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โรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 

(African Swine Fever) 
 

 

 

 

ผู้จัดทำ : 

สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ  

- นายสัตวแพทย์ฐปณัฐ สงคสุภา 

- นายสัตวแพทย์ณัฐธัญ เพ็งเพชร 
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บทนำ 

องค์การสุขภาพสัตว์โลก (WOAH) รายงานการระบาด
ของโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร ในสาธารณรัฐประชาชนจีน
เป็นครั้งแรก เมื่อวันที่ 3 สิงหาคม 2561 ณ เมืองเสิ่นหยาง 
มณฑลเหลียวหนิง จากนั ้นก็มีการระบาดต่อเนื ่องเข้าสู่
ประเทศต่าง ๆ ในภูมิภาคเอเชีย อาทิ มองโกเลีย สาธารณรัฐ
สังคมนิยมเวียดนาม ราชอาณาจักรกัมพูชา สาธารณรัฐ
ประชาธิปไตยประชาชนเกาหลี สาธารณรัฐประชาธิปไตย
ประชาชนลาว สาธารณรัฐแห่งสหภาพเมียนมา สาธารณรัฐ
ฟิลิปปินส์ สาธารณรัฐเกาหลี ติมอร์ -เลสเต สาธารณรัฐ
อินโดนีเซีย มาเลเซีย และล่าสุด ประเทศไทย  โรคนี้เป็นโรค
ไวร ัสต ิดต่อเฉพาะในสุกร มีผลกระทบอย่างร ุนแรงต่อ
เศรษฐกิจและอุตสาหกรรมการผลิตสุกร เนื่องจากมีอัตราการ
ป่วยตายสูง และยังไม่มีวัคซีนที่มีประสิทธิภาพในการควบคุม
โรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ ทำให้เก ิดความเสียหายแก่
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรเป็นมูลค่านับหมื่นล้านบาท 

คู่มือห้องปฏิบัติการในการตรวจโรคอหิวาต์แอฟริกา 
ในสุกรฉบับนี้ จัดทำขึ ้นเพื่อเป็นแนวทางปฏิบัติงานของ
ห้องปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยและการประสานงานที่เกี่ยวข้อง
กับทุกภาคส่วน เพื่อให้ได้ผลตรวจที่ถูกต้อง รวดเร็ว นำไปสู่
การควบคุม กำจัดโรคที่มีประสิทธิภาพต่อไป  
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ธรรมชาติของการเกิดโรค 

สาเหตุ เกิดจากไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร (African Swine 
Fever Virus, ASFV) เป็น double-stranded DNA มีเปลือก
หุ้มหลายชั้นลักษณะโครงสร้างเป็น icosahedral เชื้อไวรัส
สามารถเพิ่มจำนวนในเม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ  และ
โมโนไซต์ สามารถแบ่งด้วยวิธี hemadsorption inhibition 
assay ออก เป ็ น  8  serogroups และสามารถจ ั ดแ บ่ง 
genotype จากลำดับเบสของโปรตีน vp72 (B646L gene) 
ได้ถึง 24 genotypes เชื้อมีความทนทานมากในสิ่งแวดลอ้ม 
อยู่ได้เป็นเวลานานในตัวอย่างต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 

- เลือดที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เชื้อคงทนได้นาน 18 เดือน 
- มูลสัตว์ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เชื้อคงทนได้นาน 11 วัน 
- คอกเลี้ยงสุกรปนเป้ือน เชื้อคงทนได้นาน 15 สัปดาห์ 
- แฮม ซาลามี่ เนื้อหมักเกลือ เชื้อคงทนได้นาน 120–180 วัน 
- เนื้อสุกรแช่เย็น ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื้อคงทนได้นาน 

150 วัน และเนื้อสุกรแช่แข็ง เชื้อคงทนได้นาน 1,000 วัน 

การติดต่อ โรคนี้ไม่ติดต่อระหว่างคนและสัตว์ พบเฉพาะใน
สัตว์ตระกูลสุกรทุกชนิด สุกรเลี้ยงจะมีความไวรับต่อโรคมาก 
ขณะที่สุกรป่าอาจไม่แสดงอาการ แต่จะเป็นพาหะนำโรคที่
สำคัญ สุกรติดเชื้อได้โดยการกินอาหารที่มีการปนเปื้อนเชื้อ 
การสัมผัสเลือด และสารคัดหลั่งจากสุกรป่วยหรือสุกรพาหะ 
การถูกกัดโดยเห็บอ่อน (Ornithodoros spp.) ที่มีเชื ้อ การ
สัมผัสกับอุปกรณ์ โรงเรือน ยานพาหนะที่ปนเป้ือนเชื้อ 
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รูปที่ 1 ลักษณะโครงสร้างเปลือกไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 

  ที่มา : https://viralzone.expasy.org  
 
 

 

 
รูปที่ 2 ภาพถ่ายกล้องอิเล็กตรอนของเซลล์เม็ดเลอืดขาวชนิด

แมคโครฟาจที่ติดเชื้อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 
           ที่มา : Zsak et al., 2001 

https://viralzone.expasy.org/
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ระยะฟักตัวและอาการทางคลินิก การติดเชื้อตามธรรมชาติ
มีระยะฟักตัวประมาณ 5-15 วัน สุกรมีไข้สูงมากกว่า 41 
องศาเซลเซียส ไม่กินอาหาร นอนแน่นิ่ง ไม่มีแรง พบผื่นแดง
และจ้ำเลือดทั่วผิวหนังบริเวณปลายหู จมูก ขา อก และท้อง 
รวมถึงอวัยวะภายใน อาจพบอาการอาเจียน ท้องเสยีมีเลอืด
ปน และแท้งในแม่สุกร อัตราการตายสูงมากกว่าร้อยละ 95
มักตายภายใน 2-3 วันหลังแสดงอาการป่วย 
 

   
รูปที่ 3 อาการและพยาธิสภาพโรค:  ป้ืนเลือดออก ม้ามโต  จุดเลือดออก
ที่อวัยวะภายใน เช่น ไต ลำไส้ ปอด และ ต่อมน้ำเหลือง 

ที่มา : กรมปศุสัตว์  
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นิยามสัตว์ป่วย 

1. เกณฑ์การเฝ้าระวังโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 
สุกรหรือหมูป่า ที่มีน้ำหนักมากกว่า 50 กิโลกรัม ที่เลี้ยง

แบบระบบฟาร์ม มีอัตราการตายแบบเฉียบพลันหรือ
ตายโดยไม่ทราบสาเหตุหรือมีอาการเบื้องต้น เช่น ไข้
สูง ไอ แท้ง ขาหลังไม่มีแรง หรือนอนสุมกัน ร่วมกับ
ท้องเสียเป็นเลือด หรือผิวหนังแดง หรือมีจุดเลือดออก 
หรือรอยช้ำโดยเฉพาะใบหู ท้อง หรือขาหลัง มากกว่า
ร้อยละ 3 ใน 1 วัน หรือฟาร์มรายย่อยที่มีจำนวนสุกร
หรือหมูป่า น้อยกว่า51 ตัว ต้องมีอ ัตราการตาย
เฉียบพลัน ตั้งแต่ 1 ตัวขึ้นไป ใน 1 วัน 

สุกรหรือหมูป่า ในโรงฆ่าสัตว์ที่มีลักษณะการป่วยหรือตาย
ตามวรรคหนึ่งหรือตรวจพบรอยโรคที่ซากสุกรหรือ
ซากหมูป่า ได้แก่ ต่อมน้ำเหลืองโต หรือม้ามโตขยาย
ใหญ่ หรือมีจุดเลือดออกในอวัยวะต่าง ๆ หรือต่อม
น้ำเหลืองมีเลือดออก 

การตรวจทางห้องปฏิบัติการ  
 เพาะเชื้อได้จากเลือด อวัยวะ สิ่งคัดหลั่งสัตว์ป่วย หรือ 
 ให้ผลบวกต่อการตรวจหาเชือ้ ASFV ดว้ยวธิี ELISA, 

rapid test kit, virus isolation, polymerase 
chain reaction (PCR) หรือ real–time PCR, DNA 
sequencing 
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2. สัตว์ป่วย 
1) สัตว์ป่วยต้องสงสัย (suspected case) หมายถึง 

สุกรที่แสดงอาการป่วย รวมถึงสุกรที่มีข้อมูลระบาด
วิทยาว่ามีโอกาสรับเชื้อ ได้แก่ 
- สุกรที่สงสัย และมีประวัติสัมผัสกับสัตว์ติดโรค  
- สุกรที่มาจากแหล่งทีม่ีการระบาดของเชื้อ 
- สุกรที่มกีารใชว้ัสดุอุปกรณ ์อาหาร หรอือยู่ใน

สภาพแวดลอ้มเดียวกนัทีอ่าจปนเป้ือนเชือ้ 
2) สัตว์ป่วยท่ีให้ผลบวก (presumptive positive 

case) หมายถึง สกุรป่วยที่ให้ผลบวกในการตรวจ
ทดสอบทางห้องปฏิบัตกิารดว้ยวิธี PCR หรอื real-
time PCR 

3) สัตว์ป่วยยนืยนั (confirmed positive case) 
หมายถึง สุกรป่วยที่ให้ผลบวกในการตรวจทดสอบ
ด้วยวธิี real-time PCR และ sequencing ที่
ห้องปฏิบัติการกรมปศุสัตว ์

3. การรายงานสัตว์ป่วยตามระบบเฝ้าระวังโรค  
เมื่อปรากฏว่ามีสุกรหรือหมูป่าป่วยหรือตาย ให้เจ้าของ
แจ้งต่อพนักงาน เจ้าหน้าที่ สารวัตร หรือสัตวแพทย์ใน
พ ื ้นท ี ่  รายงานส ัตว ์ป ่วยที่สงส ัย ตามประกาศกรม 
ปศุสัตว์ เรื่อง กำหนดชนิด จำนวน และลักษณะการป่วย
หรือตายของสุกรหรือหมูป่า เพื่อการป้องกันและควบคุม
โรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร พ.ศ. ๒๕๖๖ 
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รูปที่ 4 สุกรตายเฉียบพลัน ในฟาร์มเกษตรกรรายย่อย 
ที่มา: กรมปศุสัตว์  
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การเก็บตัวอย่างเลือดสุกร 

อุปกรณ์  
– กระบอกฉีดยาและเข็มฉีดยา 

ชนิดสัตว์ ขนาดกระบอกฉีดยา (มล.)/เข็ม  เลือด (มล.) 
ลูกสุกร <20 กก.      5/ 18Gx1” (1.2 x 25 มม.) 3-5 
สุกรเล็ก 20-60 กก. 5–10/ 18Gx1½”(1.2 x 40 มม.) 5-10 
สุกรขุน–พ่อแม่พันธุ์ 5–10/ 18Gx1½”(1.2 x 40 มม.) 5-10 

– หลอดเก็บเลือดมีสารป้องกันการแข็งตัว ชนิด EDTA 
– ถุงพลาสติก กล่องโฟม หรือ กระติก 
– น้ำแข็ง หรือ ice pack 

วิธีการ 
1) เ จ าะ เ ก ็ บ เ ล ื อ ด ส ุ ก ร ป่ วยจากหลอด เล ื อ ดด ำ  :–  

ลูกสุกรและสุกรขนาดเล็กเก็บเลือดที่หลอดเลือด cranial 
vena cava หร ือ external jugular vein  สุกรขุนเก็บ
เลือดท่ายืนที่ external jugular vein  สุกรเพิ ่งตายให้
เก็บเลือดจากหัวใจ 

2) บรรจุเลือดลงในหลอดเก็บเลือดที่มีสารกันการแข็งตัวของ
เลือดชนิด EDTA จากนั้นกลับหลอดไปมาเพื่อผสมเลือด
ให้เข้ากัน 

3) เขียนหมายเลขหลอดให้ตรงกับใบนำส่งซึ่งระบุชื่อหรือ
รหัสตัวสัตว์ ชนิดของสัตว์ เพศ อายุ สถานที่ และวันที่เกบ็
ตัวอย่างด้วยหมึกกันน้ำ 
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4) บรรจุหลอดเก็บเลือดในถุงพลาสติก 2 ชั้น และพ่นน้ำยา
ฆ่าเชื้อบริเวณภายนอกถุง  แล้วใส่ในกล่องโฟมหรือกระติก 
พร้อมแช่เย็นในน้ำแข็ง ปิดให้สนิท ส่งตรวจห้องปฏิบัติการ
ทันที  

 

  
 

 
รูปที่ 5 การเก็บเลือดสุกร  (external jugular vein) 

        ที่มา: กรมปศุสัตว์ 
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การเก็บตัวอย่างอวัยวะ เช่น ม้าม และต่อมน้ำเหลือง 

เนื ่องจากเชื ้อไวรัสคงอยู ่ได้นานในสิ ่งแวดล้อม และอาจ
ปนเป้ือนภายในฟาร์มได้ จึงไม่แนะนำให้ทำการเปิดผ่าซากใน
ฟาร์มสุกร กรณีที่มีการควบคุมการปนเปื้อนได้เป็นอย่างดี 
หรือโรงชำแหละซากสุกร ให้เก็บตัวอย่างม้าม ต่อมน้ำเหลือง 
อุปกรณ์ 
– มีดผ่าซาก 
– ถุงพลาสติก กล่องโฟม หรือ กระติก 
– น้ำแข็ง หรือ ice pack 
วิธีการ 
1) ก่อนการเปิดผ่าซากสุกร ให้เตรียมการล้างฆ่าเชื้อ ทำลาย

ซาก ป้องกันการแพร่กระจายเชื้อ สวมใส่อุปกรณ์ป้องกัน
อันตรายส่วนบุคคล เช่น ถุงมือ รองเท้าบูท ผ้ากันเป้ือน  

2) เปิดผ่าซากบริเวณด้านล่างชายโครง หลังซี่โครงซี่สุดท้าย
เข้าสู่ช่องท้อง ตัดม้ามขนาด 1 ฝ่ามือ หรือตัดเก็บต่อม
น้ำเหลืองบริเวณขาหนีบ 

3) บรรจุในถุงพลาสติกซิปล็อก 2 ชั้น  และพ่นน้ำยาฆ่าเชื้อ
ภายนอกถุง แล้วใส่ในกล่องโฟมหรือกระติก พร้อมแช่เย็น
ในน้ำแข็ง ปิดให้สนิท ส่งตรวจห้องปฏิบัติการทันที 

รูปที่ 6 แสดงตำแหน่งและวิธีการเปิดผ่าซากเก็บม้าม 
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 การเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์และวัตถุดิบอาหารสัตว์ 
1) ผลิตภัณฑ์สุกร เช่น เนื้อหมัก เนื้อรมควัน เนื้อแช่เย็น เนื้อ

แช่แข็ง ไส้กรอก ซาลามี ไส้สุกรหมักเกลือ หนังสุกร ฯลฯ 
2) วัตถุดิบอาหารสัตว์ เชน่ เนื้อและกระดูกป่น หรือ

ผลิตภัณฑ์อาหารที่มาจากประเทศทีม่ีการระบาด 

อุปกรณ์ 
– ภาชนะบรรจุภัณฑ์ ถุงพลาสติกซิปล็อก 
– กล่องโฟม หรือ กระติกน้ำ 

วิธีการ 
1) การสุม่เก็บตัวอย่างที่อยู่ในบรรจุภณัฑ์ย่อย ได้แก่  อาหาร

กระปอ๋ง ผลติภัณฑ์บรรจุซองพลาสติก ผลิตภัณฑ์บรรจุ
ขวด เป็นต้น ให้เก็บตัวอย่างโดยวิธีสุม่ตามจำนวนหนว่ย 
หรือปริมาณตามที่ตอ้งการ 

2) การสุ่มเก็บตัวอย่างในกองรวม ได้แก่ อาหารปรุงสำเร็จ 
อาหารที่อยู่ในกระบวนการผลิต อาหารสด และวัตถุดิบ
อาหารสัตว์ เป็นต้น ให้สุ่มเก็บตัวอย่างหลาย ๆ จุด จุดละ
เท่า ๆ กัน เก็บตัวอย่างที่อยูต่่ำกว่าผิวหนา้กองประมาณ 1 
นิ้ว  เก็บตัวอย่างในปริมาณที่ต้องการบรรจุภาชนะสะอาด
ปิดสนิท และติดฉลากที ่ภาชนะบรรจุทุกอัน โดยแยก
ภาชนะบรรจุสำหรับวัตถุดิบต่างชนิดกัน 
สำหรับวัตถุดิบอาหารสัตว์บรรจุกระสอบ ให้สุ ่มเก็บ
ตัวอย่างไม่น้อยกว่า 5 ตำแหน่ง รวมประมาณ 500 กรัม 
บรรจุใส่ในถุงพลาสติก  หากเป็นอาหารสัตว์กองรวม  
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ให้สุ่มเก็บรอบ ๆ กองอย่างน้อย 5 จุด และเก็บลึกเข้าไป
ในกองอย่างน้อย 1 เมตร อีก 3 จุด นำมาคลุกเคล้าให้เข้า
กัน ให้ได้ตัวอย่างประมาณรวม 500 กรัมบรรจุใส่ใน
ถุงพลาสติก 

3) ตัวอย่างที่เสียหรือเสื่อมสภาพง่าย เช่น อาหารสดหรือ
อาหารปรุงสำเร ็จ  เมื ่อทำการสุ ่มเก ็บตัวอย่างและ 
ติดฉลากเรียบร้อยแล้ว ควรนำภาชนะที่บรรจุตัวอย่างนั้น 
ใส่ในถุงพลาสติกที่สะอาดอีกชั้นหนึ่ง ปิดผนึกถุงให้แน่น  
แช่น้ำแข็งเพื ่อร ักษาอุณหภูมิไว ้ที ่ประมาณ 4 องศา-
เซลเซียส และรีบนำส่งห้องปฏิบัติการโดยเร็วที่สุด 

ข้อแนะนำ   การส่งตรวจตัวอย่างผลิตภัณฑ์จากสุกร และ
วัตถุดิบอาหาร  ควรติดต่อประสานงานกับสำนักงานปศุสตัว์
จังหวัด หรือ ปศุสัตว์อำเภอในพื้นที่ก่อนนำส่ง 

ผลิตภัณฑ์สุกร:  

หมกูี้ ไส้หมักเกลือ  

วัตถุดิบอาหาร: 

เนื้อและกระดูกป่น 
 

           ที่มา: กรมปศุสัตว์  

รูปที่ 7 ผลิตภัณฑ์สุกรและวัตถุดิบอาหารสัตว์ 
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ขั้นตอนและวิธีตรวจวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการ 

 
 

เนื่องจากอาการของโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร เป็น
กล ุ ่มอาการไข ้ เล ือดออก (Hemorrhagic fever) ท ี ่ ไม ่มี
ความจำเพาะเช่นเดียวกับโรคไวรัสและแบคทีเรียอีกหลาย
ชนิด เช่น โรคไข้อหิวาต์สุกร (Classical swine fever) โรคพี
อ า ร ์ อ า ร ์ เ อ ส  ( Porcine reproductive and respiratory 
syndrome) โรคกลุ ่มอาการผิวหนังและไตอักเสบ (Swine 
dermatitis and nephropathy syndrome) โรคซัลโมเนล
โลซ ิ ส  (Salmonellosis) และ โ รค ไข ้ หน ั งแดง  ( Swine 
erysipelas) เป็นต้น โรคนี้จึงไม่สามารถวินิจฉัยได้จากอาการ
ทางคลินิก ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการจึงมี
ความสำคัญอย่างยิ่งในการยืนยันสาเหตุของโรคการติดเชื้อ 
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การตรวจวินิจฉัยโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร คือการ
ตรวจวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการ เพื่อตรวจหาแอนตเิจนที่
จำเพาะ สารพันธุกรรมของเชื้อ โดยสัตว์แต่ละตัวนั้นอาจจะ
อยู่ในสถานะโรคที่แตกต่างกัน ดังนั้นการเลือกวิธีตรวจวินิจฉัย
จึงขึ้นกับวัตถุประสงค์ ระยะเวลาฟักตัวของโรค ชนิดและ
คุณภาพของสิ ่งส่งตรวจ จากการติดเช ื ้อทางธรรมชาติ 
ระยะเวลาการฟักต ัวของโรคจะแปรผันตั ้งแต่ 4-19 วัน 
ประมาณ 2 วัน ก่อนแสดงอาการป่วยทางคลินิก สัตว์ที่มกีาร
ติดเชื้อจะเริ่มมีการแพร่เชื้อปริมาณมหาศาล ปริมาณของไวรัส
และระยะเวลาในการแพร่โรคขึ้นกับสายพันธุ์ของเชื้อ 
 

 
รูปที่ 8 ช่วงระยะเวลาต่าง ๆ ในการตรวจหาเชื้อไวรัส และระดับ
ภูมิคุ้มกันต่อโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 

 ที่มา: องค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO) 
        Philippine College of Swine Practitioners 
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ผลบวกของการตรวจเจอเชื้อไวรัส หรือ แอนติเจนที่จำเพาะ
จากตัวอย่างส่งตรวจ บ่งชี้ว่าสัตว์กำลังอยู่ภาวะติดเชื้อ ไวรัส
กำล ังเพ ิ ่มจำนวนในร ่างกายส ัตว ์   ป ัจจ ุบ ันเช ื ้อม ีการ
เปลี ่ยนแปลงทางพันธ ุกรรมอย ่างรวดเร ็ว โดยพบการ
เปลี่ยนแปลงของยีนหลายตำแหน่ง เช่น IGR CVR และ MGF 
รวมทั้งการพบเชื้อกลายพันธุ์ที่มีการรวมของเชื้อไวรัสสองสาย
พันธุ์ genotype I และ II จึงมีความจำเป็นที่ต้องมีการศึกษา
ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้ออยา่งต่อเนื่อง การเฝ้าระวังการ
เปลี่ยนแปลงเชื้อและความรุนแรงของเชื้อจึงต้องดำเนินการ 
เนื ่องจากมีการพบเชื ้อชนิดอ่อนแรงในประเทศจีน ( low 
virulent ASF) โดยเชื้อดังกล่าวทำให้สุกรแทบไม่แสดงอาการ
ป่วย และมีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง ต้องใช้ระยะเวลานานกว่า
ปกติจึงจะตรวจเจอเชื้อ ทำให้ยากต่อการคัดกรองเชื้อและ
กำจัดเชื้อในฟาร์ม 
ตารางที่ 1 ไพรเมอรท์ี่มีใช้ในการตรวจโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 

 

เอกสารอ้างอิง 
ยีน

เป้าหมาย 
ASe 

จ านวนสาย

พันธุ์เชื้อ ASFV

ที่ทดสอบ 

การทวนสอบกับ

ตัวอย่าง 

(King et al., 2003) P72 10-100 41 ไม่ม ี

(Zsak et al., 2005) P72 1.4-8.4 48 สุกรทดลอง 6 ตัว 

(McKillen et al., 2010) 9GL 20 15 สุกรทดลอง 6 ตัว 

(Tignon et al., 2011) P72 5.7-57 44 

ตัวอย่างจากภาคสนาม 

170 ตัวอย่าง 

ตัวอย่างจากสัตว์ทดลอง 

111 ตัวอย่าง 

(Fernández-Pinero et 

al., 2013) 
P72 18 46 

ตัวอย่างจากภาคสนาม 

260 ตัวอย่าง 

(Wang et al., 2020) P72 6 26 ไม่ม ี
 



 19 คู่มือห้องปฏิบัตกิารในการตรวจโรคอหิวาตแ์อฟรกิาในสุกร 

ว ิธ ี  Real-time PCR (qPCR) เป ็นว ิธ ีทางอณูช ีวว ิทยาที ่ถูก
นำมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์สารพันธุกรรมชนิด DNA เชิง
คุณภาพและปริมาณ ซึ่งเป็นวิธีที่รวดเร็ว ถูกพัฒนาต่อยอดมา
จากวิธี conventional PCR แบบดั้งเดิม โดยอาศัย primers ที่
จำเพาะต่อตำแหน่งยีนเป้าหมายบนจีโนมของเชื้อไวรัส และใช้ 
probe ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงตรวจจับ PCR product ที่
เก ิดขึ ้นในแต่ละรอบปฏิกิร ิยา โดยปลายตำแหน่ง 5 ' ของ 
probe จะถูกติดฉลากด้วย Reporter dye เช่น 6-FAM (6-
Carboxyfluorescein, FAM) และปลายตำแหน่ง 3' จะถูกติด
ฉลากด้วย Quencher dye เช่น MGB (minor groove binder)  
โดยจะดูดกลืนแสงที ่ปลดปล่อยออกมาจาก Reporter dye 
จนกว่า Probe จะถูกทำให้เสียสภาพหรือไม่สามารถเกิด
กระบวนการ DNA hybridization ได้ ในกระบวนการเพิ่มสาร
พันธุกรรมด้วย PCR นั้น จะเกิดขึ้นโดย Taq polymerase เป็น
ต ัวก ่อให ้ เก ิดกระบวนการ Hydrolysis จากค ุณสมบ ัติ  
Exonuclease ที ่ Probe ส่งผลให้ Quencher แยกห่างจาก 
Reporter ทำให้การปลดปล่อยพลังงานแสงของ Reporter 
dye เพ ิ ่มส ูงข ึ ้น เคร ื ่อง qPCR thermocycler จ ึงสามารถ
ตรวจจับปริมาณแสงที่ถูกปลดปล่อยออกมา ดังนั้นจึงทำให้
สามารถวัดปริมาณของสารพันธุกรรมเป้าหมายตั้งต้นและสาร
พันธุกรรมที ่เพิ ่มขึ ้นได้อย่างจำเพาะในสภาพจริง โดยไม่
จำเป็นต้องรอให้กระบวนการเสร็จสิ้นก่อน ปัจจุบันมีไพรเมอร์
จำนวนมากที่ออกแบบมาใช้สำหรับการตรวจวินิจฉัยโรค ASF 
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เนื่องจากปัจจุบันมีการออกแบบไพรเมอร์สำหรับการ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ASF โดยมีความจำเพาะ
กับยีนต่าง ๆ เช่น VP72 P30 CD2v เป็นต้น ในการนี้ เพื่อ
เปรียบเทียบหาค่า Limit of detection ของแต่ละไพรเมอรใ์น
การตรวจหาเชื้อไวรัส ASF ที่แยกจากประเทศไทย โดยนำเชื้อ
ไวรัสมาตรวจหาปริมาณของ Copy number ในตัวอย่างด้วย
วิธี Digital PCR ก่อนที่จะนำไปเจือจาง Serial dilution เพื่อ
หาปริมาณต่ำที่สุดที่แต่ละไพรเมอร์สามารถตรวจวัดได้ ในการ
ทดสอบครั้งนี้ นำเชื้อไวรัส ASF  (66F16916) ที่มีปริมาณไต
เตอร์ 104.8 TCID50/มิลลิลิตร มาสกัดสารพันธุกรรมทำเป็น 
Standard DNA ซึ่งมีค่า เท่ากับ 4,995.28 copy number/
ไมโครลิตร 

ผลการศึกษาเปรียบเทียบความไวของชุดไพรเมอร์กับ
เชื ้อไวรัสที ่มีการระบาดในประเทศไทย พบว่า ชุดไพรเมอร์ 
WOAH Fernández-Pinero et al. (2013) ชุดไพรเมอร์ Qi et 
al. (2023) ชุดไพรเมอร์ Trinh et al. (2021) และชุดไพรเมอร์ 
Ramirez-Medina et al. (2021) มีความไวสูง สามารถตรวจวดั
เชื้อไวรัส ASF ที่ระดับ 1.86 copy number/reaction อย่างไร
ก ็ตามไพรเมอร์ส ่วนใหญ่สามารถตรวจว ัดเช ื ้อไวร ัสได้ที่ 
1.86x101 - 1.86x102 copy number/reaction ขณะที ่ไพร
เมอร์ของ WOAH King et al. (2003) มีความไวในการตรวจหา
เชื้อไวรัส ASF ที่แยกได้จากประเทศไทย อยู่ที่ระดับ 1.86x102 
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copy number/reaction ซึ ่งถือว่ามีความไวต่ำ ไม่เหมาะใน
การตรวจหาเชื้อไวรัสในระดับต่ำ 
ตารางที่ 2 แสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของ Primers และ Probe 

 

1. การเตรียมตัวอย่างตรวจ 
1) เลือด  (Whole blood) – EDTA tube 

- ทำการตรวจคุณภาพตัวอย่างก่อนทำการตรวจวินิจฉัย 
ตัวอย่างต้องไม่มีไขมันในเลือด ไม่มีลักษณะเลือดแข็งตัว 
และมีปริมาตรเพียงพอสำหรับการทดสอบ ไม่เน่าเสีย 
เสื่อมคุณภาพ 

- จากนั้นทำการเช็ดรอบหลอดตัวอย่างด้วยน้ำยาฆ่าเชื้อ  
- ทำการผสมเลือด ด้วยการเอียงหลอดไปมาให้เลือดมีการ

ผสมเป็นเนื้อเดียวกัน และแบ่งตัวอย่างบางส่วนเก็บใน

แหล่งอ้างอิง ชื่อ Primers และ Probe ล าดับนิวคลีโอ ทด์ (5´→ 3´) 
(King et al., 2003) OIE-ASF-P72-F CTGCTCATGGTATCAATCTTATCGA 

OIE-ASF-P72-R GATACCACAAGATCAGCCGT 

OIE-ASF-P72-Pr FAM-CCACGGGAGGAATACCAACCCAGTG-TAMRA 

(Fernández-Pinero et al., 2013) UPL-ASF-VP72-F CCCAGGRGATAAAATGACTG 

UPL-ASF-VP72-R CACTRGTTCCCTCCACCGATA 

UPL-ASF-VP72-Pr FAM-TCCTGGCCRACCAAGTGCTT-BHQ1 

(Qi et al., 2023) Zhang-ASF-MGF505-F TAGGCAACAAATTCAAGGACT 

Zhang-ASF-MGF505-R CTTTTGTGACAACAGCAATGC 

Zhang-ASF-MGF505-Pr FAM-CGGAAGCTTGAGATTCTTACGTGGATGG-BHQ1 

(Trinh et al., 2021) Trinh-ASF-P54-F CAAGTGTAGGCAAGCCAGTC 

Trinh-ASF-P54-R GCCATGACTAGTCTGTCCGT 

Trinh-ASF-P54-Pr FAM-ACGGGCAGACCGGCAACAAA-TAMRA 

(Ramirez-Medina et al., 2021) Ramirez-ASF-P72-F CTTCGGCGAGCGCTTTATCAC 

Ramirez-ASF-P72-R GGAAATTCATTCACCAAATCCTT 

Ramirez-ASF-P72-Pr FAM-CGATGCAAGCTTTAT-MGB 

Ramirez-ASF-P30-F GACGGAATCCTCAGCATCTTC 

Ramirez-ASF-P30-R CAGCTTGGAGTCTTTAGGTACC 

Ramirez-ASF-P30-Pr HEX-TGTTTGAGCAAGAGCCCTCATCGG-MGB 
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หลอด Cryotube เพื่อใช้เป็น Virus stock โดยปฏิบัติงาน
ใน Biosafety cabinet class II 

- ใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม DNA จากเลือด 

2) ซีรัม (Serum)   
- ทำการตรวจคุณภาพตัวอย่างก่อนทำการตรวจวิน ิจฉัย 

ตัวอย่างควรมีสีเหลืองอ่อน – สีเหลืองเข้ม ไม่มีเม็ดเลือด
แตก (Hemolysis) ไม่มีไขมันในเลือด ไม่มีลักษณะเล ือด
แข็งตัว มีปริมาตรเพียงพอสำหรับการทดสอบ ไม่เน่าเสีย 
เสื่อมคุณภาพ 

- จากนั้นทำการเช็ดรอบหลอดตัวอย่างด้วยน้ำยาฆ่าเชื้อ และ
แบ่งตัวอย่างบางส่วนเก็บในหลอด Cryotube เพื่อใช้เป็น 
Virus stock โดยปฏิบัติงานใน Biosafety cabinet class II 

- กรณีท ี ่พบเม ็ดเลือดแดงปน  ให้นำไปปั ่นเหว ี ่ยงด ้วย 
Refrigerated microcentrifuge ที ่ 3,000 rpm นาน 10 
นาที แล้วแยกเก็บซีรัม ใส่หลอด Microcentrifuge tube 
หลอดใหม ่

- หากตัวอย่างเก็บมาด้วยหลอดเลือด Monovette หรือ
หลอดเก็บเลือดชนิดท่ี ม่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด 
ให้นำหลอดบ่มที่ตู้ CO2 incubator เพื่อเร่งให้เกิดปฏิกิริยา
แข็งตัวของเล ือด ก่อนเก็บส ่วนซีร ัมมาปั ่นเหว ี ่ยงด้วย 
Refrigerated microcentrifuge ที ่ 3,000 rpm นาน 10 
นาที แล้วแยกเก็บซีรัม ใส่หลอดใหม ่

- ใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม DNA 
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รูปที่ 9 หลอดเก็บเลือด EDTA และหลอดเก็บซีรัม Monovette 

3) ของเหลวติดเช ื ้อ ( Infectious fluid) เช ่น Saliva, 
Oro-pharyngeal (Oral) fluid 

- ทำการตรวจคุณภาพตัวอย่างก่อนทำการตรวจวิน ิจฉัย 
ตัวอย่างไม่ควรมีลักษณะเน่าเสีย เสื ่อมคุณภาพ  และมี
ปริมาตรเพียงพอสำหรับการทดสอบ  

- จากนั้นทำการเช็ดรอบหลอดตัวอย่างด้วยน้ำยาฆ่าเชื้อ และ
ปฏิบัติงานใน Biosafety cabinet class II 

- นำไปปั ่นเหว ี ่ยงด้วย Refrigerated microcentrifuge ที่ 
10,000 rpm นาน 10 นาที แล้วแยกเก็บ Supernatant ใส่
หลอด Microcentrifuge tube หลอดใหม ่อาจแบ่งตัวอย่าง
บางส่วนเก็บในหลอด Cryotube เพื่อใช้เป็น Virus stock  

- ใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม DNA 

4) อวัยวะ  
    การเตรียมตัวอย่าง น้ำบดอวัยวะ (Tissue homogenate)  
▪ เนื้อเยื่ออวัยวะ เช่น ม้าม  ต ต่อมน้ำเหลือง 
▪ เนื้อสัตว์ และผลิตภัณฑ์จากสัตว์  เช่น แฮม  ส้กรอก แหนม 

กุนเชียง  ส้หมักเกลือ 
(1) Method A: Tissue grinder homogenization 
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- ทำการตรวจคุณภาพตัวอย่างก่อนทำการตรวจวินิจฉัย 
ตัวอย่างควรมีลักษณะสด ไม่ควรมีลักษณะเน่าเสีย มีการ
บ่งชี้ตัวอย่าง เช่น ชนิดของตัวอย่าง หมายเลขตัวสัตว์ 
และมีปริมาณเพียงพอสำหรับการทดสอบ ไม่เน่าเสีย 
เส ื ่อมคุณภาพ เนื ่องจากมีผลต่อค ุณภาพการตรวจ
วินิจฉัยโรคทางไวรัสวิทยา 

- จากนั ้นคัดเลือกตำแหน่งของตัวอย่างที ่จะนำมาบด
ทดสอบ ควรเลือกบริเวณที่มีรอยโรคชัดเจน เช่น อวัยวะ
มีอาการบวม มีจุดเลือดออก หรือรอยโรคที่สอดคล้องกับ
อาการป่วยของสัตว์ ในกรณีที่เป็นผลิตภัณฑ์อาหาร ควร
มีการสุ่มตัวอย่าง อย่างน้อย 5 จุด เพื่อให้เป็นตัวแทน
ของตัวอย่างทดสอบนั้น 

- ทำการตัดย่อยชิ ้นตัวอย่างให้เป็นชิ้นขนาดเล็ก ด้วย 
Sterile scissors หรือ Knife ให้ตัวอย่างชิ้นเนื้อมีขนาด 
0.5 – 1 เซนติเมตร (ประมาณ 1 กรัม) หรือขนาดที่
เหมาะสมสำหรับการบดย่อยตัวอย่าง โดยแบ่งตัวอย่าง
บางส่วนเก็บในหลอด Cryotube เพื ่อใช ้เป ็น Virus 
stock โดยปฏิบัติงานใน Biosafety cabinet class II 

- นำตัวอย่างชิ้นเนื้อใส่ในโกร่งบด เตรียมปริมาตรตัวอย่าง
ให้เหมาะสมกับการบดในแต่ละครั้ง โดยปริมาตรรวมไม่
ควรเกินร้อยละ 20 – 25 ของปริมาตรของโกร่งบด 

- อาจมีการเติม Sterile silica sand หรือทำการแช่โกร่ง
บดตัวอย่างในตู้เย็น –80 องศาเซลเซียส ให้เย็นจัด เพื่อ
ช่วยในการบดตัวอย่าง 

- เติม 1x Phosphate-buffered solution (PBS) โดยทำ
การเตรียมเป็น 10% w/v Tissue homogenate เช่น 
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ตัวอย่างเนื้อเยื ่อ 50 มิลลิกรัม ทำการเติม PBS ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร 

- บดจนตัวอย่างเป็นเนื ้อละเอียดดี จากนั้นดูด Tissue 
homogenate ด ้ ว ย  Syringe/Pipette ใ ส ่ ใ น หล อด 
Centrifuge หรือ Microcentrifuge แล้วแต่ปร ิมาตร
ตัวอย่างที่บดสกัด 

- นำไปปั่นเหวี่ยงด้วย Refrigerated centrifuge ที่ 3,000 
rpm นาน 10 นาที สำหรับหลอด Centrifuge ขนาด 15 
หรือ 50 มิลลิลิตร แล้วแยกเก็บ Supernatant ใส่หลอด 
Microcentrifuge tube หลอดใหม่ จากนั้นทำการปั่น
เหวี่ยงด้วย Refrigerated microcentrifuge ที่ 10,000 
rpm นาน 10 นาที เก็บ Supernatant ใส่หลอดใหม ่

- ใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม DNA 
(2) Method B: Bead homogenization 

- ทำการตัดชิ ้นตัวอย่างให้เป็นชิ ้น ขนาดที ่เหมาะสม
สำหรับการวิเคราะห์ (50 – 300 มิลลิกรัม) และใส่ลงใน
หลอด Microcentrifuge  

- เติมเม็ดบีด เช่น Zirconium oxide beads หรือ Metal 
beads ขนาด 1.0 มิลลิเมตรลงในหลอด 
Microcentrifuge ให้มีน้ำหนักประมาณเท่ากับตัวอย่าง
เนื้อเยื่อ 

- เติมสารละลายบัฟเฟอร์ 1x PBS ปริมาตร 2 เท่าของ
ปริมาตรตัวอย่าง เช่น ตัวอย่างม้าม 50 มิลลิกรัม เติม
เม็ดบีด ชนิด Ceramic bead ขนาด 1.4 มิลลิเมตรและ 
1x PBS 450 มิลลิลิตร ในหลอด Microcentrifuge 
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- ปิดฝาหลอด นำหลอดทดสอบใส่ลงในเคร ื ่อง Bead 
homogenizer และทำการกดต ั ้ ง ค ่ า รอบการปั่ น 
ระยะเวลาในการปั่นให้เหมาะสมแล้วแต่ชนิดของเนื้อเยื่อ
ตัวอย่าง หากปั่นแล้วตัวอย่างยังไม่เป็นเนื้อเดียวกันให้ทำ
การปรับเพิ ่มความเร ็วรอบ และระยะเวลาจนกว่า
เนื้อเยื่อจะละเอียด 

- นำหลอดที ่ป ั ่นเสร็จแล้วทำการนำไปปั ่นเหวี ่ยงด้วย 
Refrigerated centrifuge ที่ 10,000 rpm นาน 10 นาที 
แล้วแยกเก็บ Supernatant ใส่หลอด Microcentrifuge 
tube หลอดใหม่ โดยปฏิบัติงานใน Biosafety cabinet 
class II 

- ใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม DNA 

5) สวอบ (Swab) เช่น Nasal swab, Oral swab และ 
Environmental swab 

- ทำการตรวจคุณภาพตัวอย่างก่อนทำการตรวจวินิจฉัย 
ตัวอย่างไม่ควรมีลักษณะเน่าเสีย มีการบ่งชี้ตัวอย่าง เช่น 
ชนิดของตัวอย่าง หมายเลขตัวส ัตว ์ และมีจำนวน
เพียงพอต่อการทดสอบ ไม่เน่าเสีย เสื่อมคุณภาพ 

- จากนั้นทำการเช็ดรอบหลอดตัวอย่างด้วยน้ำยาฆ่าเชื้อ  
- กรณีที่ในตัวอย่างมีก้านลำลี หรือ วัสดุดูดซับ เช่น ผ้า

ก๊อซ ให้ทำการเขย่าผสม และนำเอาก้านสำลี หรือวัสดุ
ดูดซับออก โดยแบ่งตัวอย่างบางส่วนเก็บในหลอด 
Cryotube เพื่อใช้เป็น Virus stock โดยปฏิบัติงานใน 
Biosafety cabinet class II 
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- นำไปปั่นเหวี่ยงด้วย Refrigerated microcentrifuge ที่ 
10,000 rpm นาน 10 นาที แล้วแยกเก็บ Supernatant 
ใส่หลอด Microcentrifuge tube หลอดใหม่  

- ใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรม DNA 

2. การสกัดสารพันธกุรรม เช่น 
ชุดสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ Automated DNA extraction 
systems 

 ช ุ ด ส ก ั ด ส า ร พ ั น ธ ุ ก ร ร ม  MagMAX™  pathogen 
RNA/DNA kit (Thermo Fischer Scientific) 

 ชุดสกัดสารพันธุกรรม MagMAX™ CORE nucleic acid 
purification kit (Thermo Fischer Scientific) 

 ช ุ ดสก ั ดส ารพ ั น ธ ุ ก ร รม  IndiMag pathogen IM48 
cartridge (Indical Bioscience) 

 ชุดสกัดสารพันธุกรรม AngenMag™ pathogen nucleic 
acid kit (Angentex) 

ชุดสกัดสารพันธุกรรม Spin-column extraction system 
 ช ุดสก ัดสารพ ันธ ุ กรรม High Pure PCR template 

preparation kit (Roche) 
 ชุดสกัดสารพันธุกรรม IndiMag pathogen kit (Indical 

Bioscience) 
โดยปฎิบัติตามคู่มือวิธีสกัดของชุดทดสอบ จากนั้นนำ DNA ที่สกัด
ได้เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อทำการวิเคราะห์ต่อไป 
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รูปที่ 10 ชุดสกัดสารพันธุกรรม DNA 

  เนื่องจากปัจจุบันมีชุดสกัดสารพันธุกรรมสำเร็จรูปเป็น
จำนวนมาก แต่ละชุดสกัดมีขั ้นตอนกระบวนการสกัดที่
ใกล ้ เค ียงก ัน โดยม ีความแตกต ่างก ัน เฉพาะในส ่วน
องค์ประกอบของน้ำยา ในการนี ้ เพื ่อเปรียบเทียบหาค่า 
Limit of detection ของแต่ละชุดสกัดในการตรวจหาเชื้อ
ไวร ัส ASF ที ่แยกจากประเทศไทย โดยนำเชื ้อไวร ัสมา
ตรวจหาปริมาณของ Copy number ในตัวอย่างด้วยวิธี 
Digital PCR หลังจากที่สกัดตัวอย่าง และทดสอบกับตัวอย่าง
เชื ้อไวรัสจากตัวอย่างจริง ประกอบด้วย ตัวอย่างเลือด 
น้ำลาย เนื้อเยื่ออวยัวะ หรือตัวอย่างสวอบที่ให้ผลบวกต่อการ
ตรวจโรค ASF 
  ผลการศึกษาเปรียบเทียบความไวของชุดสกัดตัวอย่าง
กับเชื้อไวรัสที่มีการระบาดในประเทศไทย พบว่า ชุดสกัด
อัตโนมัติ Magnetic bead-based extraction มีค่าความไว
ของการทดสอบ ไม่น้อยกว่าร้อยละ 95 แต่ละชุดทดสอบมี
ความไว ความจำเพาะ และความถูกต้อง ไม่ต่างกันมาก 
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สามารถตรวจหาเชื้อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร ในตัวอย่าง 
Tissue homogenate, Swab และ Blood ขณะที ่ชุดสกัด 
Column-based extraction ของยี่ห้อหนึ่งในนี้ มีข้อจำกัด
ในการตรวจหาเชื้อไวรสั ในตัวอย่างเลือด spiked ASFV 10-2 
และ 10-3  และตัวอย่างสวอป spiked ASFV 10-3  นอกจากนี้
มีค่า Threshold (Ct) value ที่ขึ ้นรอบปฏิกิร ิยาที ่ช้ากว่า 
คำนวณเปรียบเทียบตามค่าสถิติ Kappa ระหว่างชุดทดสอบ
ต่าง ๆ พบว่า ให้ผลสอดคล้องก ันในระดับพอใช้ (Fair 
agreement) 
 

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบหาค่าความไว (Sensitivity) ความจำเพาะ 
(Specificity) และความถูกต ้อง (Accuracy) ของชุดสกัดสาร
พันธุกรรม  

 
 

การสกัดสารพันธุกรรมด้วยชุดสกัด MagMAX™ pathogen 
RNA/DNA kit (Thermo Fisher Scientific) 

- ทำการเตรียมเม็ดบีด โดยการผสม Nucleic acid binding 
beads และ  Lysis enhancer ในอ ัตราส ่ วนท ี ่ เท ่ า กั น 
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ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ต่อ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร สำหรับ
การทดสอบ 1 ปฏิกิริยา 

- ทำการปิเปตดูดเติมสารเคมี และตัวอย่างใส่ใน MME-24 
processor ดังต่อไปนี้ 

 
- กดเลือกฟังก์ชั่นการสกัดตัวอย่าง เป็นระยะเวลา 30 นาที 
- ทำการปิเปตดูดสารละลายของสารพันธุกรรมที่สกัดได้ไปทำ

การทดสอบหรือเก็บที่ – 80 องศาเซลเซียส 

การสกัดสารพันธ ุกรรมด้วยช ุดสกัด MagMAX™ CORE 
nucleic acid purification kit (Thermo Fisher Scientific) 

- ทำการเตรียมเม็ดบีด โดยการผสม Magnetic beads และ 
Proteinase K ในอัตราส่วน 2:1 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
และ 10 ไมโครลิตร ตามลำดับสำหรับการทดสอบ 1 
ปฏิกิริยา 

- เตร ียมสารเคมี Lysis/Binding solution โดยผสม Lysis 
solution และ Binding solution ในอัตราส่วนที ่ เท ่ากัน 



 31 คู่มือห้องปฏิบัตกิารในการตรวจโรคอหิวาตแ์อฟรกิาในสุกร 

ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการเอียงหลอด
กลับไปมา อย่างน้อย 10 ครั้ง 

- ทำการปิเปตดูดเติมตัวอย่างที่ต้องการสกัดสารพันธุกรรม 
เช ่น เล ือด สวอบ หร ือน ้ำบดอว ัยวะ ปร ิมาตร 200 
ไมโครลิตร ใส่ใน 96-deep well plate ดังต่อไปนี้ 

 
- ก ด เ ล ื อ ด ฟ ั ง ก ์ ช ั ่ น ก า ร ท ำ ง า น ส ก ั ด ต ั ว อ ย ่ า ง 

MagMAX_CORE_DUO.bdz เป็นระยะเวลา 30 นาที 
- ทำการปิเปตดูดสารละลายของสารพันธุกรรมที่สกัดได้ไปทำ

การทดสอบหรือเก็บที่ –80 องศาเซลเซียส 

การสกัดสารพันธุกรรมด้วยชุดสกัด IndiMag pathogen 
IM48 cartridge (Indical Bioscience) 

- ทำการเตรียมเพลท โดยการเขย่ากับ Plate shaker หรือ 
Vortex mixer เพื่อให้เม็ดบีดแตกตัว จากนั้นทำการฉีกเปิด
ฝา เติม Lysate buffer, Buffer AW 1 และ AW2  ปริมาตร 
700 ไมโครลิตร และ Buffer AVE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

- ตั ้ งเคร ื ่องประกอบ Magnetic rod cover strip เข ้ากับ 
Strip holder 

- ทำการปิเปตดูดเติมตัวอย่างที่ต้องการสกัดสารพันธุกรรม 
เช ่น เล ือด สวอบ หร ือ น ้ำบดอว ัยวะปร ิมาตร 200 
ไมโครลิตร ใส่ใน 96-deep well plate  

- กดเลือดฟังก์ชั่นการสกัดตัวอย่าง เป็นระยะเวลา 30 นาที 
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- ทำการปิเปตดูดสารละลายของสารพันธุกรรมที่สกัดได้ไปทำ
การทดสอบหรือเก็บที่ –80 องศาเซลเซียส 

การสก ั ดสารพ ัน ธ ุ ก รรมด ้ ว ยช ุ ดสก ั ด  AngenMag™ 
pathogen nucleic acid kit (Angentex) 

- ทำการเตรียมเพลท โดยการเขย่ากับ Plate shaker หรือ 
Vortex mixer เพื่อให้เม็ดบีดแตกตัว  

- ตั ้ งเคร ื ่องประกอบ Magnetic rod cover strip เข ้ากับ 
Strip holder 

- ทำการปิเปตดูดเติมตัวอย่างที่ต้องการสกัดสารพันธุกรรม 
เช ่น เล ือด สวอบ หร ือ น ้ำบดอว ัยวะปร ิมาตร 200 
ไมโครลิตร ใส่ใน 96-deep well plate  

- กดเลือดฟังก์ชั่นการสกัดตัวอย่าง เป็นระยะเวลา 30 นาที 

- ทำการปิเปตดูดสารละลายของสารพันธุกรรมที่สกัดได้ไปทำ
การทดสอบหรือเก็บที่ –80 องศาเซลเซียส 

การสก ัดสารพ ันธ ุกรรมด ้วยช ุดสก ัด High Pure PCR 
template preparation kit (Roche) 

- ทำการปิเปตดูดตัวอย่างปริมาณ 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 
2.0 มิลลิลิตร จากนั ้นทำการใส่ Binding Buffer ลงไปใน
หลอดตัวอย่างปริมาณ 200 ไมโครลิตร และใส่ Proteinase K 
ลงไปปริมาณ 50 ไมโครลิตร ทำการผสมให้เข้ากันและนำไป
บ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

- ทำการใส่ Isopropanol ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ทำการ
ผสมให้เข้ากันแล้วทำการปิเปตสารละลายตัวอย่างทั้งหมดใส่
ใน High Pure filter tube แล้วทำการปั ่นตกที ่ความเร็ว 
8,000 x g เป็นเวลา 1 นาที 
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- จากนั้นนำ High Pure filter tube ใส่ใน Collection tube 
หลอดใหม่ แล้วทำการปิเปต Inhibitor removal buffer 
ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ใส่ใน High Pure filter tube และ
นำไปปั่นตกที่ความเร็ว 8,000 xg เป็นเวลา 1 นาที 

- นำ High Pure filter tube ใส่ใน Collection tube หลอด
ใหม ่  แล ้ วทำการป ิ เปต Wash buffer ปร ิมาณ 500 
ไมโครลิตร และนำไปปั่นตกที่ความเร็ว 8,000 x g เป็นเวลา 
1 นาที จากนั้นทำซ้ำอีก 1 รอบ 

- จากนั้นนำ High Pure filter tube ใส่ใน Collection tube 
หลอดใหม่ แล้วทำการปั่นตกที่ความเร็ว 13,000 x g เป็น
เวลา 10 วินาที 

- นำ High Pure filter tube ใส่ในหลอดสำหรับเก็บตัวอย่าง 
1.5 มิลลิลิตร แล้วทำการปิเปต Elution buffer ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร ใส่ใน High Pure filter tube จากนั้นทำการปั่น
ตกท ี ่ความเร ็ว  8,000 x g เป ็นเวลา 1 นาท ี  แล ้วนำ
สารละลายของสารพันธุกรรมที่สกัดได้ไปทำการทดสอบหรือ
เก็บที่ –20 องศาเซลเซียส 

การสกัดสารพันธุกรรมด้วยชุดสกัด IndiSpin pathogen 
kit (Indical Bioscience) 
- เติมสารละลาย Carrier RNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ
ส า ร ล ะ ล าย  Lysis buffer (Proteinase K ป ร ิ ม า ต ร  20 
ไมโครลิตร และ Buffer VXL ปริมาตร 100 ไมโครลิตร) ผสมให้
เข้ากันโดยใช้ Vortex mixer 
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- เติมตัวอย่างทดสอบ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กันโดยใช้ Vortex mixer นาน 30 วินาที บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 15 นาที 
- เติม Buffer ACB ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
โดยใช้ Vortex mixer นาน 30 วินาที 
- ดูดสารผสมที่ได้ทั้งหมด ใส่ลงใน IndiSpin column ที่อยู่ใน 
Collection tube และนำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Refrigerated 
microcentrifuge ที่ความเร็ว 6,000 x g  นาน 1 นาที  
- ย้าย IndiSpin column ไปใส่ใน Collection tube อันใหม่ 
จากนั้นทำการล้าง Column โดยเติมสารละลาย Buffer AW1 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 x g 
นาน 1 นาที 
- ย้าย IndiSpin column ไปใส่ใน Collection tube อันใหม่ 
จากนั้นทำการล้าง Column โดยเติมสารละลาย Buffer AW2 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 x g 
นาน 1 นาที 
- ทำการ Elute DNA ออกจาก Column ด้วยการเติม Buffer 
AVE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ปิดฝา และบ่มที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 1 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงสุด นาน 1 นาที 
- นํา DNA ที่สกัดได้ไปใช้ในวิธีการขั้นตอนต่อไปทันที หรือ
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

3. วิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ วรัส ASF ด้วย

เทคนิค Real-time PCR 

ชุดทดสอบสำเร็จรูป commercial ASF test kit 
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 ช ุ ด ท ดสอบ  VetMAX™  African swine fever virus 

detection kit (Thermo Fischer Scientific) 

 ชุดทดสอบ IDEXX RealPCR™ African swine fever 

virus detection kit (IDEXX) 

 ช ุ ด ท ดสอ บ  ID Gene™  African swine fever virus 

detection kit (IDvet) 

 ช ุ ด ท ด ส อ บ  Kylt® ASF Real-time PCR kit for 

detection of African swine fever virus (Kylt) 

 ช ุดทดสอบ  Angentex® ASFV qPCR detection kit 

v.3 (Angentex) 

ชุดน้ำยาทดสอบ in-house ASF test 
 ชุดน ้ำยา FastStart essential DNA probes master 

(Roche) แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร ์ อ ้ า ง อ ิ ง ต า ม  WOAH - 

(Fernández-Pinero et al., 2013)  
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รูปที่ 11 ตัวอย่างชุดทดสอบตรวจหาสารพันธุกรรมต่อเชื้อไวรัส ASF  
ที่มีจำหน่ายในท้องตลาด 

เนื่องจากปัจจุบันมีชุดทดสอบสำเร็จรูปสำหรับตรวจหาสาร
พันธุกรรมต่อเชื ้อไวรัส ASF  เป็นจำนวนมาก แต่ละชุด
ทดสอบมีขั้นตอนกระบวนทดสอบที่ใกล้เคียงกัน โดยมีความ
แตกต่างกันเฉพาะในส่วนองค์ประกอบของน้ำยาและไพร
เมอร์ โพรบที่มีการออกแบบที่จำเพาะของตำแหน่งยีนใน
จีโนมของเชื้อไวรัส ในการนี้ เพื่อเปรียบเทียบหาค่า Limit of 
detection ของแต่ละชุดทดสอบในการตรวจหาเชื ้อไวรัส 
ASF ที่แยกจากประเทศไทย โดยนำเชื ้อไวรัสมาตรวจหา
ปริมาณของ Copy number ในตัวอย่างด้วยวิธี Digital PCR 
และทดสอบก ับต ัวอย ่าง เช ื ้ อ ไวร ัสจากต ัวอย ่ างจริง 
ประกอบด้วย ตัวอย่างเลือด น้ำลาย เนื้อเยื่ออวัยวะ หรือ
ตัวอย่างสวอบที่ให้ผลบวกต่อการตรวจโรค ASF 
  ผลการศึกษาเปรียบเทียบความไวของชุดทดสอบกับ
เชื้อไวรัสที่มีการระบาดในประเทศไทย  เชื้อไวรัสอ้างอิงชนิด
ต่าง ๆ ที่ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ ในตัวอย่าง ทั้ง 4 ชนิด 
ได้แก่ เลือด น้ำบดอวัยวะ สวอบ และผลิตภัณฑ์แปรรูปจาก
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สุกร โดยมีตัวอย่างทดสอบที่ให้ผลบวก 75 ตัวอย่าง และ
ตัวอย่างทดสอบที่ให้ผลลบ 15 ตัวอย่าง พบว่า ชุดทดสอบ มี
ค่าความไวของการทดสอบ ไม่น้อยกว่าร้อยละ 90 แต่ละชุด
ทดสอบมีความไว ความจำเพาะ และความถูกต้อง ไม่ต่างกัน
มาก สามารถตรวจหาเชื้อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร ใน
ตัวอย่างทดสอบได้ ขณะที่ชุดทดสอบของยี่ห้อหนึ่งในนี้ มี
ข้อจำกัดในการตรวจหาเชื้อไวรัส ในตัวอย่างโดยมีค่าความไว
เพียงร้อยละ 88 อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบหาค่า Limit of 
detection พบว่า ทุกชุดทดสอบสามารถตรวจวัดหาปริมาณ
เช ื ้อไวร ัสท ี ่  2.5 copy number/reaction ได ้  โดยม ีชุด
ทดสอบเพียงสองยี่ห้อที่สามารถตรวจวัดที่ความไวมากกว่า
ชุดอื่น ๆ 10 เท่า โดยสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสได้ต่ำสุดที่ 
0.25 copy number/reaction 
 
ตารางที่ 4 ผลการทดสอบหาค่า ความไว ความจำเพาะ และความถูก

ต้องของวิธ ีทดสอบ Real-time PCR ของการตรวจหาเชื ้อไวรัส    
อหิวาต์แอฟริกาในสุกร 
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การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ASF ด้วยชุดทดสอบ 

IDEXX RealPCR™ African swine fever virus detection kit  

- เตรียมน้ำยา DNA MMx  และ ASFV DNA Mix ที่อัตราส่วน
ที่เท่ากัน ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยา PCR  

- เติมตัวอย่าง DNA ที่สกัดแล้ว ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงไป
ในส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ปิดฝาหลอด 

- จากน ั ้นเต ิมสาร PCR reaction mix ลงไปในหล ุมของ 
Optical reaction plate จากน ั ้ นป ิ เ ปตต ั ว อย ่ า งส า ร
พันธุกรรม ตัวอย่างควบคุมบวก และตัวอย่างควบคุมลบ ลง
ไปในหลุม แล้วทำการเขย่า Plate เพื่อผสมสารให้เข้ากัน 
แล้วนำ Plate ดังกล่าวไปเข้าเคร ื ่อง QuantStudio™ 5 
Real-time PCR system และต ั ้ ง โปรแกรมด ังแสดงใน 
ตารางที่ 5 เมื่อเสร็จสามารถอ่านผลและวิเคราะห์ผลผ่าน
โปรแกรม QuantStudio 

ตารางที่ 5 โปรแกรมสำหรับปฏิกิริยา Real-time PCR - RealPCR™ 

ขั้นตอน จำนวนรอบ
รอบ 

โปรแกรม 
Pre-amplification 1 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี

Amplification 45 
95 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที 
60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 

 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ASF ด้วยชุด 
ท ด ส อ บ  ID Gene™  African swine fever virus 
detection kit  

- เตรียมน้ำยา ARM-ASFTRI ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ต่อ 1 
ปฏิกิริยา  
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- เติมตัวอย่าง DNA ที่สกัดแล้ว ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงไป
ในส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ปิดฝาหลอด 

- จากน ั ้นเต ิมสาร PCR reaction mix ลงไปในหล ุมของ 
Optical reaction plate จากน ั ้ นป ิ เ ปตต ั ว อย ่ า งส า ร
พันธุกรรม ตัวอย่างควบคุมบวก และตัวอย่างควบคุมลบ ลง
ไปในหลุม แล้วทำการเขย่า Plate เพื่อผสมสารให้เข้ากัน 
แล้วนำ Plate ดังกล่าวไปเข้าเคร ื ่อง QuantStudio™ 5 
Real-time PCR system และต ั ้ ง โปรแกรมด ังแสดงใน 
ตารางที่ 6 เมื่อเสร็จสามารถอ่านผลและวิเคราะห์ผลผ่าน
โปรแกรม QuantStudio 
 

ตารางที่ 6 โปรแกรมสำหรับปฏิกิริยา Real-time PCR - ID Gene™ 

ขั้นตอน จำนวนรอบ โปรแกรม 
Pre-amplification 1 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี

 Amplification 40 
95 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที 
60 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี

 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ASF ด้วยชุดทดสอบ 

Kylt® ASF Real-time PCR kit for detection of African 

swine fever virus  

- เตรียมน้ำยา ASF 2.0 Reaction-Mix ปริมาตร 16 
ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยา PCR  

- เติมตัวอย่าง DNA ที่สกัดแล้ว ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ลงไป
ในส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ปิดฝาหลอด 
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- จากน ั ้นเต ิมสาร PCR reaction mix ลงไปในหล ุมของ 
Optical reaction plate จากน ั ้ นป ิ เ ปตต ั ว อย ่ า งส า ร
พันธุกรรม ตัวอย่างควบคุมบวก และตัวอย่างควบคุมลบ ลง
ไปในหลุม แล้วทำการเขย่า Plate เพื่อผสมสารให้เข้ากัน 
แล้วนำ Plate ดังกล่าวไปเข้าเคร ื ่อง QuantStudio™ 5 
Real-time PCR system และต้ังโปรแกรมดังแสดงใน  

- ตารางที่ 7 เมื ่อเสร็จสามารถอ่านผลและวิเคราะห์ผลผ่าน
โปรแกรม QuantStudio 

 

ตารางที่ 7 โปรแกรมสำหรบัปฏิกิริยา Real-time PCR - Kylt® 

ขั้นตอน จำนวนรอบ โปรแกรม 

Pre-amplification 1 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี

Amplification 45 
95 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที 

60 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี
 

การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส ASF ด้วยชุด

ทดสอบ Angentex® ASFV qPCR detection kit v.3  

- เตรียมน้ำยา V2 with IC Master Mix ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยา PCR  

- เติมตัวอย่าง DNA ที่สกัดแล้ว ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงไป
ในส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ปิดฝาหลอด 

- จากน ั ้นเต ิมสาร PCR reaction mix ลงไปในหล ุมของ 
Optical reaction plate จากน ั ้ นป ิ เ ปตต ั ว อย ่ า งส า ร
พันธุกรรม ตัวอย่างควบคุมบวก และตัวอย่างควบคุมลบ ลง
ไปในหลุม แล้วทำการเขย่า Plate เพื่อผสมสารให้เข้ากัน 
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แล้วนำ Plate ดังกล่าวไปเข้าเคร ื ่อง QuantStudio™ 5 
Real-time PCR system และต้ังโปรแกรมดังแสดงใน  

- ตารางที่ 7 8 เมื่อเสร็จสามารถอ่านผลและวิเคราะห์ผลผ่าน
โปรแกรม QuantStudio 

 

ตารางที่ 8 โปรแกรมสำหรับปฏิกิริยา Real-time PCR - Angentex® 

ขั้นตอน จำนวนรอบ โปรแกรม 

Pre-amplification 1 40 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี
1 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี

UDG Inactivation 4 95 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาท ี
55 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาท ี

Amplification 40 
95 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที 
58 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที 

Cooling 1 40 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
 

การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัส ASF ด้วยชุดน้ำยา 

FastStart essential DNA probes master 
- เตรียมน้ำยา Mastermix ต่อ 1 ปฏิกิริยา PCR โดยใช้

ส่วนผสมดังต่อไปนี้ 

- แบ่ง Mastermix ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลอด 

Real-time PCR  

- เติมตัวอย่าง DNA ที่สกัดแล้ว ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงไป

ในส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ปิดฝาหลอด 

- นำหลอดไปเข้าเครื่อง Real-time PCR thermocycler 

เพื่อเพิ่มปริมาณ DNA ของยีน P72 โดยกำหนดโปรแกรม

สำหรับปฏิกิริยา Real-time PCR  
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- อ่านผลและแปลผลการตรวจ รวมทั้งตัวอย่างควบคุมบวก

และลบของปฏิกิริยา  

1. Primer และ Probe (Fernández-Pinero et al,2013)1 
ASF Forward 5’- CCCAGGRGATAAAATGACTG -3’ 

ASF Reward 5’- CACTRGTTCCCTCCACCGATA -3’ 

ASFV Probe (FAM)- TCCTGGCCRACCAAGTGCTT -BHQ1 

2. การคำนวณปรมิาตร Master mix (FastStart essential DNA 
probes master, Roche) 

 Master mix component ป ร ิ ม า ต ร  1 x 
(ไมโครลิตร) 

ป ร ิ ม า ต ร . . . x 
(ไมโครลิตร) 

1. Nuclease-Free Water 4.0  
2. TaqMan PCR reaction 

Mastermix (2x) 
10.0  

3. ASF Forward (20 µM) 0.4  
4. ASF Reward (20 µM) 0.4  
5. ASFV Probe (10 µM) 0.2  
6. Template 5  
 Total reaction volume 20.0  

 

 

 

 
1. Fernández-Pinero, J., Gallardo, C., Elizalde, M., Robles, A., 

Gómez, C., Bishop, R., Heath, L., Couacy-Hymann, E., Fasina, F. 
O., Pelayo, V., Soler, A., & Arias, M. (2013). Molecular diagnosis 
of African swine fever by a new real-time PCR using universal 
probe library. Transbound Emerg Dis, 60(1), 48-58. 
https://doi.org/10.1111/j.1865-1682.2012.01317.x 
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3. โปรแกรมสำหรับปฏิกริิยา Real-time PCR 
Step Stage Cycles Temp. (°C) Time  

Hot start 1 1 95 10 min 
Amplification 2 45 95 10 sec 

  60 30 sec 

4. การควบคุมคุณภาพผลการทดสอบด้วยวิธี qPCR 
การตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี qPCR จำเป็นต้องมีการควบคุมคุณภาพ
ผลการทดสอบ ตัวควบคุมบวก และตัวควบคุมลบ ในการทดสอบ 
โดยแบ่งได้ดังนี้ 
 4.1 ตัวควบคุมการสกัด (Extraction control)  
 - Positive extraction control (E+) เพื่อควบคุมและสังเกต
ประสิทธิภาพของการสกัด โดยควรเป็นตัวอย่างที่ทราบค่าผลบวก 
เช่น ตัวอย่างที่ใส่ (spike) เชื้อไวรัส ASF ลงไป หรืออาจพิจารณาใช้ 
Internal positive extraction control (IPC) ใส่ลงไปในตัวอย่าง
จริงที่ต้องการตรวจแทน เพื่อประเมินประสิทธิภาพการสกัดและ
สังเกตผลของสารยับยั้ง (Inhibitors) ต่าง ๆ ในตัวอย่างทดสอบ 
 - Negative extraction control (E-) เพื่อควบคุมและสังเกต
การปนเปื้อนระหว่างการสกัดตัวอย่าง โดยควรเป็นตัวอย่างชนิด
เดียวกับสิ่งที่ต้องการสกัด แต่ในกรณีที่ไม่สามารถหาได้ ให้ใช้น้ำ 
DW molecular grade แทน   
 4.2 ตัวควบคุมสารผสมปฏิกิริยา (Master mix reaction control)  
 - Positive reaction control (R+) เช ่น พลาสมิดที ่มี DNA 
ของเชื้อไวรัส ASF เพื่อควบคุมและสังเกตการทำงานของสารผสม
ปฏิกิร ิยาว่าสามารถเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื ้อไวรัส  ASF ได้
หรือไม ่
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 - Negative reaction control (R-) เช่น น้ำ DW molecular 
grade เพื่อควบคุมและสังเกตการปนเปื้อนของสารผสมปฏิกิริยา 

5. การอ่านและแปลผล 
- อ่านผลการตรวจเมื ่อตัวอย่างทดสอบนั ้นถูกสกัด DNA 

อย่างถูกต้องและเหมาะสม รวมทั้งตัวอย่างควบคุมบวกและ
ล บ ขอ ง  Reaction control แล ะ  Extraction control 
แสดงผลเส้นโค้งและค่า Ct ตามเกณฑ์ที่กำหนด หากการ
ทดสอบนั้นไม่สมบูรณ์หรือใช้ไม่ได้ ต้องทำการตรวจซ้ำอีก
ครั้ง โดยอ่านผลดังนี้ 

ผลบวก (Positive)  -  ปรากฏเส้นโค้งที่มีลักษณะจำเพาะ
ของการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม เช่นเดียวกับตัวอย่าง
ควบคุมบวก โดยมีค่า Ct น้อยกว่า 40   

ผลลบ (Negative)   -  ไม่ปรากฏเส ้นโค ้งท ี ่ม ีล ักษณะ
จำเพาะของการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม เช่นเดียวกับ
ตัวอย่างควบคุมบวก 
            -  ไม่สามารถตรวจสอบค่า Ct ได้ หรือค่า Ct 
มากกว่า 40 

ผล ม่แน่ชัด (Inconclusive)  -  ปรากฏเส้นโค้งที่มีลักษณะ
จำเพาะของการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม เช่นเดียวกับ
ตัวอย่างควบคุมบวก โดยมีค่า Ct อยู่ระหว่าง 36 - 40   
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6. การตรวจเพื่อยืนยันผล 
กรณีตัวอย่างให้ผลเป็นบวกด้วยวิธี qPCR ให้ทำการตรวจเพื่อ
ยืนยันผลด้วยวิธี Sequencing กรณีที่ห้องปฏิบัติการไม่มีเครื่อง 
Sequencing  ให้นำตัวอย่างส่งสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ 
รายละเอียด Sequencing Primers สำหรับ Partial P72 gene 
(Bastos et al., 2003)2 

p72-U 5'-GGCACAAGTTCGGACATGT-3' 
p72-D 5'-GTACTGTAACGCAGCACAG-3' 

 
7. การกำจัดขยะและการทำลายเชื้อ  

การลดการปนเปื้อนของเชื้อและการกำจัดขยะปนปื้อนใน
ห้องปฏิบัติการ จำเป็นต้องดำเนินการหลายวิธีควบคู่กัน เช่น 
- แช่น้ำยาฆ่าเชือ้ เชน่ Sodium hypochlorite, 

Phenolic compound, Iodine solution  

โดยดำเนนิการตามคำแนะนำของน้ำยาแต่ละชนิด  

- นึ่งในเครื่องอบฆ่าเชื้อด้วยไอน้ำความดนัสูง 

(Autoclave)  

- ขยะให้ทิ้งในถุงขยะติดเชือ้และกำจัดตามมาตรฐาน

ขยะตดิเชือ้ 

 
2. Bastos, A.D., Penrith, M.L., Cruciere, C., Edrich, J.L., Hutchings, 

G., Roger, F., Couacy-Hymann, E.G.R.T. and Thomson, G.R., 
2003. Genotyping field strains of African swine fever virus 
by partial p72 gene characterisation. Archives of 
Virology, 148(4), 693-706. 



 46 คู่มือห้องปฏิบัตกิารในการตรวจโรคอหิวาตแ์อฟรกิาในสุกร 

ก่อนการกำจัดขยะ ควรแยกขยะออกเป็นกลุ่ม คือ 

1. ขยะทั่วไป (general waste) หมายถึงขยะที่เก็บจาก

หอพัก โรงอาหาร 

บริเวณสาธารณะและสํานกังานที่ไมเ่กีย่วของกับ

บริการการตรวจวนิิจฉยัการดแูลรกัษา เชน กระดาษ 

เศษอาหาร 

2. ขยะติดเชือ้ (infectious waste ) หมายถึง ขยะทาง

ห้องปฏิบัตกิารซ่ึงมเีหตุอนัควร ใหสงสยัวามหีรอือาจมี

เชือ้โรคขยะที่สมัผัสหรอืสงสยัวาไดสัมผัสกับเลอืดสวน

ประกอบของเลอืด (เชน น้ำเลอืด เมด็เลอืดตาง ๆ  

ผลิตภณัฑที่ไดจากเลอืด) สารน้ำจากรางกาย (เชน 

น้ำลาย ปสสาวะ) อวยัวะจากสตัว ์ 

1) ขยะที่เปนของเหลวหรอืสารคัดหลั่ง เชน 

เลือด สวนประกอบของเลอืด ปสสาวะ อจุจาระ และ

สารคัดหลัง่ตาง ๆ  

2) ขยะทีเ่ปนอวยัวะหรือชิ้นสวนของอวยัวะ 

เชน ชิน้เนื้อ เนื้อเยือ่อวยัวะที่ไดจากการทําหัตถการตาง 

ๆ ขยะจากการตรวจทางหองปฏิบัติการ ซากสัตว 

รวมทั้งวัสดทุี่สัมผัสระหวางการทําหัตถการและการ

ตรวจนั้น ๆ  
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3) ขยะของมีคมติดเชื้อที่ใชแลว เชน เข็ม 

ใบมีด หลอดแกว กระบอกฉีดยาชนิดแกว สไลด     

แผนกระจกปดสไลด และเครือ่งมอืทีแ่หลมคมตาง ๆ  

4) ขยะจากระบวนการเก็บและเพาะเชือ้ เชน 

เชือ้จากการเพาะเลีย้ง วสัดอุื่น และเครือ่งมอืที่ใชเพาะ

เชือ้แลว 

3. กลุ่มขยะตดิเชือ้ สำหรับนำไปนึ่งฆ่าเชื้อแล้วกลับมาใช้

ใหม่ เช่น ขวดแกว้ เสือ้ห้องปฏิบัตกิาร เป็นต้น 

4. กลุ่มขยะตดิเชือ้ สำหรับนำไปนึ่งฆ่าเชื้อแล้วกำจัดในที่

เหมาะสมหรือเผา เช่น ซากสัตว์ เนือ้เยื่อของสัตว์ 

หมวก ถุงมอื และหน้ากากอนามัย เป็นตน้ 
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8. การแจ้งสัตว์ป่วย และรายงานผลตรวจ 

 
  

สัตว์ป่วยต้องสงสัย
(suspected case)

ไข้สูง > 41º C นอนสุม ไม่กินอาหาร 
ทรงตัวไม่ได้ ผิวหนังมีปื้นแดง ถ่ายเหลว
เป็นเลือด แท้งลูก และ ตายภายใน 
2 ถึง 3 วัน 

เกษตรกร/
 ผู้ประกอบการ

แจ้ง 
สถาบันสุขภาพสัตว,์
ปศุสัตว์จังหวัด,
สํานักควบคุมป้องกันและ
บําบัดโรคสัตว์

ปศุสัตว์อําเภอ/
จังหวัด

แจ้งโรค 

ตรวจอาการ 
เก็บตัวอย่าง 

 ผลตรวจ

ควบคุมโรค,
ประกาศเขตโรค,

ติดตามผล

การตรวจทางห้องปฏิบัติการ การแจ้งสัตว์ป่วย  รายงานผล การควบคุมโรค

ปศุสัตว์จังหวัด/
เขต

ผลบวก
ผลลบ

สัตว์ป่วยให้ผลบวก
(presumptive positive case)

ตรวจหาสารพันธุกรรมด้วยวิธี qPCR

ส่งตัวอย่าง 
เลือด หรือ ม้าม 

วินิจฉัยแยกโรค
- โรคอหิวาต์สุกร
- โรคพีอาร์อาร์เอส
- โรคไข้หนังแดง
- โรคซัลโมเนโลซัส

ตรวจหาลําดับสารพันธุกรรม 

ผลบวก

ผลลบ

สัตว์ป่วยยืนยัน 
(confirmed positive case)

- ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์
- ห้องปฏิบัติการมหาวิทยาลัย/ ภาคเอกชน
- สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ

ทดสอบซํ้า

24 ชม.

3 ชม.

36 ชม.

 

ศูนย์ปฏิบัติการเผชิญเหตุ
โรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 
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ภาคผนวก 
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เครือข่ายทางห้องปฏิบัติการ 

 

ชื่อท่ีอยู่หน่วยงาน เบอร์โทรศัพท์ ท่ีอยู่ 

สังกัดกรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ กลุ่มไวรัสวิทยา 0-2579-8913  
เลขที่ 50/2 เกษตรกลาง ถนน
พหลโยธิน แขวงลาดยาว เขต
จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 

ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ ภาคเหนือตอนบน  
0-5483-0195 
0-5483-0196 

เลขท ี ่  221 ม.6 ถ.ลำปาง -
เชียงใหม่ ต.เวียงตาล อ.ห้าง
ฉัตร จ.ลำปาง 52190 

ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ ภาคเหนือตอนล่าง  0-5531-3137-9 
เลขที่ 9 ม.15 ถ.พิษณุโลก-หล่ม
ส ั ก  ต . วั งทอง  อ .ว ั งทอง  จ .
พิษณุโลก 65130 

ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน   

0-4326-2050 
เลขที่ 400 ม.5 ถ.มิตรภาพ ต.
ท ่าพระ อ.เม ือง  จ.ขอนแก่น 
40260 

ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง  

0-4454-6104 
เลขท ี ่  291 ม.9 ถ.ส ุร ินทร์ -
ปราสาท ต.นาบัว อ.เมือง จ.
สุรินทร์ 32000 

ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ ภาคใต้     
0-7577-0008-9 
0-7577-0128-30 

เลขที่ 124/2  ม.7 ถ.ทุ่งสง-ห้วย
ยอด  ต .ท ี ่ ว ั ง  อ .ท ุ ่ ง ส ง  จ .
นครศรีธรรมราช 80110 

ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ ภาคตะวันออก  0-3874-2116-19 
เลขที่ 844 ม.9 ต.คลองกิ่ว อ.
บ้านบึง จ.ชลบุรี 20220 

ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ ภาคตะวันตก   0-3291-9575-6 
เลขที่ 126 ม.10 ต.เขาชะงุ้ม อ.
โพธาราม จ.ราชบุรี 70150 

สังกัดทบวงมหาวิทยาลัย 

หน่วยชันสูตรโรคสัตว์กลาง คณะสัตวแพทยศาสตร์  
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

0-2218-9604 
เลขที่ 39 ถ.อังรีดูนังต์ แขวงวัง
ใหม่ เขตปทุมวัน 
กรุงเทพมหานคร 10330 

หน่วยชันสูตรโรคสัตว์ โรงพยาบาลปศุสัตว์  
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

034-270968-70 
เลขที่ 57 ม.1 ถ.ทหารบก ต.บ่อ
พลับ อ.เมือง  
จ.นครปฐม 73000 
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ชื่อท่ีอยู่หน่วยงาน เบอร์โทรศัพท์ ท่ีอยู่ 

หน่วยช ันส ูตร โรคส ัตว ์  คณะส ัตวแพทยศาสตร์  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน  

0-3435-1901-3 
เลขที่ 1 ม. 6 ต.กำแพงแสน อ.
กำแพงแสน จ.นครปฐม 73140 

ศูนย์เฝ้าระวังและติดตามโรคจากสัตว์ป่า สัตว์ต่างถิ่น
และสัตว์อพยพ (MoZWE) คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหิดล  

02-441-5236 
เลขที ่ 999 พุทธมณฑลสาย 4 
ต.ศาลายา อ.พุทธมณฑล จ.
นครปฐม 73170 

ศูนย์ชันสูตรโรคสัตว์และถ่ายทอดเทคโนโลยี คณะสัตว
แพทยศาสตร์ (ห้องปฏิบัติการอณูชีววิทยา) 

053-948041-2 
เลขที่ 155 ม.2 ถ.เลียบคันคลอง
ชลประทาน ต.แม่เหียะ อ.เมือง 
จ.เชียงใหม่ 50100 

ห้องปฏิบ ัต ิการชันสูตรโรคทางปศุส ัต ว์ คณะสัตว
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  

043-202283 
เลขที่ 123 อาคารรพ.สัตว์ สัตว
วิทยรักษ์ ถ.มิตรภาพ ต.ในเมือง 
อ.เมือง จ.ขอนแก่น 40002 

สังกัดห้องปฏิบัติการภาคเอกชน 

ศูนย์วินิจฉัยโรคสัตว์บก บริษัท ซีพีเอฟ จำกัด (มหาชน)  02-9880671 
เลขที ่ 29/2 ม.9 ถ.สุร ินทวงศ์ 
แขวงลำผักช ี เขตหนองจอก 
กทม. 10530 

ศูนย์วิทยาศาสตร์เบทาโกร ปทุมธานี (สำนักงานใหญ่) 02-146-1300 
เลขที่ 136 ม.9 ถ.พหลโยธิน ต.
คลองหนึ ่ง อ.คลองหลวง จ.
ปทุมธานี 12120 

ศูนย์วิทยาศาสตร์เบทาโกร สาขาลพบุรี 
036-415-496 
036-415-290 

ที่อยู่ 219 หมู่ 1 ต.ช่องสาริกา 
อ.พัฒนานิคม จ.ลพบุรี 15220 

ศูนย์วิทยาศาสตร์เบทาโกร สาขาพัทลุง 098-0170901 
เลขที่ 367 ม.7 ต.โคกสัก อ.บาง
แก้ว จ.พัทลุง 93140 

ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  
02-564-6700 ต่อ 
3360-1 

เลขที่ 113 อุทยานวิทยาศาสตร์
ประเทศไทย ถนนพหลโยธิน ต.
คลองหน่ึง  
อ.คลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 
12120 

ห้องปฏิบัติการ ภาควิชาจุลชีววิทยา  
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

0-2218-9583 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะสัตว
แพทยศาสตร ์  จ ุฬาลงกร ณ์
มหาวิทยาลัย ถนนอังรีดูนังต์ 
แขวงวังใหม่ เขตปทุมวัน กทม. 
10330 
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คำแนะนำทั่ว ป วิธีการปฏิบัติงานในการทำความสะอาด

และฆ่าเชื้อโรค 

(cleansing and disinfection procedure) 

ความปลอดภัยทางชีวภาพ (biosecurity) นั ้นเป็นหัวใจ

สำคัญเพื่อควบคุมป้องกันโรคภายในฟาร์ม โดยเน้นลดการนำ

เชื ้อเข้าสู ่ฟาร์ม หรือ นำเชื ้อออกสู ่ส ิ ่งแวดล้อม ซึ ่งหาก

ดำเนินการฆ่าเชื้ออย่างถูกต้อง ย่อมลดโอกาสการระบาดของ

โรคเข้าสู่ฟาร์มได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

ขั้นตอนต่าง ๆ ที่จำเป็นจะต้องดำเนินการ มีดังนี้  
1. เตรียมน้ำยาฆ่าเชื้อโรคที่ผสมน้ำตามอัตราส่วนที่กำหนด 

ได้แก่ เวอร์คอน คลอรีน (เช่น โซเดียมไฮโปคลอไรท์) 
ไอโอดีน (เช่น เบตาดีน) โดยเลือกใช้ชนิดของน้ำยาฆ่าเชื้อ
ให้เหมาะสมกับการใช้งาน 

2. กำจัดสิ่งปฏิกูลออกจากยานพาหนะ หรือโรงเรือน 
3. คัดแยกประเภทอุปกรณ์ โดยต้องทำการฆ่าเชื้อโรคอย่างดี 

ก่อนทิ้งหรือนำกลับไปใช้ใหม่ 
4. ล้างทำความสะอาดด้วยสารชำระล้าง (detergent) ขัดทำ

ความสะอาด ล้างด้วยน้ำสะอาดหรือใช้ท่อความดันสูงฉีด
พ่นน้ำ จากนั้นจึงพ่นน้ำยาฆ่าเชื้อโรค  

5. ฉีดพ่นน้ำยาฆ่าเชื้อโรคซ้ำอีกครั้ง 
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Active substance Concentration 
Contact time 

(min) 
Alkalis 
Sodium hydroxide 1% 5 
Calcium hydroxide 1% 5 
Acids 
Acetic acid 1% 10 
Citric acid 1% 10 
Chlorine Compounds 
Sodium 
hypochlorite 

500 ppm 10 

Sodium 
hypochlorite 

2,000 ppm 30 

Acidic electrolyzed 
water 

80 ppm 30 

Oxidizing Agents 
Ozonized water (O3) 20 mg/L 10 
Potassium 
hydrogen 

1/200 30 

Potassium 
hydrogen 

2 and 5% 5, 10 

Vaporized hydrogen 
peroxide 

30% 30 

Hydrogen peroxide 102.6 mM 
(35% stock solution) 

10 
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Aldehydes 
Glutaraldehyde 0.1% 30 
Phenol Compounds 
Phenol 1% 30 
o-Phenyl phenol 0.5% 60 
Quaternary Ammonium Compounds 
Benzalkonium 
chloride 

1% 30 

Quaternary 
ammonium 

1/200 1 

Di-decyl dimethyl  
ammonium 
chloride 

10% 30 

Iodine Compounds 
Povidone-iodine 
(5% 
iodine content) 

5% 15 

 
ท ี ่ ม า : Beato, M. S., D’Errico, F., Iscaro, C., Petrini, S., Giammarioli, M., & 
Feliziani, F. (2022). Disinfectants against African swine fever: An updated 
review. Viruses, 14(7), 1384. 




