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Abstract

	 This study aimed to investigate the characteristics of the foot-and-mouth disease virus (FMDV) 

belonging to the O/ME-SA/Ind-2001e lineage, which was isolated from outbreaks in Prachuap Khiri Khan 

and Saraburi provinces in 2022. The findings were intended to serve as a reference for monitoring  

potential future changes in viral properties. Four virus isolates were confirmed as FMDV serotype O  

using the ELISA serotyping method. Molecular analysis identified all four isolates as belonging to the  

O/ME-SA/Ind-2001e lineage, with nucleotide sequence similarities of 97.00 – 98.10 % to the RRL reference 

FMDV strain. Vaccine matching test demonstrated that the serotype O vaccine strain produced by the 

government showed a good match with the field isolates, suggesting that the current vaccine is likely 

effective in preventing the field virus in these outbreaks.

	 Furthermore, preliminary findings indicated that the virus samples obtained from deceased adult 

dairy cattle during the 2022 outbreaks in Prachuap Khiri Khan and Saraburi provinces may represent a  

virulent strain of FMDV. These results provide fundamental insights into the viral properties of the  

outbreak strain. Further studies focusing on the genetic determinants of virulence are recommended to 

enhance understanding of highly virulent strains and to support the development of effective prevention 

and control strategies.
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กรณีีศึึกษา : การศึึกษาความรุุนแรงและคุุณสมบััติิของเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย

ซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e ที่่�แยกได้้จากระบาดในจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์

และจัังหวััดสระบุุรีี ปีี 2565

นลิินีี  หงษ์์ชุุมพล1  กิ่่�งกานต์์ บุุญสุุยา สีีโย1   จีีรนัันท์์ โชติิทิิฆััมพร1   ณััฐกานต์์ สุุวรรณกิิจวััฒน์์2

ทวีีวััฒน์์ ดีีมะการ2  จรรยา สมานิิตย์์1

บทคััดย่่อ

	 การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาคุุณสมบััติิของเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e  

ที่่�แยกได้้จากระบาดในจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีี ปีี 2565 และใช้้เป็็นแนวทางในการศึึกษาคุุณสมบััติิของ

ไวรััสที่่�อาจมีการเปลี่่�ยนแปลงของสายพัันธุ์์�ในอนาคต โดยนำตััวอย่่างเชื้้�อไวรััสที่่�เก็็บจากโคนมที่่�ป่วยและตายในการระบาด

ของโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ปีี 2565 จากจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีี จำนวน 4 ตััวอย่่าง มาตรวจทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการผลการตรวจหาและจำแนกเชื้้�อด้้วยวิิธีี ELISA typing ยืืนยัันเป็็นเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O และพบสาร

พัันธุุกรรมเชื้้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี real time RT-PCR การทดสอบเพื่่�อดููความรุุนแรงของเชื้้�อ FMDV ในเซลล์์ BHK-21 ด้้วยวิิธีี 

plaque assay พบว่่าไวรััสที่่�ได้้เกิิด Cytopathic effect ระดัับ 50% ชั่่�วโมงที่่� 30 และ 100% ชั่่�วโมงที่่� 48 ผลการตรวจลำ

ดัับนิิวคลีีโอไทด์์พบว่่าเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง ยืืนยัันเป็็นซีีโรไทป์์ O โทโปไทป์์ Middle East-South Asia (O/ME-SA)  

สายพัันธุ์์�ย่่อย Ind-2001e มีีเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์เมื่่�อเทีียบกัับไวรััสอ้้างอิิงของศููนย์์อ้้างอิิง 

โรคปากและเท้้าเปื่่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ สายพัันธุ์์� O/ME-SA/ Ind-2001e เท่่ากัับ 97.00 - 98.10%  

เมื่่�อทดสอบ vaccine matching โดยเทียีบกับัไวรัสัที่่�ใช้้ผลิติวัคัซีนีของกรมปศุสุัตัว์ ์พบว่า่ทุกุตัวัอย่า่งให้ผ้ล good matching 

แสดงให้้เห็็นว่่าไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ยัังคงให้้ความคุ้้�มโรคต่่อไวรััสที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�ที่่�นำมาศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

	จ ากผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการสรุุปเบื้้�องต้้นได้้ว่่าเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์�ย่่อย O/ME-SA/Ind-2001e 

ที่่�แยกได้้จากโคตายของจัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีีในการศึึกษานี้้�มีีความเป็็นไปได้้ที่่�จะเป็็นเชื้้�อ FMDV  

สายพัันธุ์์�ที่่�มีีความรุุนแรง อย่่างไรก็็ตามควรมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมเกี่่�ยวกัับความเปลี่่�ยนแปลงทางพัันธุุกรรมของไวรััส เพื่่�อเป็็น

ข้้อมููลสนัับสนุุนในการเฝ้้าระวัังการเปลี่่�ยนแปลงของไวรััสที่่�มีความรุุนแรงมากขึ้้�น และช่่วยประกอบการพิิจารณาคััดเลืือก

สายพัันธุ์์�วััคซีีนป้้องกัันโรค รวมถึึงเตรีียมความพร้้อมในการการปรัับมาตรการควบคุุม ป้้องกัันโรคที่่�เหมาะสมในอนาคต

คำสำคััญ: ไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย  ความรุุนแรง  O/ME-SA/Ind-2001e
﻿1ศููนย์์อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ อ.ปากช่่อง จ.นครราชสีีมา 30130
2สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ จตุุจัักร กรุุงเทพฯ 10900
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บทนำ

	 โรคปากและเท้า้เปื่่�อย (Foot and Mouth Disease, 

FMD) เป็็นโรคระบาดรุุนแรงในสััตว์์กีีบคู่่� ที่่�กำหนดอยู่่�ใน

พระราชบััญญััติิโรคระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 เกิิดจากเชื้้�อ 

foot and mouth disease virus (FMDV) ซีีโรไทป์์ที่่�พบ

การระบาดในประเทศไทยและในภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออก

เฉียีงใต้ ้ได้แ้ก่ ่ซีโีรไทป์โ์อ (O) เอ (A) และเอเชียีวันั (Asia1) 

ซึ่่�งซีีโรไทป์์ Asia1 ไม่่พบในประเทศไทยตั้้�งแต่่ปีี 2541  

(ร่่มพฤกษ์์และวิิไล, 2549) อาการสััตว์ที่่�ป่วยเป็็นโรคปาก

และเท้้าเปื่่�อยจะมีีไข้้สููง ซึึม น้้ำลายไหล เกิิดตุ่่�มใสที่่�ลิ้้�น 

เหงืือก ช่่องปาก กีีบ เต้้านม กิินอาหารไม่่ได้้ เดิินขา

กะเผลก การตรวจวินิิจฉัยโรคทางห้้องปฏิิบััติิการที่่�ใช้้เพื่่�อ

จำแนกและยืืนยััน เชื้้�อไวรััสทำได้้หลายวิิธีี เช่่น ELISA 

typing, Virus isolation, Polymerase chain reaction 

(PCR), sequencing เป็็นต้้น เนื่่�องจากเชื้้�อ FMDV เป็็น

เชื้้�อไวรััสที่่�มีีสารพัันธุุกรรมชนิิด Ribonucleic acid  

(RNA)  ที่่�มีีความแปรปรวนสููงและมีีความหลากหลายทาง

พัันธุุกรรมจึึงพบสายพัันธุ์์� ใหม่่ เกิิดขึ้้� น ได้้บ่่อยครั้้� ง  

(ร่่มพฤกษ์์, 2564) มีีรายงานการระบาดของสายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001 พบระบาดครั้้�งแรกที่่�อินเดีีย พ.ศ. 

2544 แล้้วแพร่่กระจายไปทั่่�วโลก (Hemadri et al., 

2002) นอกจากนี้้�ยัังพบการระบาดของสายพัันธุ์์�ย่่อย          

O/ME-SA/Ind-2001d และ O/ME-SA/Ind-2001e  

ในภูมูิภิาคแอฟริกิาเหนือื เอเชียีตะวันัออกกลางและเอเชียี

ตะวัันออกเฉีียงใต้้ (Bachanek-Bankowska et al., 

2018) การติิดเชื้้�อ FMDV มีีความรุุนแรงค่่อนข้้างต่่ำ 

โดยทั่่�วไปใน โคมีอีัตัราการติิดเชื้้�อสููงถึึง 100% แต่พ่บอัตัรา

การตายเพีียง 0.2-5% เท่่านั้้�น (กรมปศุุสััตว์์, 2566) 

โดยสััตว์์ที่่�ตายส่่วนใหญ่่พบเป็็นลููกสััตว์์ซึ่่�งตายจากการ 

ติิดเชื้้�อและมัักพบกล้้ามเนื้้�อหััวใจตายมีีลัักษณะวิิการที่่�

เรีียกว่่า tiger heart (Islam et al., 2017) ในการแยก

ความแตกต่่างของเชื้้�อ FMDV ชนิิดรุุนแรงและไม่่รุนุแรงใช้้

วิิธีี plaque assay โดยเพาะไวรััสในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงและ

ย้้อมสีีเพื่่�อดููการเกิิด cytopathic effect (CPE) ในเซลล์์

เพาะเลี้้�ยง ไวรััสสายพัันธุ์์�ที่่�มีความรุุนแรงจะพบการเกิิด 

plaque ที่่�มีบีริิเวณกว้้างและมีีความชััดเจนกว่่าสายพัันธุ์์�ที่่�

ไม่่รุุนแรง (Morioka et al., 2008) และการเปรีียบเทีียบ

ความรุุนแรงระหว่่างเชื้้�อ FMDV ซีโีรไทป์์ O, A และ Asia1 

โดยสัังเกตการเปลี่่�ยนแปลงลัักษณะการหดตััวของเซลล์์ 

Baby Hamster Kidney (BHK) หลัังเพาะไวรััส (Qureshi 

et al., 2022)

	 ในประเทศไทยพบระบาดของสายพัันธุ์์� O/ME-SA/

Ind-2001e ตั้้�งแต่่ปีี 2561 ในจัังหวััดแถบภาคตะวัันตก

และภาคใต้้ ในปััจจุุบัันพบระบาดทั่่�วทุุกภาคของประเทศ 

จากข้้อมููลการตรวจวินิิจฉััยในปีี 2565 ศููนย์์อ้้างอิิงโรค 

ปากและเท้้าเปื่่�อย ภูมูิภิาคเอเชีียตะวันัออกเฉียีงใต้้ (ศออ.) 

ได้้รัับตััวอย่่างจากท้้องที่่�เพื่่�อตรวจวินิิจฉััยโรคปากและ 

เท้้าเปื่่�อยจำนวน 314 ตััวอย่่าง ผลการตรวจพบเป็็น 

เชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O จำนวน 162 ตััวอย่่าง (51.59%) 

ซีีโรไทป์์ A จำนวน 45 ตััวอย่่าง (14.33%) ไม่่พบเชื้้�อ

จำนวน 31 ตััวอย่่าง (9.87%) และไม่่สามารถจำแนก 

ซีีโรไทป์์ จำนวน 76 ตััวอย่่าง (24.20%) จัังหวััด

ประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีี เป็็นจัังหวััดที่่�พบ 

การระบาดของซีีโรไทป์์ O และจากผลการวิิเคราะห์์ 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วยวิิธีี sequencing เป็็นสายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001e ซึ่่�งการระบาดของทั้้�งสองจัังหวััดนี้้�

มีี โ คนมโต เต็็ มวัั ย ป่่วยและตาย การศึึ กษาครั้้� งนี้้� 

มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาความรุุนแรงและคุุณสมบััติิของ

เชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย ซีี โรไทป์์โอ สายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001e ที่่�ระบาดในจังัหวัดัประจวบคีรีีขีันัธ์์

และจัังหวััดสระบุุรีี ในปีี 2565 และใช้้เป็็นแนวทางในการ

ศึึกษาคุุณสมบััติิของไวรััสที่่�อาจมีการเปลี่่�ยนแปลงของ 

สายพัันธุ์์�ในอนาคต

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อย

	ตั ัวอย่่างเชื้้�อไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยจากโคนม

จัังหวััดประจวบคีีรีีขัันธ์์ จำนวน 2 ตััวอย่่าง และจาก

จังัหวัดัสระบุรุี ีจำนวน 2 ตัวัอย่า่ง ตัวัอย่า่งทั้้�งหมดได้ต้รวจ

จำแนกเป็็นซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e 

นำมาเพาะแยกเชื้้�อในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง BHK-21 โดยใช้้

อาหารเลี้้� ยง เซลล์์ที่่� ไม่่มีีซีี รััม  บ่่มในตู้้�บ่่ม เซลล์์ที่่�มี ี

คาร์์บอนไดออกไซด์ 5% เมื่่�อเซลล์์เพาะเลี้้�ยงเกิิด CPE 

ประมาณ 80% แยกเชื้้�อไวรััสออกจากเซลล์์โดยแช่่แข็็ง
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เซลล์์ที่่�อุุณหภููมิิ -80 องศาเซลเซีียส และละลายที่่�อุุณหภููมิิ 

37 องศาเซลเซีียส ทำซ้้ำ 2 รอบ นำไปปั่่�นที่่�ความเร็็ว 

3,000 รอบต่่อนาทีี (rpm) ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส 

นาน 10 นาทีี แยกส่่วนใสเก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิ -80  

องศาเซลเซีียส สำหรัับใช้้ในการทดลอง 

การตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี ELISA 

typing

	 ใช้้ rabbit trapping antibody ที่่�ศููนย์์อ้้างอิิง 

โรคปากและเท้้าเป่ื่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ 

(ศออ.) เตรียมขึ้้�นเอง ซึ่่�งจำเพาะต่่อเชื้้�อ FMDV ซีโีรไทป์์ O, 

A และ Asia1 โดยในแต่่ละซีีโรไทป์์ ใช้้ความเข้้มข้้น 

ที่่� 1:5,000 นำมาเคลืือบหลุุมของ ELISA plate ชนิิด  

96 หลุุม (Thermo Scientific, Denmark) วางบนเครื่่�อง

เขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส นาน  

1 ชั่่�วโมง (หรืือเก็็บค้้างคืืนที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส) 

ล้า้ง ELISA plate 5 ครั้้�ง ด้ว้ย phosphate buffer saline 

(PBS) เตรีียมสารละลายแอนติิเจนควบคุุม (control  

antigen) และสารละลายน้้ำเลี้้�ยงไวรััส โดยเติิมลงใน  

microtube โดยใช้้ ELISA diluent (PBST) ทำการเจืือ

จางแอนติิเจนควบคุุมแบบ 5-fold serial dilution ไป 3 

dilution หยอดลงใน ELISA plate หลุมุละ 50 ไมโครลิติร 

วางบนเครื่่�องเขย่่า ในตู้้�บ่่มเชื้้�อนาน 1 ชั่่�วโมง ล้้าง ELISA 

plate 5 ครั้้�ง จากนั้้�นเติิม guinea pig detecting  

antibody ที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ที่่�จะตรวจ 

โดยใช้้ความเข้้มข้้นตามที่่�ได้้ดำเนิินการ titration ก่่อน 

นำมาดำเนิินการทดสอบ จากนั้้�นวาง ELISA plate ลงบน

เครื่่�องเขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส  

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

สารละลาย horseradish peroxidase conjugate 

(DAKO, Germany) หลุุมละ 50 ไมโครลิิตร วางบนเครื่่�อง

เขย่่าในตู้้�บ่มเชื้้�อที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส นาน  

1 ชั่่�วโมงล้้าง ELISA plate 7 ครั้้�ง แล้้วเติิม 0.01%  

tetramethylbenzidine substrate (TMB substrate) 

(Sigma-Aldrich, USA) ปล่่อยให้้เกิิดปฏิิกิิริิยาในอุุณหภููมิิ

ห้้องเป็็นเวลา 20 นาทีี เติิม stop solution (1M H
2
SO

4
) 

เพื่่�อหยุุดปฏิิกิิริิยาของ substrate แล้้วจึึงนำไปอ่่านค่่า 

optical density (OD) ที่่�ความยาวคลื่่�น 450 นาโนเมตร 

ด้้วยเครื่่�องอ่่าน ELISA reader (VersaMax, China)  

การรายงานผลเป็็นไม่่พบเชื้้�อหรืือพบเชื้้�อและระบุุเป็็น 

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อ

การตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเช้ื้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี  

real-time Reverse Transcriptase -Polymerase 

Chain Reaction (real-time RT-PCR)

	ต รวจหาสารพัันธุุกรรมของไวรััสโรคปากและ 

เท้้าเป่ื่�อยด้้วยวิิธีี real-time RT-PCR โดยสกััด RNA  

จากตััวอย่่างด้้วยชุุดสกััดสำเร็็จรููป (Omega, USA)  

เตรีียม master mix จากนั้้�นเติิม RNA product ที่่�สกััดได้้ 

5.0 µl ลงใน master mix ที่่�หยอดในหลุุม multi-well 

plate นำ plate เข้า้เครื่่�อง real-time PCR (LightCycler 

480, Roche Diagnostic, Germany) โดยตั้้�งโปรแกรม 

ดัังนี้้�

	 1)	 Reverse transcription อุุณหภููมิิ 50 องศา

เซลเซีียส นาน 10 นาทีี จำนวน 1 รอบ

	 2)	 Pre-denaturation อุุณหภููมิิ 95 องศา

เซลเซีียส นาน 30 วิินาทีี จำนวน 1 รอบ 

	 3)	 Denature and annealing อุณุหภูมูิ ิ95 องศา

เซลเซีียส นาน 5 วิินาทีี และอุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส 

นาน 30 วิินาทีี จำนวน 45 รอบ 

	 4)	 Elongation อุุณหภููมิิ 40 องศาเซลเซีียส นาน 

30 วิินาทีี จำนวน 1 รอบ 

การรายงานผล เป็็นบวก (positive) หรืือลบ (negative) 

โดยพิิจารณาจากค่่า Ct (จาก 45 รอบ)

	 - ค่่า Threshold (Ct) ต่่ำกว่่า 40 รายงานเป็็นบวก 

	 - ค่่า Threshold (Ct) สููงกว่่า 41 หรืือไม่่สามารถ

วััดค่่า Ct ได้้ รายงานเป็็นลบ

	 - ค่า่ Threshold (Ct) อยู่่�ในช่่วง 40-41 ไม่่สามารถ

สรุุปผลได้้ (inconclusive) หรืือผลไม่่แน่่ชััด

การหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี  

nucleotide sequencing ส่่วนยีีน VP1

	 นำตััวอย่่างเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง ที่่�ได้้ผ่่านการ

เพาะแยกเชื้้�อไวรัสัมาหาลำดับันิวิคลีโีอไทด์ต์ามวิธิีกีารของ 

Knowles et al. (2016) โดยการสกััด RNA ด้้วยชุุดสกััด

สำเร็็จรููป (Omega, USA) และเพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรม
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ในส่่วนของยีีนที่่�ควบคุุมการสร้้างโปรตีีน VP1 ด้้วยวิิธีี  

Reverse Transcriptase Polymerase Chain  

Reaction (RT-PCR) โดยใช้้ไพรเมอร์์สำหรัับเชื้้�อ FMDV  

ซีีโรไทป์์ O ผสมกัับน้้ำยา master mix สำเร็็จรููป Light 

Cycler Multiplex RNA Virus Master (Roche  

Diagnostic, Germany) เพิ่่�มจำนวน สารพัันธุกุรรมโดยใช้้

เครื่่�อง thermocycler (Bio-Rad, USA) จากนั้้�น 

นำผลผลิิต PCR ที่่�ได้้มาทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วย QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN, Germany) แล้้วจึึงนำมาหา

ลำดัับนิิวคลีโอไทด์์ โดยใช้้น้้ำยาสำเร็็จรูป BigDye  

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied 

Biosystems, USA) ร่่วมกัับไพรเมอร์์ NK72; (Sequence 

5’-3’: GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC) จากนั้้�นกำจััด

น้้ำยา BigDye ส่่วนเกิินด้้วย ZR DNA Sequencing 

Clean-up kit (Zymo research corporation, USA) 

ตามคำแนะนำของบริิษััทผู้้�ผลิิต แล้้วนำไปหาลำดัับเบส

ของสารพัันธุุกรรมด้้วยเครื่่�อง ABI 3500 Genetic  

Analyzer (Applied Biosystems, USA) 

การตรวจหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนม (whole 

genome sequencing, WGS) ด้วยเทคนิค next- 

generation sequencing (NGS)

	 นำ DNA library ของตััวอย่่างเชื้้�อ FMDV แต่่ละ

ตััวอย่่างมาเจืือจางให้้ได้้ความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 4 nM ด้้วย 

resuspension buffer (Illumina, USA) จากนั้้�นนำ DNA 

library ที่่�เจืือจางแล้้ว ตััวอย่่างละ 5 µl มาใส่่ผสมรวมกััน

ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml นำ DNA  

library ที่่�ผสมเข้้ากัันแล้้วปริิมาตร 5 µl มาใส่่ในหลอด 

microcentrifuge หลอดใหม่่ แล้้วเติิมสารละลาย NaOH 

ความเข้้มข้้น 0.2 N ปริิมาตร 5 µl ผสมให้้เข้้ากััน เพื่่�อ

ทำให้้ DNA library แยกเป็็น DNA สายเดี่่�ยว (denature)  

นำ DNA library ที่่�เป็น็สายเดี่่�ยวแล้้วมาเจืือจางให้้ได้้ความ

เข้ม้ข้น้สุดุท้า้ยเท่า่กับั 16 pM ด้ว้ย hybridization buffer 

(Illumina, USA) แล้้วเติิม PhiX control (Illumina, 

USA) ตามวิิธีีการของบริิษััทผู้้�ผลิิต จากนั้้�นดููด DNA  

library ปริิมาตร 600 µl ใส่่ลงในกล่่องชุุดน้้ำยา MiSeq 

Reagent Micro Kit v2 (300 cycles) (Illumina, USA) 

แล้้วนำกล่่องไปใ ส่่ ในเครื่่� อง  next -generat ion  

sequencer ยี่่�ห้้อ Illumina รุ่่�น MiSeq (Illumina, USA) 

เพื่่�อตรวจหาลำดับั  นิวิคลีโีอไทด์ท์ั้้�งจีโีนมด้ว้ยเทคนิคิ NGS 

โดยใช้้วิิธีี paired-end sequencing (2x151bp) นำ

ข้้อมููลลำดัับนิิวคลีีไทด์์ที่่� ได้้จากการตรวจด้้วยเครื่่�อง 

next-generation sequencer ซึ่่�งอยู่่�ในไฟล์์นามสกุุล 

fastq มาประเมิินคุุณภาพของข้้อมููลลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 

โดยใช้้โปรแกรม FastQC เวอร์์ชััน 0.11.9 (www.bioin-

formatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) จากนั้้�น 

ใช้้โปรแกรม Geneious เวอร์์ชััน 9.1.8 (Biomatters 

Ltd., New Zealand) ในการวิิเคราะห์์ข้้อมููลลำดัับ 

นิิวคลีีไทด์์เพื่่�อประกอบเป็็นจีีโนม (genome assembly) 

ด้้วยวิิธี ีDe novo assembly โดยใช้้ Geneious assembler 

ร่่วมกัับวิิธีี map to reference assembly โดยใช้้  

Geneious mapper และวิิเคราะห์์หาตำแหน่่งของยีีนบน

จีีโนม (genome annotation) ด้้วยวิิธีี transfer  

annotation จาก reference genome

การตรวจคุุณสมบััติิของไวรััสปากและเท้้าเปื่่�อยด้้วยวิิธีี 

Plaque assay 

	 เพาะเซลล์์ BHK-21 ในเพลทพลาสติิกชนิิด 96 

หลุุม ด้้วยอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�มีี fetal bovine serum 5% 

บ่่มในตู้้�บ่่มเซลล์์ที่่�มีีคาร์์บอนไดออกไซด์์ 5% เมื่่�อเซลล์์

เจริิญเติิบโต 80-100% เจืือจางไวรััสทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง และ

ไวรััสควบคุุมบวก ให้้เป็็น 1:8 ทุุกตััวอย่่าง จากนั้้�นเพาะใน

เซลล์์หลุุมละ 200 ไมโครลิิตร บ่่มที่่� 37 องศาเซลเซีียส 

นาน 48 ชั่่�วโมง บันัทึกึผลโดยพิิจารณาจากเปอร์เ์ซ็น็ต์แ์ละ

ชั่่�วโมงการเกิดิ CPE ที่่� 24 ชั่่�วโมง 30 ชั่่�วโมงและ 48 ชั่่�วโมง 

และบัันทึึกภาพถ่่ายของเซลล์์แต่่ละตััวอย่่างที่่�ส่อง 

ผ่่านกล้้องจุุลทรรศน์์ (Olympus) จากนั้้�น fix cell ด้้วย  

4% paraformaldehyde และล้้างด้้วย PBS 1 ครั้้�ง  

เคาะเพลทเบา ๆ และนำไปบัันทึึกภาพถ่่าย เพื่่�อใช้ ้

เปรีียบเทีียบพื้้�นที่่�การหลุุดลอกของเซลล์์เพาะเลี้้�ยงของ

ไวรััสทั้้� ง  4 ตััวอย่่าง ไวรััสควบคุุมบวกและเซลล์ ์

ควบคุุมลบ
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การหาความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยาของไวรััสที่่�ระบาด

กัับไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนด้้วยวิิธีี LP-ELISA (Vaccine 

matching หรืือ r-value) (ร่่มพฤกษ์์และสมใจ, 2555)

	 การหาความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยาของไวรััสที่่�

ระบาดในท้้องที่่�กัับไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวัคซีีนหรืือเรีียกอีีกชื่่�อ

หนึ่่�งว่่า vaccine matching หรืือ r-value โดยใช้้การ

คำนวณ

serum titer against field strain

serum titer against vaccine strain
r-value =

วิิธีีการแปลผล ดัังนี้้�

	 - r-value ≥ 0.4 หรืือ Good Matching เชื้้�อไวรััส

ในพื้้�นที่่�ไม่่มีีการเปลี่่�ยนแปลงความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยา 

ยัังจััดอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัันกัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน

	 - r-value ≥ 0.2-0.39 หรือื Moderated Matching 

เชื้้�อไวรััสในพื้้�นที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงความสััมพัันธ์์ทาง 

ซีีรััมวิิทยาปานกลางเมื่่�อเทีียบกัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีน

	 - r-value < 0.2 หรืือ Poor Matching เชื้้�อไวรััส

ในพื้้�นที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงความสััมพัันธ์์ทางซีีรััมวิิทยาสููง

หรืือจััดอยู่่�คนละกลุ่่�มกัับเชื้้�อไวรััสในวััคซีีนที่่�ระบาด

ผล

	 ผลการตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 

ตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีี ELISA typing ยืืนยัันเป็็นไวรััสปากและ

เท้้าเป่ื่�อย ซีีโรไทป์์ O ผลการตรวจหาเชื้้�อ FMDV ด้้วย 

real-time RT-PCR พบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ FMDV  

มีีค่่า Ct เท่่ากัับ 22.04, 15.11, 23.92 และ 24.86  

ตามลำดัับ (ตารางที่่� 1)

	 ผลการทดสอบความรุุนแรงในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงและ

การตรวจสอบคุุณสมบััติิด้้วยวิิธีี Plaque assay เมื่่�อนำ

ไวรััสมาเพาะเลี้้�ยงในเซลล์์ BHK-21 เพื่่�อดููการเกิิด CPE 

เป็็นเปอร์์เซ็็นต์์และระยะเวลานัับเป็็นชั่่�วโมงของการเกิิด 

CPE พบว่่าไวรััสที่่�ได้้จากสััตว์ตาย (sample 2 และ 4) เกิิด 

CPE ที่่�ระดัับ 50% ที่่�ชั่่�วโมงที่่� 30 และที่่�ระดัับ 100% ที่่�

ชั่่�วโมงที่่� 48 (ตารางที่่� 2) พบว่่าเซลล์์ที่่�เพาะไวรััส sample 

ตารางที่่� 1 ผลการตรวจสอบและจำแนกเชื้้�อ FMDV ด้้วยวิิธีี ELISA 

typing วิิธีี real-time RT-PCR และ วิิธีี nucleotide sequencing  

ส่่วนยีีน VP1 ของไวรััสตััวอย่่าง sample 1-4

ตัวอย่าง 
Field virus

จังหวัด ชนิดตัวอย่าง
ELISA 
typing

real-time RT-PCR

(Ct value)

Sample 1 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ป่วย O 22.04

Sample 2 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ตาย O 15.11

Sample 3 สระบุรี สัตว์ป่วย O 23.92

Sample 4 สระบุรี สัตว์ตาย O 24.86

2 และ 4 ซึ่่�งเป็็นไวรััสที่่�เก็็บจากสััตว์ตาย เกิิดลัักษณะ 

หดตััวกลมและมีีเซลล์์หลุุดลอกได้้อย่่างชััดเจน เมื่่�อ 

เปรีียบเทีียบกัับเซลล์์ที่่�เพาะด้้วยไวรััส sample 1 และ 3 

และ Negative control (รููปที่่� 1) เมื่่�อเพาะไวรััสจนถึึง 48 

ชั่่�วโมง พบว่่าทุุกตััวอย่่างทำให้้เซลล์์เพาะเลี้้�ยงหดตััวและ

ลอกหลุุดจากพื้้�นผิิว (รููปที่่� 2)

ตารางที่่� 2 เปอร์์เซ็็นต์์การเกิิด CPE ของเซลล์์ BHK-21 เมื่่�อเพาะด้้วย

ไวรััสตััวอย่่าง sample 1-4

ตัวอย่าง 
Field virus

จังหวัด
ชนิด 

ตัวอย่าง

% CPE

ชั่วโมงที่ 24 ชั่วโมงที่ 30 ชั่วโมงที่ 48

Sample 1 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ป่วย - 10 % 50 %

Sample 2 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ตาย 5 % 50 % 100 %

Sample 3 สระบุรี สัตว์ป่วย - 20 % 70 %

Sample 4 สระบุรี สัตว์ตาย 5 % 50 % 100 %

ตารางที่่�  3  เปรีียบเทีียบความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีี โอไทด์์  

(nucleotide sequence identity) ของไวรััสตััวอย่่าง Field virus 

sample 1, sample 2, sample 3, and sample 4 กัับไวรััสอ้้างอิิงของ

ศูนูย์อ์้า้งอิงิโรคปากและเท้า้เปื่่�อย ภูมูิภิาคเอเชียีตะวันัออกเฉียีงใต้ ้(ศออ.) 

และไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)

ตัวอย่าง 
Field virus

สายพันธุ์

% Identity

O/TAI/RRL/ 
O/Ind/ 

16-2/2020 (RRL)*

O/TAI/ 
189/87**

O/ 
Cathay**

Sample 1 O/ME-SA/Ind-2001e 96.70 83.50 81.50

Sample 2 O/ME-SA/Ind-2001e 97.00 83.80 81.80

Sample 3 O/ME-SA/Ind-2001e 98.10 83.40 82.40

Sample 4 O/ME-SA/Ind-2001e 97.10 83.70 82.00

* ไวรััสอ้้างอิิงของ ศออ.  ** ไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)
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รููปที่่� 1 ภาพถ่่ายจากกล้้องจุุลทรรศน์์ กำลัังขยาย 10 เท่่า ของการทดสอบ plaque assay หลัังเพาะไวรััสในเซลล์์ BHK-21 นาน 30 ชั่่�วโมง

รููปที่่� 2 ภาพถ่่ายจากกล้้องจุุลทรรศน์์ กำลัังขยาย 10 เท่่า การทดสอบ plaque assay หลัังเพาะไวรััสในเซลล์์ BHK-21 นาน 48 ชั่่�วโมง

sample 1 (ป่วย)

sample 1 (ป่วย)

sample 2 (ตาย)

sample 2 (ตาย)

sample 3 (ป่วย)

sample 3 (ป่วย)

sample 4 (ตาย)

sample 4 (ตาย)

Negative control

Negative control

Positive control

Positive control
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 O/TAI/121/2020 (*RRL)

 O/TAI/122/2020 (*RRL)

 O/TAI/RRL/O/Ind/16-2/2020 (*RRL)

 O/TAI/114/2020 (*RRL)

 O/TAI/124-2/2020 (*RRL)

 O/TAI/65B00124-2/2022 (*RRL)-sample 3

 O/TAI/65B00127/2022 (*RRL)-sample 4

 O/TAI/65B00108/2022 (*RRL)-sample 1

 O/TAI/65B00093/2022 (*RRL)-sample 2

 O/PAK/72/2019 (MW558046)

 O/MUR/19/2016 (MG972510)

 O/BAN/GO/Ka/236/2015 (KX712091)

Ind-2001e

 O/BHU/3/2009 (KM921814)

 O/SAU/3/2013 (KJ206910)
Ind-2001d

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

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

Ind-2001a O/KUW/3/97 (DQ164904)

PanAsia O/VIT/47/2013 (KY492072)

ME-SA

 O/CAM/11/94 (AJ294906)

 O/CAM/12/94 (AJ294907)
Cam-94      

 O/MYA/7/98 (DQ164925)

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

SEA

 O/HKN/21/70 (AJ294911)

           O/TAI/66B00065-0001/2023 (O/CATHAY P5S5 50L. 08/03/66)

 O/HKN/6/83 (AJ294919)

 O/PHI/7/96 (AJ294926)

CATHAY

100

92

74

100

98

97

88
99100

86 97

94
80

82

99 97
100

100

100100

0.02

รูปที่ 3 Phylogenetic analysis ของเชื้อ FMDV ซีโรไทป์ O ส่วนยีน VP1 ของไวรัสตัวอย่าง sample 1-4  

	 ผลการหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV ส่่วนยีีน VP1 และนำมาทำเป็็น phylogenetic analysis เพื่่�อจััดกลุ่่�ม

ของสายพัันธุ์์�ไวรััสพบว่่าเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง เป็็นซีีโรไทป์์ O อยู่่�ในโทโปไทป์์ Middle East-South Asia (O/ME-SA) 

(ตารางที่่� 3) และอยู่่�คนละโทโปไทป์์กัับไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (seed vaccine virus) ซึ่่�งอยู่่�ในโทโปไทป์์ SEA และ 

CATHAY (รููปที่่� 3) เมื่่�อเปรีียบเทีียบนิิวคลีโอไทด์์ที่่�ได้้จากวิิธี ีwhole genome sequencing กับันิิวคลีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV 

ที่่�มีีรายงานใน GenBank ที่่�พบในประเทศอื่่�น ๆ พบว่่าเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง จััดอยู่่�ในกลุ่่�มสายพัันธุ์์�ย่่อย  

Ind-2001e ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�พบระบาดเพิ่่�มขึ้้�นอย่่างต่่อเนื่่�อง (รููปที่่� 4)

ไวรััสตััวอย่่างของการศึึกษา (Field virus)      ไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)
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Mya-98 O/MYA/7/98 (DQ164925)

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

 O/CAM/12/94 (AJ294907)

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

SEA

PanAsia O/VIT/47/2013 (KY492072)

Ind-2001a O/KUW/3/97 (DQ164904)

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

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

Ind-2001d O/BHU/3/2009 (KM921814)

 O/NEP/21/2012 (MG983710)

 O/BHU/12/2012 (MG983689)

 O/NEP/6/2012 (MG983707)

 Sample 4

 Sample 2

 Sample 3

 Sample 1

 O/ISA/1/2022 (OP585403)

 O/PAK/1/2019 (MN953619)

 O/PAK/2/2019 (MN953620)

 O/PAK/72/2019 (MW558046)

 O/SAU/1/2016 (MG983728)

 O/SAU/20/2015 (MG983727)

 O/MUR/19/2016 (MG972510)

 O/MUR/21/2016 (MG983701)

 O/MUR/23/2016 (MG983702)

 O/MUR/5/2016 (MG983698)

 O/SAU/2/2016 (MG983729)

 O/MYA/3/2016 (MG983703)

 O/NEP/10/2015 (MG983718)

 O/BHU/9/2016 (MG983691)

 O/UAE/1/2016 (MG983738)

 O/UAE/3/2016 (MG983739)

 O/VIT/8338/2017 (MH891503)

 O/NEP/21/2015 (MG983719)

 O/BAN/GO/Ka/236/2015 (KX712091)

 O/BAN/TA/Dh-301/2016 (MK088170)

 O/MYA/Yan/5/2016 (LC438823)

 O/MOG/BU/2-7/2015 (LC320038)

 O/XJ/CHA/2017 (MF461724)

 O/TAI/269-2/2016 (LC729870)

 O/VIT/20/2016 (MG983741)

 O/TAI/317-3/2016 (LC729872)

 O/Zabaikalskiy/1/RUS/2016 (MG983720)

 O/SKR/1/2017 (MG983730)

 O/TAI/315/2016 (LC729871)

 O/MYA/Yan/3/2016 (LC438822)

Ind-2001e

ME-SA

       O/HKN/21/70 (AJ294911)

 O/HKN/6/83 (AJ294919)

 O/PHI/7/96 (AJ294926)

CATHAY

100

80
100

93

89

9299

94

81

72

100

92
100

75
100

98

99

72

86

93

76

0.02

รูปที่ 4 Phylogenetic analysis ของเชื้อ FMDV ซีโรไทป์ O ส่วน whole genome sequencing ของไวรัสตัวอย่าง sample 1-4 เทียบกับเชื้อ FMDV 
สายพันธุ์ O/ME-SA/Ind-2001e ที่มีรายงานใน GenBank

ไวรััสตััวอย่่างของการศึึกษา (Field virus)  
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	 เมื่่�อเปรีียบเทีียบเปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนของลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ (nucleotide sequence identity) พบว่่า 

มีีความเหมืือนกัับไวรััสอ้้างอิิงของ ศออ. ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�  

O/ME-SA/Ind-2001e เป็็น 97.00-98.10% และมีีความ 

เหมืือนกัับไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus) 

สายพัันธุ์์� O/TAI/189/87 เป็็น 83.40-83.80% และสายพัันธุ์์�  

O/Cathay เป็็น 81.50-82.40% (ตารางที่่� 3) และไวรััสตััวอย่่างมีี

เปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 95.30-96.00% 

เมื่่�อเทีียบกัับเชื้้�อ FMDV ที่่�มีรายงานใน GenBank (ตารางที่่� 4) 

ผลการทดสอบ Vaccine matching กัับไวรััสที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนของ

กรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus) พบว่่าไวรััสทุุกตััวอย่่างให้้ค่่า 

r-value มากกว่่า 0.4 (ตารางที่่� 5)

ตารางที่่� 4 เปรีียบเทีียบความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีโอไทด์์ (nucleotide 

sequence identity) ของไวรััสตััวอย่่าง Field virus (sample 1-4) กัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อที่่�ระบาดในต่่างประเทศ (GenBank*) สายพัันธุ์์� O/ME-SA/

Ind-2001e

ลำ�ดับ GenBank*
% Identity

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

1 O/MYA/Yan/5/2016 (LC438823) 95.70 95.70 95.70 96.00

2 O/XJ/CHA/2017 (MF461724) 95.60 95.60 95.60 95.90

3 O/SAU/20/2015 (MG983727) 95.60 95.60 95.60 95.90

4 O/SKR/1/2017 (MG983730) 95.40 95.40 95.40 95.70

5
O/Zabaikalskiy/1/RUS/2016 
(MG983720)

95.40 95.40 95.40 95.70

6
O/BAN/GO/Ka/236/2015  
(KX712091)

95.40 95.40 95.40 95.70

7 O/MYA/3/2016 (MG983703) 95.30 95.30 95.30 95.70

8 O/BHU/9/2016 (MG983691) 95.30 95.30 95.30 95.60

9 O/UAE/3/2016 (MG983739) 95.30 95.30 95.30 95.60

10 O/SAU/1/2016 (MG983728) 95.30 95.30 95.30 95.60

* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

ตารางที่่� 5 ค่่า r-value ของไวรััสตััวอย่่าง sample 1-4 กัับไวรััสในวััคซีีนของ 

กรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus) จากการทดสอบ Vaccine matching ด้้วยวิิธีี 

LP ELISA

ตัวอย่าง 
Field virus

จังหวัด
ชนิด 

ตัวอย่าง

 r-value

O/TAI/189/87**
O/TAI/189/87 
+ O/Cathay**

≥0.4 ≥ 0.2-0.39 ≥0.4 ≥ 0.2-0.39

Sample 1 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ป่วย 1.0 - 1.0 -

Sample 2 ประจวบคีรีขันธ์ สัตว์ตาย 0.5 - 1.0 -

Sample 3 สระบุรี สัตว์ป่วย 0.5 - 1.0 -

Sample 4 สระบุรี สัตว์ตาย 0.5 - 1.0 -

** ไวรััสในวััคซีีนของกรมปศุุสััตว์์ (Seed vaccine virus)

วิิจารณ์์ผลและสรุุป   

	 การศึึกษานี้้�เป็็นการศึึกษาการระบาดของ

โรคปากและเท้้าเป่ื่�อย ในปีี 2565 ที่่�มีีตััวอย่่าง 

จากโคนม โคเนื้้�อและสััตว์์กีีบคู่่�อื่่�น ๆ ส่่งตรวจ 

เป็็นเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O ถึึง 51.59 % (ศููนย์์

อ้้างอิิงโรคปากและเท้้าเปื่่�อย ภููมิิภาคเอเชีียตะวััน

ออกเฉียีงใต้้, 2566) ซึ่่�งจัังหวััดประจวบคีีรีขีันัธ์์และ

จัังหวััดสระบุุรีีเป็็นจัังหวััดที่่�พบการระบาดของ 

โรคปากและเท้้าเปื่่�อย ซีีโรไทป์์ O และมีีรายงาน

โคนมโตเต็็มวััยป่่วยและตายจากการระบาดใน 

ครั้้�งนี้้� เมื่่�อนำตััวอย่่างจากทั้้�งสองจัังหวััดมาวิินิิจฉััย

และจำแนกซีีโรไทป์์ ด้้วยวิิธีี ELISA typing ยืืนยััน

เป็็นเชื้้�อ FMDV เป็็นซีีโรไทป์์ O จากการวิิเคราะห์์

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ส่่วนยีีน VP1 พบเป็็นสายพัันธุ์์� 

O/ME-SA/Ind-2001e ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�เดีียวกััน

กัับไวรััสที่่�ระบาดภููมิิภาคแอฟริิกาเหนืือ เอเชีีย

ตะวัันออกกลางและเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ 

(Bachanek-Bankowska et al., 2018) ผลการ

ทดสอบเปรีียบเทีียบความรุุนแรงของเชื้้�อ FMDV 

ด้ว้ยวิธิี ีplaque assay เพื่่�อศึกึษาความรุุนแรงของ

เชื้้�อในเซลล์์เพาะเลี้้�ยงพบว่่าเชื้้�อ FMDV ที่่�แยกได้้

จากสััตว์์ตาย มีีความรุุนแรงทำให้้เซลล์์ BHK-21 

หลุดุลอกจากพื้้�นผิวิเพาะเลี้้�ยง 100% ภายในระยะ

เวลา 48 ชั่่�วโมง ซึ่่�งมีีความแตกต่่างจากเชื้้�อ FMDV 

ที่่�แยกได้้จากสััตว์์ป่่วยที่่�พบการหลุุดลอกเพีียง  

50-70% ซึ่่�งผลการทดสอบ มีีความสอดคล้้องกัับ

หลายประเทศที่่�มีการศึกึษาถึึงความรุุนแรงของเชื้้�อ 

FMDV ซีีโรไทป์์ O การศึึกษาของ Morioka et al. 

(2008) ใช้้วิิธีี plaque assay ในการแยกความ

แตกต่่างของเชื้้�อไวรััส O/JPN/2000 พบว่่าสาย

พัันธุ์์�รุุนแรงจะพบการเกิิด plaque ที่่�มีีขนาดใหญ่่

กว่่าสายพัันธุ์์�ที่่�ไม่่รุุนแรง และ Qureshi et al. 

(2022) เปรีียบเทีียบความรุุนแรงของเชื้้�อ FMDV 

ในเซลล์์ BHK-21 พบว่่าซีีโรไทป์์ A มีีความรุุนแรง

มากที่่�สุุดและรุุนแรงใกล้้เคีียงกัับซีีโรไทป์์ โดยการ

เปรีียบเทีียบการเปลี่่�ยนแปลงของเซลล์์ BHK-21 

เมื่่�อ inoculation ด้้วยเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ A, O 

และ Asia1
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	 เมื่่�อนำลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ FMDV ทั้้�ง 4 

ตััวอย่่างมาสร้้างเป็็น phylogenetic analysis (รููปที่่� 3) 

แสดงให้้เห็็นว่่าเชื้้�อ FMDV จากการระบาดครั้้�งนี้้�อยู่่�ใน 

โทโปไทป์์ ME-SA ซึ่่�งเป็็นโทโปไทป์์เดีียวกัับไวรััสอ้้างอิิง

ของ ศออ. ที่่�ยืืนยัันเป็็นสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e 

โดยมีีความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 96.70 – 

98.10% แต่่อยู่่�คนละโทโปไทป์์กัับ seed vaccine virus 

ของกรมปศุุสััตว์ทั้้� ง  2 สายพัันธุ์์�  ไ ด้้แก่่ สายพัันธุ์์�  

O/TAI/189/87 อยู่่� โทโปไทป์์ SEA และสายพัันธุ์์�  

O/CATHAY อยู่่� โทโปไทป์์ CATHAY และมีีลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์เหมืือนกัับ seed vaccine virus ของ 

กรมปศุุสััตว์์ เท่่ากัับ 83.40-83.80% และ 81.50-82.40% 

ตามลำดัับ (ตารางที่่� 3) โดยทั่่�วไปวััคซีีนป้้องกัันโรค FMD 

จะไม่่ให้้ความคุ้้�มข้้ามสายพัันธุ์์�กััน (cross-protection)  

แม้้จะเป็็นซีีโรไทป์์เดีียวกัันก็็ตาม (Cao et al., 2014)  

ซึ่่�งการระบาดของโรค FMD สายพัันธุ์์�  O/ME-SA/ 

Ind-2001e ในประเทศเวียีดนาม รััสเซีีย คาซััคสถาน และ

มองโกเลีีย จึึงได้้ปรัับมาตรการควบคุุมป้้องกัันโรคโดย 

คััดเลืือกไวรััสที่่�จะนำมาผลิิตวััคซีีนใหม่่ให้้มีีความใกล้้เคีียง

กัับสายพัันธุ์์�ที่่�ระบาดเพื่่�อให้้วััคซีีน   มีีประสิิทธิิภาพในการ

ป้้องกัันควบคุุมโรคได้้ดีี (Palinski et al . , 2019;  

Nikiforov et al., 2023) แต่่ผลการวิิเคราะห์์ความสััมพัันธ์์

ระหว่่างเชื้้�อ FMDV ที่่�ระบาดในครั้้�งนี้้�กัับ seed vaccine 

virus ของกรมปศุุสััตว์ (vaccine matching) มีีค่่า  

r-value มากกว่่า 0.4 (ตารางที่่� 5) ซึ่่�งอยู่่�ในกลุ่่�ม good 

matching แสดงให้้เห็็นว่่า seed vaccine virus ของ 

กรมปศุุสััตว์์ยัังคงให้้ความคุ้้�มโรคต่อเชื้้�อ FMDV ที่่�ระบาด

ในพื้้�นที่่�ที่่�นำมาศึึกษาในครั้้�งนี้้� สอดคล้้องกัับการศึึกษา 

ของกิ่่�งกานต์แ์ละคณะ (2567) พบว่า่เชื้้�อ FMDV สายพันัธุ์์�

ที่่�ใช้เ้ป็น็ seed vaccine virus ของกรมปศุสุัตัว์ ์มีคี่า่ความ

สัมัพัันธ์ท์างซีีรัมัวิิทยาที่่�ใกล้้เคียีงกับั O/ME-SA/Ind-2001 

ที่่�แพร่่ระบาดในประเทศไทย อย่่างไรก็็ตามมีีบางการ

ศึึกษาพบว่่าวััคซีีนป้้องกัันโรค FMD ซีีโรไทป์์ O เป็็นวััคซีีน

ที่่�ป้้องกัันข้้ามสายพัันธุ์์�ได้้ในวงกว้้างจึึงถููกนำมาใช้้อย่่าง

แพร่่หลาย (กิ่่�งกานต์์, 2567) Nagendrakumar et al. 

(2011) ทดลองฉีดีวััคซีนีสายพัันธุ์์� O1/Manisa ที่่�มีปีริมิาณ

ไวรััสสููงให้้กัับสััตว์์ทดลองพบว่่าให้้ความคุ้้�มโรคต่่อไวรััส 

สายพัันธุ์์� O1/Campos และสายพัันธุ์์� O/SEA/MYA-98 

ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อ FMDV ที่่�อยู่่�ต่่างโทโปไทป์์ได้้ 

	 โรคปากและเท้้าเปื่่�อยเป็็นโรคติิดต่่อในสััตว์์กีีบคู่่� 

ที่่�ก่่อความเสีียหายด้้านเศรษฐกิิจทั่่�วโลกซีีโรไทป์์โอ (O) 

เป็็นซีีโรไทป์์ที่่�พบได้้มากที่่�สุุดในแถบเอเชีีย ซึ่่�งมีีหลาย 

สายพัันธุ์์� เช่่น O/SEA/Mya-98, O/ME-SA/PanAsia,  

O/Cathay และ O/ME-SA/Ind-2001 (Li et al., 2023) 

ในกลุ่่�มโทโปไทป์์ O/ME-SA/Ind-2001 ประกอบไปด้้วย

สายพัันธุ์์�ย่่อย a, b, c, d และ e ที่่�พบระบาดมากขึ้้�นใน

แถบตะวัันออกกลาง แอฟริิกาเหนืือ และเอเชีียตะวัันออก

เฉีียงใต้้ (Ryoo et al., 2021) ประเทศไทยเริ่่�มพบการ

ระบาดของสายพัันธุ์์� O/ME-SA/Ind-2001e ในจัังหวััด

แถบภาคตะวัันตกและภาคใต้้ซึ่่�งเป็็นพื้้�นที่่�เขตชายแดน

ติิดต่่อกัับประเทศเพื่่�อนบ้้าน ซึ่่�งมีีความสอดคล้้องกัับ 

Ryoo et al. (2021) ที่่�พบการระบาดข้้ามกลุ่่�มประเทศได้้

มากขึ้้�นจากสััตว์์ป่่า การเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์ข้้ามแดน และการ

ขนส่่งสิินค้้าที่่�เป็็นผลิิตภััณฑ์์เนื้้�อสััตว์์

	 การวิิเคราะห์์การเปลี่่�ยนแปลงของยีีน VP1 ยัังเป็็น

อีีกวิิธีีหนึ่่�งที่่�ใช้้บ่่งชี้้�ว่่าไวรััส O/JPN/2000 มีีความรุุนแรง

มากกว่่า O/JPN/2010 (Nishi et al., 2019) และการ

เปลี่่�ยนแปลงของยีีนส่่วน 5’untranslated region 

(5’UTR) ของซีีโรไทป์์ O ที่่�ระบาดในประเทศจีีนมีีผล 

ต่่อความรุุนแรงของไวรััส โดยพบการติิดเชื้้�อแบบ host 

specific คืือพบเชื้้�อในสุุกรแต่่ไม่่พบในโค (Yang et al., 

2020) ซึ่่�งการศึึกษาดัังกล่่าวนี้้�สามารถนำมาใช้้เป็็น

แนวทางในการวิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของตััวอย่่าง

เชื้้�อ FMDV จากจังัหวััดประจวบคีีรีขีันัธ์แ์ละจัังหวััดสระบุุรีี 

ในส่่วนยีีนที่่�มีความจำเพาะมากยิ่่�งขึ้้�นในอนาคตได้้ เพื่่�อ

หาความเปลี่่�ยนแปลงของยีีนที่่�ส่่งผลให้้เชื้้�อ FMDV มีีการ

เปลี่่�ยนแปลงคุุณสมบััติิในการก่่อโรค

	จ ากผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการสรุุปเบื้้�องต้้น

ได้้ว่่าเชื้้�อ FMDV ซีีโรไทป์์ O สายพัันธุ์์�ย่่อย O/ME-SA/

I n d - 2 0 0 1 e  ที่่� แ ย ก ไ ด้้ จ า ก โ คต  า ย ข อ ง จัั ง ห วัั ด

ประจวบคีีรีีขัันธ์์และจัังหวััดสระบุุรีีในการศึึกษานี้้�มีีความ

เป็็นไปได้้ที่่�จะเป็็นเชื้้�อ FMDV สายพัันธุ์์�ที่่�มีความรุุนแรง 

อย่่างไรก็็ตามควรมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมเกี่่�ยวกัับความ

เปลี่่�ยนแปลงทางพัันธุุกรรมของไวรััส เพื่่�อเป็็นข้้อมููล
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สนัับสนุุนในการเฝ้้าระวัังการเปลี่่�ยนแปลงของไวรััสที่่�มีี

ความรุุนแรงมากขึ้้�น และช่่วยประกอบการพิิจารณา 

คััดเลืือกสายพัันธุ์์�วััคซีีนป้้องกัันโรค รวมถึึงเตรีียมความ

พร้้อมในการการปรัับมาตรการควบคุุม ป้้องกัันโรค 

ที่่�เหมาะสมในอนาคต

เอกสารอ้้างอิิง
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