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ข้้อแนะนำำ�สำำ�หรัับผู้้�เขีียน
	 สััตวแพทยสารเป็็นวารสารทางวิิชาการของสััตวแพทยสมาคมแห่่งประเทศไทยในพระบรมราชููปถััมภ์์ ซึ่่�งลงบทความ
ผลงานค้้นคว้้าวิิจััยทางวิิทยาศาสตร์์ ที่่�เกี่่�ยวกัับวิิชาการในสาขาสััตวแพทยศาสตร์์ คณะผู้้�จัดทำำ�สัตวแพทยสาร ยิินดีีรัับ
เรื่่�องจากทุุกท่่านที่่�กรุุณาส่่งมาเพื่่�อเผยแพร่่ และเพื่่�อความสะดวกในการพิิจารณาเรื่่�อง ขอเสนอแนะดัังนี้้�

1. เร่ื่�องที่่�จะนำำ�ลง

	 1.1		 งานค้้นคว้้าทดลองหรืือวิิจััยทางวิิชาการ ที่่�           

เกี่่�ยวกัับสััตว์์ ผลิตภััณฑ์์สััตว์์ หรืือพืืชอาหารสััตว์์  ทั้้�งที่่�ทำำ�

ในประเทศและต่่างประเทศ หรืือวิิทยานิิพนธ์์

	 1.2		 บทความวิิจััย (Research article) บทความ

ปริิทััศน์์ (Review article) บทความวิิจััยสั้้�น (Short               

communication) และรายงานสััตว์์ป่่วย (Case report) 

ที่่�เป็็นประโยชน์์ และเกี่่�ยวข้้องกัับวิิชาการสััตวแพทย์์ และ

สััตวบาลทุกสาขา

	 1.3		 เรื่่�องอื่่�น ๆ  ที่่�คณะผู้้�จัดทำำ� พิิจารณาเห็็นสมควร

2. ต้้นฉบัับ

	 2.1		ต้ นฉบัับที่่�ส่่งมาลงพิิมพ์์ในสััตวแพทยสาร ต้้อง

ไม่่เป็็นเรื่่�องที่่�เคยเผยแพร่่ หรืือกำำ�ลัังอยู่่�ระหว่่างการ

พิิจารณาเพื่่�อลงในหนัังสืือ หรืือ วารสารอื่่�นใดมาก่่อน

	 2.2		ต้ นฉบัับเป็็นภาษาไทย หรืือภาษาอัังกฤษ ใช้้

ตััวอัักษร Microsoft San Serif 12 หรืือ ThSarabun PSK 

16 โดยพิิมพ์์ด้้วยโปรแกรม Microsoft word

	 2.3		 ความยาวของเรื่่�องสำำ�หรับับทความชนิดิต่่าง ๆ

จำำ�นวนไม่่เกิิน 20 หน้้า สำำ�หรัับบทความวิจัิัยสั้้�นหรืือรายงาน

สััตว์์ป่่วยจำำ�นวนไม่่เกิิน 5 หน้้า หรืือตามที่่�เห็็นสมควร

	 2.4		ผล งานวิชิาการที่่�ตีีพิิมพ์์ในสััตวแพทยสารแล้ว้

ถืือเป็็นลิิขสิิทธิ์์�ของหนัังสืือที่่�ผู้้�เขีียนจะนำำ�ไปเผยแพร่่ที่่�อื่่�น

อีีกไม่่ได้้

	 2.5		 ตารางและภาพที่่�ใช้้ประกอบในบทความ ควร

แนบไฟล์ต้้นฉบัับของตารางและภาพนั้้�นมาด้้วย

3. บทความวิิจััย (Research article)

	 3.1		วั ตถุุประสงค์์

				    เพื่่�อเผยแพร่่งานวิิจััยทางด้้านสััตวแพทย์แ์ละ

สััตวบาลฉบัับสมบููรณ์์

	 3.2		รู ปแบบโดยรวม

				    3.2.1	 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 20 หน้้า

กระดาษ A4

				    3.2.2	จำ ำ�นวนรููปและตาราง ตามความ

เหมาะสมของบทความ

	 3.3		 การลำำ�ดับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

				    3.3.1	ชื่่ �อเรื่่�อง (Title) มีีทั้้�งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ ควรตั้้�งชื่่�อให้้สั้้�นกะทััดรััด ชััดเจน และสื่่�อ

ความหมายได้้

				    3.3.2	ชื่่ �อผู้้�เขีียนและผู้้�ร่วมงาน (Author 

and co-workers) เขีียนชื่่�อนามสกุุลเต็็มทั้้�งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ พร้้อมทั้้�งระบุุสถานที่่�ทำำ�งาน จัังหวััด รหััส

ไปรษณีีย์แ์ละ กรุุณาบอกหมายเลขโทรศััพท์์หรืืออีีเมลของ

ผู้้�เขีียน/ผู้้�รับผิิดชอบ เพื่่�อการติิดต่่อ

				    3.3.3	 บทคััดย่่อ (Abstract) เขีียนสั้้�น ๆ ให้้

ได้้เน้ื้�อความครอบคลุุมทั้้�งหมด โดยต้้องมีีชื่่�อเรื่่�องและ

บทคััดย่่อทั้้�งภาษาไทยและภาษาอัังกฤษ ความยาวไม่่เกิิน 

300 คำำ�ต่อภาษา

				    3.3.4	คำ ำ�สำำ�คัญ (Key words) เป็็นคำำ�ที่่�มีี

ความหมายแสดงถึงึความเป็็นไปของการทดลองนั้้�น ๆ  ระบุุ

อยู่่�ใต้้บทคััดย่่อ ทั้้�งภาษาไทย และภาษาอัังกฤษ รวมกััน

แล้้วไม่่เกิินภาษาละ 5-7 คำำ� ทั้้�งนี้้�เพื่่�อให้้ผู้้�วิจััยอื่่�นใช้้ในการ

ค้้นหา ในกรณีีที่่�เป็็นคำำ�สำำ�คัญที่่�จะใช้้เป็็นคำำ�ทับศััพท์์ภาษา

อัังกฤษ ให้้ใช้้คำำ�ภาษาอัังกฤษ

				    3.3.5	 บทนำำ� (Introduction) บรรยายความ

เป็็นมาสั้้�น ๆ  ควรมีีการตรวจเอกสาร (literature review) 

รวมทั้้�งอธิิบายจุุดประสงค์์ของงาน

				    3.3.6	อุ ปกรณ์์และวิิธีีการ (Materials and 

Methods) ในกรณีีที่่�เป็็นการคิิดค้้นขึ้้�นใหม่่ควรอธิิบาย

อย่่างละเอีียด ถ้้าเป็็นวิิธีกีารที่่�ทราบกัันอยู่่�แล้้วและตีีพิมิพ์์แล้้ว

ไม่่ต้้องบรรยายซ้ำำ�� ควรเขีียนในลัักษณะข้้ออ้้างอิิง (ขึ้้�นกัับ

ความเห็็นของผู้้�พิจารณา) ในกรณีีที่่�มีีการใช้้สััตว์์ทดลอง 

ขอให้้ระบุุรหััสการอนุุญาตใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์

ของผู้้�รับผิิดชอบบทความที่่�ออกโดยคณะกรรมการของ

สถาบััน (institutional review board) เช่่น เลขที่่�การ

อนุุญาตใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ของสถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ EA 011/61 (R) กรณีีหน่่วยงานของ



ผู้้�วิจััยไม่่มีี IRB ให้้ขอหน่่วยงานอื่่�นที่่�เทีียบเท่่า ทั้้�งนี้้�ขึ้้�นอยู่่�

กัับการดุุลพินิิจของสาราณีียากร ในกรณีีงานวิิจััยเกี่่�ยวข้้อง

กัับมนุุษย์์ ต้้องได้้รัับการอนุุมััติิล่่วงหน้้าสำำ�หรัับการวิิจััยใน

มนุุษย์์โดยคณะกรรมการของสถาบััน หรืือคณะกรรมการ

จริิยธรรมที่่�เทีียบเท่่า หรืือต้้องได้้รัับความยิินยอมโดยได้้รัับ

ข้้อมููล (informed consent) ซึ่่�งอาจขอความยิินยอม ด้้วย

การลงนามหรืือด้้วยวาจา หรืืออธิิบายว่่าทำำ�ไมไม่่ได้้รัับ

ความยิินยอม

				    3.3.7	ผล การทดลอง (Results) และวิิจารณ์์

 (Discussion) รายงานผลการทดลองเป็น็คำำ�บรรยาย ควร

ให้้รายละเอีียดและเข้้าใจง่่าย หากเป็็นไปได้้ควรเสนอผล

ในรููปของตาราง รููปภาพ หรืือกราฟ ไม่่ควรแสดงถึึงผลที่่�

เหมืือนกััน ถ้้าเป็็นตาราง (tables) ควรพิิมพ์์ให้้ชััดเจนและ

ขนาดพอเหมาะกัับขนาดของหน้้าของสััตวแพทยสาร 

ตารางควรมีีความหมายในตััวเอง และต้้องมีีคำำ�อธิิบาย

เหนืือตารางด้้วย ในกรณีีที่่�เป็็นรููปภาพ (figures) ควรมีีคำำ�

อธิิบายสั้้�น ๆ  เป็็นภาษาเดีียวกัับเน้ื้�อเรื่่�อง สามารถเป็็นภาพ

ขาวดำำ�หรืือภาพสีี ต้้องส่่งมาเป็็นไฟล์แนบมาด้้วยขนาดไม่่

ต่ำำ��กว่่า 250 pixels และอธิิบายรายละเอีียดภาษาเดีียวกัับ

เน้ื้�อเรื่่�องไว้้ใต้้รููป การวิิจารณ์์ เป็็นการวิิจารณ์์ผลการ

ทดลองโดยควรมีีการเปรีียบเทีียบกัับผลงานของผู้้�อื่่�นที่่�ได้้

กระทำำ�มาแล้้ว และเน้้นถึึงสิ่่�งที่่�ได้้ค้้นพบ

				    3.3.8	 สรุุป (Conclusion) และคำำ�แนะนำำ� 

(Suggestion) หากเป็็นบทความควรมีีการตรวจเอกสาร 

(review papers) หรืือเป็็นการทดลองที่่�มีีหลายข้้อ ควรมีี

บทสรุุปที่่�เขีียนใจความสำำ�คัญ

				    3.3.9	กิ ตติิกรรมประกาศ (Acknowledgm-

ment) อาจมีีหรืือไม่่มีีก็็ได้้ เรีียบเรีียงย่่อหน้้าเดีียวแบบ

กระชัับ ระบุุแหล่่งทุุนวิิจััย บุุคคลและหน่่วยงานที่่�ได้้รัับ

ความช่่วยเหลืือ หรืือความร่่วมมืือในงานค้้นคว้้าวิิจััย

				    3.3.10	เอกสารอ้้างอิิง (References)

						      ก.	 การเขีียนอ้้างอิิงในเน้ื้�อเรื่่�องควรอ้้างอิิง

ดัังนี้้� คืือ

							       1.		 กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นคนไทยเมื่่�อ

เป็็นประธานของประโยค เช่่น นรสุุทธิ์์� และคณะ (2550) 

หรืือเมื่่�อผู้้�รายงานอยู่่�กลางหรืือท้้ายประโยค เช่่น (นิิวััตร, 

2550) หรืือ (พรเพ็็ญ และคณะ, 2550)

							       2.		 กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นชาวต่่าง

ประเทศเมื่่�อเป็็นประธานของประโยค เช่่น Tomazewski 

and Daniel (1992), Taylor et al. (1992) หรืือเมื่่�อ              

ผู้้�รายงานอยู่่�กลางหรืือท้้ายประโยค เช่่น (Tomazewski 

and Daniel, 1992) (Taylor et al., 1992)

							       3.		 กรณีีอ้้างถึึงบุุคคล หรืือเรื่่�องที่่�ไม่่เคย

ลงพิิมพ์์มาก่่อน (personal communication) ให้้อ้้าง

เฉพาะในเน้ื้�อเรื่่�องเท่่านั้้�น ไม่่ต้้องนำำ�ไปลงในรายชื่่�อเอกสาร

อ้้างอิิง

					     ข.	 การเขีียนเอกสารอ้้างอิิงท้้ายเรื่่�องควร

อ้้างอิิงเอกสารภาษาไทยก่่อนแล้้วตามด้้วยภาษาอัังกฤษ 

โดยเขีียนเรีียงลำำ�ดับพยััญชนะของชื่่�อผู้้�เขีียน (ถ้้าเป็็นภาษา

อัังกฤษใช้้ชื่่�อสกุุล ตามด้้วยชื่่�อย่่อของผู้้�แต่่ง) ตามด้้วย ปีี 

ชื่่�อเรื่่�อง ชื่่�อหนัังสืือหรืือชื่่�อย่่อวารสาร (พิิมพ์์ตััวเอน) ปีีที่่� 

ฉบัับที่่� และหน้้าที่่�อ้้างอิิง ดัังตััวอย่่าง คืือ

นรสุุทธิ์์� บางภููมิิ  นุุช โชติิช่่วง  สุุพจน์์ อาวสกุุลสุทธิิ  วนิิดา

พััสดุุรัักษ์์  วิิมล เพชรกาญจนาพงศ์์  กาญจนา อิ่่�มศิิลป์

ธีีระศัักดิ์์� พราพงษ์์  วรรณดา สุุจริิต  และ ศิิริิวรรณ

พราพงษ์์. 2550. สรีีระเปรีียบเทีียบทางด้้านสุุขภาพ

ของโคนมที่่�ได้้รัับตำำ�รับพืืชสมุุนไพรไทยในระยะ

ก่่อนคลอด คลอดและหลัังคลอด. สััตวแพทยสาร.  

58 (2): 1-11.

Suradhat, S., Kesdangsakonwut, S., Sada, W.,           

Buranapraditkun, S., Wongsawang, S. and 

Thanawongnuwech, R. 2006. Negative           

impact of porcine reproductive and                      

respiratory syndrome virus infection on the 

efficacy of classical swine fever vaccine.  

Vaccine. 24 (14): 2634-2642.

					     ค.	 ในกรณีีที่่�อ้้างอิิงตำำ�รา (textbook) ให้้

ระบุุชื่่�อผู้้�เขีียน ปีีที่่�พิิมพ์์ ชื่่�อเรื่่�อง ชื่่�อตำำ�รา (พิิมพ์์ครั้้�งที่่�

เท่่าใดและชื่่�อบรรณาธิิการหากมีี) สำำ�นักพิิมพ์์ เมืืองและ

ประเทศที่่�พิิมพ์์หน้้าแรกและหน้้าสุุดท้้ายที่่�อ้้างอิิง

Krammer, J.W. 1989. Clinical enzymology. In: 

Clinical Biochemistry of Domestic Animals.  

4th eds., edited by J.J. Kaneko.  Academic 

Press, USA.  p. 346.

					     หมายเหตุุ ชื่่�อทางวิิทยาศาสตร์์ทั้้�งภาษา

อัังกฤษและทัับศััพท์์ภาษาไทยให้้พิิมพ์์โดยใช้้ตััวอัักษรที่่�

ต่่างจากตััวเรื่่�อง



4. บทความปริิทััศน์์ (Review article)

	 4.1		วั ตถุุประสงค์์

				    -	การสำำ�รวจงานวิิจััยที่่�มีีอยู่่�แล้้ว

				    -	บทความสำำ�หรัับประมวลความรู้้�ในเรื่่�อง 

หรืือประเด็็นใดประเด็็นหนึ่่�ง

				    -	บทความที่่�แสดงถึึงการเคลื่่�อนไหว ความ

เป็็นมา เป็็นไป และ ชี้้�แนวทางการทำำ�วิจััยที่่�ควรจะเกิิดขึ้้�น		

				    -	การประเมิินสถานะความรู้้�ที่่�ผ่่านมา

				    -	การให้้ข้้อมููลแก่่ผู้้�อ่าน ถกเถีียง ตีีความ 

อภิิปราย ชี้้�แนวทาง ให้้ข้้อเสนอแนะ บอกทางบวก ทางลบ	

				    -	บทความที่่�เรีียบเรีียงโดยมีีการวิิเคราะห์์ 

วิิจารณ์์ เปรีียบเทีียบวรรณกรรมที่่�มีีการดำำ�เนิินการมาแล้้ว

จนถึึงปััจจุุบััน สัังเคราะห์์ให้้เกิิดความรู้้�ที่่�แสดงภาพของงาน

วิิจััยในหััวข้้อเรื่่�องที่่�ศึึกษา 

	 4.2 	 การลำำ�ดับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

				    4.2.1 ชื่่�อเรื่่�อง สั้้�น ชััดเจน ไม่่เยิ่่�นเย้้อ

				    4.2.2 บทคััดย่อ่ คืือบทสรุุปที่่�นำำ�มาไว้้นำำ�เรื่่�อง

 หลัักเกณฑ์์แบบเดีียวกัับงานวิิจััย แต่่ไม่่ต้้องมีีหััวข้้อต่่าง ๆ

ควรเน้้นถึึงความสำำ�คัญของเรื่่�อง ปััญหา อุุปสรรค และ          

ข้้อเสนอแนะ หรืือบทวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นและของผู้้�เขีียนเอง	

				    4.2.3 บทนำำ� เพื่่�อให้้ผู้้�อ่านตระหนัักถึึงความ

สำำ�คัญของเรื่่�องที่่�จะตามมา อาจมีีเอกสารอ้้างอิิงหรืือ        

ไม่่ก็็ได้้ ไม่่ควรให้้บทนำำ�ยาวเกิินไป และควรเป็็นข้้อเขีียนที่่�

เข้้าใจง่่าย

				    4.2.4 เน้ื้�อเรื่่�อง ไม่่มีีกฎเกณฑ์์ตายตััวใด ๆ           

ในเรื่่�องหััวข้้อของเน้ื้�อเรื่่�อง แต่่ขึ้้�นกัับเรื่่�องที่่�ผู้้� เขีียน               

เรีียบเรีียง ควรแบ่่งเป็็นหััวข้้อใหญ่่ ๆ  และอาจมีีหััวข้้อย่อ่ย

ตามจำำ�เป็็น ผู้้� เขีียนสามารถนำำ�ข้อมููล ความคิิดเห็็น            

ข้้อวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นมาเสนอในรููปใหม่่ ซึ่่�งอาจเป็็น รููป

ตาราง รููปภาพ กราฟฯ แต่่ไม่่ควรลอกสิ่่�งเหล่่านี้้�มาลงโดย

ไม่่ได้้ดััดแปลง ตััดทอน หรืือเรีียบเรีียงใหม่่ หากทำำ�เช่่นนั้้�น

ควรให้้เครดิิตแก่่เจ้้าของเรื่่�อง ถ้้าเป็็นข้้อความควรจััดอยู่่�ใน

เครื่่�องหมายคำำ�พูด

				    4.2.5 บทวิิจารณ์์ ควรมีีการวิิจารณ์์ของ                   

ผู้้�เรีียบเรีียง เพื่่�อให้้ผู้้�อ่านคล้้อยตามในประเด็็นที่่�ผู้้�เขีียน 

เห็็นว่่าสำำ�คัญ หากมีีข้้อโต้้แย้้งในเรื่่�องใด ผู้้�เขีียนควรหา

ประจัักษ์์พยานมาอ้้างอิิง และสรุุปเป็็นข้้อยุุติิ หากยัังมีี            

ข้้อสงสััย ควรเสนอแนะให้้มีีการศึึกษาค้้นคว้้าเพิ่่�มเติิม		

				    4.2.6. คำำ�ขอบคุุณ โดยปกติิจะไม่่มีี แต่่หาก           

ผู้้�เขีียนได้้รัับความช่่วยเหลืือต่่าง ๆ ในการเรีียบเรีียงและ

จััดเตรีียมต้้นฉบัับ เช่่น การหาข้้อมููล รููปภาพ กราฟ ตา

รางฯ จากผู้้�อื่่�น และนำำ�สิ่่�งนั้้�นมาตีีพิิมพ์์โดยไม่่มีีการ

ดััดแปลง ก็็ควรขออนุุญาตเจ้้าของและแสดงความขอบคุณุ

ไว้้ในตอนนี้้�ด้้วย						    

				    4.2.7 บรรณานุุกรม ไม่่จำำ�เป็็นต้้องมีีการ

อ้้างอิิงในเน้ื้�อเรื่่�อง แต่่หลัักการเขีียนใช้้แบบเดีียวกัับ

บทความวิิจััย

5. บทความวิิจััยสั้้�น (Short communication)

	 5.1		วั ตถุุประสงค์์

				    5.1.1	 รายงานการพััฒนา/ปรัับปรุุงวิิธีีการที่่�

ใช้้ในปััจจุุบััน

				    5.1.2 	รายงานการประยุุกต์์ใช้้สาร/เครื่่�องมืือ

ต่่าง ๆ ที่่�ไม่่เคยใช้้มาก่่อน

				    5.1.3 	รายงานที่่�ข้้อมููลสมบููรณ์์ระดัับหนึ่่�ง แต่่

ต้้องรีีบเผยแพร่่

	 5.2 	รู ปแบบโดยรวม

				    5.2.1 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 5 หน้้า

กระดาษ A4

				    5.2.2 	รูปและตารางไม่่ เกิิน 2 ชิ้้�น ต่่อ

บทความ

	 5.3 	 การลำำ�ดับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

				    5.3.1 บทคััดย่่อ ความยาวไม่่เกิิน 100 คำำ�

				    5.3.2 	คำำ�สำำ�คัญ ไม่่เกิิน 5 คำำ�			 

				    5.3.3 	คำำ�นำำ�

				    5.3.4 	อุปกรณ์์และวิิธีีการ

				    5.3.5 	ผลและวิิจารณ์์

				    5.3.6 	สรุุปและข้้อเสนอแนะ

				    5.3.7 	กิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรืือไม่่ก็็ได้้

				    5.3.8 	เอกสารอ้้างอิิง 6-10 เรื่่�อง เขีียน         

รููปแบบเดีียวกัับบทความวิิจััย

6. รายงานสััตว์ป่่วย (Case report)

	 6.1		วั ตถุุประสงค์์

				    6.1.1	 รายงานการพบโรค/อาการ/กลุ่่�ม

อาการ ในสััตว์์



				    6.1.2 	รายงานการตรวจวิินิิจฉััยโรค/รอยโรค

ในสััตว์์

				    6.1.3 	รายงานการใช้้ยา/สารเคมีี/อาหาร/

แร่่ธาตุุ ในสััตว์์

	 6.2 	รู ปแบบโดยรวม

				    6.2.1. ความยาวทั้้�งหมด 4 - 10 หน้้ากระดาษ 

A4

	 6.3 	มี การเขีียนได้้ 2 แบบคืือ

				    6.3.1 แบบที่่� 1 มีีรููปแบบ คืือ แบ่่งหััวข้้อต่่าง ๆ

เหมืือนบทความวิิชาการ ได้้แก่่

					     6.3.1.1 บทคััดย่่อ 

					     6.3.1.2	 คำำ�สำำ�คัญ  ไม่่เกิิน 5 คำำ�			

				    6.3.1.3 คำำ�นำำ�

					     6.3.1.4 อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

					     6.3.1.5 ผลและวิิจารณ์์

					     6.3.1.6 สรุุปและข้้อเสนอแนะ

					     6.3.1.7 กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรืือไม่่ก็็ได้้		

					     6.3.1.8 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย

				    6.3.2 แบบที่่� 2 ไม่่มีีรููปแบบ ไม่่แบ่่งหััวข้้อ

					     6.3.2.1 บทคััดย่่อ 

					     6.3.2.2  คำำ�สำำ�คัญ ไม่่เกิิน 5 คำำ�

					     6.3.2.3 เน้ื้�อเรื่่�อง				  

					     6.3.2.4 กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรืือไม่่ก็็ได้้

					     6.3.2.5 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย



สวัสดีค่ะท่านผู้อ่านทุกท่าน

	 พบกัันอีีกครั้้�งนะคะ สััตวแพทยสารฉบัับนี้้� เป็็นฉบัับปีีที่่� ๗๒ เล่่มที่่� ๑ ประจำำ�เดืือน มกราคม – 

มิิถุุนายน ๒๕๖๔ เน้ื้�อหาภายในประกอบไปด้้วยเรื่่�องราวต่่าง ๆ ที่่�เกี่่�ยวข้้องในวงการสััตว์์  มีีทั้้�งผลงาน 

วิิชาการ และบทความทางวิิชาการชนิิดต่่าง ๆ ซึ่่�งเห็็นได้้ว่่าเน้ื้�อหามีีความหลากหลายและมีีความสำำ�คัญ        

ในแวดวงปศุุสััตว์์และสััตว์์เลี้้�ยง จึึงหวัังว่่าทุุกท่่านจะได้้นำำ�ผลงานเหล่่านี้้� ไปใช้้ให้้เป็็นประโยชน์์

	 ในนามของสาราณีียากร ใคร่่ขอกราบขอบพระคุุณ ผู้้�ทรงคุุณวุุฒิิทุุกท่่านที่่�กรุุณาให้้เกีียรติิเป็็น

อย่่างสููงในการพิิจารณาผลงานทางวิิชาการ  สำำ�หรัับลงตีีพิิมพ์์ในสััตวแพทยสารฉบัับนี้้� และผู้้�ส่งผลงาน

วิิชาการมาเพื่่�อลงตีีพิิมพ์์ไว้้ ณ ที่่�นี้้�ด้้วยค่่ะ

						      	สั ตวแพทย์์หญิงมนทกานติ์์� จิิระธัันห์์

								              สาราณียากร

สารจากสาราณีียากร
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 การตรวจหาและจำำ�แนกชนิิดไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยโดยวิิธีี 

one-step multiplex RT-PCR

One-step multiplex RT-PCR method

for detection and serotyping of foot and mouth disease virus

ร่่มพฤกษ์์ อุุดล*  สหวััชร์์ อึ้้�งวนิิชบรรณ  กิ่่�งกานต์์ บุุญสุุยา สีีโย

Romphruke Udon*   Sahawatchara Ungvanijban  Kingkarn Boonsuya Seeyo

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.

Keywords: foot and mouth disease, ELISA typing,virus isolation, one-step Multiplex RT-PCR
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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�          
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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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ระบาดวิิทยาเชิิงโมเลกุุลของไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอ

ที่่�พบในประเทศไทยระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-2562

Epidemiology of Foot and Mouth Disease Virus serotype O

in Thailand during 2017-2019

ร่่มพฤกษ์์ อุุดล*  สหวััชร์์ อึ้้�งวนิิชบรรณ  กิ่่�งกานต์์ บุุญสุุยา สีีโย

Romphruke Udon* Sahawatchara Ungvanijban  Kingkarn Boonsuya Seeyo

Abstract

	 Backgrounds: Until 2015, three lineages of foot and mouth disease virus (FMDV) serotype O had 

been found in Thailand including O/SEA/Mya-98, O/ME-SA/PanAsia and O/Cathy before O/ME-SA/         

Ind2001e was found in 2016.  Due to economic loss caused by FMD outbreak, vaccine produced by Thai 

DLD using O/TAI/189/87 as the virus seed is currently used as a main effective control measure.                 

To suggest that the vaccine can possibly protect against all the lineages, a molecular epidemiological 

study of FMDV serotype O in Thailand during 2017-2019 was performed.

	 Methods: From 109 field isolates of FMDV serotype O collected during 2017-2019, the lineages 

were defined using VP1 gene nucleotide sequencing.  Then, a phylogenetic tree was constructed using 

neighbor-joining method with 1,000 bootstrap values in MEGA version 7.0. 

	 Results: Based on VP1 nucleotide identity, 6, 14 and 89 isolates were identified in O/SEA/Mya-98, 

O/ME-SA/PanAsia and O/ME-SA/Ind2001e lineages, respectively.  Phylogenetic analysis showed that the 

O/SEA/Mya-98 lineage was grouped with the previously outbreak viruses in Thailand.  The O/ME-SA/

PanAsia lineage was clustered with those isolated from Cambodia in 2015. The predominant lineage, O/

ME-SA/Ind2001e, shared the group with the strains found in Myanmar and Thailand in 2016. 

	 Conclusion: FMDV serotype O isolates that caused outbreaks in Thailand during 2017-2019 were 

closely related to those viruses previously caused outbreaks in Thailand and Southeast Asia region.           

Besides, the O/ME-SA/Ind2001e lineage predominantly found in this study was continuously increased 

from 2017 to 2019.

Key words: molecular epidemiology, FMD virus serotype O, Thailand
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: ไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอที่่�พบระบาดในประเทศไทยจนถึึงปีี พ.ศ. 2558 พบ 3 

สายพัันธุ์์�ได้้แก่่ O/SEA/Mya-98, O/ME-SA/PanAsia และ O/Cathy ต่่อมาในปีี พ.ศ. 2559 พบสายพัันธุ์์� O/ME-SA/    

Ind2001e โรคปากและเท้้าเปื่่�อยเป็็นโรคที่่�มีีผลกระทบทางเศรษฐกิิจอย่างมาก จึึงต้้องมีีการป้องกัันโรค การทำำ�วััคซีีนก็

เป็็นการป้้องกัันและควบคุุมโรคปากและเท้้าเปื่่�อยที่่�มีีประสิิทธิิภาพวิิธีีหนึ่่�ง กรมปศุุสััตว์์ใช้้เชื้้�อไวรััส O/TAI/189/87 เป็็น  

virus seed เพื่่�อหาข้้อมูลว่่าวัคัซีนีที่่�ใช้้สามารถคุ้้�มโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยซีีโรไทป์โอได้้ทุุกสายพัันธุ์์�ที่่�พบการระบาด จึึงต้้องมีี

การศึึกษาทางระบาดวิิทยาเชิิงโมเลกุุลเพื่่�อให้้ทราบสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยซีีโรไทป์โอ ที่่�พบระหว่่างปีี 

พ.ศ. 2560-2562 

	วิ ิธีีการ: ตััวอย่่างเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอที่่�ระบาดในท้้องที่่�ของประเทศไทยระหว่่างปีี พ.ศ. 2560–

2562 จำำ�นวน 109 ตััวอย่าง นำำ�มาถอดรหััสสารพัันธุุกรรมบริิเวณยีีน VP1 วิิเคราะห์์ เปรีียบเทีียบผลของการเรีียงลำำ�ดัับ          

นิวิคลีโีอไทด์ (multiple sequence alignment) และสร้้างแผนภูมิูิต้้นไม้้แสดงความสััมพันัธ์ทางพันัธุกุรรม (phylogenetic 

analysis) โดยใช้้โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป MEGA version 7.0 ด้้วยวิิธีี neighbor-joining โดยทำำ�การทดสอบความน่่าเชื่่�อถืือของ

แผนภููมิิต้้นไม้้ แสดงความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรม โดยวิิธีี Bootstrap เป็็นจำำ�นวน 1,000 ซ้ำำ��

	 ผล: พบไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอสายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98, O/ME-SA/PanAsia และ O/ME-SA/         

Ind2001e จำำ�นวน 6, 14 และ 89 ตััวอย่่างตามลำำ�ดัับ ผลการวิิเคราะห์์ Phylogenetic analysis พบว่่าเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์� 

O/SEA/Mya-98 มีีความใกล้้เคีียงกัับไวรััสที่่�เคยระบาดมาก่่อนหน้้านี้้�ในประเทศไทย ส่่วนเชื้้�อไวรัสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/ 

PanAsia มีีความใกล้้เคีียงกัับไวรัสั O/ME-SA/PanAsia จากประเทศกัมัพูชูาปีี พ.ศ. 2558 และเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/

Ind2001e ซึ่่�งพบมากที่่�สุุด มีีความใกล้้เคีียงกัับไวรััส O/ME-SA/Ind2001e ที่่�ระบาดในประเทศเมียีนมาและประเทศไทย ปีี 

พ.ศ. 2559 

	 สรุุป: ไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอที่่�ระบาดในประเทศไทยในช่่วงปีี พ.ศ. 2560–2562 ยัังมีีความใกล้้เคีียง

กัับไวรััสที่่�เคยระบาดมาก่่อนหน้้านี้้�ทั้้�งในประเทศ และในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ โดยพบสายพัันธุ์์� O/ME-SA/             

Ind2001e มากที่่�สุุด และมีีแนวโน้้มระบาดเพิ่่�มมากขึ้้�นจาก พ.ศ. 2560 ถึึง 2562

คำำ�สำำ�คััญ: ระบาดวิิทยาเชิิงโมเลกุุล ไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอ ประเทศไทย

บทนำำ�

	 โรคปากและเท้้าเปื่่�อย (Foot and Mouth Disease, FMD) เป็็นโรคระบาดที่่�สำำ�คััญในสััตว์์กีีบคู่่� เกิิดจากเชื้้�อไวรััส  

ในสกุุล Aphthovirus วงศ์์ Picornaviridae เป็็น RNA ไวรััสสายเดี่่�ยว (single-stranded RNA) ทำำ�ให้้สามารถเปลี่่�ยนแปลง

ลักัษณะทางพัันธุกุรรมได้้ง่่าย (Reid et al., 2014) ทั่่�วโลกสามารถพบไวรัสัโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยได้้ถึึง 7 ซีโีรไทป์ คือื โอ เอ ซีี 

เอเชีียวััน และเซาท์์แอฟริิกัันเทอรีีทอรีี 1, 2 และ 3 (Brito et al., 2015) จากการศึึกษาองค์์ประกอบของเชื้้�อไวรััสโรคปาก

และเท้้าเปื่่�อย พบว่่าประกอบไปด้้วยโปรตีีนโครงสร้้าง (structural protein, SP) จำำ�นวน 4 ชนิิดคืือ VP1 (1D), VP2 (1B), 

VP3 (1C) และ VP4 (1A) เป็็นรููปแบบ icosahedral capsid  (Rueckert, 1996) โดยที่่�โปรตีีนชนิิด VP1 จะเป็็นส่่วนที่่�มีีการ

ผัันแปรมากที่่�สุุดเป็็นส่่วน immunogenic protein ที่่�มีีความจำำ�เพาะต่่อซีีโรไทป์และใช้้ในการศึึกษาวิิวััฒนาการของเชื้้�อ

ไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย (Bittle  et al., 1982; Domingo et al., 2003) ดัังนั้้�นการศึึกษาลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ส่่วนที่่�สร้้าง

โปรตีีนชนิิด VP1 จึึงจำำ�เป็็นในการศึึกษาทางระบาดวิิทยาโมเลกุุลของเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยเพื่่�อสืืบหาต้้นตอของ

การระบาด (Beck and Strohmaier, 1987) โดยการศึึกษายีีนส่่วนที่่�สร้้างโปรตีีน VP 1 ทำำ�ให้้สามารถจััดกลุ่่�มของเชื้้�อไวรััส
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ปากและเท้้าเป่ื่�อยที่่�ระบาดได้้ตามภููมิิภาคที่่�เกิิด (topotype) เช่่น Middle East-South Asia (ME-SA), South East Asia 

(SEA), Cathay (Chy), West Africa (WA), Indonesia-1 (ISA-1) และ Euro-South-America (Euro-SA) เป็็นต้้น (Samuel 

and Knowles, 2001; Knowles et al., 2004)

	 ในประเทศไทยเชื้้�อไวรัสัโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยพบเพียีง 3 ซีโีรไทป์ คือื ซีโีรไทป์โอ เอ และเอเชีียวันั ปััจจุบุันัพบเพียีง 2 

ซีีโรไทป์์ คืือ โอ และเอ ส่่วนซีีโรไทป์์เอเชีียวัันไม่่พบการระบาดตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2541 (OIE, 2018) ซีีโรไทป์์เอพบเพีียงสายพัันธุ์์�

เดีียวคืือ A/Asia/Sea-97 ซึ่่�งพบการระบาดได้้ทั่่�วไปในแถบภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้และเอเชีียตะวัันออก (Paton  

et al., 2010; Abdul-Hamid et al., 2011; Seeyo et al., 2020) ต่่างกัับเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอ               

ซึ่่�งจากการตรวจวิินิิจฉััยของศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อยภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ (ศออ.) ในช่่วงหลายปีีที่่�           

ผ่่านมาพบสายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98 มากถึึง 95% ซึ่่�งยัังพบได้้ในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้และเอเชีียตะวัันออก 

(Knowles et al., 2012; Muroga et al., 2012; Park et al., 2013) ส่่วนสายพัันธุ์์� O/ME-SA/PanAsia ที่่�พบได้้ทั่่�วไปใน

แถบเอเชีีย (Gleeson, 2002; Mason et al., 2003; Brito et al., 2017) พบการระบาดได้้ประปรายในประเทศไทย               

เช่่นเดีียวกัับสายพัันธุ์์� O/Cathay (Blacksell et al., 2019) นอกจากนี้้�มีีรายงานการระบาดของโรคปากและเท้้าเปื่่�อย         

สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind2001 ในภููมิิภาคเอเชีียใต้้และเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ (Subramaniam et al, 2015; Qiu et al., 

2017) การป้้องกัันและควบคุุมโรคปากและเท้้าเปื่่�อย โดยใช้้วััคซีีนจึึงเป็็นสิ่่�งจำำ�เป็็นอย่่างยิ่่�งในประเทศไทย ดัังนั้้�นการศึึกษา

ข้้อมููลการระบาดของสายพัันธุ์์�ไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอในท้้องที่่�จะเป็็นประโยชน์์ในการเลืือกใช้้ไวรััสที่่�เป็็น 

vaccine seed อย่่างเหมาะสม และให้้ความคุ้้�มโรคที่่�ครอบคลุุมทุุกสายพัันธุ์์�ที่่�ระบาดในประเทศเพื่่�อการป้้องกัันและ

ควบคุุมโรคที่่�มีีประสิิทธิิภาพมากยิ่่�งขึ้้�น ทางคณะผู้้�วิิจััยจึึงได้้ศึึกษาทางระบาดวิิทยาเชิิงโมเลกุุลของเชื้้�อไวรััสโรคปากและ          

เท้้าเป่ื่�อยซีีโรไทป์์โอที่่�พบระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-2562 ในครั้้�งนี้้� 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่างเชื้้�อไวรััส

	ตั ัวอย่่างเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอที่่�ได้้จากการตรวจจำำ�แนกชนิิดไวรััสโดยวิิธีี ELISA typing และวิิธีี 

virus isolation (OIE, 2019) โดยสุ่่�มเลืือกตััวอย่่างจากโคเนื้้�อ โคนม และกระบืือ ที่่�เกิิดการระบาดในท้้องที่่�ทั่่�วทุุกภาคของ

ประเทศไทยระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-2562 ยกเว้้นภาคตะวัันออกที่่�ไม่่พบการระบาดของโรคปากและเท้้าเปื่่�อย จำำ�นวน 109 

ตััวอย่่าง โดยเป็็นตััวอย่่างปีี พ.ศ. 2560, 2561 และ 2562 จำำ�นวน 16, 39 และ 54 ตััวอย่่าง ตามลำำ�ดัับ

การสกััด RNA ของเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย

	นำ ำ�ตัวัอย่างเชื้้�อไวรัสัโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยซีโีรไทป์โอที่่�ผ่่านการตรวจจำำ�แนกชนิิดไวรัสแล้้วมาสกััด RNA โดยใช้้ชุุดสกััด 

E.Z.N.A.® Viral RNA Kit (OMEGA, BIO-TEX, USA) ตามวิิธีีการที่่�ผู้้�ผลิิตแนะนำำ�

การตรวจสอบสารพัันธุุกรรมของไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอโดยวิิธีี RT-PCR (VP1 region) 

	 เตรียีมน้ำำ��ยา master-mix สำำ�เร็็จรูปู LightCycler® Multiplex RNA Virus Master (Roche Diagnostic, Germany) 

13 µl ผสมกัับชุุดไพรเมอร์์ ตามตารางที่่� 1 ที่่�ความเข้้มข้้น 20 µM ชนิิดละ 1 µl เติิม RNA จำำ�นวน 5 µl รวมทั้้�งสิ้้�น 20 µl 

ผสมให้้เข้้ากััน จากนั้้�นนำำ�ไปเพิ่่�มจำำ�นวนสารพัันธุุกรรมด้้วยเครื่่�อง C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-rad®, USA)          

โดยเพิ่่�มอุุณหภููมิิในขั้้�นตอน  reverse transcription เป็็น 50°C นาน 30 นาทีี และ enzyme activation ที่่� 95°C นาน 15 

นาทีีตามด้้วย ขั้้�นตอนในการเพิ่่�มปริิมาณ DNA ดัังนี้้� denaturation 95°C 1 นาทีี, annealing 60°C 1 นาทีี, extension 

72°C 2 นาทีี รวม 35 รอบ และ final extension 72°C 5 นาทีี (Knowles et al., 2016) จากนั้้�นนำำ�ผลิิตภััณฑ์์ PCR ที่่�ได้้ 
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มาผ่่านกระบวนการ electrophoresis ใน 1.5% agarose gel ใน TBE buffer โดยจะให้้ผลการตรวจสอบเป็็นบวก                 

เมื่่�อพบแถบของสารพัันธุุกรรมของผลิิตภััณฑ์์ และผลลบเมื่่�อไม่่พบแถบของสารพัันธุุกรรมของผลิิตภััณฑ์์

ตารางที่่� 1  ไพรเมอร์์ที่่�ใช้้ในขั้้�นตอน RT-PCR (VP1 region) ของไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอ (Knowles et al., 2016)

ซีโรไทป์ ชื่อไพร์เมอร์ ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์  (5’ – 3’) ตำ�แหน่งยีน ขนาดของ PCR (bp)

โอ
O-1C272F TBGCRGGNCTYGCCCAGTACTAC VP3 1135

EUR-2B52R GACATGTCCTCCTGCATCTGGTTGAT 2B -

การหาลำำ�ดับเบสของสารพันัธุกุรรมไวรัสัโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยซีโีรไทป์โอโดยวิธิี ีnucleotide sequencing (VP1 region)

	นำ ำ�ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์ PCR ที่่�ได้้จาก RT-PCR มาหาลำำ�ดัับเบสของสารพัันธุุกรรมตามวิิธีีการของ Knowles et al. 

(2016) โดยทำำ�ให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วย QIAquick PCR purification kit (QIAGEN, Germany) ตามคำำ�แนะนำำ�ของบริิษััทผู้้�ผลิิต          

จากนั้้�นทำำ�การหาลำำ�ดัับเบสสารพันธุกรรมโดยใช้้น้ำำ��ยาสำำ�เร็็จรููป BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit           

(Applied Biosystems, USA) ตามคำำ�แนะนำำ�ของผู้้�ผลิิตโดยใช้้น้ำำ��ยาจำำ�นวน 9 µl ใส่่รวมกัับไพรเมอร์์ NK72  (Sequence 

5’ – 3’: GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC) ซึ่่�งเป็็น universal reverse sequencing primer ที่่�ความเข้้มข้้น 3.2 pmol 

จำำ�นวน 1 µl รวมทั้้�งหมด 10 µl ผสมให้้เข้้ากััน จากนั้้�นนำำ�ไปเข้้าเครื่่�อง C1000 touch™ Thermal Cycler (Bio-rad®, 

USA) ตั้้�งอุุณหภููมิิ enzyme activation ที่่� 96°C นาน 5 นาทีี ตามด้้วย denaturation 96°C 10 วิินาทีี annealing 50°C 

5 วิินาทีี extension 60°C 4 นาทีี รวม 25 รอบ นำำ�ผลิตภัณฑ์์ที่่�ได้้ไปกำำ�จััดน้ำำ��ยา BigDye ส่่วนเกิินด้วย ZR DNA                       

Sequencing Clean-up KitTM (Zymo Research Corporation, USA) ตามคำำ�แนะนำำ�ของบริิษััทผู้้�ผลิิต จากนั้้�นนำำ�ไปหา

ลำำ�ดัับเบสของสารพัันธุุกรรมโดยใช้้เครื่่�อง ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA.)

การสร้้างและวิิเคราะห์์แผนภููมิิต้้นไม้้ (Phylogenetic analysis)

	วิ ิเคราะห์์ผลของลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์ จำำ�นวน 639 bp จากนั้้�นนำำ�มาเปรีียบเทีียบการเรีียงลำำ�ดัับของนิิวคลีีโอไทด์                

(nucleotide sequence) โดยใช้้โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป BioEdit version 7.2.5 (Hall, 1999) วิิเคราะห์์หาความเหมืือนของ 

ลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (% Identity matrix of nucleotide sequence) และสร้้างแผนภููมิิต้้นไม้้แสดงความสััมพัันธ์์ทาง

พัันธุุกรรมโดยอาศััยการเปรีียบเทีียบการเรีียงลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ในส่่วนที่่�สร้้างโปรตีีน VP1 หลายๆตััวอย่่างพร้้อมกัันโดยใช้้

โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป MEGA version 7.0 ด้้วยวิิธีี neighbor-joining โดยทำำ�การทดสอบความน่่าเชื่่�อถืือของแผนภููมิิต้้นไม้้

แสดงความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรม โดยวิิธีี Bootstrap เป็็นจำำ�นวน 1,000 ซ้ำำ�� (Kumar et al., 2016)

ผลและวิิจารณ์์

	ผ ลการตรวจสอบ nucleotide sequencing (VP1 region) วิิเคราะห์์และสร้้างแผนภููมิิต้้นไม้้ของตััวอย่่างไวรััสโรค

ปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอในช่่วงปีี พ.ศ. 2560–2562 รวมทั้้�งหมด 109 ตััวอย่่าง พบว่่าเป็็นเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์� O/SEA/

Mya-98, O/ME-SA/PanAsia และ O/ME-SA/Ind2001e จำำ�นวน 6, 14 และ 89 ตััวอย่่าง ตามลำำ�ดัับ ดัังตารางที่่� 2 โดย

เชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98 ที่่�พบ 6 ตััวอย่่าง สามารถจำำ�แนกเป็็นในปีี พ.ศ. 2560 พบ 1 ตััวอย่่าง ในปีี พ.ศ. 2561 

พบ 5 ตััวอย่่าง และในปีี พ.ศ. 2562 ไม่่พบตััวอย่่าง ส่่วนเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/PanAsia พบ 14 ตััวอย่่างโดยในปีี 

พ.ศ. 2560, 2561 และ 2562 พบ 2, 8 และ 4 ตััวอย่่าง ตามลำำ�ดัับ ส่่วนเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind2001e พบมาก

ที่่�สุุด 89 ตััวอย่่าง โดยปีี พ.ศ. 2560, 2561, 2562 พบ 13, 26 และ 50 ตััวอย่่าง ตามลำำ�ดัับ
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	 เมื่่�อวิิเคราะห์์การระบาดของไวรััสสายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98 พบเพีียง 6 ตััวอย่่าง ในปีี พ.ศ. 2560 และ 2561 และ

ไม่่มีีรายงานในปีี พ.ศ. 2562 ทั้้�งนี้้�อาจเนื่่�องจากจำำ�นวนตััวอย่่างที่่�ส่่งตรวจไม่่มากพอ หรืือเชื้้�อมีีการระบาดลดลงเนื่่�องจากการ

ฉีดีวัคัซีีนได้้ผลดีเีนื่่�องจากเชื้้�อไวรัสัในวัคัซีีนปัจจุบัุันมีคีวามเหมืือนของลำำ�ดับันิวิคลีโีอไทด์มากกว่่าสายพันัธุ์์�อื่่�น ซึ่่�งแตกต่่างจาก

รายงานของ Linchongsubongkoch et al. (2018) พบว่่าสายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98 เกิิดการระบาดมากที่่�สุุดในประเทศ

ในช่่วงปีี พ.ศ. 2547-2554 เมื่่�อวิิเคราะห์์ความเหมืือนของลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (% Identity matrix of nucleotide               

sequence) ของไวรััสสายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98 ที่่�ระบาดในช่่วงปีี พ.ศ. 2560-2561 พบว่่าไวรััสสายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98 

มีีความใกล้้เคีียงกัับไวรััสในประเทศไทยที่่�เคยระบาดในปีี พ.ศ. 2559 (O/TAI/328/2016 และ O/TAI/293/2016R2) โดยมีี

ความเหมืือนคิิดเป็็น 89.6– 97.6% ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นว่่าไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอ สายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98 ใน

ประเทศไทย มีีความเป็็นไปได้้ที่่�จะเกิิดจากการระบาดของสายพัันธุ์์�เดิิม และมีีความใกล้้เคีียงกัับไวรััส O/TAI/189/87          

reference strain ซึ่่�งใช้้เป็็น virus seed ในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์มากกว่่า 87%

ตารางที่่� 2  ผลการตรวจไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอ โดยวิิธีี nucleotide sequencing (VP1 region)

ปี พ.ศ. 
สายพันธุ์ของซีโรไทป์โอ

จำ�นวนตัวอย่างรวม
O/SEA/ Mya-98 O/ME-SA/PanAsia O/ME-SA/Ind2001e

2560 1 2 13 16

2561 5 8 26 39

2562 - 4 50 54

รวม 6 14 89 109

รููปที่่� 1 ตััวอย่่างเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยชนิิด O/SEA/Mya-98 ปีี พ.ศ. 2560–2561 จำำ�นวน 6 ตััวอย่่าง

 O/TAI/1/2011 (*RRL)

 O/TAI/43/2012 (*RRL)

 O/TAI/45/2015 (*RRL)

 O/TAI/14-1/2014 (*RRL)

 O/TAI/20-1/2014 (*RRL)

 O/TAI/328/2016 (*RRL)

 O/TAI/127-1/2017 (*RRL)

 O/TAI/192/2018 (*RRL)

 O/TAI/156/2018 (*RRL)

 O/TAI/170-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/174/2018 (*RRL)

 O/TAI/139/2018 (*RRL)

 O/MYA/4/2017 (*RRL)

 O/TAI/293/2016R2 (*RRL)

 O/TAI/131-4/2015 (*RRL)

 O/TAI/118/2016 (*RRL)

 O/TAI/229/2015 (*RRL)

 O/TAI/15-1/2013 (*RRL)

 O/MYA/7/98 (DQ164925)

 O/TAI/189/87reference strain (*RRL)

Mya-98

 O/CAM/12/94 (AJ294907)

 O/CAM/11/94 (AJ294906)
Cam-94

SEA

 O/IND/53/79 (AF292107)

 O/IND/R2/75* (AF204276)

 O1/Manisa/TUR/69 (AY593823)

 O/TAI/49/2018 (*RRL)

 O/TAI/1/18R3 (*RRL)

 O/TAI/139/2017 (*RRL)

 O/TAI/81/17 (*RRL)

 O/TAI/42-2/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/36/2018 (*RRL)

 O/TAI/54/2018R2 (*RRL)

 O/LAO/4/2018 (*RRL)

 O/TAI/33-3/2018 (*RRL)

 O/LAO/9/2018 (*RRL)

 O/TAI/53-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/35-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/101-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/104/2019 (*RRL)

 O/TAI/162-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/100-1/2019 (*RRL)

 O/CAM/13/2015 (*RRL)

 O/CAM/4/2015 (*RRL)

 O/CAM/6/2013 (*RRL)

 O/VIT/47/2013 (KY492072)

PanAsia

Ind-2001a O/KUW/3/1997 (DQ164904)

Ind-2001b O/OMN/7/2001 (DQ164941)

Ind-2001c O/UAE/4/2008 (KM921876)

 O/BHU/3/2009 (KM921814)

 O/LAO/11/2015 (*RRL)

 O/LAO/15/2015 (*RRL)

Ind-2001d

 O/TAI/181/2019 (*RRL)

 O/TAI/133/2019 (*RRL)

 O/TAI/149/2019 (*RRL)

 O/TAI/132-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/138/2019 (*RRL)

 O/TAI/292/2019 (*RRL)

 O/TAI/238-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/145-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/105-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/129/2019 (*RRL)

 O/TAI/113/2019 (*RRL)

 O/TAI/240/2019 (*RRL)

 O/TAI/195-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/153/2019 (*RRL)

 O/TAI/110/2019 (*RRL)

 O/TAI/287/2019 (*RRL)

 O/TAI/109-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/143/2019 (*RRL)

 O/TAI/222-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/221-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/225/2019 (*RRL)

 O/TAI/269-3/2019 (*RRL)

 O/TAI/106-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/148/2019 (*RRL)

 O/TAI/268-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/196/2019 (*RRL)

 O/TAI/242/2019 (*RRL)

 O/TAI/154/2019 (*RRL)

 O/TAI/243-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/198/2019 (*RRL)

 O/TAI/128-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/205/2019 (*RRL)

 O/TAI/184-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/197/2019 (*RRL)

 O/TAI/227/2019 (*RRL)

 O/TAI/179-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/131-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/229/2019 (*RRL)

 O/TAI/213/2019 (*RRL)

 O/TAI/232/2019 (*RRL)

 O/TAI/187/2019 (*RRL)

 O/TAI/159-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/107/2019 (*RRL)

 O/TAI/236/2019 (*RRL)

 O/TAI/146-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/175-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/86/2019 (*RRL)

 O/TAI/93-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/58/2018 (*RRL)

 O/TAI/65/2018 (*RRL)

 O/TAI/50/2018 (*RRL)

 O/TAI/193-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/182-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/181/2018 (*RRL)

 O/TAI/200/2018 (*RRL)

 O/TAI/171-2/2018 (*RRL)

 O/TAI/169/2018 (*RRL)

 O/TAI/145/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/119-2/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/109/2017 (*RRL)

 O/TAI/11-2/2017 (*RRL)

 O/TAI/47/2017R2 (*RRL)

 O/TAI/45/2017 (*RRL)

 O/TAI/44/2017 (*RRL)

 O/TAI/25-2/2017 (*RRL)

 O/TAI/224/2018 (*RRL)

 O/TAI/19/2019 (*RRL)

 O/TAI/62-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/94-2/2018 (*RRL)

 O/TAI/1/2019 (*RRL)

 O/TAI/104/2018 (*RRL)

 O/TAI/91-1/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/83/2018 (*RRL)

 O/TAI/81-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/113/2018 (*RRL)

 O/TAI/98-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/110/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/101-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/225/2016R3 (*RRL)

 O/TAI/126/2017 (*RRL)

 O/TAI/142-1/2017R3 (*RRL)

 O/TAI/160/2017 (*RRL)

 O/TAI/140/2017 (*RRL)

 O/TAI/135/2017 (*RRL)

 O/TAI/10/2018 (*RRL)

 O/TAI/95/2017 (*RRL)

 O/TAI/24/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/30/2018 (*RRL)

 O/TAI/7/2018 (*RRL)

 O/TAI/4/2017 (*RRL)

 O/TAI/315/2016 (*RRL)

 O/MYA/6/2017 (*RRL)

 O/MYA/32/2017 (*RRL)

 O/MUR/19/2016 (MG972510)

 O/MYA/12/2016 (*RRL)

 O/MYA/13/2016 (*RRL)

Ind-2001e

ME-SA

                          O/HKN/21/70 (AJ294911)

 O/HKN/6/83 (AJ294919)

 O/PHI/7/96 (AJ294926)

CATHAY

77

73

78

92

100

100

99

77

100

86

99

9196

99

97

99

100

99

100

99

81
98

98

100

85

77

85

99

100

86

96

74

77

99

98

94

96
77

81

77

100

100

0.02

2560

  2561
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	ส่ ่วนเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/PanAsia ซึ่่�งเคยพบระบาดในประเทศประปราย จากการตรวจวิินิิจฉััยของ ศออ.   

(ข้้อมููลไม่่ได้้ตีีพิิมพ์์) ก่่อนที่่�จะกลัับมาระบาดอีีกครั้้�งในช่่วงปีี พ.ศ. 2560-2562 มีีแนวโน้้มการระบาดไม่่มากนัักถ้้าเทีียบกัับ

เชื้้�อไวรัสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind2001e โดยไวรัสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/PanAsia ที่่�ระบาดในครั้้�งนี้้�มีีความเหมืือนกับ

ตััวอย่่างเชื้้�อไวรัสสายพัันธุ์์� O/ME-SA/PanAsia จากประเทศกััมพููชาปีี พ.ศ. 2558 (O/CAM/13/2015 และO/

CAM/4/2015) ดัังรููปที่่� 2 โดยมีีความเหมืือนของลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์คิิดเป็็น 96.2–97.6% แสดงให้้เห็็นว่่าไวรััสสายพัันธุ์์� O/

ME-SA/PanAsia ที่่�ระบาดในประเทศไทยเป็็นสายพัันธุ์์�เดีียวกัับสายพัันธุ์์�ที่่�ระบาดในภููมิิภาคนี้้�เช่่นกัันซึ่่�งไวรััส O/ME-SA/

PanAsia อาจจะเกิิดการระบาดภายในประเทศจากการลัักลอบเคลี่่�อนย้้ายสััตว์์ตามแนวชายแดนที่่�ติิดกัับประเทศกััมพููชา

 O/TAI/1/2011 (*RRL)

 O/TAI/43/2012 (*RRL)

 O/TAI/45/2015 (*RRL)

 O/TAI/14-1/2014 (*RRL)

 O/TAI/20-1/2014 (*RRL)

 O/TAI/328/2016 (*RRL)

 O/TAI/127-1/2017 (*RRL)

 O/TAI/192/2018 (*RRL)

 O/TAI/156/2018 (*RRL)

 O/TAI/170-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/174/2018 (*RRL)

 O/TAI/139/2018 (*RRL)

 O/MYA/4/2017 (*RRL)

 O/TAI/293/2016R2 (*RRL)

 O/TAI/131-4/2015 (*RRL)

 O/TAI/118/2016 (*RRL)

 O/TAI/229/2015 (*RRL)

 O/TAI/15-1/2013 (*RRL)

 O/MYA/7/98 (DQ164925)

 O/TAI/189/87reference strain (*RRL)

Mya-98

 O/CAM/12/94 (AJ294907)

 O/CAM/11/94 (AJ294906)
Cam-94

SEA

 O/IND/53/79 (AF292107)

 O/IND/R2/75* (AF204276)

 O1/Manisa/TUR/69 (AY593823)

 O/TAI/49/2018 (*RRL)

 O/TAI/1/18R3 (*RRL)

 O/TAI/139/2017 (*RRL)

 O/TAI/81/17 (*RRL)

 O/TAI/42-2/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/36/2018 (*RRL)

 O/TAI/54/2018R2 (*RRL)

 O/LAO/4/2018 (*RRL)

 O/TAI/33-3/2018 (*RRL)

 O/LAO/9/2018 (*RRL)

 O/TAI/53-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/35-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/101-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/104/2019 (*RRL)

 O/TAI/162-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/100-1/2019 (*RRL)

 O/CAM/13/2015 (*RRL)

 O/CAM/4/2015 (*RRL)

 O/CAM/6/2013 (*RRL)

 O/VIT/47/2013 (KY492072)

PanAsia

Ind-2001a O/KUW/3/1997 (DQ164904)

Ind-2001b O/OMN/7/2001 (DQ164941)

Ind-2001c O/UAE/4/2008 (KM921876)

 O/BHU/3/2009 (KM921814)

 O/LAO/11/2015 (*RRL)

 O/LAO/15/2015 (*RRL)

Ind-2001d

 O/TAI/181/2019 (*RRL)

 O/TAI/133/2019 (*RRL)

 O/TAI/149/2019 (*RRL)

 O/TAI/132-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/138/2019 (*RRL)

 O/TAI/292/2019 (*RRL)

 O/TAI/238-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/145-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/105-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/129/2019 (*RRL)

 O/TAI/113/2019 (*RRL)

 O/TAI/240/2019 (*RRL)

 O/TAI/195-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/153/2019 (*RRL)

 O/TAI/110/2019 (*RRL)

 O/TAI/287/2019 (*RRL)

 O/TAI/109-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/143/2019 (*RRL)

 O/TAI/222-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/221-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/225/2019 (*RRL)

 O/TAI/269-3/2019 (*RRL)

 O/TAI/106-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/148/2019 (*RRL)

 O/TAI/268-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/196/2019 (*RRL)

 O/TAI/242/2019 (*RRL)

 O/TAI/154/2019 (*RRL)

 O/TAI/243-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/198/2019 (*RRL)

 O/TAI/128-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/205/2019 (*RRL)

 O/TAI/184-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/197/2019 (*RRL)

 O/TAI/227/2019 (*RRL)

 O/TAI/179-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/131-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/229/2019 (*RRL)

 O/TAI/213/2019 (*RRL)

 O/TAI/232/2019 (*RRL)

 O/TAI/187/2019 (*RRL)

 O/TAI/159-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/107/2019 (*RRL)

 O/TAI/236/2019 (*RRL)

 O/TAI/146-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/175-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/86/2019 (*RRL)

 O/TAI/93-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/58/2018 (*RRL)

 O/TAI/65/2018 (*RRL)

 O/TAI/50/2018 (*RRL)

 O/TAI/193-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/182-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/181/2018 (*RRL)

 O/TAI/200/2018 (*RRL)

 O/TAI/171-2/2018 (*RRL)

 O/TAI/169/2018 (*RRL)

 O/TAI/145/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/119-2/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/109/2017 (*RRL)

 O/TAI/11-2/2017 (*RRL)

 O/TAI/47/2017R2 (*RRL)

 O/TAI/45/2017 (*RRL)

 O/TAI/44/2017 (*RRL)

 O/TAI/25-2/2017 (*RRL)

 O/TAI/224/2018 (*RRL)

 O/TAI/19/2019 (*RRL)

 O/TAI/62-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/94-2/2018 (*RRL)

 O/TAI/1/2019 (*RRL)

 O/TAI/104/2018 (*RRL)

 O/TAI/91-1/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/83/2018 (*RRL)

 O/TAI/81-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/113/2018 (*RRL)

 O/TAI/98-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/110/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/101-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/225/2016R3 (*RRL)

 O/TAI/126/2017 (*RRL)

 O/TAI/142-1/2017R3 (*RRL)

 O/TAI/160/2017 (*RRL)

 O/TAI/140/2017 (*RRL)

 O/TAI/135/2017 (*RRL)

 O/TAI/10/2018 (*RRL)

 O/TAI/95/2017 (*RRL)

 O/TAI/24/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/30/2018 (*RRL)

 O/TAI/7/2018 (*RRL)

 O/TAI/4/2017 (*RRL)

 O/TAI/315/2016 (*RRL)

 O/MYA/6/2017 (*RRL)

 O/MYA/32/2017 (*RRL)

 O/MUR/19/2016 (MG972510)

 O/MYA/12/2016 (*RRL)

 O/MYA/13/2016 (*RRL)

Ind-2001e

ME-SA

                          O/HKN/21/70 (AJ294911)

 O/HKN/6/83 (AJ294919)

 O/PHI/7/96 (AJ294926)

CATHAY

77

73

78

92

100

100

99

77

100

86

99

9196

99

97

99

100

99

100

99

81
98

98

100

85

77

85

99

100

86

96

74

77

99

98

94

96
77

81

77

100

100

0.02

2560
   2561

  2562

ME-SA

รููปที่่� 2 ตััวอย่่างไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ชนิิด O/ME-SA/PanAsia ปีี พ.ศ. 2560-2562 จำำ�นวน 14 ตััวอย่่าง

	 เชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind2001e มีีแนวโน้้มที่่�จะพบการระบาดเพิ่่�มขึ้้�น โดยในปีี พ.ศ. 

2560, 2561 และ 2562 พบการระบาดเพิ่่�มขึ้้�นจาก 13, 26 และ 50 ตััวอย่่าง ตามลำำ�ดัับ ซึ่่�งมีีแนวโน้้มเป็็นสายพัันธุ์์�ของไวรััส

โรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอที่่�จะพบการระบาดในปีต่่อ ๆ ไป ส่่วนความเหมืือนของลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อไวรััส 

สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind2001e ที่่�ระบาดในช่่วงปีี พ.ศ. 2560-2562 มีีความเหมืือนกัับตััวอย่่างเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�              

O/ME-SA/Ind2001e ที่่�พบในประเทศเมีียนมาและไทยเมื่่�อปี พ.ศ. 2559 (Bachanek-Bankowska et al., 2018)                 

ดัังรููปที่่� 3 โดยมีีความเหมืือนของลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์คิิดเป็็น 94.3-98.9% ซึ่่�งเป็็นตััวอย่่างของเชื้้�อไวรััสโรคปากและ          

เท้้าเปื่่�อยที่่�เก็็บจากประเทศเมีียนมาที่่�มีีการระบาดในช่่วงปลายปีี พ.ศ. 2558 (Qiu et al., 2017) นัับเป็็นการระบาดของ

เชื้้�อไวรัสสายพัันธุ์์�นี้้�เป็็นครั้้�งแรกในประเทศเมีียนมาที่่�มีีพรมแดนติดกัับประเทศในเอเชีียใต้้ เช่่น อิินเดีีย บัังกลาเทศ ที่่�พบ

การระบาดของเชื้้�อไวรัสชนิิดนี้้�อยู่่�ก่อนแล้้ว (Subramaniam et al., 2015) ซึ่่�งการระบาดของเชื้้�อไวรัสสายพัันธุ์์�นี้้�ใน

ประเทศไทยอาจเกิิดจากการค้้าปศุุสััตว์์หรืือสิินค้้าปศุุสััตว์์จำำ�นวนมากที่่�นำำ�เข้้ามาจากประเทศเมีียนมา (กรมปศุุสััตว์์, 2562) 

หรืือการลัักลอบเคลื่่�อนย้้ายตามแนวชายแดน จากแนวโน้้มการเพิ่่�มขึ้้�นของการพบเชื้้�อไวรััส O/ME-SA/Ind2001e ทำำ�ให้้

คาดว่่าจะพบการระบาดมากขึ้้�นในอนาคต
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 O/TAI/1/2011 (*RRL)

 O/TAI/43/2012 (*RRL)

 O/TAI/45/2015 (*RRL)

 O/TAI/14-1/2014 (*RRL)

 O/TAI/20-1/2014 (*RRL)

 O/TAI/328/2016 (*RRL)

 O/TAI/127-1/2017 (*RRL)

 O/TAI/192/2018 (*RRL)

 O/TAI/156/2018 (*RRL)

 O/TAI/170-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/174/2018 (*RRL)

 O/TAI/139/2018 (*RRL)

 O/MYA/4/2017 (*RRL)

 O/TAI/293/2016R2 (*RRL)

 O/TAI/131-4/2015 (*RRL)

 O/TAI/118/2016 (*RRL)

 O/TAI/229/2015 (*RRL)

 O/TAI/15-1/2013 (*RRL)

 O/MYA/7/98 (DQ164925)

 O/TAI/189/87reference strain (*RRL)

Mya-98

 O/CAM/12/94 (AJ294907)

 O/CAM/11/94 (AJ294906)
Cam-94

SEA

 O/IND/53/79 (AF292107)

 O/IND/R2/75* (AF204276)

 O1/Manisa/TUR/69 (AY593823)

 O/TAI/49/2018 (*RRL)

 O/TAI/1/18R3 (*RRL)

 O/TAI/139/2017 (*RRL)

 O/TAI/81/17 (*RRL)

 O/TAI/42-2/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/36/2018 (*RRL)

 O/TAI/54/2018R2 (*RRL)

 O/LAO/4/2018 (*RRL)

 O/TAI/33-3/2018 (*RRL)

 O/LAO/9/2018 (*RRL)

 O/TAI/53-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/35-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/101-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/104/2019 (*RRL)

 O/TAI/162-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/100-1/2019 (*RRL)

 O/CAM/13/2015 (*RRL)

 O/CAM/4/2015 (*RRL)

 O/CAM/6/2013 (*RRL)

 O/VIT/47/2013 (KY492072)

PanAsia

Ind-2001a O/KUW/3/1997 (DQ164904)

Ind-2001b O/OMN/7/2001 (DQ164941)

Ind-2001c O/UAE/4/2008 (KM921876)

 O/BHU/3/2009 (KM921814)

 O/LAO/11/2015 (*RRL)

 O/LAO/15/2015 (*RRL)

Ind-2001d

 O/TAI/181/2019 (*RRL)

 O/TAI/133/2019 (*RRL)

 O/TAI/149/2019 (*RRL)

 O/TAI/132-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/138/2019 (*RRL)

 O/TAI/292/2019 (*RRL)

 O/TAI/238-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/145-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/105-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/129/2019 (*RRL)

 O/TAI/113/2019 (*RRL)

 O/TAI/240/2019 (*RRL)

 O/TAI/195-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/153/2019 (*RRL)

 O/TAI/110/2019 (*RRL)

 O/TAI/287/2019 (*RRL)

 O/TAI/109-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/143/2019 (*RRL)

 O/TAI/222-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/221-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/225/2019 (*RRL)

 O/TAI/269-3/2019 (*RRL)

 O/TAI/106-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/148/2019 (*RRL)

 O/TAI/268-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/196/2019 (*RRL)

 O/TAI/242/2019 (*RRL)

 O/TAI/154/2019 (*RRL)

 O/TAI/243-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/198/2019 (*RRL)

 O/TAI/128-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/205/2019 (*RRL)

 O/TAI/184-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/197/2019 (*RRL)

 O/TAI/227/2019 (*RRL)

 O/TAI/179-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/131-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/229/2019 (*RRL)

 O/TAI/213/2019 (*RRL)

 O/TAI/232/2019 (*RRL)

 O/TAI/187/2019 (*RRL)

 O/TAI/159-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/107/2019 (*RRL)

 O/TAI/236/2019 (*RRL)

 O/TAI/146-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/175-1/2019 (*RRL)

 O/TAI/86/2019 (*RRL)

 O/TAI/93-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/58/2018 (*RRL)

 O/TAI/65/2018 (*RRL)

 O/TAI/50/2018 (*RRL)

 O/TAI/193-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/182-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/181/2018 (*RRL)

 O/TAI/200/2018 (*RRL)

 O/TAI/171-2/2018 (*RRL)

 O/TAI/169/2018 (*RRL)

 O/TAI/145/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/119-2/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/109/2017 (*RRL)

 O/TAI/11-2/2017 (*RRL)

 O/TAI/47/2017R2 (*RRL)

 O/TAI/45/2017 (*RRL)

 O/TAI/44/2017 (*RRL)

 O/TAI/25-2/2017 (*RRL)

 O/TAI/224/2018 (*RRL)

 O/TAI/19/2019 (*RRL)

 O/TAI/62-2/2019 (*RRL)

 O/TAI/94-2/2018 (*RRL)

 O/TAI/1/2019 (*RRL)

 O/TAI/104/2018 (*RRL)

 O/TAI/91-1/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/83/2018 (*RRL)

 O/TAI/81-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/113/2018 (*RRL)

 O/TAI/98-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/110/2018R2 (*RRL)

 O/TAI/101-1/2018 (*RRL)

 O/TAI/225/2016R3 (*RRL)

 O/TAI/126/2017 (*RRL)

 O/TAI/142-1/2017R3 (*RRL)

 O/TAI/160/2017 (*RRL)

 O/TAI/140/2017 (*RRL)

 O/TAI/135/2017 (*RRL)

 O/TAI/10/2018 (*RRL)

 O/TAI/95/2017 (*RRL)

 O/TAI/24/2018R1 (*RRL)

 O/TAI/30/2018 (*RRL)

 O/TAI/7/2018 (*RRL)

 O/TAI/4/2017 (*RRL)

 O/TAI/315/2016 (*RRL)

 O/MYA/6/2017 (*RRL)

 O/MYA/32/2017 (*RRL)

 O/MUR/19/2016 (MG972510)

 O/MYA/12/2016 (*RRL)

 O/MYA/13/2016 (*RRL)

Ind-2001e

ME-SA

                          O/HKN/21/70 (AJ294911)

 O/HKN/6/83 (AJ294919)

 O/PHI/7/96 (AJ294926)

CATHAY
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0.02

2560

  2562
  2561

รููปที่่� 3 ตััวอย่่างไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยชนิิด O/ME-SA/Ind2001e ปีี พ.ศ. 2560 –2562 จำำ�นวน 89 ตััวอย่่าง

	รู ูปที่่� 4 เมื่่�อพิิจารณา Phylogenetic tree และเปรีียบเทีียบความเหมืือนของลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของไวรััส O/

TAI/189/87 reference strain ซึ่่�งใช้้เป็็น virus seed ในวัคัซีีนกรมปศุสุัตัว์ปััจจุบุันั กับัไวรัสั O/TAI/139/2018 (สายพัันธุ์์� 

SEA/Mya-98), ไวรัส O/TAI/36/2018 (สายพัันธุ์์� ME-SA/PanAsia) และ ไวรัส O/TAI/30/2018 (สายพัันธุ์์� ME-SA/          

Ind2001e) พบว่่ามีีความเหมืือนคิิดเป็็น 88.8%, 87.1% และ 83.4% ตามลำำ�ดัับ ซึ่่�งพบว่่าสายพัันธุ์์� ME-SA topotype 

แยกกิ่่�งจากสายพัันธุ์์� SEA/Mya-98 อย่่างชััดเจน 
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 O/TAI/189/87reference strain (*RRL)

O/SEA/Mya-98 O/TAI/139/2018 (*RRL)

O/ME-SA/PanAsia O/TAI/36/2018 (*RRL)

O/ME-SA/Ind2001e O/TAI/30/2018 (*RRL)

100

0.02

รููปที่่� 4   แสดง Phylogenetic tree O/TAI/189/87 reference strain seed vaccine เปรีียบเทีียบกัับไวรััส สายพัันธุ์์� O/SEA/Mya-98,
           O/ME-SA/PanAsia และ O/ME-SA/Ind2001e

สรุุปผลและข้้อเสนอแนะ

	ผ ลการศึึกษาพบว่่าเชื้้�อไวรััสโรคปากและเท้้าเปื่่�อยซีีโรไทป์์โอที่่�ระบาดในประเทศไทยในช่่วงปีี พ.ศ. 2560–2562        

มีีความใกล้้เคีียงกัับไวรััสที่่�เคยระบาดมาก่่อนหน้้านี้้�ทั้้�งในประเทศ และในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ โดยพบการ

ระบาดของสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind2001e มากที่่�สุุด จากข้้อมูลการศึึกษานี้้�กรมปศุุสััตว์ควรมีีการคัดเลืือกสายพัันธุ์์�เชื้้�อ         

O/ME-SA/Ind2001e มาใช้้เป็็น virus seed ในวััคซีีนเพิ่่�มเติิม เนื่่�องจากมีีอุุบััติิการณ์์ของโรคมากขึ้้�นในประเทศไทย และ

เป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�ตรงกัับการระบาดในปัจจุุบััน เพื่่�อให้้สััตว์มีีภููมิิคุ้้�มโรคที่่�สููงเพีียงพอ รวมทั้้�งควรจะมีีการทดสอบความคุ้้�มโรค

ของวััคซีีนที่่�ผลิตอยู่่�กับเชื้้�อไวรัสทุุกสายพัันธุ์์� เพื่่�อพิิจารณาความเหมาะสมของการผลิต virus seed ในวััคซีีนที่่�ให้้ความ          

คุ้้�มโรคที่่�ครอบคลุุมสายพัันธุ์์�ที่่�พบในประเทศ
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การศึึกษาทางพยาธิิวิิทยาจากรอยโรคที่่�ผิิวหนัังของแพะเนื้้�อ

ที่่�ติิดเชื้้�อโรคปากเปื่่�อยพุุพองตามธรรมชาติิ

Pathological study of contagious ecthyma from skin lesion

in naturally infected meat goats

ภููริิดา ศรีีพิิพััฒนกุุล*  วรา วรงค์์  เจษฎา รััตโณภาส  สมจิิตร รุุจิิขวััญ

Phurida Sripipattanakul*  Vara Varong  Jedsada Ratthanophart  Somjit Rujikwan

Abstract

	 Backgrounds: Contagious ecthyma is a zoonotic viral disease, causing problems of meat goat  

farming in Thailand. It can cause different types of skin lesions around lip resulting in misdiagnosis of 

other virus-induced skin lesions. The aim of the study is to describe pathological characteristics of skin 

lesions from naturally orf viral infected meat goats for final and differential diagnosis. 

	 Methods: The goat-skin samples were collected from 16-infected meat goats. The samples were 

sent to confirm infection of contagious ecthyma and rule out foot and mouth disease by real-time PCR, 

and real-time RT-PCR, respectively. Pathological study was conducted including gross pathology,  

histopathology and ultrastructural study. 

	 Results: The samples were positive for contagious ecthyma, and were negative for foot and mouth 

disease. Gross pathology revealed hard dark scabs 100% (16/16) and erythema 6.25% (1/16) on lip 100% 

(16/16) and in nostril 25% (4/16). Histopathological study found main lesions in epidermal layer of both 

types of the samples. The 93.75% (15/16) scab lesion samples only had lesions at the top layer of  

epidermis with hyperkeratosis whereas, the 6.25% (1/16) scab lesion sample showed in all of epidermal 

layer. The erythema lesion sample presented ballooning degeneration with eosinophilic intracytoplasmic 

inclusions, and the inclusions were round and oval shaped, size 1-15 µm, in keratinocyte of stratum  

spinosum layer. Ultrastructural study found round shaped virions (150 nm) and oval shaped virions  

(150-180 nm x 250-300 nm) in cytoplasm of keratinocyte which morphologic and size consistent with orf 

virus.

	 Conclusions: The characteristic pathological formation in this study is particularly useful for final 

and differential diagnosis of contagious ecthyma in naturally infected meat goats. Besides, the proper 

samples for pathological diagnosis are epidermal skin of erythematous and scab lesions. 

Keywords:  Orf virus, contagious ecthyma, meat goat, pathological study
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 บทคััดย่่อ

	ที่่� มาของการศึึกษา: โรคปากเปื่่�อยพุุพองเป็็นโรค 

ติดิเช้ื้�อไวรััสที่่�ติิดต่่อระหว่างสััตว์์และคนซึ่่�งก่่อปััญหาในการ

เลี้้�ยงแพะเนื้้�อในประเทศไทย โดยรอยโรคส่่วนใหญ่่ 

พบบริิเวณผิิวหนังที่่�ริิมฝีีปาก และมัักเกิิดการวินิิจฉััย 

ผิิดพลาดกัับโรคที่่�มีีรอยโรคใกล้้เคีียงกััน การศึึกษานี้้�จึึงมีี

วัตัถุปุระสงค์เ์พื่่�อนำรอยโรคที่่�ผิวิหนังัของแพะเนื้้�อที่่�ติดิเชื้้�อ

โรคปากเปื่่�อยพุพุองจากการติดิเชื้้�อตามธรรมชาติมิาศึึกษา

ทางพยาธิิวิทิยา สำหรับนำไปใช้้วินิิจฉัยัโรคและวิินิจิฉัยัแยก

โรคได้้

	วิ ธิีกีาร: เก็บ็ตัวอย่า่งผิวิหนังัจากแพะเน้ื้�อจำนวน 16 

ตัวั ส่ง่ตรวจยืืนยัันการเกิิดโรคปากเป่ื่�อยพุุพองและโรคปาก

และเท้้าเปื่่�อยทางไวรััสวิิทยาด้้วยเทคนิิค real-time PCR 

และ real-time RT-PCR ตามลำดัับจากนั้้�นนำตััวอย่่าง

ผิิวหนัังดัังกล่่าวมาศึึกษารอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา  

จุุลพยาธิิวิิทยา และศึึกษาระดัับจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอน 

	ผ ล: การตรวจทางไวรััสวิิทยาพบว่าทุุกตัวอย่่างให้้

ผลบวกต่่อ orf virus และให้้ผลลบต่่อ foot and mouth 

disease virus การศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยาพบว่่าแพะ 

ทุุกตััวแสดงรอยโรคเฉพาะที่่�ผิิวหนังริิมฝีีปาก และ 25% 

(4/16) พบต่่อเนื่่�องไปที่่�รููจมููก โดยรอยโรคที่่�พบมีี 2 แบบ 

ได้้แก่่ แบบผื่่�นแดง 6.25% (1/16) และแบบสะเก็็ด 100% 

(16/16) การศึึกษาทางจุลุพยาธิวิิทิยาในตัวัอย่า่งทั้้�ง 2 แบบ 

พบรอยโรคส่วนใหญ่ที่่�ชั้้�นหนังกำพร้้า โดยรอยโรคแบบ

สะเก็็ด 93.75% (15/16) พบเพีียงส่่วนบนของชั้้�น 

หนัังกำพร้้า และแสดงรอยโรค hyperkeratosis เป็็นหลััก 

ขณะที่่�ตััวอย่่างสะเก็็ดที่่�มีีชั้้�นหนัังกำพร้้าสมบููรณ์์ 6.25% 

(1/16) นั้้�นพบรอยโรคได้้เช่่นเดีียวกัับรอยโรคแบบผื่่�นแดง

คืือ epidermal hyperplasia และการเสื่่�อมแบบ  

ballooning ที่่�มีี eosinophilic intracytoplasmic  

inclusions ซึ่่�งมีีลัักษณะกลมรีีขนาด 1-15 µm ในเซลล์์ 

keratinocyte ที่่�พบในชั้้�น stratum spinosum ของ 

หนังกำพร้้า และการศึึกษาระดัับจุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอน 

พบอนุุภาคของ virus ทั้้�งที่่�มีีรููปร่่างกลมขนาด 150 nm 

และรููปไข่่ขนาดกว้้าง 150-180 nm ยาว 250-300 nm ใน

บริิเวณไซโตพลาสซึึมของเซลล์์ keratinocyte ซึ่่�งบ่่งชี้้�ว่่า

เป็็นอนุุภาคของ orf virus

	 สรุุป: ผลการศึึกษานี้้�พบว่่ารอยโรคทางพยาธิิวิิทยา

ของโรคปากเปื่่�อยพุพุองในแพะเนื้้�อที่่�ติดิเชื้้�อตามธรรมชาติิ

มีลีักัษณะจำเพาะสามารถนำไปใช้้เป็็นข้้อมููลในการวินิจิฉััย

โรคและวิินิิจฉััยแยกโรคได้้ โดยตำแหน่่งที่่�เหมาะสมใน 

การเก็็บตััวอย่่างสำหรับการวินิิจฉััยโรคทางพยาธิิวิิทยาคืือ

ผิิวหนังส่่วนหนังกำพร้้าของรอยโรคแบบผื่่�นแดงและแบบ

สะเก็็ด 

คำสำคััญ: Orf virus โรคปากเปื่่�อยพุุพอง แพะเนื้้�อ การ

ศึึกษาทางพยาธิิวิิทยา 

บทนำ

	 โรคปากเปื่่�อยพุุพอง (contagious ecthyma, 

scabby mouth หรืือ orf) เป็็นโรคติิดต่่อของผิิวหนัังที่่�

สำคััญในแพะ-แกะสามารถติิดต่่อจากสััตว์์สู่่�คน และพบได้้

ทั่่�วโลก เกิิดจาก orf virus ใน genus Parapoxvirus 

family Poxviridae ซ่ึ่�งเป็็น double-stranded DNA 

virus รููปไข่่ (Delhon, 2017) ขนาดยาว 230-300 nm 

และกว้้าง 130-150 nm (Nashiruddullah et al., 2018) 

รอยโรคมักพบจำเพาะที่่�ผิิวหนังโดยทำให้้เกิิดผื่่�นแดง  

(erythema) ผื่่�นราบ (macule) ตุ่่�มนููน (papule)  

ตุ่่�มน้้ำใส (vesicle) ตุ่่�มหนอง (pustule) และกลายเป็็น

สะเก็็ดแห้้งแข็็ง (crust) ที่่�ลอกหลุุดเป็็นแผลเป็็น (scar) 

(Wang and Luo, 2018) กรณีีเกิิดโรครุุนแรงอาจพบ 

รอยโรคที่่�ผิิวหนัังเปลืือกตา เต้้านม กีีบ และอวััยวะเพศ  

ส่ง่ผลให้้การเจริญิเติิบโตลดลงเนื่่�องจากกินและเดิินลำบาก 

(de la Concha-Bermejillo et al., 2003) อัตัราการป่วย

อาจถึึง 100% และอััตราการตายประมาณ 5-15% สััตว์์ที่่�

หายป่่วยสามารถสร้้างภูมิูิคุ้้�มกันัได้้นาน 2-3 ปี ีและกลับมา

เป็็นอีีกได้้แต่่หายเร็็วขึ้้�น นอกจากนี้้�ภููมิิคุ้้�มกัันต่่อโรคนี้้� 

ไม่่สามารถส่่งผ่่านทางน้้ำนม ทำให้้แพะอายุุน้้อยมีีความ

เสี่่�ยงสููงกว่่าแพะเต็็มวััย (Constable et al., 2017)

	 ในประเทศไทยแพะเป็็นสััตว์์เศรษฐกิิจที่่�กรมปศุุสััตว์์

มีีนโยบายพััฒนาอาชีีพการเลี้้�ยงให้้ยั่่�งยืืน มีีผลผลิตที่่�มีี

คุุณภาพเพีียงพอต่่อการบริิโภคภายในประเทศและการ 

ส่่งออก รวมถึึงส่่งเสริิมการพัฒนาสู่่�อุตสาหกรรมฮาลาล 

(สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ, 2559) อย่่างไรก็็ตามปััญหา
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ด้้านสุุขภาพสัตว์์อาจทำให้้ได้้ผลผลิตไม่่เพีียงพอต่่อความ

ต้้องการ และหนึ่�งในปััญหานั้้�นคืือโรคปากเปื่่�อยพุุพองที่่� 

ก่่อปััญหาในการเลี้้�ยงแพะมานาน โดยมีีรายงานพบโรค 

ครั้้�งแรกจากฝูงแพะ-แกะในกรุงเทพมหานคร (ประภาส 

และคณะ, 2528) และมีรีายงานการตรวจพบสารพันัธุกุรรม

ของเชื้้�อด้้วยวิิธีี real-time PCR และ duplex PCR ใน 

ฝููงแพะจัังหวััดชลบุุรีี (Choe-ngern et al., 2014) รวมถึึง

มีรีายงานผลการวิเิคราะห์ ์ทดสอบ และชันัสูตูรโรคสัตัว์ข์อง

สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิพบโรคในแพะจัังหวััดลพบุุรีี 

และจัังหวััดนนทบุุรีีใน พ.ศ.2560 อีีกทั้้�งในประเทศยัังไม่่มีี

การใช้้วััคซีีนสำหรัับป้้องกัันโรค และโรคนี้้�มีีการติิดต่่อ 

ผ่่านผิิวหนังที่่�มีีแผล โดยแหล่งของเช้ื้�อไวรััสที่่�สำคััญคืือ

สะเก็็ดแผลที่่�สามารถคงทนในสิ่่� งแวดล้้อมได้้นาน  

(Constable et al., 2017) 

	ก ารวินิิจฉััยโรคนี้้�ทำได้้หลายวิิธีี ได้้แก่่ วิิธีีทาง

ภูมูิคิุ้้�มกันัวิิทยา เช่่น วิธิี ีELISA และ serum neutralization 

ซึ่่�งไม่ใ่ช่วิ่ิธีีที่่�เหมาะสมสำหรับัเป็น็วิธิีวีินิิจิฉัยัหลักั (primary 

diagnosis) เนื่่�องจากปฏิกิิริิยิาการตอบสนองทางภูมูิคิุ้้�มกันั

ต่่อ orf virus ของสััตว์์ป่่วยส่่วนใหญ่่เป็็นภููมิิคุ้้�มกัันแบบ 

พึ่่�งเซลล์์ (cell-mediated immunity) และมีี neutralizing 

antibodies ที่่�มีีความเข้้มข้้นต่่ำ (Wang and Luo, 2018) 

วิิธีีทางอณููชีีววิิทยา เช่่น เทคนิิค PCR และเทคนิิค Loop 

mediated isothermal amplification (LAMP) ยัังไม่่

สามารถทำการตรวจได้้ทุกห้้องปฏิิบััติิการ และการเพาะ

แยกเช้ื้�อซ่ึ่�งไม่่นิิยมเนื่่�องจากไวรััสนี้้�เจริิญเติิบโตช้้า (Iowa 

State University Center for Food Security and 

Public Health, 2015) นอกจากนี้้�หากใช้้การประเมินิจาก

รอยโรคอาจทำให้้เกิิดการสัับสนกัับโรคติิดเชื้้�ออื่่�น ๆ เช่่น 

โรคปากและเท้้าเปื่่�อย (foot and mouth disease; FMD) 

และฝีีดาษแพะ-แกะ (sheep pox and goat pox; SGP) 

(Hosamani et al., 2009) โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งโรคปากและ

เท้้าเป่ื่�อยที่่�มีีรายงานการวินิิจฉััยแยกโรคผิดพลาดกัับ 

โรคปากเปื่่�อยพุุพองหลายครั้้�ง เช่่น ในประเทศไทยรายงาน

ผลการตรวจตััวอย่่างผิิวหนังัแพะที่่�ส่ง่เข้้าตรวจโรคปากและ

เท้้าเปื่่�อยใน พ.ศ. 2562 ของศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและ 

เท้้าเป่ื่�อยภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ทั้้�งหมดให้้ผลลบ

ต่่อโรคปากและเท้้าเปื่่�อยแต่่ให้้ผลบวกต่่อโรคปากเปื่่�อย

พุุพองในประเทศลาวระหว่่าง พ.ศ. 2558-2559 มีีรายงาน

การพบโรคปากและเท้้าเป่ื่�อยในแพะสููงจากการวินิจิฉัยัด้้วย

ตาเปล่่า ซึ่่�งต่่อมาเมื่่�อมีีการส่่งตััวอย่่างตรวจทางห้้อง 

ปฏิิบััติกิารกลับัพบว่า่แพะเหล่า่นั้้�นเป็น็โรคปากเปื่่�อยพุพุอง 

(Windsor et al., 2017) และใน สหราชอาณาจัักร พ.ศ. 

2544 มีกีารรายงานแกะที่่�เป็น็โรคปากเปื่่�อยพุพุองผิดิพลาด

เป็็นโรคปากและเท้้าเปื่่�อยถึึง 23% (Watson, 2002) 

นอกจากนั้้�นประเทศออสเตรเลีียยัังเคยถููกปฏิิเสธการ 

ส่่งออกแกะมีีชีีวิิตไปยัังประเทศซาอุุดิิอาระเบีียเนื่่�องจาก 

พบว่่าแกะบางตััวแสดงรอยโรคปากเป่ื่�อยพุุพองซ่ึ่�งทำให้้

ประเทศปลายทางกัังวลว่่าอาจเป็็นโรคปากและเท้้าเป่ื่�อย 

(Fletcher and Crawford, 2013) ดังันั้้�นผู้้�วิจิัยัจึึงมีแีนวคิดิ

ในการนำรอยโรคที่่�ผิิวหนัังของแพะเน้ื้�อที่่�ติิดเช้ื้�อโรคปาก

เป่ื่�อยพุุพองตามธรรมชาติิมาศึึกษาทางพยาธิิวิิทยาเพื่่�อ

รวบรวมข้้อมููลรอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา (gross lesion) 

รอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยา (histopathological lesion) 

และรอย โ รคระดัั บกล้้ อ ง จุุ ลทรรศน์์ อิิ เ ล็็ กต รอน  

(ultrastructural lesion) สำหรัับนำองค์์ความรู้้�ที่่�ได้้ไปใช้้

วิินิิจฉััยโรคและวิินิิจฉััยแยกโรคทางพยาธิิวิิทยา 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

	 เก็็บตััวอย่่างผิิวหนัังโดยวิิธีี skin biopsy จาก 

แพะเนื้้�อพัันธุ์์�พื้้�นเมืือง และพัันธุ์์�ผสม อายุุระหว่่าง 4 เดืือน

ถึึง 1 ปีี จำนวน 16 ตััวที่่�แสดงรอยโรคปากเปื่่�อยพุุพอง 

ในพื้้�นที่่�อำเภอโคกโพธิ์์� จังัหวัดัปัตัตานี ีจากการระบาดของ

โรคในเดืือนธัันวาคม พ.ศ. 2561 จากนั้้�นแบ่่งตััวอย่่างเป็็น 

2 ส่ว่น ส่ว่นแรกทำการตัดแต่ง่ชิ้้�นเนื้้�อสำหรับการศึึกษาทาง

พยาธิิวิิทยาโดย fixed ตััวอย่่างด้้วย 10% formalin และ

อีกีส่วนเก็บ็ที่่�อุณุหภูมูิ ิ4 °C สำหรับส่งตรวจทางไวรัสัวิทิยา

การตรวจทางไวรััสวิิทยา 

	ตั ัวอย่่างผิิวหนังจากแพะเน้ื้�อทั้้�ง 16 ตััวส่่งตรวจ

ยืืนยัันโรคปากเป่ื่�อยพุุพองด้้วยเทคนิิค real-time PCR  

โดยใช้้ forward primer: 5’-TACACGGAGTTGGCCGT-

GATCTTGTA-3’ reverse primer: 5’-CGCCAAGTA-

CAAGAAGCTGATGA-3’และ probe sequence: 5’ 

Hex-TGCATCGAGTTGTAGATCTCGC GGT-BHQ-1 3’ 

ตามวิิธีีของ Choe-ngern et al. (2014) และทดสอบ 
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รููปที่่� 1 แสดงกราฟการเพิ่่�มจำนวน DNA ด้้วยเทคนิิค real-time PCR 	
         ในการตรวจหา orf virus จากตััวอย่่างผิิวหนัังแพะทั้้�ง 16 ตััว

Positive Negative

โรคปากและเท้้าเป่ื่�อยด้้วยเทคนิค real-time RT-PCR  

โดยใช้้ forward primer: 5’-ACTGGGTTTTACAAACCT-

GTGA-3’ reverse primer: 5’-GCGAGTCCTGCCACG-

GA-3’ และ TaqMan® probe: 5’-FAM-TCCTTTGCAC-

GCCGTGGGAC-TAMRA-3’ ตามวิิธีขีอง Callahan et al. 

(2002) 

การศึึกษาทางพยาธิิวิิทยา

	 1. การศึึกษาทางมหพยาธิวิิทิยา (gross pathology): 

บัันทึึกลัักษณะรอยโรคของแพะป่่วยทุุกตััว

	 2. การศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิทิยา (histopathology): 

นำตัวัอย่า่งที่่� fixed ด้้วย 10% formalin มาผ่า่นขบวนการ

เตรีียมเนื้้�อเยื่่�อเพื่่�อตรวจทางจุุลพยาธิิวิิทยา ย้้อมด้้วยสีี 

hematoxylin-eosin (H&E) โดยประยุุกต์์จากวิิธีีของ 

Luna (1968) และศึึกษาผ่่านกล้้องจุุลทรรศน์์แบบใช้้แสง 

	 3 .  การศึึก ษาระ ดัับจุลทรรศน์์อิิ เ ล็็กตรอน  

(ultrastructural study): นำตััวอย่่างที่่� fixed ด้้วย 10% 

formalin มาผ่า่นขบวนการมาตรฐานในการเตรียีมตัวัอย่า่ง

สำหรับการตรวจดููด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนชนิิด 

ส่่องผ่่าน (transmission electron microscope; TEM) 

โดยล้้างตััวอย่่างด้้วย phosphate buffer แล้้ว fixed ใน

น้้ำยา 1% osmium tetroxide แล้้วตัดั ultrathin-section 

ให้้หนา 100 nm ย้้อมด้้วยสีี lead citrate และ uranyl 

acetate ซึ่่�งประยุุกต์์จากวิิธีีของ เวคิิน (2524) และศึึกษา

ผ่่าน TEM ยี่่�ห้้อ HITACHI รุ่่�น HT7700 (Hitachi 

High-Technologies Corporation, Japan)

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

	 นำข้้อมููลรอยโรคทางพยาธิิที่่�พบมาวิิเคราะห์์ 

เปรีียบเทีียบกัับโรคอื่่�น ๆ ที่่�พบรอยโรคคล้้ายกััน

ผลและวิิจารณ์์

	ผ ลการตรวจทางไวรััสวิิทยาจากแพะเนื้้�อทั้้�ง 16 ตััว

ให้้ผลบวกต่อโรคปากเป่ื่�อยพุุพองด้้วยเทคนิค real-time 

PCR ดัังแสดงในรููปที่่� 1	

	 ในขณะที่่�ผลการตรวจยืืนยัันไวรััส โรคปากและ 

เท้้าเปื่่�อย ด้้วยเทคนิิค real-time RT-PCR ให้้ผลลบ 

จากตััวอย่่างผิิวหนัังทั้้�ง 16 ตััวอย่่าง 

	 ผลการศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยาในแพะเนื้้�อทั้้�ง 16 

ตััว พบแสดงลัักษณะรอยโรคเฉพาะที่่�ผิิวหนัังริิมฝีีปากยาว

ไปจนถึึงมุุมปากทั้้�งด้้านบนและล่่าง รวมถึึงพบต่อเนื่่�อง 

ไปที่่�จมููก 25% (4/16) โดยลัักษณะรอยโรคที่่�พบมีี 2 แบบ 

คืือ แบบผื่่�นแดง 6.25% (1/16) ที่่�มีลีักัษณะเป็็นผิวิหนังนูนู

สีีแดงหนาไม่่เกิิน 1 mm และแบบสะเก็็ด 100% (16/16) 

ที่่�มีีลัักษณะแข็็ง นููน ขรุุขระไม่่มีีรููปทรงแน่่ชััดมีีลัักษณะ 

เป็็นหย่อมโดยบางส่่วนเชื่่�อมต่่อกััน (multifocal-to-co-

alescing proliferative and necrotizing scabs) สีีเทา

อ่อ่นถึึงเข้้ม น้้ำตาลเข้้ม และดำ หนา 1-5 mm (รููปที่่� 2A-B) 

ทั้้�งนี้้�มีีแพะเนื้้�อ 1 ตััวที่่�แสดงรอยโรคทั้้�ง 2 แบบร่่วมกัันซึ่่�ง

อาจเกิิดจากเมื่่�อเข้้าเก็็บตัวอย่่างมีีการลุกลามของรอยโรค

ขยายไปที่่�ตำแหน่่งของรููจมููก จากการพบรอยโรคแบบ

สะเก็็ดข้้างต้้นพบว่ามีีลัักษณะและตำแหน่งของรอยโรค

สอดคล้้องกัับรายงานโรคนี้้�ในแพะป่่าประเทศตุุรกีีของ 

Ozmen and Dolu (2018) แต่่ต่่างจากรายงานใน 

แพะ-แกะของประภาส และคณะ (2528) ที่่�นอกจากพบ

สะเก็็ดที่่�ริิมฝีีปากแล้้ว ยัังพบรอยโรคเม็็ดตุ่่�มแดง (red 

vesicle) ที่่�ริมิฝีปีากและเหงืือกก่อ่นจะแตกเป็น็สะเก็ด็ และ

ต่า่งจากรายงานในลูกูแพะของ Choe-ngern et al. (2014) 

ที่่�พบตุ่่�มใส และสะเก็็ดทั้้�งบริิเวณริิมฝีีปาก จมููก และกีีบ 

ทั้้�งนี้้�รอยโรคที่่�ต่่างกัันอาจเป็็นผลจากระยะการดำเนิินของ

โรคที่่�ต่่างกััน และช่่วงวััยที่่�ต่่างกััน เช่่น สััตว์์อายุุน้้อยจะมีี

ความไวต่่อโรคที่่�มากกว่า (Constable et al., 2017) 

นอกจากนี้้�เป็็นที่่�น่่าสัังเกตว่่าผิิวหนังบริิเวณที่่�พบรอยโรค

เมื่่�อสััมผััสจะมีีเลืือดออกได้้ง่ายเนื่่�องจากรอยโรคของโรค

ปากเป่ื่�อยพุพุองมีลีักัษณะเด่น่คืือมีีเลืือดมาเลี้้�ยงจำนวนมาก 

(Hosamani et al., 2009) 
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รููปที่่� 2	 แสดงลัักษณะทางมหพยาธิิวิิทยาของแพะที่่�เป็็นโรคปากเปื่่�อยพุุพองทั้้�ง 2 แบบ
	 A: แสดงรอยโรคแบบผื่่�นแดง (->)
	 B: แสดงรอยโรคแบบสะเก็็ด ที่่�พบมีีลัักษณะแข็็ง ขรุุขระ สีีเทา-ดำ  (->)

A B

	ผ ลการศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิิทยาจากรอยโรคแบบ 

ผื่่�นแดง และแบบสะเก็็ดแสดงในตารางที่่� 1 ในส่่วนรอยโรค

แบบผื่่�นแดงซึ่่�งเป็็นบริิเวณที่่�ผิิวหนังเกิิดการเปลี่่�ยนเป็็น 

สีแีดงนั้้�น พบการเปลี่่�ยนแปลงทั้้�งชั้้�นหนังกำพร้้า (epidermis) 

และหนัังแท้้ (dermis) โดยพบ hyperkeratosis ซึ่่�งเป็็น

ความผิดิปกติของการสร้้างชั้้�นของ keratin (keratinization) 

ร่่วมกัับการเจริิญเพิ่่�มขึ้้�นของเซลล์์ชั้้�นหนัังกำพร้้า  

(epidermal hyperplasia) และพบการเจริิญของชั้้�น 

หนัังกำพร้้าขยายไปที่่�ส่่วนหนัังแท้้ที่่�เรีียกว่่า “rete pegs” 

(รููปที่่� 3A) ร่่วมด้้วย ซึ่่�งเป็็นรอยโรคทางจุุลพยาธิิที่่�พบได้้ 

เมื่่�อมีีการติดเช้ื้�อไวรััสใน family Poxviridae โดยมีีรายงาน

พบได้้ในระยะท้้ายของการติดเช้ื้�อ orf virus (Delhon, 

2017)  ในส่่วนชั้้�น stratum granulosum และ stratum 

spinosum ของชั้้�นหนังักำพร้้าพบการเสื่่�อมแบบ ballooning 

และเฉพาะในชั้้�น stratum spinosum เท่่านั้้�นที่่�พบ  

eosinophilic intracytoplasmic inclusion bodies  

ในเซลล์์ keratinocyte (รููปที่่� 3B) โดยมีีลัักษณะกลมรีี  

เป็็นปื้้�นติิดสีี eosin หลายระดัับ ขนาด 1-15 µm และ 

พบได้้ตั้้�งแต่ ่1 inclusions ขึ้้�นไป ส่ว่นชั้้�น stratum basale 

พบการแบ่่งตััวเพิ่่�มจำนวนของเซลล์์ซึ่่�งเป็็นสาเหตุให้้เกิิด

การหนาตััวของชั้้�น stratum spinosum (รููปที่่� 3B) โดย

รอยโรคที่่�พบในชั้้�นหนังกำพร้้าเหล่่านี้้�เป็็นรอยโรคทาง 

จุุลพยาธิิวิิทยาที่่�สำคััญในการติิดเชื้้�อ orf virus นอกจากนี้้�

ยัังพบการบวมน้้ำของเซลล์์ keratinocyte (epidermal 

edema หรืือ spongiosis) (รูปูที่่� 3B) ซึ่่�งรอยโรคนี้้�สามารถ

พััฒนาเป็็น microvesicle (รููปที่่� 3A) ได้้ในระยะต่่อมา 

อย่า่งไรก็ตามในส่่วนของชั้้�นหนังแท้้พบการเพิ่่�มจำนวนของ

หลอดเลืือดฝอยร่่วมกัับการคั่่�งเลืือด (รููปที่่� 3A)  ที่่�เป็็นหนึ่่�ง

ในรอยโรคสำคััญในการติดเชื้้�อ orf virus ตามธรรมชาติิ 

(Wang and Luo, 2018) 

	 จากการศึึกษารอยโรคแบบสะเก็็ดซึ่่�งโดยทั่่�วไปเป็็น

บริิเวณที่่�พบสิ่่�งคััดหลั่่�งจากการอักเสบ (exudate) ที่่�แห้้ง

ร่่วมกัับส่่วนบนของชั้้�นหนัังกำพร้้าพบว่่าจาก 16 ตััวอย่่าง

มีีเพีียง 6.25% (1/16) ที่่�พบชั้้�นหนังกำพร้้าครบสมบููรณ์ 

โดยพบรอยโรค hyperkeratosis (รููปที่่� 3C) และ rete 

pegs รวมถึึงพบการเสื่่�อมแบบ ballooning ของเซลล์์ 

keratinocyte และสามารถตรวจพบ inclusions  

(รูปูที่่� 3D) ได้้เช่น่เดียีวกับัตัวัอย่า่งผิวิหนังัจากรอยโรคแบบ

ผื่่�นแดง แต่่พบ inclusions ได้้น้้อยกว่่า ส่่วนอีีก 93.75% 

(15/16) พบเพีียงชั้้�น stratum corneum เท่่านั้้�น โดยพบ

รอยโรค hyperkeratosis ร่่วมกัับพบเศษเซลล์์ (cell  

debris) และเซลล์์อัักเสบ (inflammatory cells)  

(รููปที่่� 3D) ซึ่่�งข้้อมููลข้้างต้้นนี้้�บ่่งชี้้�ได้้ว่่าตััวอย่่างผิิวหนัังของ

แพะที่่�ติดิเชื้้�อ orf virus ที่่�แสดงรอยโรคแบบสะเก็็ดสามารถ

นำมาตรวจทางพยาธิิวิิทยาเพื่่�อวิินิิจฉััยโรคเช่่นเดีียวกัับ 

รอยโรคแบบผื่่�นแดง



- 23 - ปีที่ 72 เล่มที่ 1

ตารางที่่� 1 แสดงผลการศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิิทยาจากรอยโรคแบบผื่่�นแดง และแบบสะเก็็ดของแพะที่่�ติิดเชื้้�อโรคปากเปื่่�อยพุุพอง

Histopathological lesions 
Gross lesions

Erythema lesions (n=1) Scab lesions (n=16)
Hyperkeratosis 1 16

Epidermal hyperplasia with rete pegs 1 1

Inflammatory cell infiltration 1 16

Ballooning degeneration with eosinophilic
intracytoplasmic inclusion bodies

1 1

Capillaries proliferation 1 0

Intralesional organisms
-	 Bacteria
-	 Fungi

1
0

15
1

รููปที่่� 3 แสดงรอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยาของโรคปากเปื่่�อยพุุพองจากตััวอย่่างผิิวหนัังแพะเนื้้�อ

	 A: แสดงรอยโรค epithelial hyperplasia ร่่วมกัับพบ rete pegs (RP) ในชั้้�นหนัังกำพร้้า และชั้้�นหนัังแท้้ พบการเพิ่่�มจำนวนของหลอดเลืือด

ฝอยร่่วมกัับการคั่่�งเลืือดหลายตำแหน่่ง (->) และ microvesicle (>) จากตััวอย่่างผื่่�นแดง

	 B: แสดงภาพเซลล์์ keratinocyte ในชั้้�น stratum spinosum ที่่�พบการเสื่่�อมแบบ ballooning ร่่วมกัับพบ eosinophilic intracytoplasmic 

inclusion bodies (->) และรอยโรค spongiosis ร่่วมกัับการเพิ่่�มจำนวนของเซลล์์ในชั้้�น stratum basale (>) จากตััวอย่่างผื่่�นแดง

	 C: แสดงรอยโรค hyperkeratosis (->) และหย่่อมเลืือดออก (>) จากตััวอย่่างสะเก็็ด

	 D: แสดงภาพเซลล์์ keratinocyte ในชั้้�น stratum spinosum ที่่�พบการเสื่่�อมแบบ ballooning ร่่วมกัับพบ eosinophilic intracytoplasmic 

inclusion bodies (->) และบริิเวณที่่�พบเซลล์์อัักเสบร่่วมกัับเศษเซลล์์ (>) จากตััวอย่่างสะเก็็ด
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รููปที่่� 4 แสดงโครงสร้้างระดัับกล้้องจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนของเซลล์์ keratinocyte ที่่�ติิดเชื้้�อ orf virus
	 A: แสดงเซลล์์ keratinocyte ที่่�เกิิด cytoplasmic proteolysis ร่่วมกัับพบอนุุภาคของ orf virus (>) โดยแสดงภาพขยายที่่�ด้้านขวาบนของภาพ 
และการขยายออกของช่่องว่่างระหว่่างเซลล์์ (>)
	 B: แสดง nuclear collapse (>) และกลุ่่�ม inclusion bodies หลายขนาด (>) 
	 C: แสดง nuclear invagination (>) และ inclusion bodies ขนาดใหญ่่ (>)

	 การศึึกษาทางกล้้องจุุลทรรศน์์อิิเล็็กตรอนในการ

ศึึกษานี้้�เลืือกศึึกษาเฉพาะตัวัอย่า่งผื่่�นแดงเนื่่�องจากตัวัอย่า่ง

สะเก็็ดมีีความแข็็งมากจึึงไม่่สามารถตััดตััวอย่่างได้้ โดย 

พบเซลล์์ keratinocyte ที่่�ไม่่มีี organelle ภายใน 

ไซโตพลาสซึึม (รููปที่่� 4A-C) และการเปลี่่�ยนแปลงของเยื่่�อ

หุ้้�มนิิวเคลีียส เช่่น การขยายของ nuclear pore การเกิิด 

nuclear collapse (รูปูที่่� 4B) และ nuclear invagination 

(รููปที่่� 4C) เป็็นต้้น ซึ่่�งบ่่งถึึงเซลล์์ keratinocyte เกิิดการ

บวมน้้ำ (cytoplasmic edema) และการสลายของโปรตีน 

(cytoplasmic proteolysis) (Cheville and Lehmkuhl, 

2009) และพบ cytoplasmic inclusion bodies  

(รูปูที่่� 4B-C) รวมถึึง อนุุภาคของ virus ที่่�มีรีูปูร่่างกลมขนาด        

150 nm และรููปไข่่ขนาดกว้้าง 150-180 nm ยาว  

250-300 nm (รููปที่่� 4A) บ่่งชี้้�ว่่าเป็็น orf virus (Cheville 

and Lehmkuhl, 2009) โดยการศึึกษานี้้�พบอนุุภาคของ

ไวรััสไม่่มากนัก ทั้้�งนี้้�เนื่่�องจาก orf virus มีีกลไกการ 

หลบเลี่่�ยงจากภููมิิคุ้้�มกัันของร่่างกาย โดยสามารถเข้้าไป

หลบอยู่่�ในส่่วนของสะเก็็ดแผล (Wang and Luo, 2018) 

อย่่างไรก็ต็ามการศึึกษานี้้�ไม่่สามารถแสดง ultrastructural 

morphology ของเซลล์์ที่่�ติิดเชื้้�อได้้ทั้้�งหมดโดยเฉพาะใน

ส่ว่น fine structure ของเซลล์์เนื่่�องจากตัวอย่า่งเน้ื้�อเยื่่�อที่่�

ใช้้ศึึกษาเป็็นตััวอย่่างที่่�ใช้้ 10% formalin เป็็น pre-fixative 

ซึ่่�งสารนี้้�ไม่่สามารถรักัษาสภาพไขมันัในเซลล์์ได้้ (ณรงค์์, 2529)

	 ข้้อมููลที่่�ได้้จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�สามารถนำไปใช้้

วิินิิจฉััยแยกโรคในแพะที่่�มีีรอยโรคคล้้ายกัับโรคปากเป่ื่�อย

พุุพองได้้ เช่่น โรคปากและเท้้าเป่ื่�อย และโรคฝีีดาษ 

แพะ-แกะ เป็็นต้้น โดยโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ถึึงแม้้จะพบ

รอยโรคที่่�ผิิวหนังบริิเวณปากได้้เช่่นเดีียวกััน แต่่ส่่วนใหญ่่

เป็็นตุ่่�มใสและเปลี่่�ยนเป็็นแผลถลอกที่่�ไม่่พบการหนาตััวเป็็น

สะเก็็ดแห้้งแข็็ง (Underwood et al., 2015) ส่่วนทาง 

จุลุพยาธิวิิทิยาพบการเสื่่�อมแบบ ballooning เช่น่เดียีวกันั

แต่่ไม่่พบการเจริิญเพิ่่�มขึ้้�นของเซลล์์ชั้้�นหนัังกำพร้้า และ 

inclusion bodies (Cheville and Lehmkuhl, 2009)  

ส่่วนโรคฝีีดาษแพะ-แกะรอยโรคที่่�ผิิวหนังมัักจะกระจาย 

ทั่่�วลำตััวสััตว์์ป่่วย อีีกทั้้�งยัังพบอาการป่วยรุุนแรงกว่า 

โดยพบได้้หลายระบบ เช่น่ ระบบทางเดินิหายใจ และระบบ

ทางเดิินอาหาร (Constable et al., 2017) ส่่วนรอยโรค

ทางจุุลพยาธิิวิิทยามีีลัักษณะคล้้ายคลึึงกัันโดยสามารถ

ตรวจพบ inclusion bodies ได้้เช่่นเดีียวกัันแต่่สามารถ

จำแนกเช้ื้�อไวรััสด้้วยการศึึกษาทางกล้้องจุุลทรรศน์์

อิเิล็ก็ตรอนโดยอนุุภาคของไวรััสใน genus capripoxvirus 

เป็็นรููปอิิฐ (brick shape) แต่่ orf virus เป็็นรููปไข่่ (oval 

shape) (Delhon, 2017) โดยสามารถจำแนกความแตก

ต่่างของอาการรอยโรคทั้้�ง 3 โรคนี้้�ได้้ดัังตารางที่่� 2 

2 µm
 B

 C
 1 µm



- 25 - ปีที่ 72 เล่มที่ 1

Clinical sign/lesions Contagious Ecthyma Sheep and Goat Pox FMD

Clinical sign Non-systematic Systemic Systemic

Skin and mucosal 
lesions

- Erythema, macules, papules, 
vesicles, pustules and scabs on 
lip, muzzle, ear, eyelids, teats, 
coronary band and in oral cavity 
(gums, palate, and tongue)

- Macules, papules, vesicles (rare) 
appear to coalesce over the body, 
mucous membranes of eyes and 
nose and mucosae of mouth, 
anus, and prepuce or vagina

- Vesicle and ulcer on coro-
nary band and in oral cavity 
(gums, palate, and tongue)

Epithelial lesions - Epidermal hyperplasia
- Ballooning degeneration
- Varying size eosinophilic 
  intracytoplasmic inclusion 
  bodies
- Spongiosis

- Epidermal hyperplasia
- Hydropic degeneration
- Large eosinophilic
  intracytoplasmic inclusion bodies
- Spongiosis
- Ischemic necrosis

- Epidermal hyperplasia
- Vacuolar degeneration
- Spongiosis

Virus particle - Oval shape - Brick shape - Icosahedral shape

ตารางที่่� 2 แสดงความแตกต่างระหว่างรอยโรคของแพะเนื้้�อที่่�ติดิเชื้้�อโรคปากเป่ื่�อยพุุพอง โรคฝีีดาษแพะ-แกะและโรคปากและเท้้าเป่ื่�อย (Constable et al., 2017)

ซึ่่�งสารนี้้�ไม่่สามารถรักัษาสภาพไขมันัในเซลล์์ได้้ (ณรงค์์, 2529)

	 ข้้อมููลที่่�ได้้จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�สามารถนำไปใช้้

วิินิิจฉััยแยกโรคในแพะที่่�มีีรอยโรคคล้้ายกัับโรคปากเป่ื่�อย

พุุพองได้้ เช่่น โรคปากและเท้้าเป่ื่�อย และโรคฝีีดาษ 

แพะ-แกะ เป็็นต้้น โดยโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ถึึงแม้้จะพบ

รอยโรคที่่�ผิิวหนัังบริิเวณปากได้้เช่่นเดีียวกััน แต่่ส่่วนใหญ่่

เป็็นตุ่่�มใสและเปลี่่�ยนเป็็นแผลถลอกที่่�ไม่่พบการหนาตััวเป็็น

สะเก็็ดแห้้งแข็็ง (Underwood et al., 2015) ส่่วนทาง 

จุลุพยาธิวิิทิยาพบการเสื่่�อมแบบ ballooning เช่น่เดียีวกััน

แต่่ไม่่พบการเจริิญเพิ่่�มขึ้้�นของเซลล์์ชั้้�นหนัังกำพร้้า และ 

inclusion bodies (Cheville and Lehmkuhl, 2009)  

ส่่วนโรคฝีีดาษแพะ-แกะรอยโรคที่่�ผิิวหนังมัักจะกระจาย 

ทั่่�วลำตััวสััตว์์ป่่วย อีีกทั้้�งยัังพบอาการป่วยรุุนแรงกว่า 

โดยพบได้้หลายระบบ เช่น่ ระบบทางเดินิหายใจ และระบบ

ทางเดิินอาหาร (Constable et al., 2017) ส่่วนรอยโรค

ทางจุุลพยาธิิวิิทยามีีลัักษณะคล้้ายคลึึงกัันโดยสามารถ

ตรวจพบ inclusion bodies ได้้เช่่นเดีียวกัันแต่่สามารถ

จำแนกเช้ื้�อไวรััสด้้วยการศึึกษาทางกล้้องจุุลทรรศน์์

อิเิล็ก็ตรอนโดยอนุุภาคของไวรััสใน genus capripoxvirus 

เป็็นรููปอิิฐ (brick shape) แต่่ orf virus เป็็นรููปไข่่ (oval 

shape) (Delhon, 2017) โดยสามารถจำแนกความแตก

ต่่างของอาการรอยโรคทั้้�ง 3 โรคนี้้�ได้้ดัังตารางที่่� 2 

2 µm
 B

 C
 1 µm

	 นอกจากนี้้�โรคปากเป่ื่�อยพุุพองยัังเป็็นโรคที่่�กำจััด 

ได้้ยากเนื่่�องจากกลไกการหลบหนีีจากภููมิิคุ้้�มกัันดัังกล่่าว

ข้้างต้้น ไวรััสจึึงอยู่่�ในสะเก็็ดทำให้้สามารถปนเปื้้�อนใน

อุุปกรณ์์การเลี้้�ยง และสิ่่�งแวดล้้อมภายในฟาร์์มได้้เป็็น 

เวลานาน (Delhon, 2017) อีีกทั้้�งในสััตว์์ป่่วยตััวเดิิม

สามารถเป็็นโรคซ้้ำได้้อีก ถึึงแม้้มีีการทำวััคซีนแล้้วยััง

สามารถแพร่เช้ื้�อไวรััสได้้เพีียงแต่่ความรุุนแรงของโรคลดลง

เท่่านั้้�น (Hosamani et al., 2009) ดัังนั้้�นการควบคุม

ป้้องกัันโรคจึึงควรแยกตัวป่่วยออกจากฝูง มีีการจัดการ

ฟาร์์มที่่�ดีี ได้้แก่่ การทำความสะอาด และฆ่่าเชื้้�ออุุปกรณ์์

การเลี้้�ยง รวมถึึงพื้้�นที่่�ฟาร์์มทั้้�งหมดหลัังเกิิดโรค หรืือหาก

ทำได้้ยากอาจย้้ายพื้้�นที่่�การเลี้้�ยงใหม่่ และอีีกประการหนึ่่�ง

ที่่�ต้้องระวัังคืือปััญหาการติิดต่่อของโรคจากสััตว์์สู่่�คน 

ซึ่่�งทำให้้ผู้้�ป่่วยเกิิดตุ่่�มพอง (blister) ที่่�มีีแผลหลุุมตรงกลาง

ร่่วมกัับมีีอาการเจ็็บปวดบริิเวณผิิวหนังที่่�สััมผััสสััตว์์ป่่วย 

อย่า่งไรก็ต็ามอาการดังักล่า่วสามารถหายเองได้้ภายใน 4-8 

สัปัดาห์ ์(Ginzburg and Liauchonak, 2017) แต่่จากการ

ลงพ้ื้�นที่่�เก็็บตััวอย่่างร่่วมกัับการสััมภาษณ์์เกษตรกรผู้้�เลี้้�ยง

แพะในการศึึกษานี้้�พบว่า่ไม่ม่ีเีกษตรกรรายใดแสดงรอยโรค

ดัังกล่่าวข้้างต้้น อย่่างไรก็็ตาม สััตวแพทย์์และผู้้�ปฏิิบััติิงาน

ที่่�เกี่่�ยวข้้องควรมีความระมััดระวัังตลอดจนให้้ความรู้้�และ

สร้้างความเข้้าใจเกี่่�ยวกัับโรคนี้้�ต่่อเกษตรกรเพื่่�อป้้องกััน 

การติดต่่อของโรคระหว่างสััตว์์และคน รวมถึึงลดปััญหา

ด้้านสุุขภาพสัตว์์เพื่่�อส่่งเสริิมการเลี้้�ยงแพะให้้ยั่่�งยืืนและ 

มีีผลผลิิตที่่�มีีคุุณภาพต่่อไป

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�รอยโรคทางพยาธิิวิทิยาของโรค

ปากเปื่่�อยพุุพองในแพะเนื้้�อที่่�ติิดเชื้้�อตามธรรมชาติิมีี

ลัักษณะจำเพาะเพีียงพอสามารถใช้้เป็็นข้้อมููลในการ

วินิิจิฉัยัโรคและวิินิจิฉัยัแยกโรคได้้ ซึ่่�งการวินิจิฉัยัแยกโรคนี้้�

ต้้องใช้้การตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ่่วมด้้วย เนื่่�องจาก

ไม่่ สามารถวิินิิจฉััยแยกโรคจากรอยโรคที่่�มองเห็็นด้้วย 

ตาเปล่่าได้้ สำหรับัรอยโรคที่่�พบส่วนใหญ่อยู่่�ในชั้้�นหนังักำพร้้า 

ของตัวัอย่า่งทั้้�ง 2 แบบและสามารถพบลักษณะเฉพาะของ

โรคทางจุุลพยาธิิวิิทยาในรอยโรคแบบผื่่�นแดงชััดเจนกว่า

รอยโรคแบบสะเก็็ด ดังันั้้�นควรเลืือกเก็บ็ตัวัอย่า่งที่่�มีเีน้ื้�อเยื่่�อ

ส่่วนหนัังกำพร้้าในการส่่งวิินิิจฉััยโรคทางพยาธิิวิิทยา 
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