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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

การเลี้ยงสุกรของประเทศไทยมกีารพฒันาอยางตอเนื่องทัง้ดานสายพันธุ อาหาร การ
จัดการ และการเพิม่ประสทิธิภาพการผลิต ปจจุบันถอืไดวาประเทศไทยเปนประเทศที่มีศกัยภาพ
ในการผลิตสุกรใกลเคียงกับประเทศผูผลิตและสงออกสกุรรายใหญของโลก เชน ประเทศ
สหรัฐอเมริกา แคนาดา และกลุมประเทศในทวีปยโุรป ถึงแมวาการผลิตสุกรในประเทศไทยจะ      
มีความกาวหนาไปมากแตสุกรของไทยทีผ่ลิตไดเกือบทั้งหมดใชสําหรบัการบริโภคภายในประเทศ
เทานั้น สวนการสงออกเนื้อสุกรและผลิตภัณฑสุกรแปรรูปไปยังตางประเทศนัน้ยังมีปริมาณและ
มูลคานอยมากเมื่อเทยีบกับปริมาณการนาํเขาเนื้อสุกรของทัง้โลก 

 
จากการสํารวจขอมูลในปพ.ศ. 2546 พบวา ปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรของทัง้โลกมี

ปริมาณสูงถงึ 3,500,000 ตัน โดยพบวา 1 ใน 3 ของปริมาณการนาํเขาเนื้อสุกรทัง้หมดเปนของ
ประเทศญี่ปุน (1,200,000 ตัน) (รูปที่ 1) ซึ่งแบงเปนการนําเขาเนื้อสุกรแชแข็ง 860,000 ตัน เนือ้
สุกรแชเย็น 290,000 ตัน และเนื้อสุกรแปรรูป 50,000 ตัน โดยประเทศผูสงออกหลักไดแก 
สหรัฐอเมริกา กลุมประเทศในทวีปยุโรป และแคนาดา (บุญเพ็ง, 2547) ประเทศญี่ปุนจัดเปน
ประเทศทีม่ีการนําเขาเนื้อสุกรเปนอันดับหนึ่งของโลก โดยเฉลี่ยแลวคนญี่ปุนมีอัตราการบริโภคเนื้อ
สุกรประมาณ 10.2 กิโลกรัม/ คน/ ป หรือเฉลี่ยปละประมาณ 2,200,000 ตัน ปริมาณการบริโภค
เนื้อสุกรนี้ไดมาจากการนําเขาถึงประมาณรอยละ 50 ในขณะที่แนวโนมของปริมาณการบริโภคเนื้อ
สุกรในประเทศญี่ปุนกําลงัสงูขึ้นแตกลับพบวาปริมาณการผลิตสุกรในประเทศญี่ปุนนั้นลดลงอยาง
ตอเนื่องตั้งแตปพ.ศ. 2532 เนื่องจากตนทนุคาอาหารและแรงงานในการเลี้ยงสกุรทีสู่งขึ้น ประกอบ
กับพืน้ทีท่ี่จํากดั และการหลกีเลี่ยงปญหาทางดานสิ่งแวดลอมที่เกิดจากอุตสาหกรรม การเลี้ยงสกุร 
สงผลใหในอนาคตประเทศญี่ปุนมีแนวโนมที่จะเพิ่มปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรจากตางประเทศ
มากขึ้นเรื่อยๆ อีกทั้งปจจุบันคนญี่ปุนมวีัฒนธรรมการกินอยูและวิถกีารดําเนินชวีติที่เปลี่ยนแปลง
ไป เนื่องจากภาวะการทาํงานและการแขงขันทางเศรษฐกิจซ่ึงทําใหคนมีเวลานอยลง คนญี่ปุนจงึมี
แนวโนมในการบริโภคผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปมากขึ้นเพื่อลดเวลาและความยุงยากในขั้นตอน
การปรุงอาหาร ดังนั้นจงึเหน็ไดวา ตลาดเนื้อสุกรแปรรูปของประเทศญี่ปุนมีความนาสนใจและยงัมี
โอกาสในการขยายตัวไดอีกมาก (Obara et al., 2003)  
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รูปที่ 1 สัดสวนการนําเขาเนือ้สุกรของทั้งโลกในปพ.ศ. 2546 
ที่มา : ดัดแปลงจาก บุญเพ็ง (2547)  

 
ในปพ.ศ. 2546 ประเทศไทยสามารถผลิตเนื้อสุกรไดประมาณ 753,000 ตัน แตมีการ

สงออกเนื้อสุกรตลอดทั้งปเพยีง 14,300 ตัน หรือคิดเปนเพียงรอยละ 1.9 ของปริมาณการผลิตเนือ้
สุกรทั้งหมด โดยที่ตลาดหลกัคือ ประเทศฮองกง ซึ่งมีปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรจากประเทศไทย
ตลอดทั้งปประมาณ 11,000 ตัน หรือคิดเปนรอยละ 77 ของปริมาณการสงออกเนื้อสุกรทัง้หมด
ของไทย สวนตลาดรองลงมาคือ ประเทศญี่ปุน ซึง่มีปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรจากประเทศ      
ไทยตลอดทั้งปประมาณ 2,500 ตัน หรือคิดเปนรอยละ 18 ของปริมาณการสงออกเนื้อสุกร  
ทั้งหมดของไทย สําหรับเนื้อสุกรที่สงออกไปยังประเทศฮองกงนั้นจะเปนเนื้อสุกรแชแข็งและเนื้อ
สุกรแชเย็น สวนเนื้อสุกรที่สงออกไปยังประเทศญี่ปุนนัน้จะเปนเนื้อสุกรแปรรปูปรุงสุกทั้งหมด และ   
เมื่อเปรียบเทยีบสัดสวนของปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรแปรรูปปรุงสุกของประเทศญี่ปุนตลอดทัง้ป
พบวา ประเทศไทยมีสวนแบงการตลาดคดิเปนเพยีงรอยละ 5 เทานัน้ (รูปที่ 2) (บุญเพ็ง, 2547) 

 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2 สัดสวนการนําเขาเนือ้สุกรแปรรูปของประเทศญีปุ่นในปพ.ศ. 2546 
ที่มา : ดัดแปลงจาก บุญเพ็ง (2547) 
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สาเหตหุนึง่ทีท่าํใหประเทศไทยสงออกเนื้อสุกรไดนอยนัน้ เนื่องมาจากการที่ประเทศไทย
อยูในเขตที่มกีารระบาดของโรคปากและเทาเปอย (รูปที่ 3) โดย Office International des 
Epizooties; OIE (2004a) ไดจัดใหโรคปากและเทาเปอยอยูในกลุมของ List A ซึ่งเปนโรคระบาด
สัตวที่มีความสําคัญ การที่เกิดโรคปากและเทาเปอยระบาดขึ้นจะทําใหเกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจเปนอยางมาก นอกจากการที่สัตวเจ็บปวยจนกระทั่งไมไดผลผลิตตามที่ตองการแลวนั้น 
โรคปากและเทาเปอยยังเปนอุปสรรคสําคัญตอการคาขายระหวางประเทศอีกดวย เนื่องจาก
ประเทศที่ปลอดโรคจะไมอนุญาตใหมีการนําเขาผลิตภณัฑทุกชนิดจากสัตวที่อยูในประเทศที่ม ี
การระบาดของโรคปากและเทาเปอยเพราะไวรัสโรคปากและเทาเปอยอาจปนเปอนไปกับสินคา 
ปศุสัตว และทําใหเกิดการระบาดของโรคขึ้นกับปศุสัตวภายในประเทศทีน่ําเขาได จากสาเหตุ
ดังกลาวจึงทําใหประเทศไทยถูกกีดกันในการสงออกเนือ้สุกรสดไมวาจะเปนในรูปของเนื้อสุกรสด
แชแข็ง หรือเนื้อสุกรสดแชเย็นไปยงัประเทศที่ปลอดโรคปากและเทาเปอย สวนเนือ้สุกรแปรรูปปรุง
สุกทีท่ําการสงออกไดนั้นกถ็กูจํากัดใหเปนไปตามขอกําหนดของ OIE ซึ่งระบุไววาในการสงออก
ผลิตภัณฑเนื้อสัตวจากประเทศที่มกีารระบาดของโรคปากและเทาเปอยจําเปนตองมีการผาน
ความรอนโดยใหอุณหภูมิใจกลาง (Core Temperature) สูงกวาหรือเทากบั 70 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลาไมนอยกวา 30 นาที เพื่อทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยางสมบูรณ (OIE, 2004b) 
สวนการสงออกเนื้อสุกรปรุงสุกไปยังประเทศญี่ปุนนั้นยงัมีกฏระเบียบเกี่ยวกับมาตรฐานผลิตภัณฑ
เนื้อสุกรนาํเขาจากประเทศทีม่ีการระบาดของโรคปากและเทาเปอยซึง่กําหนดโดยกระทรวงเกษตร 
ปาไม และ ประมง (Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries) ของประเทศญี่ปุนกาํกบั
ดูแลอีกขั้นหนึง่ ซึง่กฏระเบียบระบุไววา เนือ้สุกรที่แปรรูปเปนผลิตภัณฑจะตองเปนเนื้อถอดกระดกู
จากสุกรที่ไดรับการตรวจกอนและหลงัฆาวาไมมีอาการปวย หรือไมมีอาการนาสงสัยวาอาจมีโรค
ติดเชื้อ และเนื้อสุกรดังกลาวจะตองผานกระบวนการปรงุสุกตามมาตรฐาน กลาวคอืหากเปนการ
ปรุงสุกโดยใชความรอนเปยก (Moist heat method) เชน การตม ตุน หรือนึ่ง ตองตมเนื้อสุกรในน้าํ
เดือด หรือนึ่งดวยไอน้ํารอนที่มีอุณหภูมิสูงกวาหรือเทากับ 100 องศาเซลเซียส จนกระทั่งอุณหภมูิ
ใจกลางเนื้อสูงกวาหรือเทากับ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมนอยกวา   1 นาที และหากเปนการ
ปรุงสุกโดยใชความรอนแหง (Dry heat method) เชน การทอด ยาง หรืออบ จาํเปนตองใหความ
รอนจนกระทัง่เนื้อสุกรมีอุณหภูมิใจกลางสงูกวาหรือเทากับ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมนอย
กวา 30 นาท ี(JETRO, 1996 อางโดย สุวมิล และคณะ, 2540) ซึ่งระยะเวลาในการปรุงสุกเนื้อสุกร
ตามเกณฑดังกลาวจะทาํใหการควบคุมในขั้นตอนการผลิตเปนไปไดยาก และไมเหมาะสมในทาง
ปฏิบัติจริง  
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จากการพิจารณาขอกําหนดตางๆในการปรุงเนื้อสุกรสุกดังกลาวพบวา ทาํใหเกิดขอจํากัด
ในเชิงความหลากหลายของผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูป เนื่องจากตองใชวิธีการใหความรอนแบบ
เปยกอยางเชน การตม ตุน หรือนึง่ ในการปรุงสุกเนื้อสุกรเทานัน้ สําหรับการใชความรอนแบบแหง
อยางเชน การทอด ยาง หรืออบ ในการปรุงสุกเนื้อสุกรนั้นแทบไมมีความเปนไปได เนื่องจาก
ระยะเวลาในการใหความรอนทีก่ําหนดไวนานถงึ 30 นาท ี จะทําใหผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปที่ได
ขาดคุณลักษณะที่เปนทีย่อมรับของผูบริโภค ดังนั้น เพื่อลดความเขมงวดดังกลาวลง จงึควรมี
การศึกษาเพื่อหาชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
สเตรนที่มกีารระบาดในประเทศไทยอยางแทจริง เนื่องจาก มีความเปนไปไดวาชวงอุณหภูมทิี่
เหมาะสมในการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอยนัน้อาจต่ํากวา หรือใชระยะเวลาสั้นกวาเกณฑ
กําหนด 
 
 

 OIE FMD Free  

 FMD Infected Areas 

 
 

รูปที่ 3 เขตการระบาดของโรคปากและเทาเปอยในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต 
          (Abila, 2004) 
 
การประเมนิชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําลายไวรสัโรคปากและเทา

เปอยจําเปนตองศึกษาหาอัตราการทาํลายไวรัส หรือทีเ่รียกกนัวา “Decimal Reduction Time” 
หรือ “D-value” ของไวรัสเสียกอน โดย D-value คือ ระยะเวลาที่ใชในการลดระดบัความเขมขน
ของไวรัสลง 1 Log10 หรือรอยละ 90 ซึ่งจะมีความจําเพาะกับชวงอณุหภูมิ และสเตรนของไวรัส    
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ที่ทาํการศึกษา (Juneja et al., 1997) ดังนั้น D-value จึงสามารถใชเปนดัชนีชีว้ัดประสิทธิภาพการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนได และในทางกลับกนั D-value ยังสามารถ        
ชี้วัดความตานทานความรอนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยแตละสเตรน จากประโยชนและ          
คุณสมบัติของ D-value ดังกลาว จงึสามารถประเมินชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสเตรนทีม่ีการระบาดในประเทศไทยได  

 
กอนหนานี้เคยมีรายงานการศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอน 

(Forbes and Cottral, 1969; De Leeuw et al., 1980; Nettleton et al., 1982; Blackwell et al., 
1982; Blackwell et al.,1988; Garcia-Vidal et al., 1988; Masana et al., 1995; Turner et al., 
2000) แตจากการวเิคราะหคาหาอัตราการทําลายไวรสั (D-value) ของการศึกษาที่ผานมาพบวา 
ขอมูลที่รายงานนัน้ขาดความสอดคลองกนัระหวางชวงเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําลาย
ไวรัส จึงไมสามารถทําการสรุปถึงชวงเวลา หรืออุณหภูมิที่ใชในการทําลายไวรสัโรคปากและเทา
เปอยอยางแทจริงได ดังนัน้ จึงจาํเปนตองทาํการทดลองเพื่อหาชวงเวลาและอุณหภมูิที่เหมาะสม
สําหรับการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย และควรเปนไวรัสสเตรนที่มีการระบาดในประเทศ
ไทยโดยตรงเพื่อเก็บเปนฐานขอมูลซ่ึงจะเปนประโยชนในการใชเจรจาตอรองทางการคาตอไป 
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บทที่ 2 
 

เอกสารงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

2.1 ลักษณะโดยทั่วไปของไวรัสโรคปากและเทาเปอย             
(Characteristics of Foot-and-Mouth Disease Virus) 
 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย (Foot-and-Mouth Disease Virus; FMDV) จัดอยูในวงศ 

Picornarviridae สกุล Apthovirus มีขนาดประมาณ 23-29 นาโนเมตร แบงออกเปน 7 ซีโรไทป
(Serotype) ไดแก ซีโรไทป O, A, Asia-1, C, SAT1, SAT2 และ SAT3 โดยแตละซีโรไทปนัน้ไมมี
ภูมิคุมกันขาม (Cross Immunity) ตอกัน สําหรับซีโรไทปที่พบวามกีารระบาดในประเทศไทยคอื    
ซีโรไทป O, A และ Asia-1 สําหรบัลักษณะโครงสรางของไวรัสโรคปากและเทาเปอยนัน้พบวามี
รูปรางแบบ Icosahedral เปนไวรัสที่ไมมีเปลือกหุม (Non-Enveloped) (รูปที ่ 4) โครงสราง
ภายนอกประกอบดวยโครงสรางทีเ่ปนโปรตีน (Structural Protein) ที่เรียกวา “Capsid” สวน
โครงสรางภายในประกอบดวยโมเลกุลของ RNA ที่เปนสายเดี่ยว (Single-Stranded RNA) 
(Taylor, 1995)  
 
 

 
 

รูปที่ 4 โครงสรางของไวรัสโรคปากและเทาเปอย (Crowther, 2004) 
 
 

 



 7

โรคปากและเทาเปอยเปนโรคที่มีการแพรระบาดไดอยางรวดเร็วในสกุร อาการทางคลินิคที่
สําคัญของสุกรที่ติดเชื้อ คือ พบตุมน้ําใสขนาดเล็ก (Small vesicles) ที่บริเวณ ไรกีบ ราวนม และ
ภายในชองปาก (รูปที่ 5 และ 6) มีไขข้ึนสงู ขาเจ็บ เดินกะเผลก และไมยอมลุกมากนิอาหาร สงผล
ใหสุกรซูบผอม และผลผลิตที่ไดจากสกุรลดลงอยางรวดเร็ว โดยมากสุกรที่ติดเชื้อมักมีอัตราการ
ตายต่ํา (ประมาณรอยละ 5) ยกเวนในลูกสุกรดูดนมที่ติดเชื้อแบบเฉียบพลันซึง่อาจมีอัตราการตาย
สูงถึงรอยละ 50 เนื่องจาก ลูกสุกรดูดนมเกิดภาวะหวัใจลมเหลวจากการตายของกลามเนื้อหวัใจ 
ซึ่งจะมีลักษณะเปนแถบเนื้อตายสีขาว หรือที่เรียกวา “Tiger heart” โดยมากสกุรทีห่ายปวยจาก
โรคจะไมมีภาวะเปนตัวกกัเก็บไวรัสตอไป (Taylor, 1995) 

 

 
 

รูปที่ 5 รอยโรคบริเวณโคนลิน้ของสุกร (Crowther, 2004) 
 

 
 

รูปที่ 6 รอยโรคบริเวณกีบเทาของสุกร (Crowther, 2004) 
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2.2 การคงอยูของไวรสัโรคปากและเทาเปอย           
(Stability of Foot-and-Mouth Disease Virus) 
 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคงอยูไดในสิ่งแวดลอมเปนเวลานานหากอยูในสภาวะ

แวดลอมที่เหมาะสม ในป 1960 Cottral และคณะ ไดรายงานถงึการคงอยูของไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยซีโรไทป A ในตอมน้ําเหลือง และไขกระดูกจากโคทีท่ดลองฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอย
เขาสูเนื้อเยื่อล้ิน เมื่อโคแสดงอาการทางคลินิคแลวจึงชําแหละซากและเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส จากการทดลองพบวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A สามารถคงอยูในตอม
น้ําเหลืองเปนเวลาอยางนอย 50 วัน และในไขกระดูกเปนเวลาอยางนอย 73 วนั เนือ่งจาก เมื่อนาํ
ไวรัสที่แยกไดดังกลาวไปฉีดเขาสูเนื้อเยื่อล้ินของโคปกต ิ (Cattle Inoculation) ยังทาํใหโคแสดง
อาการทางคลินิคของโรคปากและเทาเปอยได 

 
Parker (1971) ศึกษาการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในอุจจาระของ

โคที่ทาํการทดลองฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาสูเนื้อเยื่อล้ิน โดยพบวาอุจจาระที่ทาํการเก็บ
รักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ยังใหผลบวกจากการฉีดเขาสูชองทองของหนทูดลอง (Mice 
Inoculation) เปนเวลาอยางนอย 66 วัน 

 
 Mebus และคณะ (1993, 1997) ไดรายงานถงึการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอย  
ซีโรไทป C ในขั้นตอนการผลิตแฮมจากเนื้อสุกรทีท่ดลองใหมกีารติดเชื้อจากการฉดีไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยเขาสูหลอดเลือดดํา โดยพบวาไวรัสสามารถคงอยูในขัน้ตอนการผลิต Iberian loin
เปนเวลา 42 วัน Iberian shoulder เปนเวลา 112 วัน Iberian ham เปนเวลา 168 วัน และ 
Serrano ham เปนเวลา 182 วัน การศึกษาครั้งนี้ตรวจแยกไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยใช 
Lamb Kidney Cells    
 
 ในป 1995 Mccoll และคณะ ไดรายงานถงึการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในขน
แกะที่เกบ็รักษาที่อุณหภูมิแตกตางกนั โดยในการศึกษาครั้งนี้มีไวรัสซีโรไทป  Asia-1(TAI 1/90) ซึ่ง
ไดมาจากประเทศไทยรวมอยูดวย การศึกษานี้ใชวิธกีารตรวจแยกไวรัสจากเซลลเพาะเลีย้งชนิด 
Primary Bovine Thyroid cells พบวาในขนแกะทีท่ําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
ยังคงมีไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูไดนานเฉลี่ยเทากับ 63.3 วนั สวนขนแกะที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซยีส ยังคงมีไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูไดนานเฉลี่ยเทากับ 11.7 วัน 
และในปเดียวกันนี้ไดมีการรายงานถึงการคงอยูของไวรสัโรคปากและเทาเปอยในน้าํลางอจุจาระ
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โค (Bovine slurry) โดยพบวาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคง
อยูไดนานถึง 101 วนั และที่อุณหภูมิ 17 องศาเซลเซยีส ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคงอยู
ไดนานถึง 80 วัน (Haas et al.,1995 cited by Bartley et al.,2002) 
 

จากการประเมินขอมูลการศึกษาการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ผานมา
สามารถสรุปไดดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งพบวาปจจัยสําคัญปจจัยหนึ่งที่ทาํใหไวรัสโรคปากและเทา
เปอยคงอยูไดนานในสิง่แวดลอม ก็คือ อุณหภูม ิ โดยยิ่งอุณหภูมิของส่ิงแวดลอมตํ่าก็จะสงผลให
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคงอยูในสิ่งแวดลอมไดนานยิ่งขึ้น 

 
ตารางที ่1 ระยะเวลาการคงตัว (Stability time) ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย 

ซีโรไทป 
อุณหภูมิ  

(°C) 
Stability time 

(วัน) 
ส่ือ 

วิธีการตรวจ 
แยกไวรัส 

เอกสารอางอิง 

4 50.0 ตอมน้ําเหลือง 
A 
 
        

4 73.0 ไขกระดูก 

 
Cattle 

Inoculation 
 

Cottral และคณะ 
(1960) 

 
 

O 
 

4 66.0 อุจจาระโค 
 

Mice Inoculation 
 

Parker (1971) 
 

42.0 Iberian loin 

112.0 Iberian shoulder 

168.0 Iberian ham 

 
 

C 
 
 
 
 

 
 

ไมระบุ 
 
 
 
 182.0 Serrano ham 

 
Lamb Kidney 

Cells 
 
 
 

 
Mebus และคณะ

(1993,1997) 
 
 
 

4 63.3 
Asia-1 

 
 

18 11.7 

ขนแกะ 
 
 

 
Primary bovine 

thyroid cells 
 

Mccoll และคณะ
(1995) 

 

4 101.0 
ไมระบุ 

 
 17 80.0 

น้ําลางอุจจาระโค 
(Bovine slurry) 

 

 
ไมระบุ 

 
 

Haas และคณะ 
(1995) อางโดย 

Bartley และคณะ 
(2002) 
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2.3 การพบไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสุกร 
(Presence of Foot-and-Mouth Disease Virus in Pork)  

 
 การตรวจพบไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสัตวจากสัตวที่ถกูสงมายังโรงฆานัน้มี
โอกาสนอยมาก เนื่องจากสตัวที่หายปวยจากโรค หรือมีภาวะเปนตัวนําโรค (Carrier) จะไมพบวา
มีไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูในกลามเนื้อ (Sutmoller, 2001) ยกเวนในกรณีที่สัตวนัน้เพิง่
ไดรับไวรัสโรคปากและเทาเปอยมาและกาํลังอยูในภาวะแสดงอาการเทานั้น ซึง่ในกรณีนี้สัตวก็
มักจะถกูคัดทิง้กอนที่จะถูกยอมรับเขาสูโรงฆา นอกจากนี้แลวหลังผานกระบวนการฆา กลามเนือ้
ของสัตวจะมกีารหดเกร็งตวัหลังฆา (Rigor Mortis) ซึ่งกระบวนการสลาย Glycogen ที่สะสมภาย 
ในกลามเนื้อเพื่อสรางพลังงานแบบไมใชอ็อกซิเจนสงผลใหกลามเนื้อมกีารสะสมของกรดแลคติค 
และมีสภาวะที่เปนกรดสูงขึน้ โดย Knight (1975) ไดอางวาสภาวะทีเ่ปนกรดสูงขึน้นั้นสามารถทาํ
ใหโครงสรางทีเ่ปนโปรตีนของไวรัสเส่ือมสภาพ (Denature) เทากับเปนการปองกนัการเพิ่มจาํนวน
ของไวรัส ดังเชนทีม่ีการรายงานโดย Saunders (1986) ซึ่งพบวาหลงัจากทีท่ําการชําแหละเนื้อโค 
และไดทําการบมซากทิ้งไว (Maturation) พบวาคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของกลามเนื้อลดลง
เหลือเพยีง 5.5 ซึ่งสามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยได แตอยางไรก็ตามเนื้อสุกรกลับไม
พบวาเปนเชนนั้นเนื่องจากในเนื้อสุกรมี Glycogen สะสมอยูนอยกวาในเนื้อโค จงึทาํใหระดับการ
สะสมของกรดแลคติคไมเพียงพอที่จะทําใหคาความเปนกรด-ดาง (pH) ลดลงจนถึงระดับที่
สามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยได (Cottral et al., 1960)  
 

Panina และคณะ (1989) ไดรายงานถงึผลของกระบวนการหมักเนือ้สุกรในขั้นตอนการ
ผลิตไสกรอกหมักแบบอิตาเลียน (Italian salami) จากเนื้อสุกรที่ไดทําการทดลองใหติดไวรัสโรค
ปากและเทาเปอย หลงัจากทีท่ําการชําแหละซากพบวากลามเนื้อและไขมันของสุกรมีระดับความ
เขมขนของไวรสัสะสมสูงถงึ 5.0 Log10 PFU/mg แตเมื่อเนื้อสุกรไดผานกระบวนการหมักตาม
กระบวนการผลิตเปนเวลา 60 วัน ซึง่มีผลทําใหคาความเปนกรด-ดางของเนื้อสุกรลดลงต่ํากวา 5.6
พบวาไมมีไวรัสโรคปากและเทาเปอยหลงเหลืออยูในเนื้อสุกร  
 
 Mebus และคณะ (1993) รายงานวาหลังจากที่ไดทาํการฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอย
เขาสูสุกรจํานวน 31 ตัวทางหลอดเลือดดําแลวทาํการชําแหละซากหลังจากนั้นเปนเวลา 2 วนั 
พบวาในเลือด ตอมน้ําเหลอืง ไขกระดูก ไขมัน และกลามเนื้อมีระดบัความเขมขนเฉลี่ยของไวรัส
เทากับ 4.3, 4.1, 2.7, 0.8 และ 0.1 Log10 PFU/ml ตามลําดับ โดยระดับความเขมขนสูงสุดของ
ไวรัสที่พบในไขมัน และกลามเนื้อเทากับ 3.7 และ 1.0 Log10 PFU/ml 
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 Chou and Yang (2004) ไดทดลองฉดีไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาทางผวิหนังสุกร
จํานวน 5 ตัว เมื่อสุกรแสดงอาการทางคลินิคจึงทําการชาํแหละซาก จากการวัดระดับความเขมขน
ของไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney Cells (BHK-21) พบวาในซีร่ัม ตอมน้ําเหลอืง และเลือด
ที่แข็งตัวแลว (Blood Clot) มีระดับความเขมขนของไวรัสเฉลี่ยเทากับ 4.82, 3.76 และ 4.68 Log10 
TCID50/ml ตามลําดับ สวนในกลามเนือ้นั้นไมพบวามีไวรัส โดยทีม่ีขอบเขตจํากดัของการตรวจ 
(Detection Limit) อยูที ่1.52   Log10 TCID50/ml  
 
2.4 การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอน 

(Thermal Inactivation of Foot-and-Mouth Disease Virus)  
  

การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยนั้นสามารถทําไดหลายวิธีไมวาจะเปนการใชความ
รอน สารเคมบีางชนิดอยางเชน Formaldehyde และ Guanidine หรือแมกระทั่งการใชสาร
กัมมันตภาพรงัสี (Dekker, 1998; Nettleton et al.,1982) แตสําหรับในกรณีที่ตองการทําลายไวรสั
โรคปากและเทาเปอยที่มกีารปนเปอนในสิง่ที่จะนาํมาเปนอาหารของมนุษยอยางเชนเนื้อสัตวนั้น 
การใชความรอน (Thermal Inactivation) เปนวธิกีารมาตรฐานที่มีความเหมาะสมและความ
ปลอดภัยมากที่สุด โดยกลไกในการทําลายไวรัส คือ ความรอนทําใหเกิดการทาํลาย Viral Capsid 
และโครงสรางทุติยภูมิ (Secondary Structure) ของโมเลกุล RNA ของไวรัส สงผลใหขบวนการ
เขาสูเซลลและการเพิม่จํานวนของไวรัสสูญเสียไป (Chou and Yang, 2004)  

 
 ในอดีตที่ผานมามีการรายงานการใชความรอนในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ในสื่อชนิดตางๆ ไมวาจะเปนหยดเลือด น้ํานม เนื้อสัตว หรือน้ําลางอุจจาระสุกร (Swine slurry) 
ดังเชนที่มีการรายงานโดย Forbes และ Cottral ในป 1969 ซึ่งไดทาํการทดลองการทําลายไวรสั
โรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในหยดเลือด และผงเลือดแหง โดยพบวาที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียสสามารถทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อยูในหยดเลือดไดภายในเวลา 30 วินาที 
และพบวาที่อุณหภูมิ 86 องศาเซลเซยีสสามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อยูในผงเลอืด
แหงไดภายในเวลา 8 นาท ีจากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Calf Kidney Cells ตอมา De Leeuw 
และคณะ (1980) ไดทดลองทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในน้ํานมจากแมโคทีท่ํา
การทดลองใหติดเชื้อจากการฉดีไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาทางเตานม และตรวจแยกไวรัสโดย
ใช Bovine Embryo Thyroid cells จากการทดลองพบวาที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียสสามารถ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดในเวลา 4 นาท ี และที่อุณหภูม ิ 63 องศาเซลเซียสสามารถ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดในเวลา 2 นาท ี  
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Nettleton และคณะ (1982) ไดศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกซีโรไทปใน
สารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ที่อุณหภมูิ 54 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 1 ชั่วโมง 
พบวาความเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O, A และ Asia-1 ซึ่งเปนซีโรไทปทีม่ี
รายงานการระบาดในประเทศไทยนั้นมีการลดลงเทากบั 2.53, 3.39 และ 2.37 Log10 PFU/ml 
ตามลําดับ จากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney cells และในปเดียวกนันี้ 
Blackwell และคณะ (1982) ไดรายงานถึงการทดลองทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป 
O ในตอมน้ําเหลืองโคจากโคที่ไดรับการหยดไวรัสเขาสูจมูกแลวทาํการชาํแหละซากหลังจากนัน้
เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลการทดลองระบุวาไวรัสถูกทาํลายไดที่อุณหภูม ิ82 องศาเซลเซียส ในเวลา 
2 ชั่วโมง และที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซยีส ในเวลา 30 นาที จากการตรวจแยกไวรัสโดยวิธี Cattle 
Inoculation   

 
ในป 1988 Blackwell และคณะไดรายงานถึงผลการทดลองการทาํลายไวรัสโรคปากและ

เทาเปอยในเนือ้โคจากโคที่ไดทําการหยดไวรัสเขาสูจมูกแลวทําการชําแหละซากเมื่อแสดงอาการ
ทางคลินิคโดยเนื้อที่ไดนัน้จะนํามาทาํการบดผสมกับตอมน้ําเหลืองแลวทําการอัดลงในแบบจําลอง
พลาสติกขนาด 17.5 X 32 ซม. หนา 80 ไมครอน ผลการทดลองพบวาไวรัสถกูทาํลายที่อุณหภมูิ 
79.4 องศาเซลเซียส ในเวลา 2 ชั่วโมง จากการตรวจแยกไวรัสโดยวิธี Cattle Inoculation  และในป
เดียวกนันี ้ Garcia-Vidal และคณะ (1988) ไดรายงานถึงการทดลองทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทป O ในเนื้อโคในรูปแบบเดียวกนั ตางกันตรงที่ลักษณะของเนื้อที่ใชนั้นจะมหีลาย
ลักษณะไดแก เนื้อบดผสมตอมน้ําเหลือง เนื้อหัน่เปนลกูเตาผสมตอมน้ําเหลือง และเนื้อหั่นสไลด
บางผสมตอมน้ําเหลือง ผลการทดลองพบวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยถูกทําลายไดเมื่อใหความ
รอนที่อุณหภมูิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที และที่อุณหภมูิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาท ีจากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney Cells และ Cattle Inoculation  

 
Masana และคณะ (1995) รายงานถงึการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O 

ในเนื้อโคจากโคที่ฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาสูเนื้อเยื่อล้ินแลวชาํแหละซากเมื่อแสดงอาการ
ทางคลินิคเชนกัน โดยแบงชิน้เนื้อใหไดขนาด 8 X 20 ซม. น้ําหนกั 1 กิโลกรัม ผลการทดลองพบวา
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยถูกทาํลายที่อุณหภูมิ 71 องศาเซลเซยีส ในเวลา 10.6 ชั่วโมง และที่
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซยีส ในเวลา 5.75 ชั่วโมง จากการตรวจแยกไวรัสโดยวิธี Cattle 
Inoculation 
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ตอมาไดมีการรายงานถึงการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในน้ําลาง
อุจจาระสุกร (Swine slurry) ซึ่งพบวาสกุรที่ทาํการทดลองใหติดเชื้อมีการขับไวรัสออกมาไดทาง
อุจจาระ เปรียบเทียบกับไวรัสที่อยูในสารละลาย Glasgow Eagles Medium จากการทดลอง
พบวาไวรัสที่อยูในน้าํลางอุจจาระถูกทําลายที่อุณหภูม ิ 67 องศาเซลเซียส ในเวลา 3 นาที สวน
ไวรัสที่อยูในสารละลาย Glasgow Eagles Medium ถูกทาํลายที่อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซยีส ใน
เวลา 5 นาท ีจากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney Cells (Turner et al., 2000) 

 
จากการประเมินขอมูลการศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนที่

ผานมาสามารถทําการสรุปและวิเคราะหอัตราการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย (D-value) ได
ดังแสดงในตารางที ่ 2 ซึ่งจากการประเมนิอัตราการทําลายไวรัส (D-value) พบวา ขอมูลที่ไดนัน้  
ไมมีความสอดคลองกันระหวางอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําลายไวรัส ทัง้นี้อาจ
เนื่องมาจากในแตละการทดลองมีการใชส่ือที่แตกตางกันไมวาจะเปน น้ํานม หรือ เนื้อ นอกจากนี้
ขนาดและปรมิาตรของสื่อกเ็ปนปจจัยสําคัญที่สงผลใหเกิดความแตกตางอีกดวย ดังนัน้ จึงควรทาํ
การทดลองเพือ่หาชวงเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยาง
แทจริง และควรเปนไวรัสสเตรนที่มีการระบาดในประเทศไทยโดยตรงเพื่อนาํมาเก็บเปนฐานขอมูล
ซึ่งจะเปนประโยชนในการใชเจรจาตอรองทางการคาตอไป 
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ตารางที ่2 อัตราการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย (D-value) ดวยความรอน 

ซีโรไทป 
อุณหภูมิ 

(°C) 
D-value 
(นาที) ส่ือ 

วิธีการตรวจ 
แยกไวรัส เอกสารอางอิง 

80 0.15 หยดเลือด  
O 
 
 

86 2.42 ผงเลือดแหง 

Calf Kidney Cells 
 
 

Forbes and Cottral 
(1969) 

 

60 0.65  
O 
 63 0.32 

น้ํานม 
Bovine Embryo 
Thyroid Cells 

De Leeuw และคณะ 
(1980) 

O 54 23.70 PBS 
Baby Hamster 
Kidney Cells 

Nettleton และคณะ
(1982) 

A 54 17.70 PBS 
Baby Hamster 
Kidney Cells 

Nettleton และคณะ
(1982) 

Asia-1 54 25.30 PBS 
Baby Hamster 
Kidney Cells 

Nettleton และคณะ
(1982) 

82 23.52  
O 
 90 5.88 

ตอมน้ําเหลืองบด 
1 กรัม 

Cattle Inoculation 
 

Blackwell และคณะ
(1982) 

ไมระบุ 
 

79 
 

30.00 
 

เนื้อบดผสมตอม
น้ําเหลือง ขนาด 
17.5 x 32 ซม. 

Cattle Inoculation 
 

Blackwell และคณะ
(1988) 

75 3.00 
 

O 
 80 4.00 

เนื้อบด, เนื้อหั่นเปน
ลูกเตา, เนื้อหั่นสไลด

บาง 

Baby Hamster 
Kidney Cells, 

Cattle Inoculation 

Garcia-Vidal       
และคณะ (1988) 

71 147.00  
O 
 75 79.30 

เนื้อโค 1 กิโลกรัม 
ขนาด 8 x 20 ซม. 

Cattle Inoculation 
 

Masana และคณะ
(1995) 

67 0.75 น้ําลางอุจจาระ
(Swine slurry)  

O 
 67 1.00 Glasgow Eagles 

Medium 

Baby Hamster 
Kidney Cells 

Turner และคณะ 
(2000) 
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บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 

3.1 อุปกรณ และเครื่องมือที่ใชในการวจิยั 
 
3.1.1 วัตถุดิบที่ใชในงานวิจยั (สามารถดูเทคนิคการเตรียมประกอบไดในภาคผนวก ก และ ข) 
 3.1.1.1 อาหารเลี้ยงเซลล Eagle’s Minimum Essential Medium 
 3.1.1.2 Tryptose Phosphate Broth 
 3.1.1.3 L-Glutamine 
 3.1.1.4 Fetal Bovine Serum 
 3.1.1.5 สารตานเชื้อรา (Fungizone) 
 3.1.1.6 สารตานจุลชีพ (Antibiotic) 
 3.1.7.7 สารละลาย Trypsin-Versene 
 3.1.7.8 เซลลเพาะเลีย้งชนิด Baby Hamster Kidney 21 (BHK-21) 
 
3.1.2 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

3.1.2.1 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) 
3.1.2.2 โซเดียมคลอไรด (NaCl) 

 3.1.2.3 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
 3.1.2.4 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2PO4) 
 3.1.2.5 โปแตสเซียมคลอไรด (KCL) 
 
3.1.3 อุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

3.1.3.1 96-well plate    
3.1.3.2 96-well dilution tube 
3.1.3.3 ไมโครปเปต ขนาด 50-200 µl และ 200-1000 µl 
3.1.3.4 ไมโครปเปตทิป ขนาด 200 µl และ 1000 µl 
3.1.3.5 ขวดเพาะเลีย้งเซลลขนาด 75 cm2 
3.1.3.6 หลอดแกวขนาด 10 ml 
3.1.3.7 จุกยางปดหลอดแกว 
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3.1.3.8 กระติกน้ําแข็ง 
3.1.3.9 ปเปตแกวขนาด 2 ml, 5 ml, และ 10 ml 
 

3.1.4 เครื่องมือที่ใชในงานวิจัย 
3.1.4.1 อางน้าํควบคุมอุณหภูม ิ(Julabo® TWB22, Germany) 
3.1.4.2 เครื่องวัดอุณหภูมิพรอมแทงวัดอุณหภูม ิ(Hanna® HI98701, Italy) 
3.1.4.3 ตู CO2 Incubator (Sanyo® MCO-17AC/15AC, Japan)  
3.1.4.4 นาฟกาจับเวลา 
3.1.4.5 กลองจุลทรรศน 
 

3.1.5 ตัวอยางไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ใชในงานวิจยั 
ตัวอยางไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ใชในการศึกษาควรเปนไวรัสทีม่ีความเปนตัวแทน

ของไวรัสที่มีการระบาดในประเทศไทย ดังนัน้ การศึกษาครั้งนี้จึงคัดเลือกไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทป O, A และ Asia-1สเตรนที่เคยมีการระบาดในประเทศไทย ซึง่แยกโดยศูนยอางอิงโรค
ปากและเทาเปอย อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา และเปนสเตรนที่กรมปศุสัตวไดนํามาผลิตเปนวัคซนี
เพื่อใชในการปองกันโรคปากและเทาเปอย สเตรนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่นาํมาใชใน  
การศึกษาครั้งนี้ไดแก O/Udornthani/1987, O/Nakhonpathom/1965, A/Saraburi/1987, 
A/Sakolnakorn/1997, A132/1989 และ Asia-1/Petchaburi/1985 โดย Linchongsubongkoch 
(2003) ไดรายงานถึงความไมแตกตางกนัทางซีร่ัมวิทยาจากการตรวจดวยวธิี Liquid Phase 
Blocking ELISA (LP ELISA) ระหวางสเตรน O/Udornthani/1987 และ Asia-1/ 
Petchaburi/1985 ที่ใชเปนสเตรนอางองิในการผลิตวคัซีน กับสเตรนที่มกีารระบาดในพืน้ที่ของ
ประเทศไทย  
 
3.2 วิธีดําเนินการวิจัย 
  

ศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนที่อุณหภูมิทั้งหมด 6 อุณหภูมิ 
คือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส โดยในแตละอุณหภูมิจะใชระยะเวลาในการ
ทําลายไวรัสทัง้หมด 6 เวลาดังแสดงในตารางที ่ 3 ซึ่งกําหนดจากผลของการศึกษานาํรอง 
(Preliminary Study) เพื่อใหสามารถตรวจพบไวรัสที่เหลือไดกอนไวรัสจะถูกทําลายหมด จากนัน้
จึงนาํตัวอยางไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ผานการทําลายดวยความรอนในระยะเวลาตางๆกนัไป
ทําการวัดระดบัความเขมขนของไวรัส (Virus Titration) เพื่อสรางกราฟแสดงการทําลายไวรัส และ
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วิเคราะหอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย (D-Value) โดยการทาํลายไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยทกุสเตรนในแตละอุณหภูมินัน้ทาํซ้ําทั้งหมด 3 คร้ัง 

 
ตารางที ่3 ระยะเวลาที่ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในแตละอุณหภูมิ 

50°C 
(นาที) 

60°C 
(วินาที) 

70°C 
(วินาที) 

80°C 
(วินาที) 

90°C 
(วินาที) 

100°C 
(วินาที) 

0 0 0 0 0 0 

6 30 15 15 15 10 

12 60 30 25 25 15 

18 75 40 35 30 20 

24 90 50 45 35 25 
30 105 60 55 40 30 

 
ข้ันตอนการทาํลายไวรัสดวยความรอน  

1. เตรียมหลอดแกวปลอดเชื้อขนาด 10 ml ใหมีจํานวนเพียงพอกับจํานวนสเตรนของไวรัส
โรคปากและเทาเปอย ชวงเวลาที่ตองการทดลอง และหลอดควบคุม  

2.  เจือจางตัวอยางสารละลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยลงในหลอดแกวทีเ่ตรียมไว 10 เทา 
ดวยสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ที่ความเขมขน 0.04 M โดยสัดสวนที ่
ใชคือ สารละลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 200 µl ตอ สารละลาย PBS  1,800 µl สวน
หลอดควบคุมใสสารละลาย PBS  2,000 µl  

3. ปดจุกยางทีห่ลอดแกวทุกหลอดใหสนิทยกเวนหลอดควบคุม ระบุสเตรน ชวงเวลา และ
อุณหภูมิที่ขางหลอดแกวใหชัดเจน  

4. ปรับอุณหภูมิของอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath; Julabo® TWB22) ใหอยูในระดับ
ที่ตองการ  

5. จุมหัววัดอุณหภูมิ (Probe) ของเครื่องวัดอุณหภูมิ (Thermocouple; Hanna® HI98701) 
ลงในหลอดควบคุมแลวทําการบันทึกอุณหภูมิขณะนั้นเปนเวลา 0 วนิาที  

6. จุมหลอดแกวทั้งหมดทีเ่ตรียมไวรวมทั้งหลอดควบคุมลงในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิพรอม
กัน แลวทาํการบันทึกอุณหภูมิจากเครื่องวัดอุณหภูมิที่เพิ่มข้ึนในทกุๆ 10 วินาท ี(รูปที่ 7) 

7. เมื่อถึงชวงเวลาที่กาํหนดใหนําหลอดแกวออกจากอางน้าํควบคุมอุณหภูมิแลวนาํไปแช
น้ําแข็งใหอุณหภูมิลดลงอยางรวดเร็วเพื่อเปนการหยุดการทําลายไวรสัดวยความรอน   
(De Leeuw et al., 1980; Blackwell et al., 1982) 
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8. นําสารละลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ผานการทําลายดวยความรอนแลวไปทาํการวัด
ระดับความเขมขนตอไป 

 

e

 
รูปที่ 7 การทาํ

 
ข้ันตอนการวดัระดับความเขมขนของไวรัส (

1. เติมสารละลาย Maintenance Me
900 µl เพื่อเตรียมในการทาํการเจ
dilutions  

2. เติมสารละลายไวรัสโรคปากและเท
จะทําใหไดไวรัสที่เจือจางลงไป 10 เ

3. เปลี่ยนไมโครปเปตทิปใหมแลวจึงด
หลอดที่ 2 ผสมใหเขากนัซึง่จะทําให

4. ทําซ้าํในลกัษณะเดียวกับขอ 3 จน
ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน  

5. ยอยเซลลเพาะเลี้ยง (BHK-21) อ
แลวนําเซลลทีย่อยไดมาเติมลงใน 
เขมขนของเซลลประมาณ 2x105 c

6. หยอดเซลลลงใน 96-well plate (C
7. ระบุรายละเอยีดของสเตรน ระยะเ

ไวรัสตามแถวบนฝาของ 96-well p
Probe
Sample Tub
 
Thermocouple 

ลายไวรัสดวยความรอน 

ราตรี, 2533) 
dium (MM) ลงในหลอดพลาสติกทีป่ลอดเชื้อหลอดละ 
ือจางไวรัสโรคปากและเทาเปอยแบบ Serial 10-fold 

าเปอยลงในหลอดที่เตรียมไว 100 µl ผสมใหเขากันซึง่
ทา (10-1)  
ูดสวนผสมของไวรัสในหลอดแรก 100 µl เติมลงใน
ไดไวรัสที่เจือจางลงไป 100 เทา (10-2) 
กระทัง่ไดไวรัสที่เจือจางลงไป 1,000,000 เทา (10-6) 

อกจากขวดเลี้ยงเซลลโดยใช Trypsin-Versene (TV) 
Growth Medium (GM) ที่เตรียมไวโดยใหมีความ

ells/ml  
ostar®) ชนิดกนแบนทุกหลุมๆ ละ 100 µl  
วลา อุณหภูมิ และลําดับการเจอืจางของสารละลาย
late ใหชัดเจน 
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8.  หยอดสารละลายไวรัสที่เจอืจางแลวลงในแตละหลุมๆละ 50 µl ตามแถวที่ไดกําหนดไว 
โดยแถวที่เปนเซลลควบคุมนั้นจะทาํการหยอด Maintenance Medium ลงไปแทน  

9. นํา plate ไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส โดยที่มีกาซคารบอนไดอ็อกไซด     
รอยละ 5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

10. อานและบนัทกึผลโดยสังเกตจากการที่ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทําใหเซลลเพาะเลีย้ง
เกิดสภาวะ Cytopathic Effect (CPE) (รูปที่ 8, 9 และ 10) 

11. คํานวณความเขมขนของไวรสัซ่ึงมหีนวยเปน Log10 TCID50/ml หรือคาความเขมขนทีท่ํา
ใหเซลลเพาะเลี้ยงเกิดการเปลี่ยนแปลงไปรอยละ 50  (Tissue Culture Infection Dose 
50%) ดวยวธิีการของ Reed and Muench (1938) ซึ่งเปนการคํานวณจากคา 
Proportionate Distance (PD) ระหวางลาํดับการเจือจางทีพ่บการเกิด Cytopathic 
effect (CPE) รอยละ50 โดยกําหนดให 

A = รอยละสะสมของการเกิด CPE คาแรกที่มากกวารอยละ 50 
B = รอยละสะสมของการเกิด CPE คาแรกที่นอยกวารอยละ 50 
C = ลําดับการเจือจางของไวรัส 

 แทนคาในสูตร 
  PD =   (A – 50) / (A –B)  

เมื่อไดคา PD แลว นาํมาคํานวณตอตามสตูร 
   Log10 TCID50 =   Log C – PD 

 

 
 

รูปที่ 8 เซลลเพาะเลีย้ง BHK-21 ปกต ิ
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รูปที่ 9 เซลลเพาะเลีย้ง BHK-21 ขณะเกดิภาวะ Cytopathic Effect วน 
 

 
รูปที่ 10 เซลลเพาะเลี้ยง BHK-21 ขณะเกดิภาวะ Cytopathic Effect ัง้หมด 

 
การวิเคราะหขอมูล 

.3.1 การวิเคราะหหาอัตราการทาํลายไวรัส (D-value) 
ละเทาเปอยในแตละอุณหภูมิดวย 

ของ

3.3.1.2

บางส

 

ท

 3.3 
 
3

3.3.1.1 สรางกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากแ
โปรแกรม Microsoft Excel โดยกําหนดใหแกน Y แสดงถึงระดับความเขมขน
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย สวนแกน X แสดงถึงระยะเวลาเริ่มต้ังแต 0 วนิาท ี 
 เติมเสนแนวโนมโดยกําหนดใหโปรแกรมแสดงคาสมการเสนตรงดวย  
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3.3.1.3 คํานวณ D-value จากคาลบของสวนกลับของความชันจากสมการเสนตรงนั้น 

  
าะหขอมูลทางสถิต ิ

β) ของกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยวา

 

 

 
 

โดย D-value จะแสดงถงึระยะเวลาที่ใชในการลดความเขมขนของไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยลง 1 Log หรือ รอยละ 90 โดยประมาณ  

3.3.2     การวเิคร
ทําการวิเคราะหคาความชนั (Slope; 
มีความแตกตางจาก 0 หรือไมดวย Linear Regression จากนัน้เปรียบเทยีบ D-value ถึง

ประสิทธิภาพของการทาํลายไวรัสที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน และเปรยีบเทียบ D-value ถึงความ
ตานทานความรอนระหวางสเตรนของไวรัสดวยชวงระยะความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 
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บทที่ 4 

ผลการ ขอมูล 

4.1     ผลการวิเคราะหหาอัตราก ) 

เตรน (O/Udornthani/1987, 
O/Nakhonpathom/1965, A/Saraburi/1987, A/Sakolnakorn/1997, A132/1989 และ Asia-
1/Petch

 
วิเคราะห

 
ารทําลายไวรสั (D-value

 
จากการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 ส

aburi/1985) ดวยความรอนในอณุหภูมิทัง้หมด 6 อุณหภูม ิ คือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 
100 องศาเซลเซียส แลวนาํตัวอยางไวรสัโรคปากและเทาเปอยที่ผานการทําลายดวยความรอนใน
ระยะเวลาตางๆกันไปวัดระดบัความเขมขน โดยทาํการทดลองซ้ําทั้งหมด 3 คร้ัง สามารถนาํขอมูล
มาใชสรางกราฟแสดงการทาํลายไวรัส และวิเคราะหหาอัตราการทําลายไวรัส (D-Value) โดยแบง
ตามชนิดของซีโรไทปไดดังตอไปนี้ (รูปที ่ 11-28) (สามารถดูกราฟแสดงการทําลายไวรัส และ D-
value แบบจําเพาะสเตรนประกอบไดในภาคผนวก ค) 

 

D50 Serotype O
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O/Udornthani/1987

O/Nakhonpathom/1965

D-value
O/Udornthani/1987       
= 588.24 

D-value               
O/Nakhonpathom/1965 
= 400.00

 

รูปที่ 11 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 50°C 
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D50 Serotype A
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A/Saraburi/1987
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A132/1989

D-value A132/1989   
= 400.00

D-value
A/Sakolnakorn/1997 
= 2500.00
D-value
A/Saraburi/1987   =
1666.67

 

รูปที่ 12 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 50°C 

D50 Serotype Asia-1
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Asia-1/Petchaburi/1985

D-value                  
Asia-1/Petch/1985        
= 2500.00

 

รูปที่ 13 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป Asia-1 และ D-value ที่ 50°C 
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D60 Serotype O
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= 17.86
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O/udornthani/1989        
= 15.63

 

รูปที่ 14 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 60°C 
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D-value
A/Saraburi/1987          
= 14.93

D-value A132/1989      
= 17.86

D-value
A/Sakolnakorn/1997    
= 16.39

 

รูปที่ 15 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 60°C 
 



 25

 

D60 Serotype Asia-1
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Asia-1/Petchaburi/1985

D-value                     
Asia-1/Petchaburi/1985 
= 22.73

 
 

รูปที่ 16 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป Asia-1 และ D-value ที่ 60°C 
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O/Udornthani/1989        
= 6.67
D-value
O/Nakhonpathom/1965  
= 9.17

 
 

รูปที่ 17 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 70°C 
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D70 Serotype A
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D-value
A/saraburi/1987          
= 7.30
D-value A132/1989      
= 7.94

D-value
A/Sakolnakorn/1997    
= 7.41

 
 

รูปที่ 18 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 70°C 
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รูปที่ 19 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป Asia-1 และ D-value ที่ 70°C 
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D80 Serotype O
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รูปที่ 20 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 80°C 
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= 4.63

 
 

รูปที่ 21 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 80°C 
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D80 Serotype Asia-1
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รูปที่ 22 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป Asia-1 และ D-value ที่ 80°C 
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O/Nakhonpathom/1965
= 2.87
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O/Udornthani/1987      
= 2.21

 
 

รูปที่ 23 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 90°C 
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= 2.61

 
 

รูปที่ 24 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 90°C 
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รูปที่ 25 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป Asia-1 และ D-value ที่ 90°C 
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D100 Serotype O
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รูปที่ 26 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 100°C 
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= 2.1

 
 

รูปที่ 27 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 100°C 
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D100 Serotype Asia-1
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= 2.81

 
รูปที่ 28 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป Asia-1 และ D-value ที่ 100°C 

 
4.2     ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 
ผล ามเชื่อมัน่     

อยละ 95 ของกราฟแสดงการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรน ระหวางอุณหภูมิใน
ด 6 อุณหภูมิคือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศา

เซลเซียส

Slope(β) Std. Error t p-value 

การวิเคราะหคาความชนัทางสถิติดวย Linear Regression ที่ระดับคว
ร
การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหม

 แสดงดังตารางที่ 4 - 9 

ตารางที ่4 การวิเคราะหคาความชนั (β) ของกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทัง้  
6 สเตรนที่อุณหภูมิ 50 °C 

Strain 
O/Udornthani/1987 -0.0017 0.000 -9.072 0.000 

O/Nakhonpathom/1965 -0.0025 0.000 -10.193 0.000 
A/Saraburi/1987 -0.0006 0.000 -2.031  0.059* 

A/Sako /1997 -1 6 lnakorn -0.0004 0.000 .44  0.168* 
A132/1989 -0.0025 0.000 -9.267 0.000 

As-1/Petchaburi/1985 -0.0004 0.000 -1.415  0.176* 
  หมายเ tandard คา Reliability Coefficie

                * คา p-value ที่ > 0.05 
หตุ : Std. Error = คา S  Error, t = nt 
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ตารางที ่5 ก นั (β ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 0 °C 

S r 

ารวิเคราะหคาความช ) ของกรา ดงการท ยไวรัสโร กและเท
ที่อุณหภูมิ 6

Strain Slope(β) td. Erro t p-value 
O/Udornthani/1987 -0.064 0.007 -8.885 0.000 

O/Nakhonpathom/1965 -0.056 0.006 -9.753 0.000 

-0.061 0.007 -8.350 0.000 
A1 9 -6. 2 

As-1/Petchaburi/1985 -0.044 

A/Saraburi/1987 -0.667 0.008 -8.379 0.000 
A/Sakolnakorn/1997 

32/198 -0.056 0.008 58 0.000 
0.008 -5.699 0.000 

  หม dard  คา Reliability Coefficie
 

ตารางที ่6 ก นั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 0 °C 

S r p-value 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารวิเคราะหคาความช  ของกรา ดงการท ยไวรัสโร กและเท
ที่อุณหภูมิ 7

Strain lope(β) Std. Erro t 
O/Udornthani/1987 -0.150 0.015 -9.747 0.000 

O/Nakhonpathom/1965 -0.109 0.016 -6.605 0.000 

-0.135 0.017 -8.119 0.000 
A1 9 -7. 9 

As-1/Petchaburi/1985 -0.129 

A/Saraburi/1987 -0.137 0.018 -7.787 0.000 
A/Sakolnakorn/1997 

32/198 -0.126 0.016 65 0.000 
0.013 -9.646 0.000 

  หม dard  คา Reliability Coefficie
 

ตารางที ่7 ก นั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 0 °C 

p-value 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารวิเคราะหคาความช  ของกรา ดงการท ยไวรัสโร กและเท
ที่อุณหภูมิ 8

Strain S r lope(β) Std. Erro t 
O/Udornthani/1987 -0.248 0.024 -10.170 0.000 

O/Nakhonpathom/1965 -0.265 0.038 -7.049 0.000 

-0.218 0.022 -9.892 0.000 
A1 9 -6. 2 

As-1/Petchaburi/1985 -0.149 

A/Saraburi/1987 -0.216 0.022 -10.004 0.000 
A/Sakolnakorn/1997 

32/198 -0.183 0.026 59 0.000 
0.010 -14.639 0.000 

  หม dard  คา Reliability Coefficie
 
 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 
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ตารางที่ 8 การวิเ ามชนั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 ส  

t p-value 

คราะหคาคว  ของกรา ดงการท ยไวรัสโร กและเท
เตรนที่อุณหภูมิ 90 °C

Strain Slope(β) Std. Error 
O/Udornthani/1987 -0.452 0.062 -7.285 0.000 

O/Nakhonpathom/1965 -0.349 0.037 -9.457 0.000 

-0.283 0.034 -8.232 0.000 
A1 9 -8. 2 

As-1/Petchaburi/1985 -0.297 

A/Saraburi/1987 -0.420 0.047 -8.858 0.000 
A/Sakolnakorn/1997 

32/198 -0.383 0.045 58 0.000 
0.029 -10.297 0.000 

  หม dard  คา Reliability Coefficie
 

ตารางที่ 9 ก นั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 00 °C 

p-value 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารวิเคราะหคาความช  ของกรา ดงการท ยไวรัสโร กและเท
ที่อุณหภูมิ 1

Strain S r lope(β) Std. Erro t 
O/Udornthani/1987 -0.523 0.078 -6.713 0.000 

O/Nakhonpathom/1965 -0.422 0.057 -7.343 0.000 

-0.436 0.661 -7.163 0.000 
A1 9 -7. 7 

As-1/Petchaburi/1985 -0.356 

A/Saraburi/1987 -0.476 0.061 -7.792 0.000 
A/Sakolnakorn/1997 

32/198 -0.379 0.048 84 0.000 
0.039 -9.102 0.000 

  หม dard  คา Reliability Coefficie
 

ผลก ยะค ั่นที่ร 5 ขอ ue ระ วงอุณหภูมิ
ในการทําลายไวร ะเทาเปอ  6 อุณ ือ 50 0, 80 ะ 100 
องศาเซลเซ

 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารเปรียบเทียบชวงระ วามเชื่อม อยละ 9 ง D-val หวางช
ัสโรคปากแล ยทั้งหมด หภูมิค , 60, 7 , 90 แล

ยี  ส แสดงดังตารางที ่10
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ตารางท 0 ชวงระยะความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางอุณหภูมิที่ใชในการทําลาย 
รัสทั้ง 6 อุณหภูม ิ

95% Confidence Interval for 
Mean 

ี่ 1
ไว

Temp.(°C) n Mean Std. Deviation Std. Error 
     Lower Bound Upper Bound 

50 6 .1233 1007.1466 411.1659 268.1878 2382.0589 1325
60 6 2.7900 1.1390 
70 6 7.7067 0.8397 0.3428 

3.7362 5.9938 
90 6 2.8283 0.5326 0.2 74 

17.5667 14.6388 20.4945 
6.8254 8.5879 

80 6 4.8650 1.0757 0.4391 
1 2.2694 3.3873 

100 6 2.3533 0.3334 0.1361 2.0035 2.7032 
 

หมายเห  = จํานวนต ยาง, Std. Deviation = ค  Deviat rror =  Error 
 
 

ลการเปร เทียบ ะควา ี่รอย  D างส ง
ไวรัส ากและเท เปอย สเต dornt 87, O npathom  
A/Saraburi/1987, A/Sakolnakorn/1997, A132/1989 และ Asia-1/Petchaburi/1985) แสดงดัง

 

ตุ : n ัวอ า Standard ion, Std. E คา Standard

ผ ียบ ชวงระย มเชื่อมั่นท ละ 95 ของ -value)ระหว เตรนขอ
โรคป า ทั้งหมด 6 รน (O/U hani/19 /Nakho /1965,

ตารางที่ 11 
  

ตารางที่ 11 ชวงระยะความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางสเตรนของไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยทัง้ 6 สเตรน 

95% Confidence Interval for 
Mean Strain 

 
n 
 

Mean 
 

Std. Deviation 
 

Std. Error 
 Lower Bound Upper Bound 

O/Udornthani/1987 6 103.1150 237.7156 97.0470 -146.3523 352.5823 
O/Nakhonpathom/1965 6 72.6733 160.4635 65.5089 -95.7228 241.0694 

A/Saraburi/1987 6 265.6400 635.3466 259.3791 -401.1153 932.3953 
A/Sakolnakorn/1997 6 422.3683 1017.8401 415.5315 -645.7893 1490.5260 

A132/1989 6 72.7517 160.4174 65.4901 -95.5961 241.0995 
As-1/Petchaburi/1985 6 423.8950 1017.1056 415.2316 -643.4919 1491.2819 
 
หมายเหต ัวอ , Std. Deviation = คา evia r = ค ror 
 

ุ : n = จํานวนต ยาง  Standard D tion, Std. Erro า Standard Er
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จากการเปรียบเทีย ะคว ที่รอ ระหว lue ขอ
ทั้ง เต วงอ แส งที ่1 สามา

ชวง
ุณหภูมิตางๆ และเปรียบเทียบถงึความตาน ทานความรอนระหวางสเตรนที่แตกตางกนัของไวรัส
คปากและเทาเปอย ดังแสดงในตารางที่ 12 

 

100 

บชวงระย ามเชื่อมัน่ ยละ 95 าง D-va งไวรัสโรค
ปากและเทาเปอย  6 ส รนใน 6 ช ณุหภูมิ ดัง ดงในตารา 0 และ 11 รถสรุปและ
เปรียบเทียบถงึประสิทธิภาพของความรอนในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยใน
อ
โร

ตารางที ่12 D-value (วินาท)ี ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรนใน 6 ชวงอณุหภูมิ 
          Temp.(°C) 
   Strain 

50 
 

60 
 

70 
 

80 
 

90 
  

O/Udornthani/1987 588.24a 15.63b 6.67c 4.03d 2.21e 1.91e 
O/Nakhonpathom/1965 400.00a 17.86 b 9.17c 3.77d 2.87e  2.37e 

0e 
 2500.00a 16.39b  7.41  4.59  3.53  2.29  

A/Saraburi/1987 1666.67a 14.93b  7.30c 4.63d 2.38e 2.1
A/Sakolnakorn/1997 c d e e

A132/1989 400.00a 17.86b  7.94c 5.46d 2.61e 2.64e 

As-1/Petchaburi/1985 2500.00a 22.73b 7.75c 6.71d 3.37e 2.81e 
a,b างกัน แตก งมีนัย งสถิติข ารทําลา D-value
                ที่ระดับความเช่ือมั่นรอยละ 95
 
 
 
 

 

,c,d,e อักษรที่แตกต แสดงถึงความ ตางกันอยา สําคัญทา องอัตราก ยไวรัส  ( ) 
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บทที ่5 
 

อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

5.1     อภิปรายผล 
 
การวิเคราะหหาอัตราการทาํลายไวรัส (D-value) คํานวณไดจากคาลบสวนกลับของความ

ชันของสมการเสนตรง มขนเริ่มตนของไวรัส
จําเปนตองเทากนั และระดับความเขมขนสุดทายของไวรัสในแตละการ

งึระดับที่เปน 0 นอกจากนัน้วิธกีารที่แตกตางกนัในการวัดระดับ
ความเข

ํา  

ากราฟ
แสดงกา

ที่ไดจากกราฟแสดงการทาํลายไวรัส โดยระดับความเข
ในแตละการทดลองไม
ทดลองไมจําเปนตองลดลงจนถ

มขนของไวรัสไมวาจะเปนการวัดจากการเกิด Cytopathic Effect กับเซลลเพาะเลีย้งซึง่มี
หนวยเปน TCID50/ml หรือการวัดจากการเกิด Plaque Forming Unit บนอาหารเลี้ยงเซลลใตวุน
ซึ่งมหีนวยเปน PFU/ml ก็ไมไดเปนปจจัยส คัญที่สงผลกระทบถงึ D-value เนื่องจาก D-value 
วิเคราะหไดจากคาการเปลีย่นแปลงของระดับความเขมขนของไวรัสจากจุดเริ่มตนถงึจุดสุดทาย
เทียบกนักบัระยะเวลาที่ใชในการทําลายไวรัส จึงไมใชการวิเคราะหจากคาระดับความเขมขนของ
ไวรัสโดยตรง อยางไรก็ดีเพือ่เปนการพิสูจนถึงประสิทธภิาพของความรอนในการทาํลายไวรัสอยาง
แทจริง จาํเปน ตองมีการวิเคราะหคาความชันของกราฟทางสถิติวาแตกตางจาก 0 หรือไม  

 
จากการวิเคราะหคาความชนัของกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง     

6 สเตรน (O/Udornthani/1987, O/Nakhonpathom/1965, A/Saraburi/1987, A/Sakolnakorn 
/1997, A132/1989 และ Asia-1/Petchaburi/1985) ระหวางอุณหภูมิในการทําลายไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยทั้งหมด 6 อุณหภูมิ คือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส พบว

รทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสวนใหญมีคาความชันของกราฟแตกตางจาก 0 อยาง
มีนัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที ่ 4 - 9) แสดงวาการใชความรอนที่อุณหภูมิตางๆนัน้
สามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดอยางแทจริง ยกเวนคาความชันของกราฟแสดงการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสของสเตรน A/Saraburi/1987, 
A/Sakolnakorn/1997 และ Asia-1/Petchaburi/1985 เทานั้นทีพ่บวาไมมีความแตกตางจาก 0 
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 3 สเตรน
ดังกลาวที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสจําเปนตองใชระยะเวลานาน จงึทาํใหคาความชันของกราฟ
ตํ่ามากจนกระทั่งเมื่อทาํการทดสอบทางสถิติแลวพบวาคาความชนัของกราฟไมแตกตางจาก 0  
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จากการเปรียบเทียบชวงระยะความเชื่อมัน่ที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางอุณหภูมิใน
การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมด 6 อุณหภูมิคือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 
องศาเซลเซยีสพบวา เกือบทุกอุณหภูมมิคีวามแตกตางกันของ D-value อยางมีนัยสําคัญทางสถ

     
ติิ 

(P<0.05

กับ
ทาเป

athom/1965, 
A/Saraburi/1987, A/Sakolnakorn/1997, A132/1989 และ Asia-1/Petchaburi/1985 พบวาไมมี
ความแต

าเปอย
ดวยความรอนจึงตองเปรียบเทียบ D-value ระหวางการศึกษาที่ใชส่ือชนิดเดียวกัน ซึ่งสื่อที่ใชใน
การศึกษาครั้งนี้คือสารละลาย PBS โดยทฤษฎีแลว ความรอนทาํใหเกิดการทาํลายของ Viral 

) ยกเวนเพียงอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และ 100 องศาเซลเซียสเทานั้นที่พบวาไมมี
ความแตกตางกันของ D-value อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที ่ 10) แสดงวาอุณหภูมิที่
แตกตางกนันัน้มีประสิทธิภาพในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่แตกตางกนัดวย โดย
อุณหภูมิสูงขึ้นจะมีประสิทธภิาพในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสูงขึ้น และจากการ
สังเกตพบวา D-value ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีสของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกสเตรนมีคา
ต่ํากวา D-value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสในสัดสวนที่มากกวาเมื่อเปรียบเทียบ ชวง
อุณหภูมิอ่ืน (ตารางที ่ 12) แสดงวาอณุหภูมิที่เร่ิมทาํลายไวรัสโรคปากและเ อยไดอยางมี
ประสิทธิภาพนั้นนาจะอยูในชวงระหวางอุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคลองกับที่มี
การรายงานวาไวรัสวงศ Picornarviridae จะไมสามารถทนตอความรอนไดที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส (Hollinger and Ticehurst, 1996) สําหรับที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และ 100 องศา
เซลเซียสที่พบวาไมมีความแตกตางกนัของ D-value อยางมีนยัสําคัญทางสถิตนิั้นอาจเนื่องมาจาก
การที่ความรอนในชวงอุณหภูมิสูงมากๆจะทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในระยะเวลาที่รวดเร็ว
จนกระทั่งไมสามารถบอกถงึความแตกตางของระยะเวลาที่ใชในการทาํลายไวรัสได 

 
จากการเปรียบเทียบชวงระยะความเชื่อมัน่ที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางสเตรนของ

ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมด 6 สเตรน คือ O/Udornthani/1987, O/Nakhonp

กตางกันระหวางคา D-value ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรน อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที ่ 11) แสดงวา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรนนัน้มี
ความตานทานตอความรอนที่อุณหภูมิ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซยีสที่ไมแตกตาง
กัน ดังนั้น ในกรณีที่ตองการศึกษาตอถึงชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทาํลายไวรัส
โรคปากและเทาเปอยในผลติภัณฑเนื้อสุกรที่ตองการจะสงออก จงึสามารถเลือกไวรสัโรคปากและ
เทาเปอยสเตรนใดก็ไดจาก 6 สเตรนนี้มาใชเปนตัวแทนในการศึกษาตอไป  

 
จากที่ไดกลาวในบทที่ 2 แลววา ส่ือทีใ่ชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยเปน

ปจจัยสําคัญในการประเมิน D-value ดังนัน้ ในการศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเท
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Capsid 

ณ

  

 

 ป

) แ
 เปนสื่อเชนเดียวกัน ไวรัสโรคตับอักเสบเอและไวรัสโปลิโอจัดอยูในวงศ 

Picornarviridae เชนเดยีวกันกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยแตแตกตางกนัที่สกุล ไวรัสโรคตับ

และโครงสรางทุติยภูมิ (Secondary Structure) ของโมเลกุล RNA ของไวรัส สงผลให
ขบวนการเขาสูเซลลและการเพิ่มจํานวนของไวรัสสูญเสียไป (Chou and Yang, 2004) โดยในชวง
อุณหภูมิที่สูงกวายอมทาํใหเกิดกลไกของการทาํลายไวรัสดังกลาวที่เร็วกวาดวย ดังนัน้ D-value 
ของชวงอุณหภูมิสูงจึงมีคานอยกวา D-value ของชวงอุ หภูมิต่ํา จากการเปรียบเทียบระหวาง D-
value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ตารางที ่ 12) ซึ่งเปนชวงอุณหภูมิที่ใกลเคียงที่สุด กบั           
D-value ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซยีสที่ไดจากการศึกษาของ Nettleton และคณะ (1982) 
(ตารางที ่ 2) ซึ่งศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในทกุซีโรไทปโดยใชสารละลาย PBS 
เปนสื่อเชนเดยีวกนั พบวา D-value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสของซีโรไทป A และ Asia-1 ที่ได
จากการศึกษาในครั้งนี้มีคามากกวา D-value ที่อุณหภูม ิ 54 องศาเซลเซียสของซีโรไทปเดียวกันที่
ไดจากการศึกษาของ Nettleton สวน D-value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสของซโีรไทป O ที่ได
จากการศึกษาในครั้งนี้มีคานอยกวา D-value ที่อุณหภูม ิ54 องศาเซลเซียสของซีโรไทปเดียวกัน ที่
ไดจากการศึกษาของ Nettleton เมื่อนาํขอมูลที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้มาทาํการประมาณคา  
D-value ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O, A และ Asia-1 ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส
โดยคํานวณจากสมการเสนตรง พบวา มคีาเฉลี่ยเทากบั 1.4, 2.1 และ 2.6 นาท ีตามลําดับ ซึ่งต่ํา
กวาคาที่ไดจากการศึกษาของ Nettleton สาเหตุดังกลาวอาจเนื่องมาจาก การศึกษานี้ไมไดศึกษา
ถึงการทาํลายไวรัสที่อุณหภมูิ 54 องศาเซลเซียสโดยตรง แตเปนการประมาณคา D-value จาก
สมการเสนตรงระหวาง D-value ของอุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้ 
D-value ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสมีคาที่ต่ํามาก จงึทาํใหเมื่อทําการประมาณคาทาง
คณิตศาสตรของ D-value ที่อุณหภูม ิ 54 องศาเซลเซียสจึงพบวามีคาที่ต่ําไปดวย ซึ่งในความเปน
จริงแลวมีความเปนไปไดวาที่อุณหภูม ิ 54 องศาเซลเซยีสยังไมใชอุณหภูมิที่มีประสิทธิภาพในการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยจึงทําให D-value ยังมีคาสูงอยู แตหากเปนชวงอุณหภูมิที่คอน
ไปทาง 60 องศาเซลเซียสซึง่เริ่มทําลายไวรสัโรคปากและเทาเ อยไดอยางมีประสิทธภิาพ D-value 
จะมีคาลดลงอยางรวดเร็ว จากประโยชนของการศึกษาในครั้งนี้ซึง่ทาํการศึกษาครอบคลุมในหลาย
ชวงอุณหภูม ิ จึงทําใหเหน็ถึงภาพรวมของประสิทธิภาพของความรอนในการทาํลายเชื้อไวรัสโรค
ปากและเทาเปอย และทําใหเหน็ถงึศกัยภาพที่ชัดเจนในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ในชวงอุณหภมูิที่สูงขึน้ 

  
Nuanualsuwan and Cliver (2002) รายงานถึงการทาํลายไวรัสโรคตับอักเสบเอ 

(Hepatitis A Virus ละไวรัสโปลิโอ (Poliovirus) โดยใชความรอนทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 
และใชสารละลาย PBS
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อักเสบเอ

ยี

 

เทากนั ไวรัสโรค
ากและเทาเปอยที่อยูในน้าํลางอจุจาระสุกรถูกทาํลายในเวลา 3 นาที สวนไวรัสโรคปากและเทา

เปอยที่อ

า

มเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่สะสมในเนื้อสุกรที่สูงที่สุด โดยพบวา

จัดอยูในสกุล Hepatovirus ไวรัสโปลิโอจัดอยูในสกุล Enterovirus สวนไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยจัดอยูในสกุล Apthovirus จากการศึกษาพบวา D-value ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส
ของไวรัสตับอักเสบเอ และไวรัสโปลิโอเทากับ 18.6 และ 5.6 วนิาที ตามลาํดับ เมื่อทําการ
เปรียบเทียบกบั D-value ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซ สซึ่งเปนชวง
อุณหภูมิที่ใกลเคียงที่สุดที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้ (ตารางที่ 12) พบวา D-value ของไวรัสโรคตับ
อักเสบเอมีคาสูงกวา สวน D-value ของไวรัสโปลิโอมีคาต่ํากวาเลก็นอยแตโดยรวมแลวจัดวาอยูใน
เกณฑที่ใกลเคียงกนั และเมื่อนําขอมูลทีไ่ดจากการศึกษาในครั้งนี้มาทําการประมาณคา D-value 
ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกสเตรนทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสโดยคํานวณจากสมการ
เสนตรง พบวา มีคาเฉลี่ยเทากับ 7.6 วนิาท ี ซึ่งใกลเคียงกับ D-value ของไวรัสโปลิโอ  จากการ
สังเกตพบวาไวรัสโรคตับอักเสบเอมีความตานทานความรอนมากกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
และไวรัสโปลิโอ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Hollinger and Ticehurst (1996) ซึ่งระบุวาไวรัสโรค
ตับอักเสบเอมคีวามตานทานความรอนมากกวาไวรัสชนิดอื่นที่อยูในวงศเดียวกนั 
 

Turner และคณะ (2002) ไดรายงานถงึการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O
ที่ละลายในน้ําลางอุจจาระสกุร เปรียบเทยีบกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ละลายในสารละลาย 
Glasgow Eagles Medium จากการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซยีส
ป

ยูในสารละลาย Glasgow Eagles Medium ถูกทาํลายในเวลา 5 นาที จากรายงานนี้
แสดงใหเหน็ถงึความสําคัญของสื่อที่เปนตัวกลางในการนําความรอนสูอนุภาคของไวรัส เนื่องจาก
ใน Glasgow Eagles Medium ซึ่งเปนอาหารเลี้ยงเซลลมีองคประกอบที่เปนโปรตีนจํานวนมาก ซึง่
โปรตีนเหลานีจ้ะเปนตวัปกปองอนุภาคของไวรัสจากความรอน (Dekker, 1998)  จึงทาํใหใช
ระยะเวลาในทําลายไวรัสทีน่านกวาเมื่อเปรียบเทียบกบัในน้าํลางอุจจาระสุกร ดังนั้น  D-value ที่
ไดจากการศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยใชสารละลาย PBS เปนสื่อในครั้งนี้ 
ยอมมีคาต่ํากวา D-value ที่ไดจากการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสุกรโดยตรง 
เนื่องจากในเนือ้สุกรประกอบไปดวยโปรตีนจํานวนมาก ซึ่งโปรตีนเหลานี้จะเปนตวัปกปองอนุภาค
ของไวรัสจากความรอนไดเปนอยางด ี ทําใหระยะเวลาที่ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยเพิ่มสูงขึน้ 
 

จากรายงานทีผ่านมาเกีย่วกบัการพบไวรัสโรคป กและเทาเปอยในเนือ้สุกร (Panina et 
al., 1989; Mebus et al.,1993; Chou and Yang, 2004) Panina และคณะ (1989) แสดงให   
เห็นถึงระดับควา
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หลังจากชาํแหละซากสกุรที่ไดทําการทดลองใหติดไวรัสโรคปากและเทาเปอยแลว กลามเนื้อและ
ไขมันขอ

g1

ลาย PBS คร้ังนี้พบวา D-value มีคาที่
่ํามากตัง้แตการใชความรอนที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซียสขึ้นไป และเมื่อประเมนิถึง D-value ที่

รั้งนี้รวมกับระดับความเขมขนของไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยสูงสุดทีพ่บในเนื้อสุกร กับอุณหภูมิและระยะเวลามาตรฐานในการปรุงสุกเนื้อสุกรที่
กําหนดโ

ี่อ

าย

งสุกรมีระดับความเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยสะสมสูงถงึ 5.0 Log10 PFU/mg 
ดังนัน้จึงอาจอนุมานไดวา ในสถานการณที่เลวรายที่สุดที่จะพบไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูใน
เนื้อสุกรนัน้ ไมนาจะมีระดบัความเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยสูงเกนิ 5 Lo 0 จากที่ได
กลาวแลวในขางตนวา D-value คือ ระยะเวลาที่ใชในการลดระดับความเขมขนของไวรัสลง 1 
Log10 หรือรอยละ 90 ซึ่งจะมีความจําเพาะกับชวงอณุหภูมิ และสเตรนของไวรัสที่ทาํการศึกษา 
(Juneja et al., 1997) ดังนัน้ การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่มรีะดับความเขมขนของไวรัส
ประมาณ 5 Log10 นัน้ ตองใชระยะเวลานานเปน 5 เทาของคา D-value ที่จาํเพาะของอุณหภมูิ
และสเตรนของไวรัสนัน้ๆนัน่เอง จากวิธีการคํานวณดังกลาว เมื่อทําการประเมิน D-value ที่ไดจาก
การศึกษาครั้งนี้ที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียสซึง่เปนอุณหภูมิมาตรฐานในการปรุงสุกเนื้อสุกรที่
กําหนดโดย OIE และกระทรวงเกษตร ปาไม และ ประมงของประเทศญี่ปุน รวมกับระดับความ
เขมขนของไวรสัโรคปากและเทาเปอยสูงสดุที่พบในเนื้อสุกรคอื 5 Log10 พบวา ระยะเวลาที่ใชใน
การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยูที่ประมาณ 1 นาทีเทานั้น ซึง่เหน็ไดวาเปนระยะเวลาที่ต่าํ
กวามาตรฐานดังกลาวทีก่ําหนดไวถึง 30 นาทีเปนอยางมาก แตอยางไรก็ดี เนื่องจากการศึกษาครั้ง
นี้เปนการศึกษาถงึการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสเตรนทีม่ีการะบาดในประเทศไทยดวย
ความรอนในสารละลาย PBS เทานัน้ ขอมูลที่ไดจึงยงัไมเพียงพอที่จะสรุปถึงระยะเวลาที่ใชในการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสุกรอยางแทจริง  
 
5.2     สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

 
การประเมนิ D-value ที่ไดจากการศึกษาในสารละ

ต
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีสที่ไดจากการศึกษาค

ดย OIE และกระทรวงเกษตร ปาไม และ ประมง ของประเทศญี่ปุน (70 องศาเซลเซียส 30 
นาท)ี (OIE, 2004b; JETRO,1996 อางโดย สุวิมล และคณะ, 2540)  พบวา D-value ที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียสมีคาต่าํกวาระยะเวลามาตรฐานในการปรุงสุกเนือ้สุกรอยางมาก แสดงถงึ
แนวโนมวา D-value ของเนื้อสุกรท ณุหภูมิเดียวกนันี้ นาจะมีคาต่ํากวาระยะเวลามาตรฐานใน
การปรุงสุกเนือ้สุกรที่กําหนดโดย OIE และกระทรวงเกษตร ปาไม และ ประมง ของประเทศญีปุ่น
ดวย  ซึ่งจากแนวโนมดังกลาวจะชวยลดอณุหภูมิ และระยะเวลาในการปรุงสุกเนื้อสุกรเพื่อใหมกีาร
ทําล ไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยางสมบูรณได  
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ขอเสนอแนะสําหรบังานตอไปในอนาคต 
 
การศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในครั้งนีจ้ัดเปนการศึกษา

นํารองเพื่อใหไดมาซึ่งขอมูลทางวทิยาศาสตรที่เปนพืน้ฐานในการเลือกอุณหภูมิและระยะเวลาที่
อยสเตรนที่มกีารระบาดในประเทศไทยเทานั้น 

ดังนัน้ งึควรมีการศึกษาตอเนื่องถงึการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในผลิต 
ภัณฑเน

เหมาะสมในการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเป
จ
ื้อสุกรแปรรูปที่ตองการจะสงออกไปยังประเทศเปาหมายอยางแทจริง จากที่ไดกลาวไวใน

ข วธิี     
ือ

ป

โรค

 

 
 
 
 

 

างตนแลววา การปรุงสุกเนื้อสุกรตามขอกําหนดของประเทศญีปุ่นนัน้สามารถทําไดหลาย
ทั้งการใชความรอนเปยกเชน การตม ตุน หรือนึง่ และการใชความรอนแหงเชน การทอด ยาง หร
อบ ซึ่ง จจุบนัประเทศไทยสามารถสงออกเนื้อสุกรที่ใชความรอนเปยกในการปรุงสกุไปยังประเทศ
ญี่ปุนเทานัน้ เนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้ตองการนําขอมูลอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมใน
การทาํลายไวรัส ปากและเทาเปอยไปใชในการเพิ่มรูปแบบของผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปปรุง
สุกที่จะสงออกไปยังประเทศญี่ปุนใหมีความหลากหลายมากขึน้ ดังนั้น ขอเสนอแนะสําหรับงาน
ตอไปในอนาคตคือ ควรมุงศึกษาผลของการใชความรอนแหงในการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยในเนื้อสุกรเพื่อนาํมาพฒันาผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปชนิดใหมๆ ทั้งนี้ควรมีการสํารวจถึง
ความตองการของตลาดและรสนิยมของผูบริโภคในประเทศเปาหมายควบคูกันไปดวย 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 



 42

รายการอางอิง 
 

าษาไทย 
ุญเพ็ง สันตวิฒันธรรม. 2547. การตลาดสุกร กฏระเบียบระหวางประเทศ และความ

ภ
 

รวมมือในการปราบโรค[สไลด]. สมาคมผูผลิต และแปรรูปสุกรเพื่อการสงออก. สัมมนา
วิชาการ “ยุทธศาสตรเขตปลอดโ อกสกุรไทยไปตลาดโลก”. โรงแรมสยาม

กรุงเทพฯ. 27 กรกฎาคม.  
ง

บ

รค FMD เพื่อสงอ
ซิต้ี. 

ราตรี วงษวัชรดํารง.2533. การวัดระดับความเขมขนของไวรัส. ปฏิบัติการไวรัสวิทยาทา  
สัตวแพทย. สํานักพิมพแหงจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. กรุงเทพฯ. หนา 107-123. 
ีรติพิบูล รุจ วัลยะเสวี และมณวีรรณ รักวาทนิ. 2540. รายงานฉบับสมบูรณ.  สุวิมล ก
การศึกษากฏ ระเบียบ ขอบังคับเกี่ยวกับการควบคุมกระบวนการผลติผลิตภัณฑจากเนื้อ
สุกรชนิดบรรจุกระปอง ถงุผนึก และแชแข็ง ของประเทศญี่ปุน สิงคโปร สาธารณรัฐเกาหลี
ใต สหรัฐอเมริกา และแคนาดา. สํานกับริการวิชาการ จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั.  
 

ภาษาอังกฤษ 
Abila, R.C. 2004. Progress of FMD Control in Southeast Asia [Slides]. Lecture  

given at IAEA/RCA Regional Training Course on Serological Techniques for FMD 
Diagnosis and Control. Regional Reference Laboratory for FMD in South East 

akhonratchasima, Thailand. October 11-22. 
th  

Asia. N
Bartley, L.M., Donnelly, C.A. and Anderson, R.M. 2002. Review of foot-and-mou

disease virus survival in animal excretions and on fomites. Vet. Rec. 151:       
667-669. 
ell, J.H., Rickansrud, D., McKercher, P.D. and McViar, J.W. 1982. Effect of  Blackw

ound thermal processing on the survival of foot-and-mouth disease virus in gr
meat. J. Food. Sci. 47(2): 388-392.  
ell, J.H., Nolan, E.J. and Rickansrud, D.A. 1988. Total caloric input of a thermal  Blackw

i.process as an index of lethality for foot-and-mouth disease virus. J. Food Sc  53: 

Chou, C
185-190. 
.C. and Yang, S.E. 2004. Inactivation and degradation of O Taiwan 97 foot-and- 
mouth disease virus in pork sausage processing. Food Microbiol. 21(6): 737
742. 

-



 43

Cottral,
red and uncured meat. Am. J. Vet. Res.

 G.E., Cox, B.F. and Baldwin, D.E.1960. The survival of Foot-and-Mouth Disease  
Virus in cu  21: 288-297. 

Crowther,J.R. 2004. Diagnostic Principles of Foot-and-Mouth Disease [Slides]. Lecture  
given at IAEA/RCA Regional Training Course on Serological Techniques for FMD 
Diagnosis and Control. Regional Reference Laboratory for FMD in South East 

Dekker rmaldehyde,  
Asia. Nakhonratchasima, Thailand. October 11-22. 
, A. 1998. Inactivation of foot-and-mouth disease virus by heat, fo
ethylene oxide and γ radiation. Vet. Rec. 143: 168-169. 

De Leeuw, P.W., Tiessink, J.W.A. and Van Bekkum, J.G. 1980. Aspects of heat  
inactivation of foot-and-mouth disease virus in milk from intramammarily infected 
susceptible cows. J. Hyg., Camb. 84: 159-172. 

Forbes, L.S. and Cottral, G.E. 1969. Heat inactivation of Foot-and-Mouth Disease Virus in  
blood products. Res. Vet. Sci. 10: 98-100. 

Garcia-Vidal, W., Balckwell, J.H., Correa, C.A., Huertas, S. and Urrestarazu, V. 1988.  

ood Sci.
Virucidal effectiveness of flexible pouch processing of meat products prepared 
from foot-and-mouth disease-affected cattle. J. F  53: 1650-1652.  

Haas, B., Ahl, R., Böhm, R. and Strauch, D. 1995. Inactivation of viruses in liquid  
manure. Rev. Sci. Tech. Off. Int. Epitz. 14: 435-445.   

Hollinger, F.B. and Ticehurst, J.R. 1996. Hepatitis A Virus. In: Fields Virology. 3rd ed.   
B.N. Fields, D.M. Knipe, P.M. Howley, et al. (ed.) Philadelphia: Lippincott – 
Raven Publishers. 735-782. 

JETRO. 1996. Procedures for importing foods and related products into Japan under  
the food sanitation law. Tokyo. 

Juneja, V.K., Snyder, O.P.Jr. and Marmer, B.S. 1997. Thermal destruction of Escherichia  
coli: determination of D- and Z-values. Int. J. Food Microbiol. 35: 231-237. 
 C.A. 1975. Action of ChemicKnight, al and Physical Agents on Virus. In: Chemistry of  
Viruses. 2nd ed. New York: Springer. 180-238. 

Linchon t characteristic of FMD virus in Thailand.  gsubongkoch, W. 2003. Recen
Proceeding of The 11th International Symposium of the World Association of 
Veterinary Laboratory Diagnosticians and OIE Seminar on Biotechnology. 
Bangkok, Thailand. November 9-13: S9-S15.  



 44

Masana  J.A., Rodriguez, H.R. and  
sing of 

, M.O., Fondevila, N.A., Gallinger, M.M., Lasta,
Gonzalez, B. 1995. Effect of low-temperature long-time thermal proces
beef-cuts on the survival of foot-and-mouth disease virus. J. Food Prot. 58(2): 
165-169.   
 K.A., Westbury, H.A., Kitching, R.P. and LewisMccoll, , V.M. 1995. The persistence of  
foot-and-mouth disease virus on wool. Aus. Vet. J. 72(8): 286-292. 

Mebus,

Survival of foot-and-mouth disease, African swine fever, and hog 
s, 

 C.A., House, C., Ruiz Gonzalvo, F., Pineda, J.M., Tapiador, J., Pire, J.J.,  
Bergada, J., Yedloutschnig, R.J., Sahu, S., Becerra, V. and Sanchez-Vizciano, 
J.M. 1993. 
cholera viruses in Spanish serrano cured hams and Iberian cured ham
shoulders and loins. Food Microbiol. 10: 133-143.  

Mebus, C.A., Arias, M., Pineda, J.M., Tapiador, J., House, C. and Sanchez-Vizciano,  
J.M. 1997. Survival of several porcine viruses in different Spanish dry-cured 
meat products. Food Chem. 59(4): 555-559. 
n, P.F., Davies, M.J. and Rweyemamu, M.M. 1982. Guanidine and heat  
sensitivity of foot-and-mouth disease virus (FMDV

Nettleto
) strains. J. Hyg., Camb. 89: 

Nuanua
129-138. 
lsuwan, S. and Cliver, D.O. 2002. Pretreatment to avoid positive RT-PCR results  
with inactivated viruses. J. Virol. Meth. 104: 217-225. 

Obara, K., Dyck, J. and Stout, S. 2003. Pork Policies in Japan. Economic Research  
Service, USDA. [Online]. Available from: http://www.ers.usda.gov [2005, April 
21] 

OIE. 2004a. OIE Listed Diseases. Terrestrial Animal Health Code, 12th Edition. Office  
International des Epizooties. Section 2.1. 

OIE. 2004b. Foot and Mouth Disease Virus Inactivation Procedures. Terrestrial Animal  

Parker, J. 1971. Presence and inactivation of foot-and-mouth disease virus in animal  
Health Code, 12th Edition. Office International des Epizooties. Appendix 3.6.2. 

faeces. Vet. Rec. 88: 659-662. 
Panina , Baldini, P. and Palmia, F. 1989.  

). 
, G.F., Civardi, A., Massirio, I., Scatozza, F.
Survival of foot-and-mouth disease in sausage meat products (Italian salami
Int. J. Food Microbiol. 8: 141-148. 



 45

Reed, L.J. and Muench, H. 1938. A simple method of estimating fifty percent endpoints.  
AM. J. Hyg. 27: 493-497. 

Saunders, W.B. 1986. Anatomy, Composition and Quality. In: Meat Hygiene. 8th ed.  
London: British Library Cataloguing in publication Data. 57-60. 

Sutmoller, P. 2001. Importation of beef from countries infected with foot and mouth  
disease: a review of risk mitigation measures. Rev. Sci. Tech. Off. Int. Epitz. 
20(3): 715-722. 

Taylor, D.J. 1995. Foot and Mouth Disease. In: Pig Diseases. 6th ed. Suffolk:  
St.Edmunsburry Press. 89-92. 

Turner, C., Williams, S.M. and Cumby, T.R. 2000. The inactivation of foot and mouth  
        

l.
disease, Aujesky’s disease and classical swine fever viruses in pig slurry.  
J. Appl. Microbio  89: 760-767. 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 46

 
 

 
 
 

 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 

    
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 



 47

ภาคผนวก ก          

การเตรยีมสารที่ใชในงานวิจัย 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล (Minimum Essential Medium; MEM) ปริมาตร 10 ลิตร

 

 
 

1. ทําการเตรียมสารซึ่งประกอบไปดวย 
 - Eagle’s Minimum E    94.0      กรัม 
 - Tryptose Phosphate Broth (BactoTM)      29.5      กรัม 

 กรัม 
    10.0       ลิตร 

2. 
3. น 
4. 
5. 

การ

ssential Medium (Nissui No.1) 

 - L-Glutamine         2.92   
 - น้ํากลัน่ (Autoclaved)   
ปนจนกระทัง่ละลายเขากัน 
นําไปกรองโดยใชไสกรองขนาด 0.45 ไมครอ
นําสารละลายที่ผานการกรองแลวไปตรวจดวย Fluid Thioglycolate 2 ชุด 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
เตรียม Fluid Thioglycolate ปริมาตร 0.5 ลิตร  
1. ปนละลาย Fluid Thioglycolate ปริมาณ 14.9 กรัม ดวยน้าํกลัน่ (Autoclaved) ปริมาตร 

70 องศาเซลเซยีส ประมาณ 30 นาท ีจนกระทั่ง
ละลายหมด 

าํการปดดวยจุกยาง 

4. 
 

การ

500 มิลลิลิตร ในอางควบคมุอุณหภูมิที่ 

2. แจกใสหลอดแกวหลอดละ 10 มิลลิลิตร แลวท
3. นําไปนึง่ (Autoclaved) รอจนกระทั่งเย็น 

เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิหอง (Room Temperature) 

เตรียม Fungizone ปริมาตร 0.1 ลิตร  
1. ปนละลาย Fungizone 50 มิลลิกรัม กับน้ํากลัน่ (Autoclaved) ปริมาตร 100 มลิลิลิตร 

. กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน 
 

 
 

จนกระทั่งละลายหมด 
2
3. แจกใสหลอดแกวหลอดละ 1 มิลลิลิตร
4. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
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การเตรียม Antibiotic ปริมาตร 1 ลิตร 
1. เตรียมสารซึ่งประกอบไปดวย 

- Kanamycin     10    กรัม 
- Penicillin     1.173    กรัม 

  10   กรัม 
  1000   มิลลิลิตร 

2. 
3. 
4. 
5. 

การ CO

- Streptomycin   
- น้ํากลั่น (Autoclaved)  
ปนจนกระทัง่ละลายเขากัน 
กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน 
แจกใสหลอดแกวหลอดละ 3 มิลลิลิตร 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 

 
เตรียม 7% Sodium Bicarbonate Solution (NaH 3) ปริมาตร 1 ลิตร 

้ํากลั่น (Autoclaved) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

. กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน 

 
การ S)

1. ปนละลาย NaHCO3 70 กรัม กับน
จนกระทั่งละลายหมด 

2
3. แจกใสหลอดแกวหลอดละ 4 มิลลิลิตร 
4. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิหอง (Room Temperature) 

เตรียมสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PB  

  กรัม 
- KCl      0.20    กรัม 

1.15  กรัม 
  0.20   กรัม 

ิตร 
2. 
3. 
4. 

 
 

1. เตรียมสารซึ่งประกอบไปดวย 
- NaCl      8

- Na2HPO4     
- KH 2PO4   
- น้ํากลั่น (Autoclaved)    1000   มิลลิล
ปนจนกระทัง่ละลายเขากัน 
นําไปนึง่ (Autoclaved) รอจนกระทั่งเย็น 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิหอง (Room Temperature) 
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การเตรียมสารละลาย Trypsin เขมขน (รอยละ 1) 
1. ทําการชั่ง Trypsin ใหไดปริมาณ 1 กรัม 
2. เติมสารละลาย PBS (Autoclaved) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
3. ทําการปนทิ้งไว 1 คืนจนกระทั่งสารละลายเขากัน 
4. ทําการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ครอน 

2 ไมครอน  
ซลเซียส 

การ

ไม
5. ทําการกรองซ้าํดวยกระดาษกรองขนาด 0.
6. ทําการเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ -40 องศาเ
 
เตรียมสารละลาย Versene เขมขน (รอยละ 1) 
1. ชั่ง EDTA ใหไดปริมาณ 1 กรัม 
2. เติมสารละลาย PBS (Autoclaved) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ -40 องศาเซลเซยีส 

การ  

3. นําไปนึง่ (Autoclaved) รอจนกระทั่งเย็น 
4
 
เตรียมสารละลาย Trypsin-Versene  

ลลิลิตร 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
ทั่งไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

การ

1. เติมสารละลาย Trypsin เขมขน (รอยละ 1) ปริมาตร 12.5 มิ
2. เติมสารละลาย Versene เขมขน (รอยละ 1) 
3. เติมสารละลาย PBS (Autoclaved) จนกระ
4

 
เตรียมสารละลาย Maintenance Medium (MM) 
1. เติมสารละลาย MEM      95 มิลลิลิตร 

 1.25 มิลลิลิตร 
4. เติม Fungizone     0.50 มิลลิลิตร 

1.25 มิลลิลิตร 

2. เติม Fetal Bovine Serum      2  มิลลิลิตร 
3. เติม Antibiotic    

5. เติม  Sodium Bicarbonate Solution  
6. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การเตรียมสารละลาย Growth Medium (GM) 
1. เติมสารละลาย MEM             87.25 มิลลิลิตร 

. เติม Fetal Bovine Serum   10  มิลลิลิตร 

. เติม Antibiotic     1.25 มิลลิลิตร 

. เติม Fungizone     0.50 มิลลิลิตร 
 1 มิลลิลิตร 

งศาเซล ซียส 
 

 
 
 

2
3
4
5. เติม  Sodium Bicarbonate Solution 
6. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 อ เ
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ภาคผนวก ข          
 

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล 
 

การเพาะเลี้ยงเซลลตอเนื่อง (Subculture) 
1. อุน Media (MEM), Fetal Bovine ersene ที่อุณหภูมิ  37 องศา

เซลเซียส 
2. เทอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออ

ั้ง 

ทาํการผสมเซลลใหไดความ

 
การเกบ

 Serum และ Trypsin-V

กจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล  
3. ลางเซลลดวย PBS อยางนอย 3 คร
4. เติม Trypsin-Versene ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร เพื่อทาํการยอยเซลลออกจากพื้นผวิ 
5. เคาะ หรือใชปเปตดูดขึ้น-ลง สลับกันหลายๆครั้งเพื่อใหเซลลแยกออกจากกนัเปนเซลล

เดี่ยวๆ 
าคผนวก ก) และ6. เตรียม Growth Medium (ตามวธิีในภ

5 เขมขนประมาณ 2– 5 x 10 เซลล / มิลลิลิตร 
7. ระบุวันที่ และจํานวนของ Passage ของเซลลใหเรียบรอย 
8. นําเซลลไป Incubate ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 

็ เซลลเพาะเลีย้ง (Preservation of cell culture) 
1. อุน Media (MEM), Fetal Bovine Serum, Trypsin-Versen

(DMSO) ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส 
e และ Dimethylsulfoxide 

tal Bovine Serum เปนรอยละ 20 

 

2. เทอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล  
3. ลางเซลลดวย PBS อยางนอย 3 คร้ัง 
4. เติม Trypsin-Versene ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร เพื่อทาํการยอยเซลลออกจากพื้นผวิ 
5. เคาะ หรือใชปเปตดูดขึ้น-ลง สลับกันหลายๆครั้งเพื่อใหเซลลแยกออกจากกนัเปนเซลล

เดี่ยวๆ 
6. เตรียม Growth Medium โดยเพิ่มควา มเขนขนของ Fe

และมี Dimethylsulfoxide (DMSO) รอยละ 15 
7. ทําการแบงเซลลลงในหลอด Cryotube หลอดละ 1.5 มิลลิลิตร 
8. ทําการระบุวนัที่ และจาํนวนของ Passage ของเซลลใหเรียบรอย 
9. ทําการเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ  -70 องศาเซลเซียส 
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การนาํเซลลมาเพาะเลี้ยงใหม (Recovery of preserved cell) 
1. นําเซลลที่แชแข็งมาทําการละลายที่อุณหภมูิ  37 องศาเซลเซียส 
2. ปนเซลลที่ความเร็ว 2,000 รอบ / นาท ีเพื่อแยก Dimethylsulfoxide (DMSO) ออกจาก

เซลลเพาะเลี้ยง 
ออก เหลือสวนตะกอนที่เปนเซลล

ะ
ใหไดความเขมขนประมาณ 2– 5 x 105 เซลล / มิลลิลิตร 

6. cubate ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ทิ้งไว 1 คืน 

 
 

3. เทสวนใสซึ่งเปนสวนทีม่ี Dimethylsulfoxide (DMSO) 
เพาะเลี้ยงไว 

4. เตรียม Growth Medium โดยเพิ่มความเขนขนของ Fetal Bovine Serum เปน 20% แล
ทําการผสมเซลล

5. ระบุวันที่ และจํานวนของ Passage ของเซลลใหเรียบรอย 
นําเซลลไป In

7. เปลี่ยน Growth Medium ในวันรุงขึน้โดยลดความเขนขนของ Fetal Bovine Serum ให
เหลือรอยละ 10 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 53

ภาคผนวก ค          

กราฟแสดงการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอย และ D-value จําเพาะสเตรน 

 
 

 

 

กราฟแสดงการท ที่ 50°C 
     

    

กราฟแสดงการท ไวรัสสเตรน O/Nakhonpa ละ D-value ที่ 50°C 
     
 

 

 

 

กราฟแสดงการทําลายไวรัสสเตรน A/Saraburi/1987 และ D-value ที ่50°C 

 

 
 
 
 

ําลายไวรัสสเตรน O/Udornthani/1987 และ D-value 
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 กราฟแสดงการทําลายไวรสัสเตรน O/Udornthani/1987 และ D-value ที่ 60°C 
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กราฟแสดงการทําลายไวรัสสเตรน A/Sakolnakorn/1997 และ D-value ที่ 80°C 
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ําลายไวรสัสเตรน O/Udornthani/1987 และ D-val
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ําลายไวรสัสเตรน A/Sakolnakorn/1997 และ D-val
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 
นายสัตวแพทย คม พ.ศ. 2523 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมปลายจากโรงเรยีนหอวัง ตอมาไดเขาศึกษาตอใน
ระดับปริญญาตรีที่คณ  จุฬาลงกรณ กระทัง่สาํเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับ 2) เมื่อปการศึกษา 2546 และ
ทําการศึกษาตอในระด  หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาสัตวแพทย
สาธารณสุข ภาควิชา พทยสาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
เมื่อปการศึกษา 2547  
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