
- 1 - ปีที่ 72 เล่มที่ 1

 การตรวจหาและจำำ�แนกชนิิดไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยโดยวิิธีี 
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Abstract

	 Background: Foot and Mouth Disease is a severe disease in double hoofed animals causing          

economic impact.  Early report of the serotypes is necessary for control and decrease the loss.  Nowadays, 

we use World Organization for Animal Health standard method (OIE standard method) for diagnosis  

including ELISA typing and virus isolation.  Disadvantage of ELISA typing is this method can done with 

high amount of viral agents in the sample.  When low amount of viral agents in the sample, it has to 

increase the virus quantity using “virus isolation”, then re-confirm by the ELISA typing test.  One-step 

multiplex RT-PCR method had been developed, this method could identify the serotype of FMDV     

within one process and could work with low quantity of virus. 

	 Method: The developed one-step multiplex RT-PCR method with some modification by changing 

the sequences in serotype O primer. The new primer was constructed follow FMDV serotype O in  Thailand. 

836 tissue samples (tongue, gum, coronary band and buccal mucosa of cattle, buffalo, goat and sheep) 

were used for finding diagnostic sensitivity and diagnostic specificity, from the local area in the country.  

They were submitted to Regional Reference Laboratory for FMD in South-East Asia (RRL) between        

2017-2019 for diagnosis and identified of serotypes using OIE standard method (ELISA typing or ELISA 

typing and virus isolation) and one-step multiplex RT-PCR method.

	 Result: The diagnostic sensitivity and diagnostic specificity were 90.89% and 90.33%, respectively 

at 99% confidence interval and 2% margin of error. But 5.50% of the samples were not found serotypes 

by one-step multiplex RT-PCR method, but they could identify serotypes by OIE standard method.

	 Conclusion: From the result, the developed one-step multiplex RT-PCR method could be used 

for screening purpose in diagnosis and serotyping for FMDV infection.  The advantage of the method was 

less time consuming and high efficacy.  Nevertheless, we had to do OIE standard method for accurate 

result.
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา:  โรคปากและเท้้าเปื่่�อยเป็็น 

โรคระบาดที่่�รุนุแรงในสัตัว์ก์ีบีคู่่�  ก่อ่ให้เ้กิดิความสูญูเสียีทาง

เศรษฐกิิจเป็็นอย่างมาก การรายงานผลอย่างรวดเร็็วจะ

ทำำ�ให้้สามารถควบคุุมโรคได้้อย่่างรวดเร็็ว และลดความ   

เสียีหายได้้  วิธิีกีารตรวจที่่�ใช้้ในปัจจุุบันั ใช้้วิิธีมีาตรฐานของ 

World Organisation for Animal Health (วิธิีมีาตรฐาน 

OIE) ได้้แก่่วิิธีี ELISA typing แต่่วิิธีีนี้้�มีีข้้อเสีียคืือตััวอย่่าง

ต้้องมีีปริิมาณไวรััสจำำ�นวนมาก จึึงต้้องมีีการเพาะแยกเชื้้�อ

และเพิ่่�มปริิมาณไวรััสในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง (virus isolation) 

จากนั้้�นจึึงนำำ�มาทดสอบซ้ำำ��อีีกครั้้�งด้้วยวิิธีี ELISA typing 

ทำำ�ให้้การรายงานผลการตรวจล่่าช้้า จึึงได้้มีีการพัฒนาวิิธีี 

one-step multiplex RT-PCR ซึ่่�งสามารถเพิ่่�มปริิมาณ 

สารพันธุกรรม และจำำ�แนกซีีโรไทป์ของเชื้้�อไวรัสโรคปาก

และเท้้าเปื่่�อยได้้ในการตรวจเพีียงครั้้�งเดีียว

	 วิิธีีการ: ทำำ�การพััฒนาวิิธีี one-step multiplex 

RT-PCR โดยเปลี่่�ยนแปลงลำำ�ดัับเบสในไพรเมอร์์ของ     

ซีโีรไทป์ O จากลำำ�ดับัเบสของเชื้้�อไวรัสโรคปากและเท้้าเป่ื่�อย

ที่่�แยกได้จ้ากพื้้�นที่่�ในประเทศไทย  เพื่่�อจะได้ส้ามารถจำำ�แนก

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อที่่�เกิิดขึ้้�นในประเทศ จากนั้้�นนำำ�มาหาค่่า

ความไวเชิิงวิินิิจฉััย (diagnostic sensitivity) และความ

จำำ�เพาะเชิงิวินิิจิฉัยั (diagnostic specificity) โดยเปรียีบเทียีบ

กัับวิิธีีทดสอบมาตรฐาน OIE ได้้แก่่ วิิธีี ELISA typing หรืือ

วิธีิี ELISA typing ร่ว่มกัับ วิธิี ีvirus isolation โดยใช้้อวัยัวะ

ต่่าง ๆ ได้้แก่่ ลิ้้�น เหงืือก ไรกีีบ และเยื่่�อบุุภายในช่่องปาก 

ของโค กระบืือ แพะ และแกะ จำำ�นวนรวม 836 ตััวอย่่าง

จากพื้้�นที่่�ต่่าง ๆ ในประเทศไทยที่่�ถููกส่่งมาทดสอบที่่�ศููนย์์

อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อยฯ ระหว่่างปีี 2560-2562 โดย

วิิธีีมาตรฐาน OIE และ one-step multiplex RT-PCR

	 ผล: ค่่าความไวเชิิงวิินิิจฉััย และความจำำ�เพาะเชิิง

วิินิิจฉััยเท่่ากัับ 90.89% และ 90.33% ตามลำำ�ดับ ที่่�ค่่า

ความเชื่่�อมั่่�น 99% และความคลาดเคลื่่�อนที่่�ยอมรัับได้้คืือ 

2% แต่่ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�พบ 5.50% ของตััวอย่่างที่่�นำำ�มา

ทดสอบไม่่สามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์จากการทำำ� one-step 

multiplex RT-PCR แต่่สามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์จากวิิธีี

มาตรฐาน OIE

	 สรุุป: การศึึกษาในครั้้�งนี้้�พบว่่าวิิธีี one-step 

multiplex RT-PCR ที่่�ได้้พัฒันาขึ้้�นนี้้� สามารถนำำ�มาใช้้เป็น็

วิิธีีคััดกรองเบื้้�องต้้น  ในการตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์์

ของเชื้้�อไวรัสโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยได้้อย่่างรวดเร็็วและมีี

ประสิิทธิภาพ อย่างไรก็ตามต้้องทำำ�การทดสอบโดยวิิธีี

มาตรฐาน OIE ร่่วมด้้วย จึึงจะให้้ผลการทดสอบที่่�ถููกต้้อง

และมีีประสิิทธิิภาพยิ่่�งขึ้้�น

คำำ�สำำ�คััญ: โรคปากและเท้้าเปื่่�อย ELISA typing, virus 

isolation, one-step multiplex RT-PCR

บทนำำ�

	 โรคปากและเท้า้เปื่่�อย (Foot and Mouth Disease, 

FMD) เป็น็โรคระบาดที่่�สำำ�คัญัในสัตัว์ก์ีบีคู่่�  เกิิดจากเชื้้�อไวรัสั

ในสกุลุ Aphthovirus จัดัอยู่่�ในวงศ์์ Picornaviridae เป็็น 

RNA ไวรััสสายเดี่่�ยว (single-stranded RNA) ทำำ�ให้้

สามารถเปลี่่�ยนแปลงลัักษณะทางพัันธุุกรรมได้้ง่่าย (Reid 

et al., 2014) สามารถพบชนิดิของเชื้้�อไวรัสัที่่�มีคีวามแตกต่่าง       

กัันถึึง 7 ซีีโรไทป์์ (Rodriguez and Gay, 2011) ใน

ประเทศไทยพบการระบาด 3 ซีโีรไทป์ คือื O, A และ Asia1 

รายงานการเกิดิโรคปากและเท้า้เป่ื่�อยในประเทศไทยพบซีี

โรไทป์์ O และ A เป็็นหลััก (Wacharapon, 2008) โดยที่่�

ซีีโรไทป์์ Asia1 ไม่่พบการระบาดตั้้�งแต่่ปีี 2541 (ร่่มพฤกษ์์ 

และวิไิล, 2549) แต่่ยัังมีีการเฝ้้าระวัังซีีโรไทป์์นี้้�อยู่่� การใช้้

วััคซีีนสำำ�หรัับเชื้้�อไวรัสโรคปากและเท้้าเป่ื่�อย พบว่่าแตละ         

ซีีโรไทปไมมีความคุุมกัันโรคขามกัันและอาจไม่่ให้้ความ         

คุ้้�มกัันโรคกัับไทป์์ย่่อยของซีีโรไทป์์เดีียวกััน (OIE, 2019c)

	ห้ ้องปฏิิบััติิการศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อย 

ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ (ศออ.) กรมปศุุสััตว์์ ใช้้วิิธีี

ตรวจสอบเชื้้�อไวรัสัโรคปากและเท้า้เป่ื่�อยตามวิธิีมีาตรฐาน

ขององค์์การสุุขภาพสััตว์์โลก หรืือวิิธีีมาตรฐาน OIE (OIE, 

2019c) ได้้แก่่วิิธีี ELISA typing อย่่างเดีียวหรืือการเพาะ

แยกเชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณไวรััสในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง (virus 

isolation) และตรวจยืืนยัันด้้วย ELISA typing โดยที่่�วิิธีี 

ELISA typing ถึึงแม้้จะสามารถตรวจหาไวรัสได้้ทั้้�งเชื้้�อเป็็น

และเชื้้�อตาย โดยให้้ผลการทดสอบภายใน 1 วััน แต่่

เนื่่�องจากวิิธีนีี้้�มีคีวามไวต่ำำ�� (low sensitivity) (Reid et al., 

2000; Hoffmann et al., 2009) จึึงเหมาะกับัตัวัอย่างที่่�มีี

เชื้้�อไวรัสจำำ�นวนมากเท่่านั้้�น อย่่างไรก็ตามตััวอย่างที่่�          



- 3 - ปีที่ 72 เล่มที่ 1

ส่่งตรวจมัักจะมีีเชื้้�อไวรััสจำำ�นวนน้อย จึึงต้้องนำำ�มาเพิ่่�ม

จำำ�นวนโดย virus isolation ก่่อน ซึ่่�งต้้องเพิ่่�มเวลาในการ

ตรวจอีีก 3-14 วััน ทั้้�งนี้้� virus isolation สามารถตรวจหา

ไวรัสัเชื้้�อเป็น็ได้เ้ท่า่นั้้�น จากนั้้�นจึึงนำำ�มาจำำ�แนกซีโีรไทป์ข์อง

เชื้้�อไวรัสเพื่่�อยืนยันผลด้้วยวิิธีี ELISA typing โดยในปี      

พ.ศ.2559 พบว่่าการตรวจจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััส 

ของ ศออ. ต้อ้งผ่า่น virus isolation ถึึง 45.70% (361/790 

ตััวอย่่าง) (เอกสารไม่่ตีีพิิมพ์์) ทำำ�ให้้การรายงานผลการ

ทดสอบล่่าช้้าเนื่่�องจากระยะเวลาในการทดสอบนานขึ้�น    

ซึ่่�งเป็็นปัจจััยหนึ่่�งที่่�ส่่งผลกระทบต่่อการควบคุุมโรคต่่อมา 

Vangrysperre and de Clercq (1996) ได้้พััฒนาวิิธีี    

RT-PCR มาใช้ก้ับัการตรวจเชื้้�อไวรัสัโรคปากและเท้า้เปื่่�อย

ซึ่่�งสามารถตรวจซีีโรไทป์ของเชื้้�อไวรัสได้้ และในปี 2011 

Le et al. ได้้พัฒันาวิธิี ีone-step multiplex RT-PCR มาใช้้

ในประเทศเวีียดนาม ซึ่่�งสามารถตรวจหาและจำำ�แนก            

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยได้้ในการตรวจ

เพีียงครั้้�งเดีียว โดยใช้้เวลาไม่่ถึึง 1 วััน มีีความไวและความ

จำำ�เพาะสููงสามารถตรวจหาไวรัสปริิมาณน้้อย ๆ  ได้้ในตัวอย่าง

ไวรัสทั้้�งมีแีละไม่่มีชีีวีิติ อีกีทั้้�งเชื้้�อไวรัสัโรคปากและเท้้าเป่ื่�อย

เป็็นเชื้้�อชนิิด single stranded RNA ซึ่่�งสามารถเปลี่่�ยนแปลง

ตัวัเองได้้ง่่าย ดังันั้้�น การที่่�จะนำำ�เทคนิคิ one-step multiplex 

RT-PCR มาใช้้ตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััส

โรคปากและเท้า้เปื่่�อยในประเทศไทยจึึงต้อ้งมีกีารปรับัปรุงุ

ไพรเมอร์์ให้้เหมาะสมกัับเชื้้�อไวรััสที่่�พบในประเทศ และนำำ�

วิิธีีนี้้�มาหาค่่าความไวเชิิงวิินิิจฉััย (diagnostic sensitivity, 

Dse) และค่่าความจำำ�เพาะเชิิงวิินิิจฉััย (diagnostic                        

specificity, Dsp) โดยเปรีียบเทีียบกัับวิิธีีมาตรฐาน OIE

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

	 เนื้้�อเยื่่�อจากอวััยวะต่่าง ๆ ได้้แก่่ ลิ้้�น เหงืือก ไรกีีบ 

และเยื่่�อบุุภายในช่่องปาก ของโค กระบืือ แพะ และแกะ

จำำ�นวน 836 ตัวัอย่างที่่�ถูกูส่่งมาตรวจหาและจำำ�แนกซีีโรไทป์

ของเชื้้�อไวรัสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยที่่� ศออ.ระหว่่างปีี        

พ.ศ. 2560-2562 จากทุกุภาคของประเทศไทย ยกเว้น้ภาค

ตะวัันออกที่่�ไม่่พบการระบาดของโรคปากและเท้้าเปื่่�อย

การเตรีียมตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อ (OIE, 2019c) 

	ตั ัวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อ 836 ตััวอย่่าง ทำำ�การแยกสกััด

เชื้้�อไวรัสจากเนื้้�อเยื่่�อให้้อยู่่�ในรูปของสารแขวนลอย 10% 

suspension ใน 0.04 M PBS จากนั้้�นนำำ�ไปปั่่�นเพื่่�อตก

ตะกอนด้วยเครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงชนิดิทำำ�ความเย็น็ (refrigerated 

centrifuge) ที่่� 1000 x g เป็็นเวลา 20 นาทีี กรองด้้วย 

syringe filter ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 0.45 µm จากนั้้�น

แยกเก็็บตััวอย่่างสารละลายแขวนลอย หลอดละ 1 ml

การตรวจหาและจำำ�แนกชนิิดไวรััสโรคปากและเท้า้เป่ื่�อย

โดยวิิธีี ELISA typing(OIE, 2019c)

	 เคลืือบหลุุมของ ELISA plate ด้ว้ย rabbit trapping 

antibody ซีีโรไทป์์ที่่�ต้้องการตรวจ ElISA plate วางบน

เครื่่�องเขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณุหภูมิูิ 37oC เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง

(หรืือเก็็บที่่�อุุณหภููมิิ 4°C ค้้างคืืน) ล้้าง ELISA plate 5 ครั้้�ง

ด้้วย PBS เตรียมสารละลายแอนติเจนควบคุุม (control 

antigen) และสารละลายแขวนลอยของตััวอย่างลงใน 

microtube โดยใช้้ ELISA diluent (PBST) ทำำ�การเจือืจาง

แอนติเจนควบคุุมแบบ 2 fold serial dilution ไป 3         

dilution (สารละลายแขวนลอยของตัวัอย่างไม่่ต้้องเจืือจาง) 

หยอดลงใน ELISA plate 50 µl ต่่อหลุุมวางบนเครื่่�อง  

เขย่า่ในตู้้�บ่ม่เชื้้�อเป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง ล้้าง ELISA plate 5 ครั้้�ง

จากนั้้�นเติมิ guinea pig detecting antibody ซีีโรไทป์์          

ที่่�จะตรวจ วาง ELISA plate ลงบนเครื่่�องเขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อ

เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง ล้้าง ELISA plate 5 ครั้้�ง จากนั้้�นเติิม

สารละลาย horseradish peroxidase conjugate 50 µl 

ต่่อหลุุม วางบนเครื่่�องเขย่่าในตู้้�บ่่มเชื้้�อเป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง

ล้้าง ELISA plate 7 ครั้้�ง เติมิ 0.01 % tetramethylbenzidine 

substrate (TMB substrate) ปล่่อยให้้เกิิดปฏิิกิิริิยาใน

อุณุหภูมูิห้ิ้องเป็็นเวลา 20 นาทีี เติิม stop solution (1 M 

H
2
SO

4
) เพื่่�อหยุดุปฏิกิิริิยิาของ substrate แล้ว้จึึงนำำ�ไปอ่า่น

ค่่า optical density (OD) ที่่� ความยาวคลื่่�น 450 nm ด้้วย

เครื่่�องอ่่าน ELISA (Multiskan®)

การเพาะแยกเชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณไวรััส FMDV (virus 

isolation) (OIE, 2019c)

	นำ ำ�เซลล์ป์ฐมภูมิูิ ได้้แก่่ primary lamb kidney cell 
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ที่่�มีอีายุ ุ5-10 วันั ในขวดเลี้้�ยงเซลล์์ขนาด 25 cm2  ดูดูอาหาร

เลี้้�ยงเซลล์์เก่่าทิ้้�ง เติิมสารละลายที่่�ได้้จากการเตรีียม

ตััวอย่่าง ปริิมาตร 1 ml บ่่มในตู้้�บ่่มเชื้้�อที่่�อุุณหภููมิิ 37°C 

เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง แล้้วเติิม maintenance medium    

นำำ�ไปบ่่มในในตู้้�บ่่มเชื้้�อที่่�อุุณหภููมิิ 37oC เป็็นเวลา 1-2 วััน 

อ่า่นผลการเกิิดพยาธิิสภาพของเซลล์์ (cytopathic effect, 

CPE) ทุุกวััน โดยใช้้กล้้องจุุลทรรศน์์ชนิิด inverted     

microscope แยกเชื้้�อไวรััสออกจากเซลล์์โดยการ      

freeze-thaw และนำำ�ไปปั่่�นเพื่่�อแยกส่่วนของเหลวใส     

ออกจากส่่วนกากเซลล์์ ด้้วยเครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงชนิดิทำำ�ความเย็น็

ที่่� 1000 x g เป็็นเวลา 15 นาทีี นำำ�ส่่วนน้ำำ��ใสที่่�ได้้ไปเพาะ

ลงบนเซลล์์เพาะเลี้้�ยงอีีกครั้้�ง ทำำ�ซ้ำำ��รวมทั้้�งหมด 3 ครั้้�ง (3 

passages) นำำ�ส่ว่นของเหลวใสไปทำำ�การตรวจจำำ�แนกชนิดิ

ของเชื้้�อไวรััส ด้้วยวิิธีี ELISA typing

 การตรวจหาสารพัันธุุกรรมเพื่่�อจำำ�แนกซีีโรไทป์์ของเช้ื้�อ

ไวรัสัโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยด้้วยวิธิี ีone-step multiplex 

RT-PCR

	ออ กแบบไพรเมอร์ โดยเปลี่่�ยนแปลงลำำ�ดัับเบสใน 

forward  ไพรเมอร์ของซีีโรไทป์ O จากไรเมอร์ของ Le et al. 

(2011) เป็็น RRL–IND-OFw เพื่่�อให้้สามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์

ของเชื้้�อที่่�ระบาดในประเทศไทย ส่่วนอีกี 3 ไพรเมอร์ ได้้แก่่ 

forward ไพรเมอร์์ ของซีีโรไทป์์ A, Asia1 ใช้้ VN-AF, 

VN-As1F ตามลำำ�ดับ และ Reverse ไพรเมอร์ยัังคงใช้้   

VN-VP1R ตามเดิิม 

	นำ ำ�ตััวอย่่าง 10% suspension ใน 0.04 M PBS 

จากนั้้�นกรองด้้วย syringe filter นำำ�มาสกััด RNA โดยใช้้

ชุดุสกัดั E.Z.N.A.® Viral RNA Kit (OMEGA, BIO-TEX, USA) 

ตามวิิธีีการที่่�ผู้้�ผลิิตแนะนำำ�แล้้วจึึงนำำ�ไปตรวจจำำ�แนกซีีโร

ไทป์ของเชื้้�อไวรัสโรคปากและเท้า้เป่ื่�อยด้้วยวิิธี ี one-step 

multiplex RT-PCR ตามวิิธีีการของ Le et al. (2011)

	 เตรียีมน้ำำ��ยา master-mix สำำ�เร็็จรููป LightCycler® 

Multiplex RNA Virus Master (Roche Diagnostic, 

ตารางที่่� 1 แสดง sequence ของไพรเมอร์์ของซีีโรไทป์์ O, A และ Asia1 ที่่�ใช้้ในการทดสอบ

Primer Sequence 5’-3’ Sense Gene Product length (bp) FMDV serotype References

RRL–IND-OFw

VN – AF

VN-As1F

VN – VP1R

AGATTTGTGAAARTNACACCR

CTTGCACTCCCTTACACCGC

GCGSTHRYYCACACAGGYCCGG

CATGTCYTCYTGCATCTGGTT

+

+

+

-

1D

1D

1D

2B

658

427

535

-

O

A

Asia1

O, A, Asia1

-

Lee et al. (2011)

Lee et al. (2011)

Lee et al. (2011)

Germany) 11 µl ผสมกัับไพรเมอร์์ที่่�ความเข้้มข้้น 10 µM 

ทั้้�ง 4 ชนิิด ๆ ละ 1 µl เติิม RNA ของตััวอย่่างจำำ�นวน 5 µl 

รวมทั้้�งสิ้้�น 20 µl ผสมให้้เข้้ากััน จากนั้้�นนำำ�ไปเพิ่่�มจำำ�นวน

สารพัันธุุกรรมด้้วยเครื่่�อง C1000 touch™ thermal    

cycler (Bio-rad®, USA) โดยเพิ่่�มอุุณหภููมิิในขั้้�นตอน       

reverse transcription เป็็น 50°C นาน 15 นาทีี และ  

enzyme activation ที่่� 95°C นาน 15 นาทีี ตามด้้วย       

ขั้้�นตอนในการเพิ่่�มปริิมาณ DNA ดัังนี้้� denaturation   

95°C 25 วิินาทีี annealing 52°C 30 วิินาทีี extension 

72°C 1 นาทีีรวม 40 รอบ และ final extension 72°C         

5 นาที ีจากนั้้�นนำำ�ผลิติภัณัฑ์์ PCR ที่่�ได้้ มาผ่่านกระบวนการ 

electrophoresis ใน 1.5% agarose ใน TBE buffer    

โดยจะได้้ผลิิตภััณฑ์์ PCR ของซีีโรไทป์์ O, A และ Asia1    

ที่่�มีีขนาด 658, 427 และ 535 bp ตามลำำ�ดัับ ส่่วนไวรััส

ควบคุุม (control virus) จะใช้้เชื้้�อไวรััสที่่�ใช้้ในการผลิิต

วัคัซีนีของกรมปศุสุัตัว์ และตรวจยืนืยันัผล โดยวิธิี ีnucleotide 

sequencing เป็น็ positive control (O/Udornthani/87, 

A/Lopburi/12, Asia1/Petchaburi/85)

การตรวจหาลำำ�ดัับเบสของสารพัันธุุกรรมของเช้ื้�อไวรััส

โรคปากและเท้า้เป่ื่�อยด้้วยวิิธี ีnucleotide sequencing 

เพื่่�อตรวจยืืนยัันเชื้้�อไวรััส

	ทำ ำ�ตามวิิธีีการของ Knowles et al. (2016) ดัังนี้้� 

นำำ�ตััวอย่่าง RNA มาเพิ่่�มจำำ�นวนด้้วยวิิธีี RT-PCR ในส่่วน

ของ VP1 gene โดยใช้้ไพรเมอร์์สำำ�หรัับเชื้้�อไวรััสโรคปาก

และเท้้าเป่ื่�อย ซีีโรไทป์ O, A และ Asia1 ผสมกัับน้ำำ��ยา             

master-mix สำำ�เร็็จรููป LightCycler® Multiplex RNA 

Virus Master (Roche Diagnostic, Germany) เพิ่่�ม

จำำ�นวนสารพันธุุกรรมโดยใช้้เครื่่�อง thermocycler                

(Bio-Rad, USA) จากนั้้�น    นำำ�ผลผลิิต PCR ที่่�ได้้มาทำำ�ให้้

บริิสุุทธิ์์�ด้้วย QIAquick PCR purification kit (QIAGEN, 

Germany) จากนั้้�นทำำ�การหาลำำ�ดัับเบสสารพัันธุุกรรมโดย

ใช้้น้ำำ��ยาสำำ�เร็็จรููป BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
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Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) ร่่วมกัับ

ไพรเมอร์ข์้า้งต้น้ กำำ�จัดัน้ำำ��ยา BigDye ส่ว่นเกินิด้ว้ย ZR DNA 

Sequencing Clean-up KitTM  (Zymo Research          

Corporation, USA) และหาลำำ�ดัับเบสของสารพัันธุุกรรม 

โดยใช้้เครื่่�อง ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied 

B iosystems,  USA) ทำำ�การสร้้างและวิิ เคราะห์์                               

phylogenetic tree โดยใช้้โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป BioEdit 

version 7.2.5 (Hall, 1999) และสร้้างแผนภููมิิต้้นไม้้แสดง

ความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรม โดยใช้้โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป 

MEGA version 7.0 (Kumar et al., 2016)

การหาค่่า diagnostic sensitivity และค่่า diagnostic 

specificity ของวิิธีีทดสอบ

	นำ ำ�ผลการทดสอบตััวอย่่างทั้้�งหมด จำำ�นวน 836 

ตััวอย่าง ด้้วยวิิธีี ELISA typing อย่่างเดีียวหรืือ ELISA 

typing ร่่วมกัับ virus isolation และวิิธีี one-step       

multiplex RT-PCR มาคำำ�นวณหาค่่า diagnostic         

sensitivity และ diagnostic specificity ที่่�ความเชื่่�อมั่่�น 

(confidence interval) 99% และความคลาดเคลื่่�อน 2% 

error (OIE, 2019a) ตามวิธิี ีMcNemar Chi-square (OIE, 

2019b) ดัังนี้้�

	 diagnostic sensitivity	= [TP / (TP + FN)] x 100

	 diagnostic specificity	= [TN / (TN + FP)] x 100

	 โดย TP และ FP = ค่่า true positive และค่่า false 

positive ตามลำำ�ดัับ

		   TN และ FN = ค่่า true negative และค่่า false 

negative ตามลำำ�ดัับ

วิธีมาตรฐาน OIE (วิธี ELISA typing
และ virus isolation)

Positive Negative

one-step 
multiplex 
RT-PCR

Positive 459 32

Negative 46 299

รููปที่่� 1 ผลของวิิธีีทดสอบ one-step multiplex RT-PCR: Lane 1 = 
DNA marker (100 bp); Lane 2 = positive serotype O; 
Lane 3 = positive serotype A; Lane 4 = positive serotype 
Asia1; Lane 5 = negative; Lane 6 = positive controls 
(serotypes O, A and Asia1); Lane 7 =negative control (PBS)

ตารางที่่� 2  การหาค่่า diagnostic sensitivity และ diagnostic specificity 
ของวิิธีี one-step multiplex RT-PCR เปรีียบเทีียบกัับวิิธีี
มาตรฐาน OIE ได้้แก่่ วิธิี ีELISA typing และ virus isolation
จากตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อสััตว์์ที่่�รวบรวมส่่งตรวจและจำำ�แนก           
ซีโีรไทป์ของเชื้้�อไวรัสโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยที่่� ศออ. จากพีื้้��นที่่�
ประเทศ ในปี ีพ.ศ. 2560-2562 จำำ�นวนทั้้�งหมด 836 ตัวัอย่า่ง

ผลและวิิจารณ์์

	 การที่่�ต้้องใช้้ตัวัอย่างถึึง 836 ตัวัอย่าง เนื่่�องจากค่่า 

diagnostic sensitivity และ diagnostic specificity ที่่�

ยอมรัับได้้คืือ 95% ที่่�ความเชื่่�อมั่่�น 99% และความคาด

เคลื่่�อน 2% error จึึงต้อ้งใช้้ตัวัอย่า่งอย่า่งน้อ้ย 788 ตัวัอย่า่ง

(OIE, 2019a)

	 การแสดงผลของวิิธีทีดสอบ one-step multiplex 

RT-PCR ได้้ขนาดของผลผลิต PCR แบ่่งตามชนิิดของ          

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััสดัังนี้้� ซีีโรไทป์์ O, A, Asia1 = 658, 

427, 535 bp ตามลำำ�ดัับ (รููปที่่�1)

	 พบว่า่ค่า่ diagnostic sensitivity และ diagnostic 

specificity ของวิิธีี one-step multiplex RT-PCR ได้้ค่่า

ดัังนี้้�

	 diagnostic sensitivity =	 [(459/459+46) x 100] = 90.89%
	 diagnostic specificity =	 [(299/299+32) x 100] = 90.33%

	 จากตารางที่่� 2 พบว่า่ค่า่ diagnostic sensitivity ที่่�

ได้้มีีค่่า 90.89% ใกล้้เคีียงกัับ Gridharan et al. (2005) 

ที่่�ได้ร้ายงานค่า่ diagnostic sensitivity 95.19% (99/104 

ตััวอย่่าง) โดยใช้้ตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อสััตว์์เหมืือนกัันแต่่ค่่า     

diagnostic specificity ที่่�ได้้จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้�มีีค่่า 

90.33% ต่่างกัับ Gridharan et al. (2005) ที่่�ได้้ค่่า            

diagnostic specificity เพีียง 28.95% (11/38 ตััวอย่่าง) 

แสดงว่่า one-step multiplex RT-PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นใน

ครั้้�งนี้้� มีีความจำำ�เพาะมากกว่่าทั้้�งนี้้�มีีความเป็็นไปได้้ที่่�การ

ศึึกษาในครั้้�งนี้้�ได้้ออกแบบไพรเมอร์จากเชื้้�อไวรัสโรคปาก

และเท้้าเป่ื่�อยที่่�เกิิดการระบาดข้ึ้�นในประเทศไทย เมื่่�อนำำ�ผล
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ที่่�ได้้เปรีียบเทีียบกัับรายงานของ Le et al. (2011) ที่่�ได้้

พัฒันาวิธิี ีone-step multiplex RT-PCR โดยใช้ล้ำำ�ดับัเบส

ของไพรเมอร์์จากเชื้้�อที่่�มีีการระบาดในประเทศเวีียดนาม 

นำำ�มาทดสอบร่่วมกัับ วิิธีี ELISA typing โดยใช้้เชื้้�อไวรััส

รวม 61 ตััวอย่่าง พบว่่าวิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นมีีความไวและความ

จำำ�เพาะสููง แต่่เมื่่�อนำำ�มาใช้้ในประเทศไทย พบว่่าไม่่สามารถ

นำำ�มาใช้้ตรวจจำำ�แนกซีีโรไทป์ O ได้้  จึึงต้้องมีีการ

เปลี่่�ยนแปลงลำำ�ดัับเบสของไพรเมอร์สำำ�หรัับซีีโรไทป์์ O 

ทำำ�ให้้เมื่่�อนำำ�มาทดสอบกัับตััวอย่่างที่่�พบภายในประเทศได้้

ค่่า diagnostic sensitivity และ diagnostic specificity 

90.89% และ 90.33% ตามลำำ�ดัับ

	ปั ัจจััยอีีกประการที่่�สร้้างความแตกต่่างของค่่าทั้้�ง 2 

คืือชนิิดของตััวอย่างที่่�นำำ�มาใช้้ ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�ใช้้

ตัวัอย่า่งที่่�เตรียีมจากเนื้้�อเยื่่�อสัตัว์ท์ั้้�ง 836 ตัวัอย่า่ง สามารถ

ตรวจได้้ตรงกัันโดยวิิธี ีone-step multiplex RT-PCR และ

วิิธีีตามมาตรฐาน OIE ถึึง 90.67% (758/836 ตััวอย่่าง) ใน

ขณะที่่� Gridharan et al., 2005 ได้้ทำำ�การเปรีียบเทีียบวิิธีี

ทั้้�งสอง โดยใช้้ตัวัอย่างทั้้�งสองชนิดิได้้แก่่ ตัวัอย่างเนื้้�อเยื่่�อสัตัว์ 

142 ตััวอย่่างและตััวอย่่างที่่�เพิ่่�มปริิมาณเชื้้�อไวรััสในเซลล์์

เพาะเลี้้�ยง 38 ตััวอย่่าง พบว่่าผลการตรวจที่่�ได้้โดยการใช้้

ตััวอย่่างจากเนื้้�อเยื่่�อสััตว์์สามารถตรวจได้้ตรงกัันโดยวิิธีี 

one-step multiplex RT-PCR และ ELISA เพียีง 69.72% 

(99/142 ตััวอย่่าง) แต่่เมื่่�อใช้้ตััวอย่่างจากเซลล์์เพาะเลี้้�ยง

จะได้้ผลการตรวจตรงกันั 100% (38/38 ตัวัอย่าง) แสดงว่่า

ในกรณีทีี่่�ใช้้ตัวัอย่างเนื้้�อเยื่่�อเหมือืนกันั one-step multiplex 

RT-PCR ที่่�นำำ�มาศึึกษาในครั้้�งนี้้�มีคีวามไวเชิงิวินิิจิฉัยัต่อ่เชื้้�อ

ไวรััสที่่�นำำ�มาทดสอบมากกว่่า

	 การรายงานผลการทดสอบ แบ่่งผลออกเป็น็ 6 กลุ่่�ม

กลุ่่�มแรกจำำ�นวน 220 ตัวัอย่า่ง เป็น็ตัวัอย่า่งที่่�ให้ผ้ลบวกของ

การตรวจจำำ�แนกซีโีรไทป์ของเชื้้�อไวรัสัจากตััวอย่า่ง ทั้้�งจาก

วิิธีี one-step multiplex RT-PCR และวิิธีี ELISA typing 

แสดงว่า่ในกลุ่่�มนี้้�มีเีชื้้�อไวรัสในตัวอย่า่งที่่�มีจีำำ�นวนมาก ทำำ�ให้้

สามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์ O และ A ได้้ผลตรงกัันในขณะที่่�

กลุ่่�มที่่� 2 จำำ�นวน 239 ตััวอย่่างสามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์ได้้

จากวิธีิี one-step multiplex RT-PCR ในขณะที่่�การตรวจ

ตามวิิธีีมาตรฐาน OIE ต้้องมีีการเพิ่่�มปริิมาณของเชื้้�อไวรััส

ด้้วยวิิธีี virus isolation ก่่อน แล้้วจึึงนำำ�มาจำำ�แนกซีีโรไทป์์

โดยวิิธีี ELISA typing แสดงว่่าเชื้้�อไวรัสในตัวอย่างมีี  

ตารางที่่� 3 ผลการทดสอบอย่างละเอีียด โดยจำำ�แนกตามวิิธีีการตรวจ         
เชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย จำำ�นวน 836 ตััวอย่่าง

วิธีการทดสอบที่ใช้จำ�แนกซีโรไทป์ของเชื้อไวรัส ผลการทดสอบ(ตัวอย่าง)

ที่ one-step 
multiplex 
RT-PCR

วิธีมาตรฐาน OIE
Type

O
Type

A
Type 
Asia 1 รวมELISA 

typing
Virus isolation + 

ELISA typing

1 + + -* 125 95 - 220

2 + - + 134 105 - 239

3 + - - 12 20 - 32

4 - + -* 16 4 - 20

5 - - + 12 14 - 26

6 - - - - - - 299

รวม 836

หมายเหตุุ		 + (ผลบวก) หมายถึึง ตััวอย่่างที่่�จำำ�แนกซีีโรไทป์์ได้้ 
		  - (ผลลบ) หมายถึึง ตััวอย่่างที่่�จำำ�แนกซีีโรไทป์์ไม่่ได้้
		  -* หมายถึึง ไม่่จำำ�เป็็นต้้องทำำ� virus isolation เพื่่�อแยกซีีโรไทป์์

จำำ�นวนน้้อย แต่่ในกลุ่่�มที่่� 3 มีี 32 ตััวอย่่างที่่� one-step 

multiplex RT-PCR สามารถจำำ�แนกซีโีรไทป์ได้้ แต่่ให้้ผลลบ

ตามวิธิีมีาตรฐาน OIE มีคีวามเป็น็ไปได้ท้ี่่�จะเกิดิจากตััวอย่า่ง

ไม่่เหมาะสม เช่่น ปริิมาณตััวอย่างน้้อย การเก็็บตััวอย่าง

ล่่าช้้า ตััวอย่่างที่่�เก็็บไว้้เป็็นเวลานาน เก็็บตััวอย่่างจาก

อวัยัวะที่่�มีปีริมิาณเชื้้�อไวรัสน้อ้ย ได้้แก่ ่ตัวัอย่า่งจากเนื้้�อเยื่่�อ

ไรกีีบจะมีีเชื้้�อไวรัสน้้อยกว่่าเนื้้�อเยื่่�อลิ้้�นทำำ�ให้้เชื้้�อไวรัสมีี

จำำ�นวนน้้อยจนไม่่สามารถตรวจได้้ด้้วยวิิธีี ELISA typing 

และ virus isolation อีกีประการหนึ่่�งอาจมีีการใช้้ยาฆ่่าเชื้้�อ 

ตอนเก็็บตััวอย่่าง บรรจุุภััณฑ์์ไม่่เหมาะสม หรืือการขนส่่ง

ไม่เ่หมาะสม จนทำำ�ให้เ้ชื้้�อไวรัสัถูกูทำำ�ให้เ้สื่่�อมสภาพหรือืตาย

จึึงไม่ส่ามารถเพิ่่�มปริมิาณเชื้้�อไวรัสัด้ว้ยวิธิี ีvirus isolation 

โดยจาก 32 ตััวอย่่างนี้้� พบว่่ามีี 22 ตััวอย่่างที่่�ตรวจยืืนยััน

ด้้วยวิิธีี nucleotide sequencing ซึ่่�งได้้ผลตรงกัับผลการ

หาซีีโรไทป์์ด้้วย one-step multiplex RT-PCR อย่่างไร

ก็็ตาม วิิธีี nucleotide sequencing แม้้จะเป็็นวิิธีีทดสอบ

ที่่�ใช้้กัันโดยทั่่�วไปแต่่ไม่่ได้้ใช้้ในงานตรวจจำำ�แนกชนิิดของ

เชื้้�อไวรัสัเป็น็ประจำำ�เนื่่�องจากมีีค่า่ใช้้จ่า่ยสูงู สำำ�หรับัตัวัอย่า่ง

ในกลุ่่�มที่่� 4-5 เป็น็ตัวัอย่า่งที่่�ไม่ส่ามารถจำำ�แนกซีโีรไทป์โ์ดย

วิธิี ีone-step multiplex RT-PCR แต่่สามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์

ได้้โดยวิิธีี ELISA typing เพีียงอย่างเดีียวจำำ�นวน 20 

ตััวอย่่าง อีีก 26 ตััวอย่่างสามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์ได้้โดยวิิธีี 

virus isolation ร่่วมกัับวิิธีี ELISA typing ดัังนั้้�นตััวอย่่าง

ที่่�ให้้ผลลบโดยวิิธีี one-step multiplex RT-PCR แต่่ให้้

ผลบวกโดยวิิธีีมาตรฐาน OIE คิิดเป็็น 5.50% (46/836)        
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ดัังแสดงในตารางที่่� 2 ทั้้�งนี้้�อาจเนื่่�องจากไวรััสที่่�ระบาด            

ในพื้้�นที่่�บางสายพัันธุ์์�มีการเปลี่่�ยนแปลงสารพันธุกรรมทำำ�ให้้

ไพรเมอร์ที่่�ใช้้ทดสอบไม่่สามารถจัับกัับยีีนในส่วน 1D           

เพื่่�อเพิ่่�มจำำ�นวนดีีเอ็็นเอเป้้าหมายได้้ โดยยีีนส่่วน 1D เป็็น

ส่่วนที่่�มีีการผัันแปรมากที่่�สุุด และสร้้างโปรตีีนชนิิด VP1  

ซึ่่�งมีีความจำำ�เพาะต่่อซีโรไทป์ (Bittle et al., 1982;              

Domingo et al., 2003) สำำ�หรัับกลุ่่�มที่่� 6 ไม่่สามารถ

จำำ�แนกซีีโรไทป์์ได้้ทั้้�ง 2 วิิธีี ทั้้�งวิิธีี one-step multiplex 

RT-PCR และวิิธีีมาตรฐานของ OIE ทางด้้านระยะเวลา

ทดสอบ พบว่่าการทดสอบโดยวิิธี ี one-step multiplex 

RT-PCR จะทราบผลในการทดสอบเพีียงครั้้�งเดีียว และใช้้

เวลาไม่่เกิิน 1 วัันแต่่การทดสอบโดยวิิธีี ELISA typing              

ร่่วมกัับวิิธี ี virus isolation ใช้้เวลาในการทดสอบนานถึึง 

3-14 วันั ทำำ�ให้้วิธิี ีone-step multiplex RT-PCR สามารถ

ทราบผลการทดสอบเร็็วกว่่าวิิธีี ELISA typing ร่่วมกัับ 

virus isolation อย่่างไรก็็ดีีเมื่่�อพิิจารณาค่่า diagnostic 

sensitivity กับั diagnostic specificity ของวิธิี ีone-step 

multiplex RT-PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นแล้้ว พบว่่าวิิธีีนี้้�สามารถ

ใช้เ้ป็น็วิธีตีรวจคััดกรองที่่�ให้ผ้ลการทดสอบเร็ว็ส่ง่ผลให้เ้จ้า้

หน้า้ที่่�สััตวแพทย์ใ์นพื้้�นที่่�สามารถดำำ�เนินิการควบคุมุโรคได้้

เร็็วขึ้้�น

	 เมื่่�อพิิจารณาผลการทดสอบจากตารางที่่� 3 พบว่่า  

การจำำ�แนกซีีโรไทป์ด้้วยวิิธี ีone-step multiplex RT-PCR 

กับัวิธีิี ELISA typing เพียีงอย่างเดียีว (ไม่่ทำำ� virus isolation) 

สามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์ได้้ 58.73% (491/836 ตััวอย่่าง) 

และ 28.71% (240/836 ตััวอย่่าง) ตามลำำ�ดัับ สอดคล้้อง

กัับผลของ Sareyyupoglu and Burgu (2017) ที่่�ให้้        

ผลบวกในการจำำ�แนกซีโีรไทป์ด้์้วยวิิธี ีone-step multiplex          

RT-PCR กัับวิิธีี ELISA typing เท่่ากัับ 73.91% (153/207 

ตััวอย่่าง) และ 37.75% (77/207 ตััวอย่่าง) ตามลำำ�ดัับ        

จะเห็็นได้้ว่่าวิิธีี one-step multiplex RT-PCR ให้้ผลบวก

สููงกว่่ากว่่าวิิธีี ELISA typing และค่่าที่่�ได้้จากการศึึกษา        

ในครั้้�งนี้้�พบว่่าทั้้�งวิิธีี one-step multiplex RT-PCR และ

วิิธีีมาตรฐาน OIE สามารถจำำ�แนกซีีโรไทป์์ได้้ใกล้้เคีียงกััน

คือื 58.73% (491/836 ตัวัอย่าง) และ 60.41% (505/836 

ตัวัอย่า่ง) ตามลำำ�ดับ ดังันั้้�นห้องปฏิบิัตัิกิารที่่�ทำำ�การตรวจหา

ซีีโรไทป์ของเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยที่่�ไม่่สามารถ

ทดสอบ virus isolation สามารถนำำ�วิิธีี one-step               

multiplex RT-PCR มาใช้ใ้นการตรวจจำำ�แนกซีโีรไทป์ข์อง

เชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยเป็็นการคัดกรองเบื้้�องต้้น  

ซึ่่�งจะได้้ประสิิทธิิผลใกล้้เคีียงกัับการใช้้วิิธีีมาตรฐาน OIE

 

สรุุปผล และข้้อเสนอแนะ

	 การตรวจสอบเชื้้�อไวรัสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยตาม

วิิธีีมาตรฐาน OIE โดยวิิธีี ELISA typing นั้้�นในกรณีที่่�

ตััวอย่่างมีีเชื้้�อไวรััสจำำ�นวนน้้อยจะต้้องผ่่านการเพาะแยก

เชื้้�อและเพิ่่�มปริิมาณไวรัส ซึ่่�งทำำ�ให้้ผลการตรวจออกมา

ล่่าช้้า จึึงได้้มีีการนำำ�วิิธีี one-step multiplex RT-PCR   

มาใช้้ ซึ่่�งเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับวิธิีมีาตรฐาน OIE คือืวิธิี ีELISA 

typing อย่่างเดีียว หรืือ ELISA typing ร่่วมกัับ virus 

isolation พบว่่ามีีค่่าความไวเชิิงวิินิิจฉััย (diagnostic 

sensitivity) และค่่าความจำำ�เพาะเชิิงวิินิิจฉััย (diagnostic 

specificity) สููง สามารถนำำ�วิิธีี one-step multiplex      

RT-PCR มาใช้ค้ัดักรองเบื้้�องต้น้ในจำำ�แนกชนิดิของซีโีรไทป์์

เพื่่�อให้้รายงานผลได้้อย่างรวดเร็็ว ทำำ�ให้้สามารถควบคุุม 

การระบาดของโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยได้้เร็ว็ แต่่อย่างไรก็ตาม

ยัังคงต้้องยืืนยัันผลการทดสอบด้้วยวิิธีีมาตรฐาน OIE ด้้วย 

เพื่่�อให้้ได้้ผลการทดสอบที่่�ถููกต้้องและมีีประสิิทธิภาพ           

ยิ่่�งขึ้้�น

กิิตติิกรรมประกาศ

	 คณะผู้้�วิิจััยขอขอบคุุณผู้้�อำำ�นวยการสถาบัันสุุขภาพ

สััตว์์แห่่งชาติิ และผู้้�อำำ�นวยการสำำ�นัักควบคุุม ป้้องกััน และ

บำำ�บััดโรคสััตว์์ ซึ่่�งเป็็นผู้้�สนัับสนุุนทั้้�งด้้านนโยบายและ       

งบประมาณในการดำำ�เนิินงาน ขอขอบคุุณผู้้�เชี่่�ยวชาญ 

สพ.ญ.ปราณี ีรอดเทียีน และนางสาวกัญญ์์ธนิศิ ลิ้้�มวิบิูลูพงศ์์

ที่่�เป็็นที่่�ปรึึกษาของงานวิิจััย ขอขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�ทุุกท่่าน

ของศูนูย์อ์้า้งอิิงโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยฯ และสถาบัันสุขภาพ

สััตว์แห่่งชาติิที่่�ให้้ความร่่วมมืือในการเตรียมและตรวจ

ตััวอย่่างทางห้้องปฏิิบััติิการ
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