่่�อให้้อนุุภาค 146S ข องไวรััสที่่�ต้องการ

ตกลงมาอยู่่�ตรงกึ่่�งกลาง sucrose gradient ระหว่่าง 

15% และ 45% พอดีีแล้้วนำำ�ไปทำำ�การแยกให้้ได้้เฉพาะ

ส่่วนที่่�ต้องการใช้้งานด้้วยเครื่่�อง fraction collector 

ตั้้�งการหยดของ sucrose gradient ไม่่เกิิน 1 มิลลิิลิิตร

ต่่อหลอด โดยกราฟจะข้ึ้�นเป็็น 2 ช่่วง ช่่วงแรกจะเป็็น

อนุุภาค 75S ช่่วงที่่�สองเป็็นอนุุภาค 146S ไวรััสแอนติิเจน

เก็็บช่่วงที่่�สอง โดยอาจบ่่งชี้้�หลอดจุุดที่่�กราฟเริ่่�มข้ึ้�น  

จนหลอดสุุดท้้ายที่่�กราฟตก เก็็บหลอดที่่�บรรจุุ sucrose 

gradient ตลอดช่่วงกราฟข้ึ้�นครั้้�งที่่� 2 

	 4.4.6 การวััดปริิมาณ 146S virus

	 	 นำำ� 146S ไวรััสแอนติิเจน ที่่�ได้้จากข้้อ 4.4.5 

ไปวััดความเข้้มของแสงส่่องผ่่าน (Optimal Density, 

OD) ด้วยเครื่่�อง spectrophotometer (Nanodrop) 

แล้้วคำำ�นวณอนุุภาค 146S ไวรััสแอนติิเจน เป็็น 

ไมโครกรััมต่อมิิลลิิลิิตร ปริิมาณอนุุภาค 146S ไวรััส

แอนติิเจน ที่่�ได้้ไม่่ควรต่ำำ��กว่่า 25 ไมโครกรััมต่อมิิลลิิลิิตร

4.5 การเตรียมแอนติซีรัมในสัตว์ทดลอง

	 การเตรียมแอนติซีรัมจากกระต่าย ท�ำโดยการ

ฉีดอนุภาค 146S แอนติเจนที่เข้มข้นและบริสุทธิ์ของ

ไวรััสสเตรนที่่�ต้้องการ ผสมกัับ complete freund’s 

adjuvant ในอััตราส่่วน 1:1 ฉีีดเข้้ากล้้ามเนื้้�อ โดยใช้้

อนุุภาค 146S แอนติิเจนความเข้้มข้นประมาณ  50 

ไมโครกรััมต่อตััว หลัังจากนั้้�น 28 วันฉีีดซ้ำำ��ด้วยอนุุภาค 

146S แอนติิเจนความเข้้มข้นประมาณ 25 ไมโครกรััม

ต่่อตััวของไวรััสสายพัันธุ์์�เดิิม  ผสมกับ incomplete 

freund’s adjuvant ในอััตราส่่วน 1:1 เก็็บเลืือดและ

แยกซีีรััมในวัันที่่� 10 หลัังการฉีีดแอนติิเจนเข็็มที่่�สอง 

	 การเตรีียมแอนติิซีีรััมจากหนููตะเภา ทำ ำ�เช่่น

เดีียวกัับกระต่่าย แต่่ฉีีดเพีียงครั้้�งเดีียวด้้วยแอนติิเจนที่่�

เข้้มข้นและบริิสุุทธิ์์�ของไวรััสประมาณ  25 ไมโครกรััม        

ต่่อตััว หลัังจากนั้้�น 28 วัน ทำำ�การเก็็บเลืือดและแยกซีีรััม

4.6 การทวนสอบสารตรวจสอบและทดสอบ

ความใช้ได้ของสารตรวจสอบ

	 วิิธีีการทวนสอบสารตรวจสอบที่่�ใช้้ในปััจจุุบััน 

คืือ การนำำ�เอาแอนติิซีีรััมที่่� ไ ด้้จากการเก็็บเลืือด                    

มาตรวจระดัับหาค่่าการใช้้งานที่่�เหมาะสม ซึ่่� งค่่าระดัับ

แอนติิซีีรััมของกระต่่ายและหนููตะเภานั้้�น จะแตกต่่าง

กัันออกไป โดยระดัับแอนติิซีีรััมของกระต่่ายที่่�เหมาะสม

ต่่อการนำำ�มาใช้้งาน อยู่่�ประมาณ  1:5000 ส่วนของหนูู

ตะเภานั้้�นระดัับแอนติิซีีรััมที่่�เหมาะสมต่อการนำำ�มาใช้้

งานอยู่่�ประมาณ 1:2000 จากนั้้�นนำำ�ไปทดลองใช้้งานจริิง

เปรีียบเทีียบกัับสารตรวจสอบที่่�ใช้้งานอยู่่�ในปััจจุุบััน 

ถ้้าให้้ผลการทดสอบที่่�ตรงกัันถืือว่่าสารตรวจสอบชุุดนี้้�

ผ่่านการทดสอบความใช้้ได้้ ส ามารถนำำ�ไปใช้้ในงาน

ทดสอบได้้
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การเตรียมความพร้อมของอาคารห้องปฏิบัติการที่มี

ความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 ส�ำหรับตรวจวินิจฉัย FMD

บทที่ 5

อาคารห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีความปลอดภััยทางชีีวภาพระดัับ 3

	 อาคารห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีความปลอดภััยทางชีีวภาพระดัับ 3 เป็็นอาคาร 3 ชั้้�น ชั้้�นทำำ�งานเรีียกว่่า working 

floor หรืือ working plant ชั้้�นบนเป็็นระบบควบคุุมอากาศ ส่วนชั้้�นล่่างหรืือชั้้�นใต้้ดิินเป็็นระบบบำำ�บัดน้ำำ��เสีีย บาง

ห้้องปฏิิบััติิการอาจเพิ่่�มชั้้�นของการวางท่่อลมสำำ�หรัับอากาศเข้้าออกหรืือท่่อน้ำำ��เสีียแยกออกมาอีีก 2 ชั้้�นรวมเป็็น 5 ชั้้�น 

ชั้้�นทำำ�งานของอาคาร BSL-3 จะใช้้หลัักการ box in box เปรีียบเสมือนมีีกล่่องซ้้อนอยู่่�ในกล่่องอีีกชั้้�น โดยกล่่องชั้้�น

นอกจะเป็็นโครงอาคารและกล่่องชั้้�นในจะเป็็นห้้องปฏิิบััติิการ BSL-3 หรืือ secure zone ที่่� มีีความดันติิดลบ 

รูปที่ 1 แสดงแผนภูมิชั้นท�ำงานของห้องปฏิบัติการ BSL-3
สีเทาอักษรสีน�้ำเงินแสดงส่วน BSL-3 หรือ Secure zone
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(negative pressure) ระหว่่างโครงอาคารและห้้อง

ปฏิิบััติิการ BSL-3 จะมีีทางเดิินโดยรอบห้้องปฏิิบััติิการ 

(corridor) ซึ่่� งเป็็นส่่วน non-secure zone ที่่�มีีความ

ดัันบวก (positive pressure) เพื่่�อดัันอากาศเข้้าใน

ห้้องปฏิิบััติิการและดัันออกข้้างนอกอาคารด้้วยเสมือน

เป็็นสิ่่�งกีีดขวาง (barrier) ป้ องกัันสิ่่�งแวดล้้อมอีกชั้้�น

นอกเหนืือจากระบบความดันติิดลบภายในห้้องปฏิิบััติิการ 

ผนัังระหว่่างห้้องปฏิิบััติิการกัับ corridor รอบชั้้�นทำำ�งาน

จะมีีระบบอุุปกรณ์์ต่่าง ๆ เพื่่�อป้้องกัันการรั่่�วไหลของเชื้้�อ 

ซึ่่�งจะเป็็นจุุดเชื่่�อมต่อหรืือทางเข้้าออกของผู้้�ปฏิิบััติิงาน

และวััสดุสิ่่�งของต่่าง ๆ ด้วย

5.1 ระบบหมุนเวียนอากาศ 

	 เป็นระบบควบคุมอากาศท่ีไหลเวียนภายใน 

ห้องปฏิบัติการของอาคาร อยู่บริเวณชั้นบนของอาคาร

เป็นระบบปิดมีอุปกรณ์ที่ส�ำคัญ เช่น pre-filter, air 

handling unit, exhaust fan, HEPA canister ท่อลม

และปั๊มลมต่าง ๆ ส ่วน chiller ส�ำ หรับท�ำความเย็น

ของอาคารจะอยู่บนหลังคาของอาคาร

หลักการ

	 เป็นการควบคุมอากาศออกจากห้องปฏิบัติการ 

BSL-3 หรือ secure zone ให้มากกว่าอากาศเข้า 

ท�ำให้ภายใน secure zone มีความดันติดลบ (negative 

pressure) โดยระบบจะใช้พัดลม (exhaust fan) 

ขนาดใหญ่ ดึงอากาศจากภายนอกอาคาร กรองฝุ่น

ละอองเบ้ือง pre-filter เข้ามาภายในอาคารผ่าน 

chiller เพื่อท�ำความเย็นแล้วปล่อยอากาศผ่าน filter 

ใน air handling unit (AHU) อีกคร้ังก่อนปล่อยสู่ 

secure zone และดึงอากาศจาก secure zone กรอง

ผ่าน HEPA filter ใน HEPA canister ก่อนปล่อยสู่

ภายนอกโดยไม่หมุนเวียนอากาศกลับมาใช้

	 บางห้องปฏิบัติการอาจลดการใช้พลังงาน โดย

ผ่านอากาศจาก chiller ลงมาท่ี corridor ก่อน จากน้ัน

จึงดูดอากาศเย็นจาก corridor (ไม่ได้ดูดอากาศจาก

ภายนอกโดยตรง) เข้า secure zone กลับมาผ่าน 

filter ใน AHU อีกคร้ังก่อนจ่ายไปยัง secure zone

5.2 การทดสอบ HEPA canister

	 HEPA canister มีรูปทรงหลายแบบแล้วแต่ 

การออกแบบของผู้ผลิตแต่ละแห่ง อาจเป็นรูปทรง

คล้ายกล่อง หรือทรงกระบอกมีขนาดแตกต่างกัน 

HEPA canister บรรจุด้วยแผ่นกรองท่ีมีประสิทธิภาพสูง 

หรือ HEPA filter ไว้ภายใน ปกติจะอยู่ในช้ันบนของ

อาคาร บางห้องปฏิบัติการจะติด HEPA filter ไว้ท่ีผนัง

ของห้องปฏิบัติการ HEPA filter ท�ำหน้าท่ีกรองอากาศ

ท่ีออกจาก secure zone ให้ปราศจากเช้ือก่อนปล่อย

สู่สิ่งแวดล้อมภายนอก HEPA filter จะกรองอนุภาค  

ท่ีปนมากับอากาศท่ีมีขนาดเกินกว่า 0.3 ไมครอน หรือ 

300 นาโนเมตร ได้ 99.997% โดย HEPA canister แต่ละ

เครื่องจะควบคุม secure zone แต่ละห้องแยกส่วน

กันชัดเจน

หลักการ

	 เป็นการตรวจสอบ HEPA filter ท่ีถูกบรรจุอยู่

ใน HEPA canister โดยท�ำให้ปราศจากเชื้อก่อนแล้ว

จึงทดสอบการร่ัวซึม ความเร็วลม ตามมาตรฐานท่ีต้องการ 

วิธกีาร

	 5.2.1 การท�ำให้ปราศจากเชือ้ใน HEPA canister 

(HEPA canister decontamination)

	 	 5.2.1.1	หยุดการท�ำงานในห้องปฏิบัติการ

	 	 5.2.1.2 	ปิิดวาล์์วทางเดิินอากาศทั้้� งจาก 

secure zone เข้้าที่่� HEPA canister และวาล์์วทางเดิิน

อากาศที่่�ออกจาก HEPA canister

	 	 5.2.1.3	 ใช้เครื่องพ่นยาฆ่าเชื้อฟอร์มาลิน

หรืือไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์์แบบเคลื่่�อนที่่�ได้้ กรณีีใช้้

ไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์จะใช้้อััตราส่่วนและระยะเวลา

ตามที่่�บริิษััทผู้้�ผลิิตแนะนำำ� ส่ วน formalin ให้้ใส่่ 

formalin 40 มิ ลลิิลิิตรต่่อลููกบาศก์เมตร รวมกับน้ำำ��
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สะอาดประมาณ  20 มิ ลลิิลิิตรต่่อลููกบาศก์เมตร เพื่่�อ

เพิ่่�มความชื้้�นในอากาศ  โดย formaldehyde gas จะ

ฆ่่าเชื้้�ออย่่างมีีประสิิทธิิที่่�ความชื้้�นสััมพัทธ์์สููงกว่่า 70%

	 	 5.2.1.4	 ต่อท่อ formaldehyde gas หรือ 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ กบัวาล์วทางเดนิอากาศ HEPA 

canister ทั้งสองด้านกับเครื่องพ่นยาฆ่าเชื้อ

	 	 5.2.1.5	 เมื่่�อเปิิดเครื่่�องให้้เริ่่�มทำำ�งานพััดลม

ของเครื่่�องพ่่นยาฆ่่าเชื้้�อแบบเคลื่่�อนที่่�ได้้จะเป็็นตััว      

ขัับเคลื่่�อนให้้ formaldehyde gas หรืือ ไฮโดรเจน

เปอร์์ออกไซด์์ ไหลวนจากเครื่่�องพ่่นยาฆ่่าเชื้้�อเข้้าสู่่� 

HEPA canister ฝั่่� งด้้าน secure zone ผ่ าน HEPA 

filter แล้้วเวีียนออกจาก HEPA canister กลัับเข้้าสู่่�

เครื่่�องพ่่นยาฆ่่าเชื้้�อเป็็นวงกลมอย่่างต่่อเนื่่�อง แล้้ววนเข้้า 

HEPA canister อี ีกครั้้�งในระบบปิิดเป็็นเวลา 18 

ชั่่�วโมง (ความเข้้มข้นของ formaldehyde gas ใน 

HEPA canister มากกว่่า 1000 ส่วนในล้้านส่่วน)

	 	 5.2.1.6	 เ มื่่� อ ค รบ  18  ชั่่�  ว โ ม ง  ถ้ ้ า ใ ช้้ 

formaldehyde gas ให้้ลดปฏิิกิิริิยา โดยวิิธีีทำำ�ให้้ 

formaldehyde gas สลายตััวด้้วย Hydrogen peroxide

	 5.2.2 การทดสอบ HEPA canister

	 	 5.2.2.1	 ทดสอบการรั่่� วซึึมใช้้ aerosol 

generator (smoke generator) จ่ ายอนุุภาค 

Dioctylphthalate (DOP) หรืืออนุุภาคตััวอื่่�น ข นาด 

300 นาโนเมตร ด้วยความดัน 140 ± 5 กิโลพาสกาล 

แล้้วใช้้ photometer scan HEPA filter ใน HEPA 

canister ระยะจาก probe ถึึง filter 2.5 เซนติิเมตร 

ระยะห่่าง scan ความเร็็วไม่่เกิิน 5 เซนติิเมตรต่่อวิินาทีี

	 	 5.2.2.2	ทดสอบความ เ ร็ ว ลม  โดย ใช ้ 

anemometer ทดสอบความเรว็ลม 5 จดุแล้วหาค่าเฉลีย่

และความเรว็ลมแต่ละจดุต้องห่างจากค่าเฉลีย่ไม่เกนิ 15%

	 	 5.2.2.3	 ทำำ�ความสะอาดใน HEPA canister 

ปิิดฝา เปิิดวาล์์วทางเดิินอากาศทั้้�งจาก secure zone 

ที่่�เข้้า HEPA canister และวาล์์วทางเดิินอากาศที่่�          

ออกจาก HEPA canister

5.3 เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อแบบ 2 ประตู

	 เครื่่�องนึ่่� ง ฆ่่าเชื้้�อแบบ 2 ประตูู   (2 door 

autoclave) อยู่่�ในชั้้�นทำำ�งาน ใช้้สำำ�หรัับนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อวััสดุ 

สิ่่�งของที่่�ปนเปื้้�อนหรืือคาดว่่าจะปนเปื้้�อนออกจาก        

ห้้องปฏิิบััติิการ 

หลักการ

	 เป็นการลดการปนเป้ือนจากเช้ือจุลินทรีย์ ก่อนน�ำ

วัสดุอุปกรณ์ เส้ือผ้า เคร่ืองมือพลาสติกและเคร่ืองแก้ว 

ออกจากห้องปฏิบัติการ ด้วยความร้อนจากไอนน้ำที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว (Lb/inch2) เป็นเวลา 15 - 20 นาที

วิธีการ

	 5.3.1	 เปิดประตูเครื่องน่ึงฆ่าเช้ือแบบ 2 ประตู

ฝั่ง secure zone

	 5.3.2	 น�ำสงของที่ต้องการจะน่ึงฆ่าเช้ือใส่เข้าไป

ภายในเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ

	 5.3.3	 วาง indicator ต่าง ๆ  ทางกลไก (probe) 

เคมีี (strip) และทางชีีวภาพ (biological test) สำำ�หรัับ

ทดสอบการนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อของเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ โดยจุุดที่่�จะวาง 

indicator ต่าง ๆ  จะวางระหว่่างผ้้าหนา ๆ  หรืือในส่่วนของ

ห่่ออุุปกรณ์์ที่่�ไอน้ำำ��ต้องผ่่านเข้้าถึึงแล้้วปิิดประตูู

	 5.3.4	 เปิิดทำำ�งานเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ เพื่่�อเตรีียม

ระบบอุุณหภููมิ ความดัน ให้้ถึึงระดัับที่่�ต้องการประมาณ 

20 นาทีี โดยเครื่่�องแต่่ละรุ่่�นจะมีีสััญญาณเตืือนเมื่่�อ

เครื่่�องพร้้อมทำำ�งานต่่างกััน จากนั้้�นกดปุ่่�ม start 

	 5.3.5	 ใส่ password (ถ้ามี) แล้วให้เครื่องนึ่ง 

ฆ่าเชื้อท�ำงานโดยจะอัตโนมัติประมาณ 1 ชั่วโมง

	 5.3.6	 เมื่อเครื่องนึ่งฆ ่าเชื้อท�ำงานครบรอบ

สมบูรณ์/ไม่สมบูรณ์ เคร่ืองจะมีสัญญาณโชว์ต่างกันไป 

ถ้าเคร่ืองท�ำงานไม่สมบูรณ์ ประตูจากทางด้านนอก 

(non-secure zone) จะเปิดไม่ได้

	 5.3.7	 เปิดประตูเครื่องน่ึงฆ่าเชื้อจากทางด้าน 

non-secure zone น�ำเอาสิ่งของที่ท�ำการนึ่งฆ่าเช้ือ

แล้วออกจากเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ
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	 5.3.8	 ปิดประตูเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อจากทางด้าน 

non-secure zone

	 5.3.9	 ปิดการท�ำงานของเครือ่งนึง่ฆ่าเชือ้ภายใน 

secure zone

5.4 การทวนสอบประสิทธิภาพการท�ำให ้

ปราศจากเชื้อเครื่องน่ึงฆ่าเชื้อด้วยไอน�้ำโดย 

biological test

	 เป็นการทวนสอบการท�ำให้ปราศจากเช้ือโดยใช ้

biological test ที่เป็น spore ข องเชื้อแบคทีเรีย 

Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 สปอร์

ของเชื้อนี้มีความคงทนกว่าจุลชีพอื่น ๆ และไม่ก่อโรค 

จึงถูกน�ำมาใช้เป็นตัวชี้วัด หากสปอร์ของเชื้อนี้ถูก

ท�ำลายย่อมบ่งชี้ว่าเชื้อจุลชีพอื่น ๆ จะถูกท�ำลายจาก

กระบวนการที่ท�ำให้ปราศจากเช้ือด้วยไอน�้ำ  โดย

ด�ำเนินการดังนี้

	 5.4.1	 นำำ�  biological test หรืือ spore test 

เป็็น tube นำ ำ�ไปวางในจุุดที่่�ไอน้ำำ��ต้องผ่่านเข้้าถึึงความ

เข้้มข้นสปอร์์ Geobacillus stearothemophilus          

ตามที่่�บริิษััทผู้้�ผลิิตกำำ�หนด

	 5.4.2	 ด�ำเนินการท�ำให้ปราศจากเช้ือในเคร่ือง

นึ่งฆ่าเชื้อ

	 5.4.3	 น�ำ spore test ไปบ่มที ่56 องศาเซลเซยีส 

อ่านผลที่ 24 และ 48 ชั่วโมง

	 5.4.4	 การอ่านผล 

	 อ่านผลการเปลี่ยนสีของ spores test ตามคู่มือ

จากบริษัทผู้ผลิต หากพบว่า spores test ให้สีบ่งชี้ว่า

กระบวนการท�ำให้ปราศจากเชือ้ไม่สมบรูณ์ให้ตรวจสอบ

หรอืซ่อมแซมเครือ่งนึง่ฆ่าเชือ้ทันทีและเริม่กระบวนการ

ใหม่

5.5 air lock shower room

	 air lock shower room อยูใ่นชัน้ท�ำงาน ใช้เป็น

ทางเข้าและออก จาก secure zone ของผู้ปฏิบัติงาน 

โดยเวลาเข้าห้องปฏิบัติการผู ้ปฏิบัติงานต้องถอด

เสื้อผ้า เครื่องประดับ ทั้งหมดที่ห้องด้าน non-secure 

zone เดินผ่าน air lock shower room และเปลี่ยน

ชุดปฏิบัติการใน secure zone เพื่อท�ำงานในห้อง

ปฏิบัติการ เวลาออกจากห้องปฏิบัติการ ผู้ปฏิบัติงาน

ต้องถอดชุดปฏิบัติการไว้ด้านใน secure zone อาบน�้ำ

ท�ำความสะอาดร่างกายใน air lock shower room 

แล้วจึงสวมใส่เสื้อผ้าที่ถอดไว้ใน non-secure zone 

ออกมา

หลักการ

	 เป็นการลดการปนเปื้อนจากเช้ือจุลินทรีย์โดย

การอาบนน้ำ สระผม และท�ำความสะอาดร่างกาย เป็น

เวลาไม่น้อยกว่า 3 นาที ขณะออกจากห้องปฏิบัติการ

 

วิธีการ

	 5.5.1	 การเข้าห้องปฏิบัติการ BSL-3 (secure 

zone) ของ ศออ.

	 	 5.5.1.1	บุคคลภายนอกที่ไม่ใช้เจ้าหน้าที่

ของห้องปฏิบัติการ ต้องแจ้งห้องปฏิบัติการล่วงหน้า

ก่อนเข้าปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการ โดยแจ้งราย

ละเอียด จ�ำนวนคน ก�ำหนดวันเวลา พร้อมขนาดเครื่อง

แต่งกายและรองเท้า

	 	 5.5.1.2	 ผู้ที่จะเข้าห้องปฏิบัติการ BSL 3 ได้ 

ต้องผ่านการอบรมตามกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

รับรอง หัวหน้าห้องปฏิบัติการ หรือเจ้าหน้าที่ห้อง

ปฏิบัติการ ต้องให้ความรู้และความเข้าใจเพ่ิมเติม 

เกี่ยวกับการท�ำงานภายใน BSL-3 ของ ศออ. ทัง้ระบบ

การท�ำงาน ระบบความปลอดภัย และเชื้อต่าง ๆ ให้กับ

บุคคลภายนอกในข้อท่ี 5.5.1.1 พร้อมลงลายมือชื่อใน

เอกสาร ใน“ข้อตกลงกับห้องปฏิบัติการ BSL-3 ศู นย์

อ้างอิง FMDฯ” ที่มีรายละเอียดเรื่องการห้ามเข้าฟาร์ม

ท่ีเลี้ยงสัตว์กีบคู่ เช่น โค กระบือ หรือสุกร เป็นระยะ
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เวลา 7 วัน

	 	 5.5.1.3	 เมื่อจะเข้าไปในพื้นที่  BSL-3 ผู ้

ปฏิบัติงานจะต้องลงลายมือชื่อ เหตุผล และเวลา 

พร้อมเซ็นชือ่ก�ำกบัใน “แบบฟอร์มการเข้า-ออก BSL-3” 

เปิดเข้าไปด้านในห้องลอ็กเกอร์ถอดเส้ือผ้าทกุช้ิน ได้แก่ 

รองเท้า ถงุเท้า เครือ่งประดบั หรอือืน่ ๆ ใส่ในตู้ลอ็กเกอร์ 

ที่จัดให้ ยกเว้นแว่นสายตา สามารถใส่คอนแท็กซ์เลนซ์

ใน secure zone แต่ให้ถอดทิ้งเมื่อออกจาก BSL-3

	 	 5.5.1.4	 ผ่านเข้าประตู  airlock โดยกดปุ่ม

เปิดประตูดึงประตูบานที่ 1 ด้านนอกออกมา (อาจต้อง

ใช้ก�ำลังเล็กน้อยในการดึงเปิดประตูบานที่ 1 ด้านนอก 

เพราะใน air lock shower room มีความดันติดลบ) 

เข้าไปในห้องอาบน�้ำ  (ไม่ต้องอาบน�้ำตอนเข้า BSL-3) 

ปิดประตูบานที่ 1 ด้านนอกให้สนิท 

	 	 5.5.1.5	 เปิดประตูบานที่ 2 ด้านใน โดยดึง

ประตูบานที่สองเข้าหาตัว เข้าไปในห้องล็อกเกอร์ด้าน

ใน secure zone ดึงปิดประตูให้สนิท ถ้าปิดไม่สนิทจะ

มีสัญญาณเตือน

	 	 5.5.1.6	 แต่งตัวด้วยชุดปฏิบัติการท่ีเตรียม

ไว้ให้ จากนั้นเข้าไปด้านในห้องปฏิบัติการโดยที่เครื่อง

แต่งกายทุกชนิด และรองเท้า จะถูกจัดไว้ในตู้ล็อกเกอร์

ด้านใน locker room ตามชื่อที่ระบุ

	 5.5.2	 การออกจากห้องปฏิบัติการ BSL-3

	 	 5.5.2.1	 เคาะประตูเพือ่ให้สัญญาณกบับคุคล

ที่อาจจะอยู่ในห้อง เปิดเข้าห้องล็อกเกอร์ถอดเคร่ือง

ชุดปฏิบัติการ ถุงเท้า รองเท้า แว่นสายตาเก็บใส่ตู ้         

ล็อกเกอร์เดิมท่ีเตรียมไว้กรณีมีความจ�ำเป็นต้องน�ำ

แว่นตาออกนอก secure zone ให้ท�ำการแช่แว่นตาใน

ถังยาฆ่าเชื้อ 1% glutaraldehyde ขณ ะท่ีถอดชุด

ปฏิบัติการ 

	 	 5.5.2.2	 เครื่องแต่งกายที่ใช ้แล้วให้ใส ่ใน

ตะกร้าที่จัดไว้ให้

		  5.5.2.3	 กดเป ิดประตูบานท่ี 2 ด ้านใน 

secure zone ดันเปิดประตูบานท่ี 2 เข้าไปใน air 

lock shower room

		  5.5.2.4	 เข้าไปใน air lock shower room 

แล้วดันประตูบานที่ 2 ด้านในปิดให้สนิท ถ้าปิดไม่สนิท

จะมีสัญญาณเตือน ระหว่างนี้ประตูบานที่ 1 ด้านนอก

จะเปิดไม่ได้ อาจมีไฟสัญญาณเตือนโชว์

	 	 5.5.2.5	 ใช้สบู่กับแชมพูที่จัดไว้ให้ อาบน�้ำ 

สระผม ขดเลบ็ บ้วนปาก และพ่นลมหายใจเข้า-ออกแรง ๆ  

เพื่อขจัดส่ิงที่อาจปนเปื ้อนออกจากร่างกายและลม

หายใจ

	 	 5.5.2.6	หลังปิดประตูบานที่ 2 ด้านในสนิท 

(อาจจะ 3-5 นาที) เมื่อครบเวลาจะมีสัญญาณเตือน ให้

เปิดประตูบานที ่ 1 ด้านนอกได้ให้ใช้แรงดันประตูบานท่ี 

1 ออกไปทีห้่อง ลอ็กเกอร์ด้านนอกแล้วปิดประตใูห้สนทิ

	 	 5.5.2.7	 แต่งตัว ใส่ผ้าเช็ดตัวและผ้าเช็ดเท้า

ที่ใช้แล้วลงในตะกร้าผ้าที่จัดไว้ให้

	 	 5.5.2.8	 ออกมาด้านห้องล็อกเกอร์ 

	 	 5.5.2.9	 ลงลายมือชื่ อและเวลาออกใน 

“แบบฟอร์มการเข้า-ออก BSL-3”

5.6 Dunk tank

	 Dunk tank ม ลักษณะเป็นถังบรรจุยาฆ่าเชื้อ 

ติดตั้งแบบถาวรอยู่ในชั้นท�ำงาน dunk tank อาจมี

ขนาดแตกต่างกันแล้วแต่ห้องปฏิบัติการโดยใช้ระยะ

เวลาส้ัน ๆ ในการฆ่าเช้ือวัสดุหรืออุปกรณ์ที่ต้องการ 

เช่น คีม  ค้อน หรือหีบห่อบรรจุตัวอย่างที่มีเช้ือไวรัส

ออกจากห้องปฏิบัติการ BSL-3

หลักการ

	 เป็นการลดการปนเปื ้อนจากจุลินทรีย์โดยใช้

การฆ่าเชื้อพื้นผิวด้วยยาฆ่าเชื้อ 1% glutaraldehyde 

ใน dunk tank เป็นเวลา 20 นาที

วิธีการ

	 5.6.1	 เมื่อจะน�ำสิ่งของจากด้าน secure zone 

ออกไปใน non-secure zone ให้ใส่ลงในกล่องบรรจ ุ

(dunk tank box) ซึ่งเป็นกล่องโปร่งที่ยาฆ่าเชื้อผ่านได้ 

ถ้าเป็นวัสดุที่ต ้องการฆ่าเชื้อเฉพาะพื้นผิวให้น�ำใส่ 
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dunk tank box ได้เลย ส�ำหรับเชื้อไวรัส ให้ตรวจการ

รั่วซึมของหลอดบรรจุไวรัสก่อนใส่ใน dunk tank box 

หลอดที่บรรจุไวรัส ควรเป็นหลอดฝาเกลียวที่ปิดเกลียว

ได้สนิท ม การพันด้วยพาราฟิล์มรอบฝาอีกครั้งป้องกัน

การหกรั่วไหลของไวรัส และควรบรรจุในถุงซิปปิดสนิท

ก่อนใส่ลงในกระบอกพลาสติกทรงกลมที่มีฝาเกลียว

ปิดสนิท และควรพันรอบฝากระบอกพลาสติกทรงกลม

ด้วยเทปกาวอีกครั้ง

	 5.6.2	 กดปุม่สเีขยีวให้ไฟกระพรบิ เปิดฝา dunk 

tank ด้าน secure zone ค่อย ๆ  วาง dunk tank box 

ใน dunk tank แล้วดัน dunk tank box ออกด้าน

นอกไปสู่บริเวณที่จะหยิบออกได้ง่ายจาก non-secure 

zone ปิดฝา dunk tank ระหว่างนี้ไฟสีเขียวและแดง

ด้าน secure zone จะกระพริบและเปิดไม่ได้ (ผู้ใช้งาน

อาจตั้งโปรแกรมให้เปิดด้านในใหม่ได้)

	 5.6.3	 ระหว่างรอ 20 นาที ไฟแดงด้าน non-

secure zone จะกระพรบิและเปิดฝา dunk tank ไม่ได้

	 5.6.4	 เมื่อครบ 20 นาที เปิดฝา dunk tank 

ด้าน non-secure zone โดยผู้ปฏิบัติงานควรสวมใส่

ถุงมือยาง จากนั้นเอา dunk tank box ออกมาจาก 

dunk tank น�ำของออกจาก dunk tank box ซับน�้ำ

ให้แห้งถ้าเป็นเช้ือไวรัสให้ใส่ในภาชนะมีฝาปิด ท่ีเตรยีมไว้ 

จากนั้นปิดกล่อง dunk tank box ค่อย ๆ วางไว้ที่เดิม

ใน dunk tank แล้วดันเข้าด้าน secure zone ปิดฝา 

dunk tank

	 5.6.5	 นำำ�  dunk tank box ออกทางด้้าน 

secure zone ล้างเก็็บไว้้ใช้้ครั้้�งต่่อไป

5.7 UV pass box

	 UV pass box เป็นพื้นที่คล้ายห้องว่างเล็ก ๆ  อยู่

ในพื้นที่การปฏิบัติงาน ใช้ส�ำหรับน�ำกล่องตัวอย่าง 

เครื่องมือหรือวัสดุอุปกรณ์ช้ินที่ไม่ใหญ่จาก non-

secure zone เข้าห้องปฏิบัติการ BSL-3 หรือ secure 

zone บางห้องปฏิบัติการอาจดัดแปลงเป็นรูปแบบอื่น 

เช่น ท่อลมที่มีรางเลื่อนจากนอกห้องเข้าสู ่ในห้อง 

อย่างไรก็ตาม  วัตถุประสงค์การใช้งานจะเหมือนกันคือ 

น�ำสิ่งของเข้า secure zone เท่านั้น

หลักการ

	 เป็็นการลดการปนเปื้้�อนจากเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ใน UV 

pass box เพื่่�อลดความเสี่่�ยงเรื่่�องการรั่่�วซึึมของอากาศ 

โดยใช้้การฆ่่าเชื้้�อด้้วยแสงอุุลตร้้าไวโอเล็็ทใน UV pass 

box ที่่�ความเข้้มของแสง 400 มิิลลิิวััตต์์ต่่อตารางเมตร 

เป็็นเวลา 20 นาทีี แบบอััตโนมััติิทุุก ๆ ครั้้�งหลัังจากปิิด

ประตูู pass box จากด้้าน secure zone คืือ หลัังจาก

นำำ�กล่่องตััวอย่่าง เครื่่�องมืือและวััสดุอุุปกรณ์์ที่่�ใช้้ในการ

ทดสอบเข้้าไปใน secure zone แล้้ว 

วิธีการ

	 5.7.1	 เม่ือจะน�ำสิ่งของจากด้าน non-secure 

zone เข้าไปใน secure zone ให้กดปุ่ม เปิดประตูน�ำ

สิ่งของ เข้าไปภายใน pass box ปิดประตูให้สนิท 

สังเกตจากไฟที่สวิทช์ปิด-เปิดจะโชว์สีเขียวตามเดิม 

สามารถน�ำสงของใส่เพ่ิมเติมได้ตราบใดท่ีด้าน secure 

zone ยังไม่เปิดน�ำของเข้าด้านใน

	 5.7.2 เมื่อต้องการน�ำสิ่งของจาก pass box 

เข้าไปใน secure zone ให้กดปุ่มเปิดจากด้านสีเขียว

ดึงคันโยกเข้าหาตัวเพ่ือปลดล็อคสลักของประตู  เปิด

ประตูน�ำสิ่งของจาก pass box ออกมาให้หมด แล้วปิด

ประตูให้สนิท ระบบฆ่าเชื้อด้วยแสงอุลตร้าไวโอเล็ทจะ

ท�ำงานโดยอัตโนมัติเป็นเวลา 20 นาที โดยระหว่างที่

ระบบการฆ่าเชื้อท�ำงานจะไม่สามารถเปิดประตูท้ังสอง

ข้างได้ ส งเกตจากไฟที่สวิทช์ปิด-เปิด จะโชว์สีแดง ทั้ง

ด้านนอกและด้านใน (ผู้ใช้งานอาจตั้งโปรแกรมให้เปิด

ด้านในใหม่ได้ โดยเฉพาะกรณีที่ปิดประตูโดยไม่ตั้งใจ 

หรือลืมน�ำของออกจาก UV pass box แต่เวลาฆ่าเชื้อ

ด้วย UV จะเริ่มนับใหม่)

	 5.7.3 เมือ่ระบบฆ่าเชือ้ท�ำงานครบ 20 นาท ีไฟที่

สวิทช์ปิด-เปิด จะโชว์สีเขียว ทั้งด้าน secure zone 

และด้าน non-secure zone แสดงว่าจบการท�ำงาน

ของระบบฆ่าเชือ้ด้วยแสงอลุตร้าไวโอเลท็ ประตูปิด-เปิด
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ของ UV pass box จะสามารถเปิดได้ทีละ 1 ด้าน

เท่านั้น และเมื่อเปิดด้าน secure zone ระบบฆ่าเชื้อ

ด้วยแสงอุลตร้าไวโอเล็ทจะเริ่มท�ำงานใหม่ทุกครั้ง

5.8 Decontamination chamber 

	 Decontamination chamber (DC) จะอยู่ใน

ชั้นท�ำงานโดยเชื่อมต่อระหว่าง secure zone กับ 

non-secure zone เป็นห้องทีจ่ดัท�ำมาส�ำหรบัการฆ่าเชือ้

ที่อาจปนเปื้อนมากับเครื่องมือ วัสดุ อุปกรณ์ต่าง ๆ ที่มี

ขนาดใหญ่ เมื่อถูกน�ำออกมาจากห้องปฏิบัติการโดย

เฉพาะการออกแบบ DC ออกแบบมาเฉพาะให้สามารถ

ใช้กับสารเคมีที่ห้องปฏิบัติการต้องการใช้ฆ่าเชื้อ ในที่นี้

จะอธิบายห้องปฏิบัติการที่ใช้ formaldehyde gas ใน

การฆ่าเช้ือใน DC ซึ ่งห ้องปฏิบัติการอ่ืนสามารถ          

ปรับเปลี่ยนใช้สารเคมีตัวอื่นท่ีเหมาะสมแทนได้ เช่น 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หรือคลอรีนไดออกไซด์ 

หลักการ 

	 เป็นการฆ่าเชื้อด้วย formaldehyde gas ใน

ระบบปิดโดยการท�ำให้ paraformaldehyde ระเหย

เป็นก๊าซด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  

โดยใช้ silicon oil เป็นสือ่ให้ความร้อน เม่ือให้ความร้อน 

silicon oil (ท่ีมีจุดเดือด 220 องศาเซลเซียส) จนอุณหภูมิ

สูงเกิน 120 องศาเซลเซียส ท�ำให้ paraformaldehyde 

ระเหยกลายเป็นก๊าซ โดยไม่ไหม้ (burn) ติดกระทะ 

และใช้ไอนน้ำเพ่ิมความชนสัมพัทธ์ (RH) ให้อยู่ในระดับ

ท่ีจะท�ำให้ formaldehyde gas ฆ่าเชื้อได้อย่างมี

ประสิทธิภาพคือ 75-90%

เครื่องมือ อุปกรณ์และสารเคมีที่ส�ำคัญ

	 5.8.1.1	 paraformaldehyde ให้้ใช้้ปริิมาณ 

paraformaldehyde 5 กรััมต่อคิิวบิิกเมตร จะทำำ�ให้้เกิิด 

formaldehyde gas เป็็นตััวฆ่่าเชื้้�อ 

	 5.8.1.2	 silicon oil ที่่�ระดัับความหนืืด 350-450 

เซนตริสโตก โดย silicon oil จะมีจุดเดือดจะสูงกว่า 

paraformaldehyde โดย silicon oil จะทำำ�หน้้าที่่�ให้้ 

paraformaldehyde เป็็นก๊๊าซอย่่างสมบููรณ์์

	 5.8.1.3	 น้ำำ��สะอาด 15-25 มิลลิิลิิตรต่่อคิิวบิิกเมตร

ใช้้เพื่่�อเพิ่่�มความชื้้�นสััมพัทธ์์ในอากาศให้้อยู่่�ในช่่วง          

75-90%

	 5.8.1.4	 เครื่องมือวัดความเข้มข้นของ 

formaldehyde gas

	 5.8.1.5	 เครื่องมือบันทึกความชื้นและอุณหภูมิ

วิธีการ

	 5.8.2	 การเตรียมห้อง DC ก่อนฆ่าเช้ือ การ 

เตรยีมห้องจะด�ำเนนิการด้าน secure zone โดยเจ้าหน้าที่

จะจัดเตรียมอุปกรณ์ส�ำหรับใส่ paraformaldehyde 

น�้ำ พัดลม พร้อมต่อระบบสายไฟของอุปกรณ์ต่าง ๆ  ให้

พร้อมท�ำงานได้ทันทีเม่ือกดปุ่ม  start โดยจะท�ำงาน

เรียงตามล�ำดับดังนี้ 

	 	 -	 เติิม  paraformaldehyde ในกระทะที่่�

บรรจุุ silicon oil ตั้้ �งเวลาให้้พอดีีหรืือมากกว่่ากัับ 

paraformaldehyde ระเหยหมด แล้้วเปิิดสวิตซ์์ทิ้้�งไว้้ 

	 	 -	 เปิิดสวิตซ์์พััดลมทิ้้�งไว้้ ซึ่่� งพััดลมที่่�ใช้้นี้้�เป็็น

พัดลมแบบตั้งโต๊ะ ข นาดประมาณ  12 นิ้ว ทั้งนี้ห้อง

ปฏิบัติการอื่น ส ามารถเลือกใช้ขนาดของพัดลมได้ตาม

ความเหมาะสมของขนาดของห้อง DC

	 	 -	 เติิมน้ำำ��สะอาดในกระทะ ตั้้ �งเวลาให้้น้ำำ��

ระเหยเป็็นไอน้ำำ��ทั้้�งหมดแล้้วเปิิดสวิตซ์์ทิ้้�งไว้้

	 	 -	 ติดต้ังเคร่ืองมอืบนัทึกความชืน้และอณุหภูม

	 	 -	 ป ิดท ่อน�้ำ ทิ้ งทั้ งหมด (ถ ้า มี )  เพราะ 

formaldehyde gas จะละลายได้ดีในน�้ำ ท�ำให้ความ

เข้มข้นไม่พอต่อการฆ่าเชื้อ 

	 5.8.3	 เมื่อเตรียมห้อง DC เรียบร้อยแล้วเจ้า

หน้าที่ในห้องปฏิบัติการจะแจ้งเจ้าหน้าที่ผู้รับผิดชอบ

ซึ่งอยู่ด้าน non-secure zone กดปุ่มสตาร์ทเพ่ือเปิด

ระบบฆ่าเชื้อ ระบบจะท�ำงานดังนี้

	 	 -	 ความร้อนจะทำำ�ให้้ silicon oil มีีอุุณหภููมิ
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สููงเกิิน 120 องศาเซลเซีียส ทำำ�ให้้ Paraformaldehyde 

กลายเป็็น formaldehyde gas (มีีปริิมาณความเข้้ม

ข้้นในอากาศมากกว่่า 1000 ส่ วนในล้้านส่่วน) ผู้้� เปิิด

ระบบด้้าน non-secure zone ต้องคอยสัังเกตกระทะ

ที่่�บรรจุุ Paraformaldehyde ว่ ่ามีีคล้้ายฟองเดืือดข้ึ้�น

หรืือไม่่ ถ้ามีีแสดงว่่าระบบการระเหยของ formaldehyde 

gas ทำำ�งาน

	 	 -	 พััดลมจะทำำ�งานกระจาย formaldehyde 

gas ไปทั่วห้อง

	 	 -	 น�้ำจะกลายเป็นไอน�้ำ  เพื่อเพิ่มความชื้น 

สัมพัทธ์ในอากาศ 

	 5.8.4	 หลัังจากระบบฆ่่าเชื้้�อทำำ�งานอย่่างน้้อย 

15 ชั่่� วโมง ระบบควบคุุมอากาศจะปล่่อยลม  (purge) 

ออกนอกห้้อง DC เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง

	 5.8.5 หลังจากระบบฆ่าเช้ือท�ำงานครบ 18 

ชั่วโมง ให้ปฏิบัติดังนี้

	 	 -	 เจ้าหน้าที่ด้าน non-secure zone ใส่ 

full face mask และ PPE ที่เหมาะสมเปิดประตูห้อง 

DC ใช้ formaldehyde meter วัด formaldehyde 

gas ในห้อง DC ไม่ควรสูงกว่า 1 ส่วนในล้านส่วน

	 	 -	 เปิดห้อง น�ำวัสดุ อุปกรณ์ออก ท�ำความ

สะอาดใน DC แล้วแจ้งเจ้าหน้าท่ีใน secure zone 

ว่าการฆ่าเชื้อใน DC เสร็จเรียบร้อย

5.9 ระบบบ�ำบัดน�้ำเสีย (waste water treatment)

	 ระบบบ�ำบัดน�้ำเสียจะอยู่บริเวณชนล่างของ

อาคาร โดยการบ�ำบัดน�้ำเสียของอาคาร BSL-3 จะตั้ง

ระบบโปรแกรมให้ท�ำงานโดยอตัโนมตั ิระบบบ�ำบดัน�้ำเสยี

สามารถเลือกใช้ได้ท้ังความร้อนและสารเคมี ส�ำ หรับ 

FMD จะเลือกใช้สารเคมีในการฆ่าเชื้อแทนระบบการ

ฆ่าเชื้อด้วยความร้อน เน่ืองจาก FMDV ไม่ได้มีความ

ทนทานมากนักและเมื่อเทียบต้นทุนสารเคมีกับการใช้

พลังงานพบว่าการใช้สารเคมีมีต้นทุนในภาพรวมถูก

กว่าและมีความปลอดภัยสูงกว่า 

หลักการ

	 เป็็นการฆ่่าเชื้้�อ FMDV ในน้ำำ��เสีียโดยใช้้สภาพ

ความเป็็นด่่างที่่�  pH ประมาณ  12 ซึ่่� งสามารถฆ่่าเชื้้�อ 

FMDV ได้้อย่่างสมบููรณ์์ แล้้วปรัับสภาพทำำ�ให้้เป็็นกลาง

ก่่อนปล่่อยออกจากอาคาร โดยน้ำำ��เสีียต่่าง ๆ จาก        

ห้้องปฏิิบััติิการ BSL-3 จะไหลผ่่านท่่อน้ำำ��ทิ้้�งในระบบปิิด

มารวมกันที่่�ถังน้ำำ��เสีีย (septic tank) เพื่่�อกั้้�นของเสีียที่่�

เป็็นของแข็็งไว้้ น้ำ ำ��เสีียจะถููกส่่งไปที่่�ถังกัักเก็็บน้ำำ��เสีีย 

(storage tank) สะสมไว้้จนถึึงระดัับหนึ่่�งที่่�ตั้้�งไว้้ก็็จะถููก

ส่่งไปเติิมด่างให้้ pH ประมาณ  12 เพื่่�อฆ่่าเชื้้�อที่่�ถัง

บำำ�บัดเชื้้�อ (decontamination tank) แล้้วส่่งไปเติิมกรด

ป รัับสภาพใ ห้้ เ ป็็นกลางที่่�ถั  งป รัับ ค่่ ากรด - ด่่ า ง 

(neutralization tank) ก่อนปล่่อยออกสู่่�บ่อน้ำำ��ทิ้้�งนอก

อาคาร

วิธีการ 

	 5.9.1	 ของเหลวหรือน�้ำที่ใช้แล้วจากส่วนห้อง

ปฏิบัติการ ได้แก่ น�้ำเสียจากอาคาร BSL-3 ทั้งน�้ำเสีย

จากห้องอาบน�้ำชาย-หญิง ห้องสุขา น�้ำจากอ่างภายใน

ห้องปฏิบัติการ ท่อน�้ำทิ้งจาก dunk tank และ เครื่อง

นึ่งฆ่าเชื้อแบบ 2 ประตูจะไหลลงมารวมกันที่ถังน�้ำเสีย 

ซึ่งเป็นถังไฟเบอร์ขนาดใหญ่ เพื่อกั้นแยกของเสียที่เป็น

ของแข็งออกจากส่วนที่เป็นส่วนน�้ำเสีย จากนั้นน�้ำเสีย

จะถููกปั๊๊�มไปยัังถัังกัักเก็็บน้ำำ��เสีียซึ่่�งเป็็นถัังไฟเบอร์์ขนาด

ใหญ่่ (ความจุ 20 ลููกบาศก์เมตร)

	 5.9.2	 เมื่อระดับน�้ำเสียในถังกักเก็บน�้ำเสียมี

ปริมาตรได้ระดับถึงขีดที่ตั้งลูกลอยไว้ (2-3 ลูกบาศก์

เมตร) ระบบควบคมุการบ�ำบดัน�้ำเสยีจะเริม่ท�ำงานแบบ

อัตโนมัติโดยจะปั๊มน�้ำเสียจากถังกักเก็บน�้ำเสียไปยังถัง

บ�ำบัดเชื้อ โดยมีเซนเซอร์เป็นตัวตัดปั๊มเมื่อระดับน�้ำ

เสียในถังบ�ำบัดเชื้อถึงระดับลูกลอยท่ีตั้งไว ้ คือ 1 

ลูกบาศก์เมตร

	 5.9.3 ม อเตอร์ปั่นผสมของ ถังบ�ำบัดเชื้อจะเร่ิม

ท�ำการปั่นผสมน�้ำเสียในขณะเดียวกันระบบจะสั่งการ

ให้ปั ๊มด่างเข้มข้นหรือ 32% sodium hydroxide 

(NaOH) จากถังสต็อกที่ต้ังอยู่ภายนอกอาคารมาที่ถัง

บ�ำบัดเช้ือ เพื่อเพิ่มความเป็นด่าง ให้ได้จนถึง pH 12 
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โดยภายในถงัจะมี pH probe วดัค่าความเป็นกรด-ด่าง

ของน�้ำเสียในถัง ซึ ่งระยะนี้จะเป็นกระบวนการฆ่าเชื้อ 

FMDV (ถ้าค่า pH ของน�้ำเสียในถังต�่ำกว่า 12 ปั๊มของ

ด่างจะท�ำงานโดยเตมิด่างอตัโนมตัเิพ่ือปรบัค่า pH ให้ถงึ 

12 แล้วปั๊มจะหยุดท�ำงาน) ม อเตอร์ปั่นผสมจะปั่นน�้ำ

เสียผสมกับด่างเข้มข้นให้เข้ากันเพื่อฆ่าเชื้อไวรัสเป็น

เวลา 2 ช วโมงจากนั้นปั๊มของถังบ�ำบัดเชื้อจะถ่ายน�้ำ

เสียที่ถูกฆ่าเชื้อแล้วแต่ยังมี pH 12 จากถังบ�ำบัดเชื้อไป

ยังถังปรับค่ากรด-ด่าง จนถึงระดับลูกลอยตัวต�่ำสุดของ

ถังบ�ำบัดเชื้อจึงหยุดท�ำงาน

	 5.9.4 ม อเตอร์ปั่นผสมของถังปรับค่ากรด-ด่าง

จะท�ำงานโดยเริ่มปั ่นผสมน�้ำเสียที่ฆ่าเช้ือไวรัสแล้ว  

ในขณะเดียวกันระบบจะสั่งการให้ปั๊มกรดเข้มข้นหรือ 

35% hydrochloric acid (HCl) จากถังสต็อกที่ตั้งอยู่

ภายนอกอาคารมาที่ถังปรับค่ากรด-ด่าง ม อเตอร์ปั่น

ผสมจะปั่นน�้ำเสียผสมกับกรดเข้มข้นให้เข้ากันเพื่อปรับ 

pH ให้เป็นกลางเป็นเวลา 30 นาที (ถ้าค่า pH ของน�้ำ

เสียในถังสูงกว่า 7 ปั๊มของกรดจะท�ำงานโดยเติมกรด

อัตโนมัติเพื่อปรับค่า pH ลงมาให้ถึง 7 แล้วปั๊มจะหยุด

ท�ำงาน) จากน้ันปั๊มของอีกตัวหน่ึงถังปรับค่ากรด-ด่าง

จะปั๊มน�้ำเสียที่ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างแล้ว ทิ้งออก

ไปยังบ่อพักซึ่งท�ำเป็นระบบปิด และมีการติดตั้งระบบ

สูบน�้ำเสียเหล่านี้ไปรวมท่ีบ่อใหญ่เพื่อรอเข้าระบบ

บ�ำบัดน�้ำเสียส่วนกลางอีกครั้ง ซึ่งเป็นการจบระบบการ

บ�ำบัดน�้ำเสียใน 1 รอบ
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ภาคผนวก

การเตรีียมตััวอย่่างสารละลายแขวนลอยสำำ�หรัับตรวจแอนติิเจน  

	 ก่่อนที่่�จะนำำ�ตัวอย่่างตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์์ไวรััส ตั วอย่่างที่่�ส่งมาจากพื้้�นที่่�จะถููกเตรีียมให้้เป็็น

สารละลายแขวนลอย 10% (10% suspension) ใน 0.04M PBS โดยการเตรีียมตัวอย่่างจะดำำ�เนิินการในตู้้�ชีวนิิรภััย

 (Biosafety cabinet class II) มีีขั้้�นตอนดัังนี้้�

	 1.	 ใช้้กรรไกรที่่�ผ่านการฆ่่าเชื้้�อแล้้ว ตัดชิ้้�นตััวอย่่างที่่�เป็็นชิ้้�น ๆ มาปริิมาณ 1 กรััม

	 2.	 ตััดตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อเป็็นชิ้้�นเล็็ก ๆ ค่อย ๆ บดตััวอย่่างด้้วยทรายละเอีียดที่่�ผ่านการฆ่่าเชื้้�อแล้้ว

	 3.	 เติิม 0.04M PBS ปริิมาตร 9 มิลลิิลิิตร (ให้้เป็็น 10% ของสารละลายแขวนลอย)

	 4.	 นำำ�ไปปั่่�นเพื่่�อตกตะกอนด้้วยเครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงชนิดทำำ�ความเย็็น (refrigerated centrifuge) ที่่�อุ ณหภููมิ 4 

องศาเซลเซีียส ความเร็็วประมาณ 2,500 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 20 นาทีี

	 5.	 กรองด้้วย syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน แล้้วแยกเก็็บตััวอย่่างสารละลายแขวนลอย หลอดละ 1 มิลลิิลิิตร

 

การตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์์ FMDV โดยวิิธีี ELISA typing

	 1.	 เคลืือบเพลทด้้วย rabbit trapping antibody FMDV ซีีโรไทป์์โอ เอ และ เอเชีียวััน หรืือซีีโรไทป์์ที่่�

ต้้องการตรวจ ซึ่่� งปรัับความเข้้มข้นเหมาะสมแล้้ว (working dilution) เจืือจางโดยใช้้ coating buffer (0.05M 

carbonate bicarbonate buffer pH 9.5) หยอดลงบน ELISA plate ก้นเรีียบปริิมาตร 50 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม    

นำำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่่าแนวราบ (orbital shaker) ใช้้ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้�  incubator ที่่�อุณหภููมิ 37 

องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง หรืือเก็็บที่่�อุณหภููมิ 4 องศาเซลเซีียส ข้ามคืน

	 2.	 ล้้างเพลทด้้วย 0.01M PBS จำำ�นวน 5 ครั้้�ง เคาะเพลทให้้แห้้ง

	 3.	 เตรีียมสารละลายแอนติิเจนควบคุุม (antigen control) และสารละลายแขวนลอย 10% ของตััวอย่่างที่่�

ต้้องการจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสใน microtube โดยใช้้ ELISA diluent (PBST) ทำ ำ�การเจืือจางแอนติิเจน

ควบคุุม  (ตััวอย่่างไม่่ต้้องเจืือจาง) แบบ 2 fold serial dilution ไป 3 dilution หยอดลงในเพลท ปริิมาตร 50 
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ไมโครลิิตรต่่อหลุุม ปิดฝาเพลท หรืือใช้้ plate sealer 

ปิิด นำำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่าแนวราบ (orbital shaker) 

ใช้้ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้�  incubator ที่่�

อุุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส  เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง 

	 4.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง 

เคาะเพลทให้แห้ง

	 5.	 ใส่สารละลาย guinea pig detecting 

antibody ส�ำหรับเชื้อ FMDV ตามข้อ 1 ซึ่งปรับความ

เข้มข้นเหมาะสมแล้ว ลงใน ELISA blocked diluent 

(PBST+5% skimmed milk) หยอดลงเพลท ปรมิาตร 50 

ไมโครลิตรต่อหลุม  น�ำไปวางบนเครื่องเขย่าแนวราบ 

(orbital shaker) ใช้ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ในตู้ 

incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง

	 6.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง 

เคาะเพลทให้แห้ง

	 7.	 เติมสารละลาย horseradish peroxidase 

conjugate ซึ่่� งปรัับความเข้้มข้นเหมาะสมแล้้วใน 

ELISA blocked diluent  หยอดลงเพลท ปริิมาตร 50 

ไมโครลิิตรต่่อหลุุม นำ ำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่าแนวราบ 

(orbital shaker) ใช้้ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้� 

incubator ที่่�อุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 

ชั่่�วโมง 

	 8.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง  

เคาะเพลทให้แห้ง

	 9.	 เติิมสารละลาย 0.01% TMB substrate 

(tetramethylbenzidine substrate) หยอดลงใน

เพลท ปริิมาตร 100 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม ตั้้�งทิ้้�งไว้้ให้้เกิิด

ปฏิิกิิริิยาในอุุณหภููมิห้้องเป็็นเวลา 20 นาทีี

	 10.	 เติิม Stop solution (1M H
2
SO

4
)
 
ปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม เพื่่�อหยุุดปฏิิกิิริิยาของ substrate

	 11.	 อ่่านค่่าความเข้้มของแสง (optical density; 

OD) ด้วยเครื่่�อง ELISA reader ที่่�ความยาวคลื่่�น 450 nm 

(กรณีีใช้้ orthophenylene diamine; OPD เป็็น 

substrate จะอ่่านค่่า OD ที่่�ความยาวคลื่่�น 492 nm)

การเพาะแยกเชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณเชื้้�อ FMDV 

(Virus isolation)

	 1.	 นำำ�เซลล์์ปฐมภููมิ ที่่�มีีอายุุ 5-10 วัน หรืือ cell 

line (BHK-21) ที่่�มีีอายุ ุ2 วัน ดููดอาหารเลี้้�ยงเซลล์์เก่่าทิ้้�ง	

	 2.	 เติิมสารละลายแขวนลอยที่่�ได้้จากการเตรีียม

ตััวอย่่าง ปริิมาตร 1 มิลลิิลิิตร บ่มในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิ 37 

องศาเซลเซีียส  เพื่่�อให้้เกิิดการ adsorb เป็็นเวลา 1 

ชั่่�วโมง

	 3.	 เติิม Maintenance Medium (MM) (ขวดเพาะ

เซลล์์พื้้�นที่่� 25 ตารางเซนติิเมตร เติิม MM ปริิมาตร 5 

มิิลลิิลิิตร) ใส่่นำำ�ไปบ่่มในในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิ 37 

องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1-2 วัน อ่านผลการเกิิดพยาธิิ

สภาพของเซลล์์ (Cytopathic effect : CPE) ทุกวััน โดย

ใช้้กล้้องจุุลทรรศน์ inverted microscope

	 4.	 แยกเชื้้�อไวรััสออกจากเซลล์์โดยการ freeze-

thaw ที่่�  -20 องศาเซลเซีียส  เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง จาก

นั้้�นนำำ�ไปปั่่�นแยกส่่วนน้ำำ��ใสออกจากส่่วนกากเซลล์์                

ด้้วยเครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงชนิดทำำ�ความเย็็น ที่่�อุ ณหภููมิ 4 

องศาเซลเซีียส ความเร็็ว 2,500 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 

15 นาทีี 

	 5.	 นำำ�ส่วนน้ำำ��ใสที่่�ได้้ไปผ่่านลงบนเซลล์์เพาะ

เลี้้�ยงอีีกครั้้�ง โดยปฏิิบััติิตามวิธีีการข้้อ 1 ถึึงข้้อ 5 รวม

ทั้้�งหมด 3 ครั้้�ง (3 passages) 

	 6. นำ ำ�ส่วนน้ำำ��ใสไปทำำ�การตรวจจำำ�แนกซีีโรไทป์์

ของเชื้้�อไวรััส ด้วยวิิธีี ELISA typing 

การทดสอบระดัับของแอนติิเจน (antigen 

titration)

	 1.	 เคลืือบเพลทด้้วย rabbit trapping antibody 

FMDV ซีีโรไทป์์โอ เอ และเอเชีียวััน หรืือซีีโรไทป์์ที่่�

ต้้องการตรวจ ซึ่่� งปรัับความเข้้มข้นเหมาะสมแล้้ว 

(working dilution) เจืือจางโดยใช้้ coating buffer 

(0.05 M carbonate bicarbonate buffer pH 9.5) 
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หยอดลงบน ELISA plate ก้นเรียบปริมาตร 50 

ไมโครลิตรต่อหลุม  น�ำไปวางบนเครื่องเขย่าแนวราบ 

(orbital shaker) ใช้ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ในตู้ 

incubator ที่่�อุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 

ชั่่�วโมง หรืือเก็็บที่่�อุณหภููมิ 4 องศาเซลเซีียส ข้ามคืน

	 2.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง 

เคาะเพลทให้แห้ง

	 3.	 เตรีียมสารละลายไวรััสในวััคซีีนและไวรััสใน

พื้้�นที่่�ที่่�ต้ องการทดสอบระดัับของแอนติิ เจนใน 

microtube โดยใช้้ ELISA diluent (PBST) ทำำ�การเจืือจาง

แบบ 2 fold serial dilution หยอดลงในเพลท ปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม ปิดฝาเพลท หรืือใช้้ plate sealer 

ปิิด นำำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่่าแนวราบ (orbital shaker) 

ใช้้ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้�  incubator ที่่�

อุุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส  เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง 

	 4.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง 

เคาะเพลทให้แห้ง

	 5.	 ใส่สารละลาย guinea pig detecting 

antibody ส�ำหรับเชื้อ FMDV ตามข้อ 1 ซึ่งปรับความ

เข้มข้นเหมาะสมแล้ว ลงใน ELISA blocked diluent 

(PBST+5% skimmed milk) หยอดลงเพลท ปริมาตร 

50 ไมโครลิตรต่อหลุม  น�ำไปวางบนเครื่องเขย่าแนว

ราบ (orbital shaker) ใช้ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 

ในตู้ incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง

	 6.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง 

เคาะเพลทให้แห้ง

	 7.	 เติิมสารละลาย horseradish peroxidase 

conjugate ซึ่่�งปรัับความเข้้มข้นเหมาะสมแล้้วใน ELISA 

blocked diluent หยอดลงเพลท ปริิมาตร 50 

ไมโครลิิตรต่่อหลุุม นำ ำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่าแนวราบ 

(orbital shaker) ใช้้ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้� 

incubator ที่่�อุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 

ชั่่�วโมง 

	 8.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง  

เคาะเพลทให้แห้ง

	 9.	 เติิมสารละลาย   0.01%   TMB substrate 

(tetramethylbenzidine substrate) หยอดลงในเพลท

ปริิมาตร 100 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม ตั้้ �งทิ้้�งไว้้ให้้เกิิด

ปฏิิกิิริิยาในอุุณหภููมิห้้องเป็็นเวลา 20 นาทีี

	 10.	 เติม Stop solution (1M H
2
SO

4
)
 
ปริมาตร 

50 ไมโครลิตรต่อหลุม ทุกหลุม  เพื่อหยุดปฏิกิริยาของ 

substrate

	 11.	 อ่านค่าความเข้มของแสง (optical density; 

OD) ด้วยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 450 

nm (กรณีใช้ orthophenylene diamine; OPD เป็น 

substrate จะอ่านค่า OD ที่ความยาวคลื่น 492 nm)

	

การทดสอบหา r-value

	 1.	 เคลืือบเพลทด้้วย rabbit trapping antibody 

FMDV ซีีโรไทป์์โอ เอ หรืือเอเชีียวััน สายพัันธุ์์�ที่่�ต้องการ

ตรวจ ซึ่่� งปรัับความเข้้มข้นเหมาะสมแล้้ว (working 

dilution) เจืือจางโดยใช้้ coating buffer (0.05M 

carbonate bicarbonate buffer pH 9.5) หยอด

ลงบน ELISA plate ก้นเรีียบปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร

ต่่อหลุุม เก็็บที่่�อุณหภููมิ 4 องศาเซลเซีียส ข้ามคืน

	 2.	 ล้างเพลทด้วย 0.01M PBS จ�ำนวน 5 ครั้ง 

เคาะเพลทให้แห้ง

	 3.	 เตรียม virus serum mixture โดย

	 	 3.1	 เจืือจาง ซีีรััมควบคุุมบวกของไวรััสใน

วััคซีีน โดยใช้้ ELISA diluent (PBST) 1:8 และทำำ� two 

fold serial dilution ของซีีรััมควบคุุมบวก ใน U-shape 

plate

	 	 3.2	 เติิมไวรััสในพื้้�นที่่�และไวรััสในวััคซีีนที่่�

ทราบระดัับของแอนติิเจนแล้้ว ลงใน U-shape plate 

ปิิดฝาเพลท นำ ำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่าแนวราบในตู้้�          

บ่่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียสเป็็นเวลา 15 นาทีี 

เก็็บที่่�อุณหภููมิ 4 องศาเซลเซีียส ข้ามคืน

	 	 3.3	 ถ่่าย Virus serum mixture ลงใน 

ELISA plate ตามข้อ 1 ปริิมาตร 50 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม

ปิิดฝาเพลท หรืือใช้้ plate sealer ปิ ด นำ ำ�ไปวางบน
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เครื่่�องเขย่่าแนวราบ (orbital shaker) ใช้้ความเร็็ว 

200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้� incubator ที่่�อุณหภููมิ 37 องศา

เซลเซีียส  เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง

	 4.	 ล้้างเพลทด้้วย 0.01M PBS จำ ำ�นวน 5 ครั้้�ง 

เคาะเพลทให้้แห้้ง

	 5.	 ใส่่สารละลาย guinea pig detecting 

antibody สำำ�หรัับเชื้้�อ FMDV ตามข้อ 1 ซึ่่�งปรัับความ

เข้้มข้นเหมาะสมแล้้ว ลงใน ELISA blocked diluent 

(PBST+5% skimmed milk) หยอดลงเพลท ปริิมาตร 

50 ไมโครลิติรต่่อหลุุม นำำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่าแนวราบ 

(orbital shaker) ใช้้ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้� 

incubator ที่่�อุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 

ชั่่�วโมง

	 6.	 ล้้างเพลทด้้วย 0.01M PBS จำ ำ�นวน 5 ครั้้�ง 

เคาะเพลทให้้แห้้ง

	 7.	 เติิมสารละลาย horseradish peroxidase 

conjugate ซึ่่� งปรัับความเข้้มข้นเหมาะสมแล้้วใน 

ELISA blocked diluent หยอดลงเพลท ปริิมาตร 50 

ไมโครลิิตรต่่อหลุุม นำ ำ�ไปวางบนเครื่่�องเขย่าแนวราบ 

(orbital shaker) ใช้้ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ในตู้้� 

incubator ที่่�อุณหภููมิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 

ชั่่�วโมง 

	 8.	 ล้้างเพลทด้้วย 0.01M PBS จำ ำ�นวน 5 ครั้้�ง  

เคาะเพลทให้้แห้้ง

	 9.	 เติิมสารละลาย   0.01%   TMB substrate 

(tetramethylbenzidine substrate) หยอดลงใน

เพลท ปริิมาตร 100 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม ตั้้�งทิ้้�งไว้้ให้้เกิิด

ปฏิิกิิริิยาในอุุณหภููมิห้้องเป็็นเวลา 20 นาทีี

	 10.	 เติิม Stop solution (1M H
2
SO

4
)
 
ปริิมาตร 

50 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม ทุ กหลุุม  เพื่่�อหยุุดปฏิิกิิริิยาของ 

substrate

	 11.	 อ่่านค่่าความเ ข้้มของแสง (opt ical 

density; OD) ด้ วยเครื่่�อง ELISA reader ที่่�

ความยาวคลื่่�น 450 nm (กรณีีใช้้ orthophenylene 

diamine; OPD เป็็น substrate จะอ่่านค่่า OD ที่่�

ความยาวคลื่่�น 492 nm)
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การเตรียมอนุภาค 146S ไวรัสแอนติเจน

การเตรียมอนุภาค 146S ไวรัสแอนติเจน

ท�ำให้ไวรัสสิ้นสภาพ (ไวรัสไทป์โอ หรือเอ หรือเอเชียวัน)

ละลายตะกอนด้วย 0.01M PBS pH7.6 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร

รวมน้ำำ��ไวรััสส่่วนที่่� 1 และส่่วนที่่� 2 จะได้้ปริิมาตรประมาณ 200 มิิลลิิลิิตร

 ปั่นด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูง 26,000 รอบต่อนาที นาน 3 ชั่วโมง

 ละลายตะกอนด้วย 0.01M PBS pH7.6 หลอดละ 1 มิลลิลิตร

น�ำน�้ำไวรัสครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 รวมกัน (ประมาณ 8 มิลลิลิตร)

 ใส่ลงใน sucrose gradient หลอดละประมาณ 1.8 มิลลิลิตร

ค�ำนวณค่าการดูดกลืนแสงเป็นไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

นำำ�ไปฉีีดกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกััน

กระต่่าย, หนููตะเภา

ปั่นด้วยเครื่องปั่นความเร็วสูงที่ 26,000 รอบต่อนาที  นาน 3.30 ชั่วโมง

วัดและคัดเลือกจุดใช้งานของ 146S แอนติเจน ด้วยเครื่อง fraction collector

วัดค่าความเข้มข้นของหลอดที่คัดเลือกด้วยวิธีวัดการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง Spectrophotometer

ปั่นที่ 6,000 รอบต่อนาที 30 นาที

ปั่นที่ 6,000 รอบต่อนาที 30 นาที

ละลายตะกอนด้วย 0.01M PBS pH7.6 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

ปั่นที่  7,000 รอบต่อนาที 1 ชั่วโมง

น�้ำไวรัส (ทิ้ง)

น�้ำไวรัส (ทิ้ง) ตะกอนขนาดเล็ก

น�้ำไวรัสส่วนที่ 2 ตะกอน (ทิ้ง)

ตะกอน

ตะกอน

ตะกอน

น�้ำไวรัสส่วนที่ 1 (ประมาณ 150 มิลลิตร)

ละลายตะกอนในแต่ละหลอด

น�้ำไวรัสครั้งที่ 1 ประมาณ 4 มิลลิลิตร

น�้ำไวรัสครั้งที่ 2 ประมาณ 4 มิลลิลิตร

ปั่นที่ 6,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที

ปั่นที่ 6,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที

ตะกอน (146S particle)

เติม 2%BEI ปริมาตร 10% ปั่นในอ่างน�้ำควบคุมอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง

เติม 20% Sodium thiosulfate ปริมาตร 10% ปั่นบน magnetic stirrer ที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที

เติม 0.01M PBS pH7.6 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร/หลอด แช่ตะกอนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไว้ข้ามคืน

เติม PEG 6,000 ปริมาตร 7% ปั่นบน magnetic stirrer ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง

 

146S antigen  30 % sucrose 

 

15 % 
sucrose 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุุ:	 - กระต่่าย ฉีีดกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันครั้้�งแรกปริิมาตร 50-60 ไมโครกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตรต่่อตััว ครั้้�งที่่�สองปริิมาตร 25-30 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตรต่่อตััว

	 - หนููตะเภา ฉีีดกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันปริิมาตร 25-30 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตรต่่อตััว
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รูปที่ 2 แสดงวิธีการทดสอบ

รูปที่ 2.1	 แสดงหลักการของการตรวจจ�ำแนกซีโรไทป์ของไวรัสด้วยวิธี 	
	 ELISA typing

รููปที่่� 2.5	 แสดงผล r-value ซีีรััมควบคุุมบวก neutralize ไวรััสในพ้ื้�นที่่�	
	 ได้้น้้อยกว่่าไวรััสในวััคซีีน ทำำ�ให้้ r-value ต่ำำ��กว่่า 0. 19

รูปที่ 2.2	 แสดงปฏิกิริยาการเกิดสีในเพลทด้วย วิธี ELISA typing 

รููปที่่� 2.6	 แสดงผล r-value ซีีรััมควบคุุมบวก neutralize ไวรััสในพ้ื้�นที่่�	
	 ได้้เท่่ากัับไวรััสในวััคซีีน ทำำ�ให้้ r-value เท่่ากัับ 1

รููปที่่� 2.4 แสดงผล การตรวจระดัับแอนติิบอดีี โดยวิิธีี LPB ELISAรูปที่ 2.3	 diagram แสดงรูปแบบการจัด plate ของ test serum, 		
	 control serum, control antigen ของวิธี LPB ELISA

ซีรัมควบคุมบวก (แรง)

ซีรัมควบคุมบวก (อ่อน)

ซีรัมควบคุมลบ

ไวรัสควบคุม

ซีโรไทป์ โอ

ซีโรไทป์ เอ

ซีโรไทป์ เอเชียวัน

ไวรสัควบคุมบวก

ซีโรไทป์เอเชียวัน

ซีโรไทป์โอ

ไม่พบเชื้อ

ซีโรไทป์เอ

ซีโรไทป์เอ
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รูปที่ 2 แสดงวิธีการทดสอบ (ต่อ)

รูปที่ 2.8	 แสดงผลของวิธีทดสอบ one-step multiplex RT-PCR: 
         	 1 = DNA marker (100 bp); 
         	 2 = field sample (positive serotype O); 
         	 3 = field sample (positive serotype A); 
         	 4 = field sample (positive serotype Asia1); 
         	 5 = field sample (negative); 
         	 6 = positive controls (serotypes O = 658 bp, A= 427 bp and Asia1 = 535 bp); 
         	 7 = negative control (PBS)

รููปที่่� 2.7	 แสดงผล r-value ซีีรััมควบคุุมบวก neutralize  ไวรััสในพ้ื้�นที่่�ได้้ดีีกว่่าไวรััสในวััคซีีน ทำำ�ให้้ r-value มากกว่่า 1
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รููปที่่� 3 แสดงการผลิิตสารตรวจสอบทาง ELISA สำำ�หรัับ FMD

วงแหวนอนุภาค 146S

รูปที่ 3.8	 แสดงวงแหวนของอนุภาค 146S ใน sucrose gradient 		
	 layers

รูปที่ 3.7	 แสดงตะกอนไวรัสที่ได้จากการปั่น 6,000 รอบ/นาที

รูปที่ 3.6 	 แสดงการละลายตะกอน โดยใส่ 0.01 M PBS, pH 7.6รูปที่ 3.5 	 แสดงการน�ำไวรัสที่ Inactivated แล้วใส่ในหลอด ก่อนน�ำไป	
	 ปั่นที่ 7,000 รอบต่อนาที

รููปที่่� 3.2	 แสดงการเกิิด cytopathic effect (CPE) ของไวรััส ในเซลล์์ 	
	 BHK-21 (กำำ�ลังขยาย 40 เท่่า) 

รููปที่่� 3.1	 แสดงการเจริิญของเซลล์์ BHK-21 ที่่�เจริิญเต็็มที่่�มีรููปลัักษณะ	
	 แบบกระสวย (กำำ�ลังขยาย 40 เท่่า)

รููปที่่� 3.4	 แสดงการหยุุดปฏิิกิิริิยาของการ Inactivation ด้้วย 20% 		
	 sodium thiosulfate

รููปที่่� 3.3	 แสดงการปั่่�นน้ำำ��ไวรััสภายในอ่่างควบคุุมอุุณหภููมิิ	   	
	 หลัังจากการใส่่ 2% BEI (Inactivated virus)
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รูปที่ 4 แสดงระบบหมุนเวียนอากาศ BSL-3

รูปที่ 5 แสดงการทดสอบและการท�ำให้ปราศจากเชื้อใน HEPA canister

รูปที่ 4.1	 อากาศจากภายนอกอาคารผ่าน pre-filter 

รูปที่ 4.4	 Exhaust fan 2 ตัว ดึงอากาศออก ท�ำงาน  สลับกัน กรณีที่	
	 อีกตัวต้องซ่อมบ�ำรุงหรือเสียหาย

รูปที่ 4.2	 อากาศที่ผ่านการท�ำความเย็นผ่านท่อที่หุ้มฉนวนสีด�ำจ่ายเข้า 	
	 BSL-3

รูปที่ 4.3	 อากาศจาก BSL-3 ผ่านท่อสีขาวที่ปิดสนิทไปกรองที่ HEPA 	
	 canister

อากาศเข้า

อากาศออก

อากาศเข้า

อากาศผ่่าน pre-filter

อากาศออก

อากาศออกจาก BSL 3

รูปที่ 5.2	 การตรวจเช็คความเร็วลม HEPA filter ด้วย anemometerรูปที่ 5.1	 HEPA canister 

รูปที่ 5.3	 การตรวจเช็ครอยรั่วของ HEPA filter ด้วย photometer 
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รูปที่ 6 แสดงเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อแบบ 2 ประตู

รููปที่่� 6.1	 เครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเช้ื้�อแบบ 2 ประตูู (2 door-autoclave) รููปที่่� 6.2	 เปิิดประตูู นำำ�ตะแกรงออก เพื่่�อนำำ�ของเข้้าเครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเช้ื้�อ

	 จากด้้าน secure zone

รูปที่ 6.3	 น�ำของเข้าเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ จากด้าน secure zone รูปที่ 6.4	 กดปิดประตูเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ จากด้าน secure zone

รูปที่ 6.5	 ใส่รหัสเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ เลือกโปรแกรม ก่อนกดปุ่มเริ่มท�ำงาน รูปที่ 6.6 	 เครื่องจะแสดงว่าฆ่าเชื้อได้สมบูรณ์เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ

รูปที่ 6.8 	 ปิดประตูเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ จากด้าน non-secure zone รูปที่ 6.7 	 เอาของที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ออกทางด้าน non-secure zone
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รูปที่ 7 แสดงการทวนสอบประสิทธิภาพการท�ำให้ปราศจากเชื้อโดย Biological test

รูปที่ 8 แสดงการเข้า BSL - 3

รูปที่ 7.2	 วาง Biological test ระหว่างผ้าหนา ๆรูปที่ 7.1	 เตรยีม Biological test ใส่ห่อนึง่ท่ีให้ความร้อนหรือก๊าซผ่านได้

รูปที่ 7.4	 ผล biological test ที่ให้ผลลบจะมีสีม่วง ตามค�ำบ่งชี้
	 ของบริษัท

รูปที่ 7.3	 ผล biological test ที่ให้ผลบวกจะมีสีเหลืองตามค�ำบ่งชี้
	 ของบริษัท

รูปที่ 8.4 	 ใส่เสื้อผ้า รองเท้า ที่เตรียมไว้ด้านในรูปที่ 8.3	 กดปุ่มเปิดประตูจากใน air lock shower room แล้วเข้าไป	
	 ด้าน secure zone

รูปที่ 8.1	 ถอดเสื้อผ้าและเครื่องประดับไว้ในตู้ล็อคเกอร์ รูปที่ 8.2 	 กดปุ่มเปิดประตูแล้วดึงประตูเข้าหาตัว แล้วเข้าไปใน air lock 	
	 shower room
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รูปที่ 9 แสดงการออกจาก BSL - 3

รูปที่ 10 แสดงการเปลี่ยนน�้ำยาฆ่าเชื้อใน dunk tank

รูปที่ 9.1	 ถอดเสื้อผ้า และรองเท้าออก รูปที่ 9.2 	 กดปุ่มเปิดประตูจากฝั่ง secure zone แล้วเข้าไปใน air lock 	
	 shower room

รูปที่ 9.3 	 ประตูออกไปด้านนอกจะไม่สามารถเปิดได้ 3 นาที เพื่อให้
	 ผู้วิจัยอาบน�้ำ

รููปที่่� 9.4	 เมื่่�ออาบน้ำำ��เสร็็จ กดปุ่่�มเปิิดประตููแล้้วดัันประตููออกด้้าน
	 non-secure zone

รูปที่ 10.1	เปิด dunk tank จาก secure zone รูปที่ 10.2	ปล่อยน�้ำยาฆ่าเชื้อเดิมที่ใช้แล้ว

รูปที่ 10.3	ท�ำความสะอาดใน dunk tank รูปที่ 10.4	เติมน�้ำประมาณครึ่งหนึ่งของปริมาตร dunk tank
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รูปที่ 10 แสดงการเปลี่ยนน�้ำยาฆ่าเชื้อใน dunk tank (ต่อ)

รูปที่ 11 UV pass box

รูปที่ 10.5	เติมยาฆ่าเชื้อ glutaraldehyde ตามปริมาณที่ค�ำนวณไว้ รูปที่ 10.6	ระดับน�้ำของ dunk tank ที่ต้องการ

รูปที่ 10.7	เติมน�้ำให้เต็มตามระดับ รูปที่ 10.8	แสดงภาพ dunk Tank หลังเปลี่ยนยาฆ่าเชื้อเสร็จ

รูปที่ 11.4	ระบบจะตั้งให้ UV ท�ำงาน 20 นาที เมื่อปิดประตูจากด้าน 		
	 secure zone

รูปที่ 11.3	เปิดเอากล่องตัวอย่างออกจาก UV pass box ด้าน secure 	
	 zone

รูปที่ 11.2	เอากล่องตัวอย่างเข้า ใน UV pass boxรูปที่ 11.1	กดปุ่มเปิด UV pass box ด้านนอก หรือ non-secure zone
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รูปที่ 12 decontamination chamber

รูปที่ 12.1	เปิดประตูด้าน secure zone น�ำของที่ต้องฆ่าเชื้อใส่ใน 		
	 decontamination chamber

รูปที่ 12.2	เครื่องมือวัสดุ อุปกรณ์ ที่จะน�ำออกจาก BSL-3

รููปที่่� 12.3	เติิมน้ำำ��เพื่่�อที่่�จะทำำ�ให้้เดืือดเมื่่�อเปิิดระบบ DC สำำ�หรัับ
	 เพิ่่�มความช้ื้�น

รูปที่ 12.4	เท paraformaldehyde ในกระทะที่มี silicon oil เปิด
	 สวิทซ์อุปกรณ์ต่าง ๆ

รูปที่ 12.5	ปิดประตูด้านใน secure zone รูปที่ 12.6	เปิดระบบ DC ด้านนอกหรือ non-secure zone

รูปที่ 12.7	paraformaldehyde เริ่มเดือด และ ระเหย เป็นไอ 		
	 (formaldehyde gas)

รูปที่ 12.8	เก็บอุปกรณ์ออกจากห้อง decontamination chamber
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รูปที่ 13 ระบบบ�ำบัดน�้ำเสีย

รูปที่ 13.1	ถังน�้ำเสีย  รูปที่ 13.2 ถังกักเก็บน�้ำเสีย

 รูปที่ 13.3 ตู้ควบคุมระบบบ�ำบัดน�้ำเสีย รูปที่ 13.4 ถังบ�ำบัดเชื้อ และ ถังปรับค่ากรด-ด่าง








