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บทคัดย่อ 
 

ตัวอย่างส่งตรวจเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย จํานวน 127 ตัวอย่าง  เป็นตัวอย่างส่งตรวจท่ีเก็บจากท้องท่ีใน
ประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2553-2555 นํามาศึกษาเปรียบเทียบวิธีการตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย โดย
วิธี virus isolation และ ELISA typing แสดงผลพบเชื้อ 83 ตัวอย่าง (65.35%) จําแนกเป็นไทป์ O จํานวน 27 
ตัวอย่าง (21.26%) และไทป์ A จํานวน 56 ตัวอย่าง (44.09%) และไม่พบเชื้อ จํานวน 44 ตัวอย่าง (34.65%)  ในขณะ
ท่ีการตรวจโดยวิธี real-time RT PCR แสดงผลเป็นบวกจํานวน 126 ตัวอย่าง (99.21%) และผลเป็นลบ จํานวน 1 
ตัวอย่าง (0.79%)  การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าวิธี real-time RT PCR มีความไวในการตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและ
เท้าเป่ือยในตัวอย่างท่ีมีปริมาณไวรัสน้อย และสามารถตรวจหาไวรัสได้ท้ังมีชีวิตและไม่มีชีวิต ดังนั้นจึงสามารถนํามาใช้
ในการตรวจวินิจฉัยโรคปากและเท้าเป่ือยในเบ้ืองต้นได้ เพ่ือเป็นแนวทางในการวางแผนป้องกันและควบคุมโรคให้เกิด
ประสิทธิภาพและทันกับสถานการณ์ของการเกิดโรค และใช้เป็นวิธีคัดกรองตัวอย่างจํานวนมากในการสํารวจโรคระบาด
ในพ้ืนท่ี  
 
 
คําสําคัญ:  ไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย  virus isolation   real-time RT PCR 
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บทนํา 

 

     โรคปากและเท้าเป่ือยเป็นโรคระบาดสัตว์ท่ีสามารถติดต่อได้ง่ายและแพร่กระจายอย่างรวดเร็วในสัตว์เศรษฐกิจ 
ได้แก่ โค กระบือ แพะ แกะ (Thomson, 1994) ทําให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจในด้านอุตสาหกรรมปศุสัตว์ใน
ประเทศไทย เนื่องจากไม่สามารถส่งสัตว์ไปยังต่างประเทศหรือในประเทศท่ีปลอดจากโรคปากและเท้าเป่ือยได้ สาเหตุ
ของโรคเกิดจากเชื้อไวรัสแอฟโทไวรัส (Aphthovirus) ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่มพิคอร์น่าไวรัส (Picornavirus) ในการชันสูตรโรค
ปากและเท้าเป่ือยโดยการสังเกตอาการเพียงอย่างเดียวไม่เพียงพอ จึงจําเป็นต้องใช้การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ
ร่วมด้วย การตรวจวินิจฉัยโรคท่ีถูกต้องและรวดเร็วมีความสําคัญในการป้องกันการแพร่กระจายของโรคเป็นอย่างยิ่ง 
วิธีการตรวจวินิจฉัยท่ีเป็นวิธีมาตรฐานได้แก่วิธี virus  isolation และ ELISA typing  การทํา virus  isolation โดย
เพ่ิมปริมาณบนเซลล์เพาะเลี้ยงในตัวอย่างท่ีมีปริมาณไวรัสน้อย แต่ในบางกรณีการตรวจวินิจฉัยให้ผลไม่พบเชื้อ (No 
virus detected; NVD) แต่ในความเป็นจริงแล้วสัตว์กําลังเริ่มแสดงอาการป่วยด้วยโรคปากและเท้าเป่ือย ดังนั้นจึง    
ไม่สามารถบ่งบอกหรือจําแนกชนิดของไวรัสท่ีทําให้เกิดโรคได้ เนื่องจากมีปริมาณไวรัสอยู่น้อยเกินกว่าท่ีจะตรวจพบได้
โดยวิธี ELISA จากข้อมูลของศูนย์อ้างอิงโรคปากและเท้าเป่ือยฯ ระหว่างปี พ.ศ.2553-2555 การตรวจให้ผลไม่พบเชื้อมี
เปอร์เซ็นต์สูง เนื่องจากคุณภาพตัวอย่างไม่ดี หรือเก็บได้น้อย หรือสัตว์มีภูมิคุ้มกันโรคเพียงบางส่วนทําให้เกิดวิการ     
ไม่เด่นชัด ทําให้การตรวจวินิจฉัยได้ผลลบจํานวนมากข้ึน และการทํา virus isolation ซ่ึงเป็นการเพ่ิมปริมาณไวรัสมี
ข้ันตอนซับซ้อนในการเพาะเลี้ยงเซลล์และต้องใช้เวลานานหลายวันกว่าจะได้ผล และตัวอย่างต้องมีไวรัสท่ีมีชีวิต จึงมี
การนําวิธี real-time RT PCR มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคปากและเท้าเป่ือย (Reid et al., 2003;  Zhang and 
Alexandersen, 2003; Shaw et al., 2004) ซ่ึงเป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณไวรัสในระดับชีวโมเลกุลท่ีสามารถติดตาม      
ดูปฏิกิริยาได้ทุกระยะระหว่างท่ีกําลังดําเนินงานอยู่จริง ได้ผลลัพธ์มากข้ึน รวดเร็ว และลดโอกาสการปนเป้ือน  ท้ังยัง
เป็นวิธีท่ีมีความจําเพาะและความไวสูง ในตัวอย่างท่ีมีปริมาณไวรัสน้อยก็สามารถเพ่ิมปริมาณจนตรวจพบได้ ดังนั้นวิธีนี้
จึงสามารถนํามาใช้สนับสนุนหรือยืนยันผลการตรวจวินิจฉัยโดยวิธีมาตรฐานได้ การศึกษาครั้งนี้เป็นการเปรียบเทียบ
วิธีการตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือยจากตัวอย่างท้องท่ีในประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ.2553-2555  โดยวธิี 
virus isolation และ real-time RT PCR เพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนโครงการเฝ้าระวังและสํารวจโรคของกรมปศุสัตว ์ 
สําหรับใช้เป็นแนวทางในการวางแผนป้องกันและเพ่ิมประสิทธิภาพการควบคุมโรคให้ทันกับสถานการณ์ของการเกิดโรค 
ระบาดในพ้ืนท่ีต่อไป  

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 

 1. ตัวอย่างเช้ือไวรัสและการเพ่ิมปริมาณไวรัส (virus isolation) 
ตัวอย่างส่งตรวจเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย จํานวน 127 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างส่งตรวจประกอบด้วย

เนื้อเยื่อลิ้น กีบ เหงือก และขอบปาก ท่ีเก็บจากท้องท่ีในประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2553-2555 นํามาเพ่ิมปริมาณ
ไวรัสโดยวิธีการผ่านเชื้อไวรัสลงบนเซลล์เพาะเลี้ยง primary lamb kidney cell จํานวน 1-3 passage เม่ือเซลล์เกิด 
Cytopathic effect (CPE) 100% จึงนํามาตรวจจําแนกชนิดไวรัสด้วยวิธี ELISA Typing ตามวิธีการของ Roeder และ 
LeBlanc Smith (1987)  
 
2. การแยกสกัด RNA 

ตัวอย่างส่งตรวจนํามาสกัด RNA โดยการใช้ reagent kit สําเร็จรูป ได้แก่ Trizol® LS reagent 
(InvitrogenTM, USA) วิธีการและข้ันตอนตามข้อบ่งใช้ของผู้ผลิต 
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3. Reverse Transcription (RT) 
 Reverse Transcription (RT) เป็นข้ันตอนการเปลี่ยน RNA เป็น cDNA โดยใช้เอนไซม์ reverse 
transcriptase มีวิธีการดังนี้คือ ในปฏิกิริยา 25 µl ประกอบด้วย 1X buffer, 1mM dNTPs (each), 10 mM DTT, 
20 U RNasin® Ribonuclease Inhibitor, 0.8 µM primer NK61 (Knowles and Samuel, 1998), 200 U M-MLV 
เอนไซม์ (Promega, USA), ตัวอย่าง RNA 10 µl และเติมน้ําท่ีปราศจากเอนไซม์ RNase ให้ปริมาตรครบ 25 µl   
นําเข้าเครื่อง Thermal Cycler (Touch Down, UK) ต้ังโปรแกรมท่ี 42ºC เป็นเวลา 60 นาที, 95 ºC เป็นเวลา 5 นาที 
จะได้ DNA template สําหรบันําไปทําข้ันตอน Real-Time PCR 
 
4. รายละเอียดลําดับเบส (sequence) ของ primer และ probe 

Primer และ probe ท่ีมีความจําเพาะต่อ 3D gene ของไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย ซ่ึง probe ท่ีใช้เป็นชนิด 
hydrolysis probe ติดฉลากด้วย FAM (6-carboxyfluorescein) ท่ีด้านปลาย 5’ ทําหน้าท่ีเป็น reporter dye และ 
TAMRA (tetramethylrhodamine) ท่ีด้านปลาย 3’ เป็น quencher (Callahan et al., 2002)  โดยมีรายละเอียด
ลําดับเบสแสดงในตารางท่ี 1 

 
ตารางท่ี 1  รายละเอียดลําดับเบส (sequence) ของ primer และ probe  
 

Name Primer sequence 5’-3’ 
Length 
(bp) 

Forward primer ACT GGG TTT TAC AAA CCT GTG  A 22 
Reverse primer GCG  AGT CCT GCC  ACG GA 17 
Probe (FAM)-TCC TTT GCA CGC CGT GGG  AC-(TAMRA) 20 

 
5. Real-Time PCR 
 การทําปฏิกิริยา Real time PCR ใช้เครื่อง LightCycler® 480 (Roche Germany) โดยแต่ละปฏิกิริยามี
ปริมาตร 20 µl ประกอบด้วยน้ํายา LightCycler®480 Probes Master (Roche Germany)(2X) 10 µl, Forward-
primer, Reverse-primer และ probe (Sigma-Proligo, Singapore) เข้มข้น 10 µM อย่างละ 0.5 µl  น้ํากลั่น 6.5 
µl  และ DNA template 2 µl โดยต้ังโปรแกรมดังนี้ Pre-incubation 95ºC เป็นเวลา 10 นาที, Amplification 
95ºC  เป็นเวลา 10 วินาที และ 60ºC เป็นเวลา 40 วินาที จํานวน 45 รอบ และ Cool 40ºC เป็นเวลา 30 วินาที เม่ือ
ปฏิกิริยาสมบูรณ์จะได้ค่า Crossing point (Cp) ซ่ึงเป็นจํานวนรอบท่ีแสดงผลเป็น positive ท่ีตรวจวัดสัญญาณได้ด้วย 
Software ของเครื่อง LightCyCler®480 โดยตัวอย่างท่ีให้ผลเป็น negative และ negative control จะได้ค่า Cp 
มากกว่า 45 รอบ (Callahan et al, 2002)       
              

ผล 
 

 ผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือยจากตัวอย่างส่งตรวจ จํานวน 127 ตัวอย่าง โดยวิธี virus 
isolation และ ELISA typing แสดงผลพบเชื้อ จํานวน 83 ตัวอย่าง (65.35%) จําแนกเป็นไทป์ O จํานวน 27 ตัวอย่าง 
(21.26%) และไทป์ A จํานวน 56 ตัวอย่าง (44.09%) และแสดงผลไม่พบเชื้อ จํานวน 44 ตัวอย่าง (34.65%)  ในขณะ
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ท่ีการตรวจโดยวิธี real-time RT PCR แสดงผลเป็นบวก (positive) จํานวน 126 ตัวอย่าง (99.21%) และแสดงผลเป็น
ลบ (negative) จํานวน 1 ตัวอย่าง (0.79%)  ตามตารางท่ี 2  
 
ตารางท่ี 2   เปรียบเทียบผลการตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย จากตัวอย่างส่งตรวจ ท่ีระบาดใน 
                ประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2553 -2555 จํานวน 127 ตัวอย่าง โดยวิธี virus isolation และ ELISA  
                typing กับวิธี real-time RT PCR  
 

Virus isolation  
and ELISA typing results  

Real-time RT PCR results No. of 
samples 

O A NVD Positive Negative 
127 27 56 44 126 1 

 (21.26%) (44.09%) (34.65%) (99.21%) 
Cp ≤ 45 

(0.79%) 
Cp >  45 

  
O  =   Serotype O 
A   =   Serotype A    
NVD   =   No virus detected 
Cp    =   จํานวนรอบท่ีแสดงผลเป็น positive 

 

สรุปและวิจารณ์ 
  

การตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือยทางห้องปฏิบัติการ วิธีมาตรฐานท่ีใช้ได้แก่วิธี virus isolation และ 
ELISA typing   โดย virus isolation เป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณไวรัสบนเซลล์เพาะเลี้ยง  ซ่ึงต้องใช้เทคนิคปลอดเชื้อ เพ่ือ
ป้องกันการปนเป้ือนของเชื้อโรคและมีข้ันตอนซับซ้อนต้องใช้เวลาในการเพาะเซลล์ 2-3 วัน ตัวอย่างท่ีจะให้ผลตรวจ
เป็นพบเชื้อต้องเป็นตัวอย่างท่ีเก็บจากรอยโรคของสัตว์ท่ีแสดงอาการภายใน 7-10 วัน ซ่ึงมี live virus อยู่ 
(Alexandersen et al., 2003) และตัวอย่างส่งตรวจท่ีมีปริมาณไวรัสน้อยการตรวจวินิจฉัยอาจให้ผลไม่พบเชื้อ (No 
virus detected; NVD) ในปัจจุบันจึงมีการนําวิธี  real-time RT PCR มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและเท้า
เป่ือย ซ่ึงเป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณไวรัสโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุลท่ีสามารถตรวจได้รวดเร็ว มีความไวและความจําเพาะสูง 
และสามารถตรวจตัวอย่างได้ท้ังมีและไม่มีชีวิตอยู่ (King  et al., 2006) การศึกษาครั้งนี้จึงเป็นการเปรียบเทียบวิธีการ
ตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย โดยวิธี virus isolation และ ELISA typing กับวิธี  real-time RT PCR จาก
ตัวอย่างส่งตรวจท่ีเก็บจากท้องท่ีท่ีเกิดการระบาดในประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2553-2555 จํานวน 127 ตัวอย่าง 
จากการศึกษาพบว่าการตรวจวินิจฉัยโดยวิธ ี virus Isolation และ ELISA typing   แสดงผลพบเชื้อ จํานวน 83 
ตัวอย่าง ซ่ึงตรงกับผลการตรวจโดยวิธ ีreal-time RT PCR ดังนั้นจึงเป็นการยืนยันว่าตัวอย่างท่ีตรวจมีเชื้อไวรัสโรคปาก
และเท้าเป่ือยอยู่จริง ดังจะเห็นได้จากค่า Cp ซ่ึงเป็นจํานวนรอบท่ีแสดงผลเป็น positive มีค่าน้อยกว่า 35 รอบ (ข้อมูล
ไม่ได้แสดง) ซ่ึงสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Shaw และคณะ (2004) และแสดงผลไม่พบเชื้อ จํานวน 44 ตัวอย่าง  
ในขณะท่ีการตรวจโดยวิธ ีreal-time RT PCR แสดงผลเป็นบวก (positive) จํานวน 126 ตัวอย่าง และแสดงผลเป็นลบ 
(negative) จํานวน 1 ตัวอย่าง นอกจากนี้การศึกษายังพบว่า virus isolation และ ELISA typing  แสดงผลไม่พบเชื้อ 
แต่ real-time RT PCR ให้ผลเป็นบวก มีจํานวน 43 ตัวอย่าง และค่า Cp มีค่ามากกว่า 35 รอบ ซ่ึงแสดงว่าถ้ามีการใช ้
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virus isolation และ ELISA typing ในการตรวจวินิจฉัยเพียงวิธีเดียวอาจทําให้เกิดผลการตรวจคลาดเคลื่อนไป 
34.65% เนื่องจากในตัวอย่างมีไวรัสอยู่น้อยมาก หรือไม่มี live virus อยู่ในตัวอย่างส่งตรวจ ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษา
ของ Ferris และคณะ (2004) และในกรณีท่ีผลการทํา virus isolation และ ELISA typing แสดงผลไม่พบเชื้อ และผล
ของ real-time RT PCR ก็เป็นลบเช่นเดียวกัน จํานวน 1 ตัวอย่าง ดังจะเห็นได้จากผลของค่า Cp ซ่ึงเป็นจํานวนรอบท่ี
แสดงผลมีค่ามากกว่า 45 รอบ จึงเป็นการยืนยันว่าตัวอย่างท่ีตรวจไม่มีเชื้อไวรัสโรคปากและเท้าเป่ือย ซ่ึงในข้ันตอนของ
การทํา real-time RT PCR มีการควบคุมการปฏิบัติงาน เพ่ือป้องกันการปนเป้ือน โดยมีการใช้ internal control ท้ัง 
negative และ positive control ทุกครั้ง เนื่องจากเป็นวิธีท่ีมีความไวสูงอาจจะทําให้เกิดผล false positive และ 
false negative  ได้ (Shaw et al., 2004) 

จากการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าวิธ ี real-time RT PCR มีความไวในการตรวจวินิจฉัยไวรัสโรคปากและเท้า
เป่ือยในตัวอย่างท่ีมีปริมาณไวรัสน้อย โดยสามารถตรวจได้ 10-100 virus genomes ซ่ึงผลการศึกษานี้สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Callahan และคณะ (2002)   และการศึกษาของ King และคณะ (2006)  ดังนั้นวิธีนี้จึงสามารถ
นํามาใช้สนับสนุน หรือยืนยันผลการตรวจวินิจฉัยโดยวิธีมาตรฐานได้ การนําเทคนิค real-time RT PCR เข้ามา
ประยุกต์ใช้จะช่วยลดข้ันตอนและประหยัดเวลา และสามารถใช้เทคนิคนี้เป็นตัวคัดกรองตัวอย่างสําหรับการสํารวจโรค
ซ่ึงต้องทดสอบตัวอย่างจํานวนมากๆ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการวางแผนป้องกันและควบคุมโรคให้เกิดประสิทธิภาพและ
ทันกับสถานการณ์ของการเกิดโรคระบาดในพ้ืนท่ี แต่วิธีนี้ยังมีข้อจํากัดท่ีไม่สามารถจําแนกชนิดของไวรัสเป็นไทป์ได้ 
ท้ังนี้อยู่ระหว่างการศึกษาหา primer ท่ีจําเพาะต่อซีโรไทป์ เพ่ือพัฒนาการตรวจวินิจฉัยให้มีประสิทธิภาพยิ่งข้ึน 
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Abstract 

 

 The comparison of foot and mouth disease virus diagnosis by virus isolation and real-time RT PCR 
was studied in 127 tissue samples submitted to the Regional Reference Laboratory for FMD in South 
East Asia during 2010-2012. It was found that virus isolation and ELISA typing test gave positive 
results of 83 samples (65.35%), which are 27 type O samples (21.26%), 56 type A samples (44.09%) 
and 44 no viral detected samples (34.65%), respectively. The real-time RT PCR technique gave 
positive results of 126 samples (99.21%) and one negative sample (0.79%). The results indicated 
that real-time RT PCR for FMD is a more sensitive technique and can be used as a confirmation test 
for FMD diagnosis. In addition, real-time RT PCR technique will be a useful screening method for 
effective control of foot and mouth disease outbreak.  
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