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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

การเลี้ยงสุกรของประเทศไทยมกีารพฒันาอยางตอเนื่องทัง้ดานสายพันธุ อาหาร การ
จัดการ และการเพิม่ประสทิธิภาพการผลิต ปจจุบันถอืไดวาประเทศไทยเปนประเทศที่มีศกัยภาพ
ในการผลิตสุกรใกลเคียงกับประเทศผูผลิตและสงออกสกุรรายใหญของโลก เชน ประเทศ
สหรัฐอเมริกา แคนาดา และกลุมประเทศในทวีปยโุรป ถึงแมวาการผลิตสุกรในประเทศไทยจะ      
มีความกาวหนาไปมากแตสุกรของไทยทีผ่ลิตไดเกือบทั้งหมดใชสําหรบัการบริโภคภายในประเทศ
เทานั้น สวนการสงออกเนื้อสุกรและผลิตภัณฑสุกรแปรรูปไปยังตางประเทศนัน้ยังมีปริมาณและ
มูลคานอยมากเมื่อเทยีบกับปริมาณการนาํเขาเนื้อสุกรของทัง้โลก 

 
จากการสํารวจขอมูลในปพ.ศ. 2546 พบวา ปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรของทัง้โลกมี

ปริมาณสูงถงึ 3,500,000 ตัน โดยพบวา 1 ใน 3 ของปริมาณการนาํเขาเนื้อสุกรทัง้หมดเปนของ
ประเทศญี่ปุน (1,200,000 ตัน) (รูปที่ 1) ซึ่งแบงเปนการนําเขาเนื้อสุกรแชแข็ง 860,000 ตัน เนือ้
สุกรแชเย็น 290,000 ตัน และเนื้อสุกรแปรรูป 50,000 ตัน โดยประเทศผูสงออกหลักไดแก 
สหรัฐอเมริกา กลุมประเทศในทวีปยุโรป และแคนาดา (บุญเพ็ง, 2547) ประเทศญี่ปุนจัดเปน
ประเทศทีม่ีการนําเขาเนื้อสุกรเปนอันดับหนึ่งของโลก โดยเฉลี่ยแลวคนญี่ปุนมีอัตราการบริโภคเนื้อ
สุกรประมาณ 10.2 กิโลกรัม/ คน/ ป หรือเฉลี่ยปละประมาณ 2,200,000 ตัน ปริมาณการบริโภค
เนื้อสุกรนี้ไดมาจากการนําเขาถึงประมาณรอยละ 50 ในขณะที่แนวโนมของปริมาณการบริโภคเนื้อ
สุกรในประเทศญี่ปุนกําลงัสงูขึ้นแตกลับพบวาปริมาณการผลิตสุกรในประเทศญี่ปุนนั้นลดลงอยาง
ตอเนื่องตั้งแตปพ.ศ. 2532 เนื่องจากตนทนุคาอาหารและแรงงานในการเลี้ยงสกุรทีสู่งขึ้น ประกอบ
กับพืน้ทีท่ี่จํากดั และการหลกีเลี่ยงปญหาทางดานสิ่งแวดลอมที่เกิดจากอุตสาหกรรม การเลี้ยงสกุร 
สงผลใหในอนาคตประเทศญี่ปุนมีแนวโนมที่จะเพิ่มปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรจากตางประเทศ
มากขึ้นเรื่อยๆ อีกทั้งปจจุบันคนญี่ปุนมวีัฒนธรรมการกินอยูและวิถกีารดําเนินชวีติที่เปลี่ยนแปลง
ไป เนื่องจากภาวะการทาํงานและการแขงขันทางเศรษฐกิจซ่ึงทําใหคนมีเวลานอยลง คนญี่ปุนจงึมี
แนวโนมในการบริโภคผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปมากขึ้นเพื่อลดเวลาและความยุงยากในขั้นตอน
การปรุงอาหาร ดังนั้นจงึเหน็ไดวา ตลาดเนื้อสุกรแปรรูปของประเทศญี่ปุนมีความนาสนใจและยงัมี
โอกาสในการขยายตัวไดอีกมาก (Obara et al., 2003)  
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รูปที่ 1 สัดสวนการนําเขาเนือ้สุกรของทั้งโลกในปพ.ศ. 2546 
ที่มา : ดัดแปลงจาก บุญเพ็ง (2547)  

 
ในปพ.ศ. 2546 ประเทศไทยสามารถผลิตเนื้อสุกรไดประมาณ 753,000 ตัน แตมีการ

สงออกเนื้อสุกรตลอดทั้งปเพยีง 14,300 ตัน หรือคิดเปนเพียงรอยละ 1.9 ของปริมาณการผลิตเนือ้
สุกรทั้งหมด โดยที่ตลาดหลกัคือ ประเทศฮองกง ซึ่งมีปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรจากประเทศไทย
ตลอดทั้งปประมาณ 11,000 ตัน หรือคิดเปนรอยละ 77 ของปริมาณการสงออกเนื้อสุกรทัง้หมด
ของไทย สวนตลาดรองลงมาคือ ประเทศญี่ปุน ซึง่มีปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรจากประเทศ      
ไทยตลอดทั้งปประมาณ 2,500 ตัน หรือคิดเปนรอยละ 18 ของปริมาณการสงออกเนื้อสุกร  
ทั้งหมดของไทย สําหรับเนื้อสุกรที่สงออกไปยังประเทศฮองกงนั้นจะเปนเนื้อสุกรแชแข็งและเนื้อ
สุกรแชเย็น สวนเนื้อสุกรที่สงออกไปยังประเทศญี่ปุนนัน้จะเปนเนื้อสุกรแปรรปูปรุงสุกทั้งหมด และ   
เมื่อเปรียบเทยีบสัดสวนของปริมาณการนําเขาเนื้อสุกรแปรรูปปรุงสุกของประเทศญี่ปุนตลอดทัง้ป
พบวา ประเทศไทยมีสวนแบงการตลาดคดิเปนเพยีงรอยละ 5 เทานัน้ (รูปที่ 2) (บุญเพ็ง, 2547) 

 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2 สัดสวนการนําเขาเนือ้สุกรแปรรูปของประเทศญีปุ่นในปพ.ศ. 2546 
ที่มา : ดัดแปลงจาก บุญเพ็ง (2547) 
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สาเหตหุนึง่ทีท่าํใหประเทศไทยสงออกเนื้อสุกรไดนอยนัน้ เนื่องมาจากการที่ประเทศไทย
อยูในเขตที่มกีารระบาดของโรคปากและเทาเปอย (รูปที่ 3) โดย Office International des 
Epizooties; OIE (2004a) ไดจัดใหโรคปากและเทาเปอยอยูในกลุมของ List A ซึ่งเปนโรคระบาด
สัตวที่มีความสําคัญ การที่เกิดโรคปากและเทาเปอยระบาดขึ้นจะทําใหเกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจเปนอยางมาก นอกจากการที่สัตวเจ็บปวยจนกระทั่งไมไดผลผลิตตามที่ตองการแลวนั้น 
โรคปากและเทาเปอยยังเปนอุปสรรคสําคัญตอการคาขายระหวางประเทศอีกดวย เนื่องจาก
ประเทศที่ปลอดโรคจะไมอนุญาตใหมีการนําเขาผลิตภณัฑทุกชนิดจากสัตวที่อยูในประเทศที่ม ี
การระบาดของโรคปากและเทาเปอยเพราะไวรัสโรคปากและเทาเปอยอาจปนเปอนไปกับสินคา 
ปศุสัตว และทําใหเกิดการระบาดของโรคขึ้นกับปศุสัตวภายในประเทศทีน่ําเขาได จากสาเหตุ
ดังกลาวจึงทําใหประเทศไทยถูกกีดกันในการสงออกเนือ้สุกรสดไมวาจะเปนในรูปของเนื้อสุกรสด
แชแข็ง หรือเนื้อสุกรสดแชเย็นไปยงัประเทศที่ปลอดโรคปากและเทาเปอย สวนเนือ้สุกรแปรรูปปรุง
สุกทีท่ําการสงออกไดนั้นกถ็กูจํากัดใหเปนไปตามขอกําหนดของ OIE ซึ่งระบุไววาในการสงออก
ผลิตภัณฑเนื้อสัตวจากประเทศที่มกีารระบาดของโรคปากและเทาเปอยจําเปนตองมีการผาน
ความรอนโดยใหอุณหภูมิใจกลาง (Core Temperature) สูงกวาหรือเทากบั 70 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลาไมนอยกวา 30 นาที เพื่อทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยางสมบูรณ (OIE, 2004b) 
สวนการสงออกเนื้อสุกรปรุงสุกไปยังประเทศญี่ปุนนั้นยงัมีกฏระเบียบเกี่ยวกับมาตรฐานผลิตภัณฑ
เนื้อสุกรนาํเขาจากประเทศทีม่ีการระบาดของโรคปากและเทาเปอยซึง่กําหนดโดยกระทรวงเกษตร 
ปาไม และ ประมง (Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries) ของประเทศญี่ปุนกาํกบั
ดูแลอีกขั้นหนึง่ ซึง่กฏระเบียบระบุไววา เนือ้สุกรที่แปรรูปเปนผลิตภัณฑจะตองเปนเนื้อถอดกระดกู
จากสุกรที่ไดรับการตรวจกอนและหลงัฆาวาไมมีอาการปวย หรือไมมีอาการนาสงสัยวาอาจมีโรค
ติดเชื้อ และเนื้อสุกรดังกลาวจะตองผานกระบวนการปรงุสุกตามมาตรฐาน กลาวคอืหากเปนการ
ปรุงสุกโดยใชความรอนเปยก (Moist heat method) เชน การตม ตุน หรือนึ่ง ตองตมเนื้อสุกรในน้าํ
เดือด หรือนึ่งดวยไอน้ํารอนที่มีอุณหภูมิสูงกวาหรือเทากับ 100 องศาเซลเซียส จนกระทั่งอุณหภมูิ
ใจกลางเนื้อสูงกวาหรือเทากับ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมนอยกวา   1 นาที และหากเปนการ
ปรุงสุกโดยใชความรอนแหง (Dry heat method) เชน การทอด ยาง หรืออบ จาํเปนตองใหความ
รอนจนกระทัง่เนื้อสุกรมีอุณหภูมิใจกลางสงูกวาหรือเทากับ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมนอย
กวา 30 นาท ี(JETRO, 1996 อางโดย สุวมิล และคณะ, 2540) ซึ่งระยะเวลาในการปรุงสุกเนื้อสุกร
ตามเกณฑดังกลาวจะทาํใหการควบคุมในขั้นตอนการผลิตเปนไปไดยาก และไมเหมาะสมในทาง
ปฏิบัติจริง  
 



 4

จากการพิจารณาขอกําหนดตางๆในการปรุงเนื้อสุกรสุกดังกลาวพบวา ทาํใหเกิดขอจํากัด
ในเชิงความหลากหลายของผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูป เนื่องจากตองใชวิธีการใหความรอนแบบ
เปยกอยางเชน การตม ตุน หรือนึง่ ในการปรุงสุกเนื้อสุกรเทานัน้ สําหรับการใชความรอนแบบแหง
อยางเชน การทอด ยาง หรืออบ ในการปรุงสุกเนื้อสุกรนั้นแทบไมมีความเปนไปได เนื่องจาก
ระยะเวลาในการใหความรอนทีก่ําหนดไวนานถงึ 30 นาท ี จะทําใหผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปที่ได
ขาดคุณลักษณะที่เปนทีย่อมรับของผูบริโภค ดังนั้น เพื่อลดความเขมงวดดังกลาวลง จงึควรมี
การศึกษาเพื่อหาชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
สเตรนที่มกีารระบาดในประเทศไทยอยางแทจริง เนื่องจาก มีความเปนไปไดวาชวงอุณหภูมทิี่
เหมาะสมในการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอยนัน้อาจต่ํากวา หรือใชระยะเวลาสั้นกวาเกณฑ
กําหนด 
 
 

 OIE FMD Free  

 FMD Infected Areas 

 
 

รูปที่ 3 เขตการระบาดของโรคปากและเทาเปอยในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต 
          (Abila, 2004) 
 
การประเมนิชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําลายไวรสัโรคปากและเทา

เปอยจําเปนตองศึกษาหาอัตราการทาํลายไวรัส หรือทีเ่รียกกนัวา “Decimal Reduction Time” 
หรือ “D-value” ของไวรัสเสียกอน โดย D-value คือ ระยะเวลาที่ใชในการลดระดบัความเขมขน
ของไวรัสลง 1 Log10 หรือรอยละ 90 ซึ่งจะมีความจําเพาะกับชวงอณุหภูมิ และสเตรนของไวรัส    
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ที่ทาํการศึกษา (Juneja et al., 1997) ดังนั้น D-value จึงสามารถใชเปนดัชนีชีว้ัดประสิทธิภาพการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนได และในทางกลับกนั D-value ยังสามารถ        
ชี้วัดความตานทานความรอนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยแตละสเตรน จากประโยชนและ          
คุณสมบัติของ D-value ดังกลาว จงึสามารถประเมินชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสเตรนทีม่ีการระบาดในประเทศไทยได  

 
กอนหนานี้เคยมีรายงานการศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอน 

(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) แตจากการวเิคราะหคาหาอัตราการทําลายไวรสั (D-value) ของการศึกษาที่ผานมาพบวา 
ขอมูลที่รายงานนัน้ขาดความสอดคลองกนัระหวางชวงเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําลาย
ไวรัส จึงไมสามารถทําการสรุปถึงชวงเวลา หรืออุณหภูมิที่ใชในการทําลายไวรสัโรคปากและเทา
เปอยอยางแทจริงได ดังนัน้ จึงจาํเปนตองทาํการทดลองเพื่อหาชวงเวลาและอุณหภมูิที่เหมาะสม
สําหรับการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย และควรเปนไวรัสสเตรนที่มีการระบาดในประเทศ
ไทยโดยตรงเพื่อเก็บเปนฐานขอมูลซ่ึงจะเปนประโยชนในการใชเจรจาตอรองทางการคาตอไป 
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บทที่ 2 
 

เอกสารงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

2.1 ลักษณะโดยทั่วไปของไวรัสโรคปากและเทาเปอย             
(Characteristics of Foot-and-Mouth Disease Virus) 
 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย (Foot-and-Mouth Disease Virus; FMDV) จัดอยูในวงศ 

Picornarviridae สกุล Apthovirus มีขนาดประมาณ 23-29 นาโนเมตร แบงออกเปน 7 ซีโรไทป
(Serotype) ไดแก ซีโรไทป O, A, Asia-1, C, SAT1, SAT2 และ SAT3 โดยแตละซีโรไทปนัน้ไมมี
ภูมิคุมกันขาม (Cross Immunity) ตอกัน สําหรับซีโรไทปที่พบวามกีารระบาดในประเทศไทยคอื    
ซีโรไทป O, A และ Asia-1 สําหรบัลักษณะโครงสรางของไวรัสโรคปากและเทาเปอยนัน้พบวามี
รูปรางแบบ Icosahedral เปนไวรัสที่ไมมีเปลือกหุม (Non-Enveloped) (รูปที ่ 4) โครงสราง
ภายนอกประกอบดวยโครงสรางทีเ่ปนโปรตีน (Structural Protein) ที่เรียกวา “Capsid” สวน
โครงสรางภายในประกอบดวยโมเลกุลของ RNA ที่เปนสายเดี่ยว (Single-Stranded RNA) 
(Taylor, 1995)  
 
 

 
 

รูปที่ 4 โครงสรางของไวรัสโรคปากและเทาเปอย (Crowther, 2004) 
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โรคปากและเทาเปอยเปนโรคที่มีการแพรระบาดไดอยางรวดเร็วในสกุร อาการทางคลินิคที่
สําคัญของสุกรที่ติดเชื้อ คือ พบตุมน้ําใสขนาดเล็ก (Small vesicles) ที่บริเวณ ไรกีบ ราวนม และ
ภายในชองปาก (รูปที่ 5 และ 6) มีไขข้ึนสงู ขาเจ็บ เดินกะเผลก และไมยอมลุกมากนิอาหาร สงผล
ใหสุกรซูบผอม และผลผลิตที่ไดจากสกุรลดลงอยางรวดเร็ว โดยมากสุกรที่ติดเชื้อมักมีอัตราการ
ตายต่ํา (ประมาณรอยละ 5) ยกเวนในลูกสุกรดูดนมที่ติดเชื้อแบบเฉียบพลันซึง่อาจมีอัตราการตาย
สูงถึงรอยละ 50 เนื่องจาก ลูกสุกรดูดนมเกิดภาวะหวัใจลมเหลวจากการตายของกลามเนื้อหวัใจ 
ซึ่งจะมีลักษณะเปนแถบเนื้อตายสีขาว หรือที่เรียกวา “Tiger heart” โดยมากสกุรทีห่ายปวยจาก
โรคจะไมมีภาวะเปนตัวกกัเก็บไวรัสตอไป (Taylor, 1995) 

 

 
 

รูปที่ 5 รอยโรคบริเวณโคนลิน้ของสุกร (Crowther, 2004) 
 

 
 

รูปที่ 6 รอยโรคบริเวณกีบเทาของสุกร (Crowther, 2004) 
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2.2 การคงอยูของไวรสัโรคปากและเทาเปอย           
(Stability of Foot-and-Mouth Disease Virus) 
 
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคงอยูไดในสิ่งแวดลอมเปนเวลานานหากอยูในสภาวะ

แวดลอมที่เหมาะสม ในป 1960 Cottral และคณะ ไดรายงานถงึการคงอยูของไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยซีโรไทป A ในตอมน้ําเหลือง และไขกระดูกจากโคทีท่ดลองฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอย
เขาสูเนื้อเยื่อล้ิน เมื่อโคแสดงอาการทางคลินิคแลวจึงชําแหละซากและเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส จากการทดลองพบวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป A สามารถคงอยูในตอม
น้ําเหลืองเปนเวลาอยางนอย 50 วัน และในไขกระดูกเปนเวลาอยางนอย 73 วนั เนือ่งจาก เมื่อนาํ
ไวรัสที่แยกไดดังกลาวไปฉีดเขาสูเนื้อเยื่อล้ินของโคปกต ิ (Cattle Inoculation) ยังทาํใหโคแสดง
อาการทางคลินิคของโรคปากและเทาเปอยได 

 
Parker (1971) ศึกษาการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในอุจจาระของ

โคที่ทาํการทดลองฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาสูเนื้อเยื่อล้ิน โดยพบวาอุจจาระที่ทาํการเก็บ
รักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ยังใหผลบวกจากการฉีดเขาสูชองทองของหนทูดลอง (Mice 
Inoculation) เปนเวลาอยางนอย 66 วัน 

 
 Mebus และคณะ (1993, 1997) ไดรายงานถงึการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอย  
ซีโรไทป C ในขั้นตอนการผลิตแฮมจากเนื้อสุกรทีท่ดลองใหมกีารติดเชื้อจากการฉดีไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยเขาสูหลอดเลือดดํา โดยพบวาไวรัสสามารถคงอยูในขัน้ตอนการผลิต Iberian loin
เปนเวลา 42 วัน Iberian shoulder เปนเวลา 112 วัน Iberian ham เปนเวลา 168 วัน และ 
Serrano ham เปนเวลา 182 วัน การศึกษาครั้งนี้ตรวจแยกไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยใช 
Lamb Kidney Cells    
 
 ในป 1995 Mccoll และคณะ ไดรายงานถงึการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอยในขน
แกะที่เกบ็รักษาที่อุณหภูมิแตกตางกนั โดยในการศึกษาครั้งนี้มีไวรัสซีโรไทป  Asia-1(TAI 1/90) ซึ่ง
ไดมาจากประเทศไทยรวมอยูดวย การศึกษานี้ใชวิธกีารตรวจแยกไวรัสจากเซลลเพาะเลีย้งชนิด 
Primary Bovine Thyroid cells พบวาในขนแกะทีท่ําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
ยังคงมีไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูไดนานเฉลี่ยเทากับ 63.3 วนั สวนขนแกะที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซยีส ยังคงมีไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูไดนานเฉลี่ยเทากับ 11.7 วัน 
และในปเดียวกันนี้ไดมีการรายงานถึงการคงอยูของไวรสัโรคปากและเทาเปอยในน้าํลางอจุจาระ
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โค (Bovine slurry) โดยพบวาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคง
อยูไดนานถึง 101 วนั และที่อุณหภูมิ 17 องศาเซลเซยีส ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคงอยู
ไดนานถึง 80 วัน (Haas et al.,1995 cited by Bartley et al.,2002) 
 

จากการประเมินขอมูลการศึกษาการคงอยูของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ผานมา
สามารถสรุปไดดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งพบวาปจจัยสําคัญปจจัยหนึ่งที่ทาํใหไวรัสโรคปากและเทา
เปอยคงอยูไดนานในสิง่แวดลอม ก็คือ อุณหภูม ิ โดยยิ่งอุณหภูมิของส่ิงแวดลอมตํ่าก็จะสงผลให
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยสามารถคงอยูในสิ่งแวดลอมไดนานยิ่งขึ้น 

 
ตารางที ่1 ระยะเวลาการคงตัว (Stability time) ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย 

ซีโรไทป 
อุณหภูมิ  

(°C) 
Stability time 

(วัน) 
ส่ือ 

วิธีการตรวจ 
แยกไวรัส 

เอกสารอางอิง 

4 50.0 ตอมน้ําเหลือง 
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 
 
 
 
 

 
 

ไมระบุ 
 
 
 
 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 
ไมระบุ 

 
 17 80.0 

น้ําลางอุจจาระโค 
(Bovine slurry) 

 

 
ไมระบุ 

 
 

Haas และคณะ 
(1995) อางโดย 

Bartley และคณะ 
(2002) 



 10

2.3 การพบไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสุกร 
(Presence of Foot-and-Mouth Disease Virus in Pork)  

 
 การตรวจพบไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสัตวจากสัตวที่ถกูสงมายังโรงฆานัน้มี
โอกาสนอยมาก เนื่องจากสตัวที่หายปวยจากโรค หรือมีภาวะเปนตัวนําโรค (Carrier) จะไมพบวา
มีไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูในกลามเนื้อ (Sutmoller, 2001) ยกเวนในกรณีที่สัตวนัน้เพิง่
ไดรับไวรัสโรคปากและเทาเปอยมาและกาํลังอยูในภาวะแสดงอาการเทานั้น ซึง่ในกรณีนี้สัตวก็
มักจะถกูคัดทิง้กอนที่จะถูกยอมรับเขาสูโรงฆา นอกจากนี้แลวหลังผานกระบวนการฆา กลามเนือ้
ของสัตวจะมกีารหดเกร็งตวัหลังฆา (Rigor Mortis) ซึ่งกระบวนการสลาย Glycogen ที่สะสมภาย 
ในกลามเนื้อเพื่อสรางพลังงานแบบไมใชอ็อกซิเจนสงผลใหกลามเนื้อมกีารสะสมของกรดแลคติค 
และมีสภาวะที่เปนกรดสูงขึน้ โดย Knight (1975) ไดอางวาสภาวะทีเ่ปนกรดสูงขึน้นั้นสามารถทาํ
ใหโครงสรางทีเ่ปนโปรตีนของไวรัสเส่ือมสภาพ (Denature) เทากับเปนการปองกนัการเพิ่มจาํนวน
ของไวรัส ดังเชนทีม่ีการรายงานโดย Saunders (1986) ซึ่งพบวาหลงัจากทีท่ําการชําแหละเนื้อโค 
และไดทําการบมซากทิ้งไว (Maturation) พบวาคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของกลามเนื้อลดลง
เหลือเพยีง 5.5 ซึ่งสามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยได แตอยางไรก็ตามเนื้อสุกรกลับไม
พบวาเปนเชนนั้นเนื่องจากในเนื้อสุกรมี Glycogen สะสมอยูนอยกวาในเนื้อโค จงึทาํใหระดับการ
สะสมของกรดแลคติคไมเพียงพอที่จะทําใหคาความเปนกรด-ดาง (pH) ลดลงจนถึงระดับที่
สามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยได (Cottral et al., 1960)  
 

Panina และคณะ (1989) ไดรายงานถงึผลของกระบวนการหมักเนือ้สุกรในขั้นตอนการ
ผลิตไสกรอกหมักแบบอิตาเลียน (Italian salami) จากเนื้อสุกรที่ไดทําการทดลองใหติดไวรัสโรค
ปากและเทาเปอย หลงัจากทีท่ําการชําแหละซากพบวากลามเนื้อและไขมันของสุกรมีระดับความ
เขมขนของไวรสัสะสมสูงถงึ 5.0 Log10 PFU/mg แตเมื่อเนื้อสุกรไดผานกระบวนการหมักตาม
กระบวนการผลิตเปนเวลา 60 วัน ซึง่มีผลทําใหคาความเปนกรด-ดางของเนื้อสุกรลดลงต่ํากวา 5.6
พบวาไมมีไวรัสโรคปากและเทาเปอยหลงเหลืออยูในเนื้อสุกร  
 
 Mebus และคณะ (1993) รายงานวาหลังจากที่ไดทาํการฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอย
เขาสูสุกรจํานวน 31 ตัวทางหลอดเลือดดําแลวทาํการชําแหละซากหลังจากนั้นเปนเวลา 2 วนั 
พบวาในเลือด ตอมน้ําเหลอืง ไขกระดูก ไขมัน และกลามเนื้อมีระดบัความเขมขนเฉลี่ยของไวรัส
เทากับ 4.3, 4.1, 2.7, 0.8 และ 0.1 Log10 PFU/ml ตามลําดับ โดยระดับความเขมขนสูงสุดของ
ไวรัสที่พบในไขมัน และกลามเนื้อเทากับ 3.7 และ 1.0 Log10 PFU/ml 
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 Chou and Yang (2004) ไดทดลองฉดีไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาทางผวิหนังสุกร
จํานวน 5 ตัว เมื่อสุกรแสดงอาการทางคลินิคจึงทําการชาํแหละซาก จากการวัดระดับความเขมขน
ของไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney Cells (BHK-21) พบวาในซีร่ัม ตอมน้ําเหลอืง และเลือด
ที่แข็งตัวแลว (Blood Clot) มีระดับความเขมขนของไวรัสเฉลี่ยเทากับ 4.82, 3.76 และ 4.68 Log10 
TCID50/ml ตามลําดับ สวนในกลามเนือ้นั้นไมพบวามีไวรัส โดยทีม่ีขอบเขตจํากดัของการตรวจ 
(Detection Limit) อยูที ่1.52   Log10 TCID50/ml  
 
2.4 การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอน 

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

การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยนั้นสามารถทําไดหลายวิธีไมวาจะเปนการใชความ
รอน สารเคมบีางชนิดอยางเชน Formaldehyde และ Guanidine หรือแมกระทั่งการใชสาร
กัมมันตภาพรงัสี (Dekker, 1998; Nettleton et al.,1982) แตสําหรับในกรณีที่ตองการทําลายไวรสั
โรคปากและเทาเปอยที่มกีารปนเปอนในสิง่ที่จะนาํมาเปนอาหารของมนุษยอยางเชนเนื้อสัตวนั้น 
การใชความรอน (Thermal Inactivation) เปนวธิกีารมาตรฐานที่มีความเหมาะสมและความ
ปลอดภัยมากที่สุด โดยกลไกในการทําลายไวรัส คือ ความรอนทําใหเกิดการทาํลาย Viral Capsid 
และโครงสรางทุติยภูมิ (Secondary Structure) ของโมเลกุล RNA ของไวรัส สงผลใหขบวนการ
เขาสูเซลลและการเพิม่จํานวนของไวรัสสูญเสียไป (Chou and Yang, 2004)  

 
 ในอดีตที่ผานมามีการรายงานการใชความรอนในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ในสื่อชนิดตางๆ ไมวาจะเปนหยดเลือด น้ํานม เนื้อสัตว หรือน้ําลางอุจจาระสุกร (Swine slurry) 
ดังเชนที่มีการรายงานโดย Forbes และ Cottral ในป 1969 ซึ่งไดทาํการทดลองการทําลายไวรสั
โรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในหยดเลือด และผงเลือดแหง โดยพบวาที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียสสามารถทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อยูในหยดเลือดไดภายในเวลา 30 วินาที 
และพบวาที่อุณหภูมิ 86 องศาเซลเซยีสสามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อยูในผงเลอืด
แหงไดภายในเวลา 8 นาท ีจากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Calf Kidney Cells ตอมา De Leeuw 
และคณะ (1980) ไดทดลองทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในน้ํานมจากแมโคทีท่ํา
การทดลองใหติดเชื้อจากการฉดีไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาทางเตานม และตรวจแยกไวรัสโดย
ใช Bovine Embryo Thyroid cells จากการทดลองพบวาที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียสสามารถ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดในเวลา 4 นาท ี และที่อุณหภูม ิ 63 องศาเซลเซียสสามารถ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดในเวลา 2 นาท ี  
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Nettleton และคณะ (1982) ไดศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกซีโรไทปใน
สารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ที่อุณหภมูิ 54 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 1 ชั่วโมง 
พบวาความเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O, A และ Asia-1 ซึ่งเปนซีโรไทปทีม่ี
รายงานการระบาดในประเทศไทยนั้นมีการลดลงเทากบั 2.53, 3.39 และ 2.37 Log10 PFU/ml 
ตามลําดับ จากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney cells และในปเดียวกนันี้ 
Blackwell และคณะ (1982) ไดรายงานถึงการทดลองทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป 
O ในตอมน้ําเหลืองโคจากโคที่ไดรับการหยดไวรัสเขาสูจมูกแลวทาํการชาํแหละซากหลังจากนัน้
เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลการทดลองระบุวาไวรัสถูกทาํลายไดที่อุณหภูม ิ82 องศาเซลเซียส ในเวลา 
2 ชั่วโมง และที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซยีส ในเวลา 30 นาที จากการตรวจแยกไวรัสโดยวิธี Cattle 
Inoculation   

 
ในป 1988 Blackwell และคณะไดรายงานถึงผลการทดลองการทาํลายไวรัสโรคปากและ

เทาเปอยในเนือ้โคจากโคที่ไดทําการหยดไวรัสเขาสูจมูกแลวทําการชําแหละซากเมื่อแสดงอาการ
ทางคลินิคโดยเนื้อที่ไดนัน้จะนํามาทาํการบดผสมกับตอมน้ําเหลืองแลวทําการอัดลงในแบบจําลอง
พลาสติกขนาด 17.5 X 32 ซม. หนา 80 ไมครอน ผลการทดลองพบวาไวรัสถกูทาํลายที่อุณหภมูิ 
79.4 องศาเซลเซียส ในเวลา 2 ชั่วโมง จากการตรวจแยกไวรัสโดยวิธี Cattle Inoculation  และในป
เดียวกนันี ้ Garcia-Vidal และคณะ (1988) ไดรายงานถึงการทดลองทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทป O ในเนื้อโคในรูปแบบเดียวกนั ตางกันตรงที่ลักษณะของเนื้อที่ใชนั้นจะมหีลาย
ลักษณะไดแก เนื้อบดผสมตอมน้ําเหลือง เนื้อหัน่เปนลกูเตาผสมตอมน้ําเหลือง และเนื้อหั่นสไลด
บางผสมตอมน้ําเหลือง ผลการทดลองพบวาไวรัสโรคปากและเทาเปอยถูกทําลายไดเมื่อใหความ
รอนที่อุณหภมูิ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที และที่อุณหภมูิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาท ีจากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney Cells และ Cattle Inoculation  

 
Masana และคณะ (1995) รายงานถงึการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O 

ในเนื้อโคจากโคที่ฉีดไวรัสโรคปากและเทาเปอยเขาสูเนื้อเยื่อล้ินแลวชาํแหละซากเมื่อแสดงอาการ
ทางคลินิคเชนกัน โดยแบงชิน้เนื้อใหไดขนาด 8 X 20 ซม. น้ําหนกั 1 กิโลกรัม ผลการทดลองพบวา
ไวรัสโรคปากและเทาเปอยถูกทาํลายที่อุณหภูมิ 71 องศาเซลเซยีส ในเวลา 10.6 ชั่วโมง และที่
อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซยีส ในเวลา 5.75 ชั่วโมง จากการตรวจแยกไวรัสโดยวิธี Cattle 
Inoculation 
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ตอมาไดมีการรายงานถึงการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O ในน้ําลาง
อุจจาระสุกร (Swine slurry) ซึ่งพบวาสกุรที่ทาํการทดลองใหติดเชื้อมีการขับไวรัสออกมาไดทาง
อุจจาระ เปรียบเทียบกับไวรัสที่อยูในสารละลาย Glasgow Eagles Medium จากการทดลอง
พบวาไวรัสที่อยูในน้าํลางอุจจาระถูกทําลายที่อุณหภูม ิ 67 องศาเซลเซียส ในเวลา 3 นาที สวน
ไวรัสที่อยูในสารละลาย Glasgow Eagles Medium ถูกทาํลายที่อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซยีส ใน
เวลา 5 นาท ีจากการตรวจแยกไวรัสโดยใช Baby Hamster Kidney Cells (Turner et al., 2000) 

 
จากการประเมินขอมูลการศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนที่

ผานมาสามารถทําการสรุปและวิเคราะหอัตราการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย (D-value) ได
ดังแสดงในตารางที ่ 2 ซึ่งจากการประเมนิอัตราการทําลายไวรัส (D-value) พบวา ขอมูลที่ไดนัน้  
ไมมีความสอดคลองกันระหวางอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทําลายไวรัส ทัง้นี้อาจ
เนื่องมาจากในแตละการทดลองมีการใชส่ือที่แตกตางกันไมวาจะเปน น้ํานม หรือ เนื้อ นอกจากนี้
ขนาดและปรมิาตรของสื่อกเ็ปนปจจัยสําคัญที่สงผลใหเกิดความแตกตางอีกดวย ดังนัน้ จึงควรทาํ
การทดลองเพือ่หาชวงเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยาง
แทจริง และควรเปนไวรัสสเตรนที่มีการระบาดในประเทศไทยโดยตรงเพื่อนาํมาเก็บเปนฐานขอมูล
ซึ่งจะเปนประโยชนในการใชเจรจาตอรองทางการคาตอไป 
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ตารางที ่2 อัตราการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย (D-value) ดวยความรอน 

ซีโรไทป 
อุณหภูมิ 

(°C) 
D-value 
(นาที) ส่ือ 

วิธีการตรวจ 
แยกไวรัส เอกสารอางอิง 

80 0.15 หยดเลือด  
O 
 
 

86 2.42 ผงเลือดแหง 

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 

ตอมน้ําเหลืองบด 
1 กรัม 

Cattle Inoculation 
 

Blackwell และคณะ
(1982) 

ไมระบุ 
 

79 
 

30.00 
 

เนื้อบดผสมตอม
น้ําเหลือง ขนาด 
17.5 x 32 ซม. 

Cattle Inoculation 
 

Blackwell และคณะ
(1988) 

75 3.00 
 

O 
 80 4.00 

เนื้อบด, เนื้อหั่นเปน
ลูกเตา, 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 น้ําลางอุจจาระ
(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 และเครื่องมือที่ใชในการวจิยั 
 
3.1.1 วัตถุดิบที่ใชในงานวิจยั (สามารถดูเทคนิคการเตรียมประกอบไดในภาคผนวก 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 สารตานเชื้อรา (Fungizone) 
 3.1.1.6 สารตานจุลชีพ (Antibiotic) 
 3.1.7.7 สารละลาย Trypsin-Versene 
 3.1.7.8 เซลลเพาะเลีย้งชนิด Baby Hamster Kidney 21 (BHK-21) 
 
3.1.2 สารเคมีที่ใชในงานวิจัย 

3.1.2.1 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (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 อุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

3.1.3.1 96-well plate    
3.1.3.2 96-well dilution tube 
3.1.3.3 ไมโครปเปต ขนาด 50-200 µl และ 200-1000 µl 
3.1.3.4 ไมโครปเปตทิป ขนาด 200 µl และ 1000 µl 
3.1.3.5 ขวดเพาะเลีย้งเซลลขนาด 75 cm2 
3.1.3.6 หลอดแกวขนาด 10 ml 
3.1.3.7 จุกยางปดหลอดแกว 
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3.1.3.8 กระติกน้ําแข็ง 
3.1.3.9 ปเปตแกวขนาด 2 ml, 5 ml, และ 10 ml 
 

3.1.4 เครื่องมือที่ใชในงานวิจัย 
3.1.4.1 อางน้าํควบคุมอุณหภูม ิ(Julabo® TWB22, Germany) 
3.1.4.2 เครื่องวัดอุณหภูมิพรอมแทงวัดอุณหภูม ิ(Hanna® HI98701, Italy) 
3.1.4.3 ตู CO2 Incubator (Sanyo® MCO-17AC/15AC, Japan)  
3.1.4.4 นาฟกาจับเวลา 
3.1.4.5 กลองจุลทรรศน 
 

3.1.5 ตัวอยางไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ใชในงานวิจยั 
ตัวอยางไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ใชในการศึกษาควรเปนไวรัสทีม่ีความเปนตัวแทน

ของไวรัสที่มีการระบาดในประเทศไทย ดังนัน้ การศึกษาครั้งนี้จึงคัดเลือกไวรัสโรคปากและเทา
เปอยซีโรไทป O, A และ Asia-1สเตรนที่เคยมีการระบาดในประเทศไทย ซึง่แยกโดยศูนยอางอิงโรค
ปากและเทาเปอย อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา และเปนสเตรนที่กรมปศุสัตวไดนํามาผลิตเปนวัคซนี
เพื่อใชในการปองกันโรคปากและเทาเปอย สเตรนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่นาํมาใชใน  
การศึกษาครั้งนี้ไดแก O/Udornthani/1987, O/Nakhonpathom/1965, A/Saraburi/1987, 
A/Sakolnakorn/1997, A132/1989 และ Asia-1/Petchaburi/1985 โดย Linchongsubongkoch 
(2003) ไดรายงานถึงความไมแตกตางกนัทางซีร่ัมวิทยาจากการตรวจดวยวธิี Liquid Phase 
Blocking ELISA (LP ELISA) ระหวางสเตรน O/Udornthani/1987 และ Asia-1/ 
Petchaburi/1985 ที่ใชเปนสเตรนอางองิในการผลิตวคัซีน กับสเตรนที่มกีารระบาดในพืน้ที่ของ
ประเทศไทย  
 
3.2 วิธีดําเนินการวิจัย 
  

ศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนที่อุณหภูมิทั้งหมด 6 อุณหภูมิ 
คือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส โดยในแตละอุณหภูมิจะใชระยะเวลาในการ
ทําลายไวรัสทัง้หมด 6 เวลาดังแสดงในตารางที ่ 3 ซึ่งกําหนดจากผลของการศึกษานาํรอง 
(Preliminary Study) เพื่อใหสามารถตรวจพบไวรัสที่เหลือไดกอนไวรัสจะถูกทําลายหมด จากนัน้
จึงนาํตัวอยางไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ผานการทําลายดวยความรอนในระยะเวลาตางๆกนัไป
ทําการวัดระดบัความเขมขนของไวรัส (Virus Titration) เพื่อสรางกราฟแสดงการทําลายไวรัส และ
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วิเคราะหอัตราการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย (D-Value) โดยการทาํลายไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยทกุสเตรนในแตละอุณหภูมินัน้ทาํซ้ําทั้งหมด 3 คร้ัง 

 
ตารางที ่3 ระยะเวลาที่ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในแตละอุณหภูมิ 

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 

 
ข้ันตอนการทาํลายไวรัสดวยความรอน  

1. เตรียมหลอดแกวปลอดเชื้อขนาด 10 ml ใหมีจํานวนเพียงพอกับจํานวนสเตรนของไวรัส
โรคปากและเทาเปอย ชวงเวลาที่ตองการทดลอง และหลอดควบคุม  

2.  เจือจางตัวอยางสารละลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยลงในหลอดแกวทีเ่ตรียมไว 10 เทา 
ดวยสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) ที่ความเขมขน 0.04 M โดยสัดสวนที ่
ใชคือ สารละลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย 200 µl ตอ สารละลาย PBS  1,800 µl สวน
หลอดควบคุมใสสารละลาย PBS  2,000 µl  

3. ปดจุกยางทีห่ลอดแกวทุกหลอดใหสนิทยกเวนหลอดควบคุม ระบุสเตรน ชวงเวลา และ
อุณหภูมิที่ขางหลอดแกวใหชัดเจน  

4. ปรับอุณหภูมิของอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath; Julabo® TWB22) ใหอยูในระดับ
ที่ตองการ  

5. จุมหัววัดอุณหภูมิ (Probe) ของเครื่องวัดอุณหภูมิ (Thermocouple; Hanna® HI98701) 
ลงในหลอดควบคุมแลวทําการบันทึกอุณหภูมิขณะนั้นเปนเวลา 0 วนิาที  

6. จุมหลอดแกวทั้งหมดทีเ่ตรียมไวรวมทั้งหลอดควบคุมลงในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิพรอม
กัน แลวทาํการบันทึกอุณหภูมิจากเครื่องวัดอุณหภูมิที่เพิ่มข้ึนในทกุๆ 10 วินาท ี(รูปที่ 7) 

7. เมื่อถึงชวงเวลาที่กาํหนดใหนําหลอดแกวออกจากอางน้าํควบคุมอุณหภูมิแลวนาํไปแช
น้ําแข็งใหอุณหภูมิลดลงอยางรวดเร็วเพื่อเปนการหยุดการทําลายไวรสัดวยความรอน   
(De Leeuw et al., 1980; Blackwell et al., 1982) 
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8. นําสารละลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ผานการทําลายดวยความรอนแลวไปทาํการวัด
ระดับความเขมขนตอไป 

 

e

 
รูปที่ 7 การทาํ

 
ข้ันตอนการวดัระดับความเขมขนของไวรัส (

1. เติมสารละลาย Maintenance Me
900 µl เพื่อเตรียมในการทาํการเจ
dilutions  

2. เติมสารละลายไวรัสโรคปากและเท
จะทําใหไดไวรัสที่เจือจางลงไป 10 เ

3. เปลี่ยนไมโครปเปตทิปใหมแลวจึงด
หลอดที่ 2 ผสมใหเขากนัซึง่จะทําให

4. ทําซ้าํในลกัษณะเดียวกับขอ 3 จน
ของสารละลายไวรัสเร่ิมตน  

5. ยอยเซลลเพาะเลี้ยง (BHK-21) อ
แลวนําเซลลทีย่อยไดมาเติมลงใน 
เขมขนของเซลลประมาณ 2x105 c

6. หยอดเซลลลงใน 96-well plate (C
7. ระบุรายละเอยีดของสเตรน ระยะเ

ไวรัสตามแถวบนฝาของ 96-well p
Probe
Sample Tub
 
Thermocouple 

ลายไวรัสดวยความรอน 

ราตรี, 2533) 
dium (MM) ลงในหลอดพลาสติกทีป่ลอดเชื้อหลอดละ 
ือจางไวรัสโรคปากและเทาเปอยแบบ Serial 10-fold 

าเปอยลงในหลอดที่เตรียมไว 100 µl ผสมใหเขากันซึง่
ทา (10-1)  
ูดสวนผสมของไวรัสในหลอดแรก 100 µl เติมลงใน
ไดไวรัสที่เจือจางลงไป 100 เทา (10-2) 
กระทัง่ไดไวรัสที่เจือจางลงไป 1,000,000 เทา (10-6) 

อกจากขวดเลี้ยงเซลลโดยใช Trypsin-Versene (TV) 
Growth Medium (GM) ที่เตรียมไวโดยใหมีความ

ells/ml  
ostar®) ชนิดกนแบนทุกหลุมๆ ละ 100 µl  
วลา อุณหภูมิ และลําดับการเจอืจางของสารละลาย
late ใหชัดเจน 
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8.  หยอดสารละลายไวรัสที่เจอืจางแลวลงในแตละหลุมๆละ 50 µl ตามแถวที่ไดกําหนดไว 
โดยแถวที่เปนเซลลควบคุมนั้นจะทาํการหยอด Maintenance Medium ลงไปแทน  

9. นํา plate ไปบมเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส โดยที่มีกาซคารบอนไดอ็อกไซด     
รอยละ 5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

10. อานและบนัทกึผลโดยสังเกตจากการที่ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทําใหเซลลเพาะเลีย้ง
เกิดสภาวะ Cytopathic Effect (CPE) (รูปที่ 8, 9 และ 10) 

11. คํานวณความเขมขนของไวรสัซ่ึงมหีนวยเปน Log10 TCID50/ml หรือคาความเขมขนทีท่ํา
ใหเซลลเพาะเลี้ยงเกิดการเปลี่ยนแปลงไปรอยละ 50  (Tissue Culture Infection Dose 
50%) ดวยวธิีการของ Reed and Muench (1938) ซึ่งเปนการคํานวณจากคา 
Proportionate Distance (PD) ระหวางลาํดับการเจือจางทีพ่บการเกิด Cytopathic 
effect (CPE) รอยละ50 โดยกําหนดให 

A = รอยละสะสมของการเกิด CPE คาแรกที่มากกวารอยละ 50 
B = รอยละสะสมของการเกิด CPE คาแรกที่นอยกวารอยละ 50 
C = ลําดับการเจือจางของไวรัส 

 แทนคาในสูตร 
  PD =   (A – 50) / (A –B)  

เมื่อไดคา PD แลว นาํมาคํานวณตอตามสตูร 
   Log10 TCID50 =   Log C – PD 

 

 
 

รูปที่ 8 เซลลเพาะเลีย้ง BHK-21 ปกต ิ
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รูปที่ 9 เซลลเพาะเลีย้ง BHK-21 ขณะเกดิภาวะ Cytopathic Effect วน 
 

 
รูปที่ 10 เซลลเพาะเลี้ยง BHK-21 ขณะเกดิภาวะ Cytopathic Effect ัง้หมด 

 
การวิเคราะหขอมูล 

.3.1 การวิเคราะหหาอัตราการทาํลายไวรัส (D-value) 
ละเทาเปอยในแตละอุณหภูมิดวย 

ของ

3.3.1.2

บางส

 

ท

 3.3 
 
3

3.3.1.1 สรางกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากแ
โปรแกรม Microsoft Excel โดยกําหนดใหแกน Y แสดงถึงระดับความเขมขน
ไวรัสโรคปากและเทาเปอย สวนแกน X แสดงถึงระยะเวลาเริ่มต้ังแต 0 วนิาท ี 
 เติมเสนแนวโนมโดยกําหนดใหโปรแกรมแสดงคาสมการเสนตรงดวย  
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3.3.1.3 คํานวณ D-value จากคาลบของสวนกลับของความชันจากสมการเสนตรงนั้น 

  
าะหขอมูลทางสถิต ิ

β) ของกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยวา

 

 

 
 

โดย D-value จะแสดงถงึระยะเวลาที่ใชในการลดความเขมขนของไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยลง 1 Log หรือ รอยละ 90 โดยประมาณ  

3.3.2     การวเิคร
ทําการวิเคราะหคาความชนั (Slope; 
มีความแตกตางจาก 0 หรือไมดวย Linear Regression จากนัน้เปรียบเทยีบ D-value ถึง

ประสิทธิภาพของการทาํลายไวรัสที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน และเปรยีบเทียบ D-value ถึงความ
ตานทานความรอนระหวางสเตรนของไวรัสดวยชวงระยะความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 
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บทที่ 4 

ผลการ ขอมูล 

4.1     ผลการวิเคราะหหาอัตราก ) 

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

 
วิเคราะห

 
ารทําลายไวรสั (D-value

 
จากการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 ส

aburi/1985) ดวยความรอนในอณุหภูมิทัง้หมด 6 อุณหภูม ิ คือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 
100 องศาเซลเซียส แลวนาํตัวอยางไวรสัโรคปากและเทาเปอยที่ผานการทําลายดวยความรอนใน
ระยะเวลาตางๆกันไปวัดระดบัความเขมขน โดยทาํการทดลองซ้ําทั้งหมด 3 คร้ัง สามารถนาํขอมูล
มาใชสรางกราฟแสดงการทาํลายไวรัส และวิเคราะหหาอัตราการทําลายไวรัส (D-Value) โดยแบง
ตามชนิดของซีโรไทปไดดังตอไปนี้ (รูปที ่ 11-28) (สามารถดูกราฟแสดงการทําลายไวรัส และ D-
value แบบจําเพาะสเตรนประกอบไดในภาคผนวก 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 

 
 



 23

 

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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รูปที่ 14 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 60°C 
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= 16.39

 

รูปที่ 15 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 60°C 
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D60 Serotype Asia-1
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รูปที่ 16 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป Asia-1 และ D-value ที่ 60°C 
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รูปที่ 17 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 70°C 
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D70 Serotype A
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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

0

1

2

3

4

5

6

7

0 10 20 30

Time (sec)

Ti
te

r (
Lo

g 
TC

ID
50

/m
l) O/Udornthani/1989

O/Nakhonpathom/1965

D-value
O/Udornthani/1989      
= 4.03

D-value
O/Nakhonpathom/1965
= 3.77

 
 

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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รูปที่ 23 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป O และ D-value ที่ 90°C 
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รูปที่ 24 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 90°C 
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Asia-1/Petchaburi/1985

D-value               
Asia-1/Petchaburi/1985
= 3.37

 
 

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 
 

D100 Se type A

0

1

2

3

4

5

6

7

0 5 10 15
Time (sec)

Ti
te

r (
Lo

g 
TC

ID
50

/m
l)

ro

A/Saraburi/1987

A/Sakolnakorn/1987

A132/1989

D-value A132/1989   
= 2.64

D-value
A/Sakolnakorn/1997
= 2.29
D-value
A/saraburi/1987       
= 2.1

 
 

รูปที่ 27 กราฟแสดงการทาํลายไวรัสซีโรไทป A และ D-value ที่ 100°C 
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Asia-1/Petchaburi/1985
= 2.81

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

 
4.2     ผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 
ผล ามเชื่อมัน่     

อยละ 95 ของกราฟแสดงการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรน ระหวางอุณหภูมิใน
ด 6 อุณหภูมิคือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศา

เซลเซียส

Slope(β) Std. Error t p-value 

การวิเคราะหคาความชนัทางสถิติดวย Linear Regression ที่ระดับคว
ร
การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหม

 แสดงดังตารางที่ 4 - 9 

ตารางที ่4 การวิเคราะหคาความชนั (β) ของกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทัง้  
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 คา Reliability Coefficie

                * คา p-value ที่ > 0.05 
หตุ : Std. Error = คา S  Error, t = nt 
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ตารางที ่5 ก นั (β ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 0 °C 

S r 

ารวิเคราะหคาความช ) 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  คา Reliability Coefficie
 

ตารางที ่6 ก นั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 0 °C 

S r p-value 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารวิเคราะหคาความช  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  คา Reliability Coefficie
 

ตารางที ่7 ก นั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 0 °C 

p-value 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารวิเคราะหคาความช  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  คา Reliability Coefficie
 
 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 
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ตารางที่ 8 การวิเ ามชนั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 ส  

t p-value 

คราะหคาคว  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  คา Reliability Coefficie
 

ตารางที่ 9 ก นั (β) ฟแส ําลา คปา าเปอยทัง้  
6 สเตรน 00 °C 

p-value 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารวิเคราะหคาความช  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  คา Reliability Coefficie
 

ผลก ยะค ั่นที่ร 5 ขอ ue ระ วงอุณหภูมิ
ในการทําลายไวร ะเทาเปอ  6 อุณ ือ 50 0, 80 ะ 100 
องศาเซลเซ

 

ายเหตุ : Std. Error = คา Stan  Error, t = nt 

ารเปรียบเทียบชวงระ วามเชื่อม อยละ 9 ง D-val หวางช
ัสโรคปากแล ยทั้งหมด หภูมิค , 60, 7 , 90 แล

ยี  ส แสดงดังตารางที ่10
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ตารางท 0 ชวงระยะความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางอุณหภูมิที่ใชในการทําลาย 
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 ยาง, Std. Deviation = ค  Deviat rror =  Error 
 
 

ลการเปร เทียบ ะควา ี่รอย  D างส ง
ไวรัส ากและเท เปอย 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 คา Standard

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

ตารางที่ 11 
  

ตารางที่ 11 ชวงระยะความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางสเตรนของไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยทัง้ 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 = คา evia r = ค ror 
 

ุ : n = จํานวนต ยาง  Standard D tion, Std. Erro า Standard Er
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จากการเปรียบเทีย ะคว ที่รอ ระหว lue ขอ
ทั้ง เต วงอ แส งที ่1 สามา

ชวง
ุณหภูมิตางๆ และเปรียบเทียบถงึความตาน ทานความรอนระหวางสเตรนที่แตกตางกนัของไวรัส
คปากและเทาเปอย ดังแสดงในตารางที่ 12 

 

100 

บชวงระย ามเชื่อมัน่ ยละ 95 าง D-va งไวรัสโรค
ปากและเทาเปอย  6 ส รนใน 6 ช ณุหภูมิ ดัง ดงในตารา 0 และ 11 รถสรุปและ
เปรียบเทียบถงึประสิทธิภาพของความรอนในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยใน
อ
โร

ตารางที ่12 D-value (วินาท)ี ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรนใน 6 ชวงอณุหภูมิ 
          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
                ที่ระดับความเช่ือมั่นรอยละ 95
 
 
 
 

 

,c,d,e อักษรที่แตกต แสดงถึงความ ตางกันอยา สําคัญทา องอัตราก ยไวรัส  ( ) 
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บทที ่5 
 

อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

5.1     อภิปรายผล 
 
การวิเคราะหหาอัตราการทาํลายไวรัส (D-value) คํานวณไดจากคาลบสวนกลับของความ

ชันของสมการเสนตรง มขนเริ่มตนของไวรัส
จําเปนตองเทากนั และระดับความเขมขนสุดทายของไวรัสในแตละการ

งึระดับที่เปน 0 นอกจากนัน้วิธกีารที่แตกตางกนัในการวัดระดับ
ความเข

ํา  

ากราฟ
แสดงกา

ที่ไดจากกราฟแสดงการทาํลายไวรัส โดยระดับความเข
ในแตละการทดลองไม
ทดลองไมจําเปนตองลดลงจนถ

มขนของไวรัสไมวาจะเปนการวัดจากการเกิด Cytopathic Effect กับเซลลเพาะเลีย้งซึง่มี
หนวยเปน TCID50/ml หรือการวัดจากการเกิด Plaque Forming Unit บนอาหารเลี้ยงเซลลใตวุน
ซึ่งมหีนวยเปน PFU/ml ก็ไมไดเปนปจจัยส คัญที่สงผลกระทบถงึ D-value เนื่องจาก D-value 
วิเคราะหไดจากคาการเปลีย่นแปลงของระดับความเขมขนของไวรัสจากจุดเริ่มตนถงึจุดสุดทาย
เทียบกนักบัระยะเวลาที่ใชในการทําลายไวรัส จึงไมใชการวิเคราะหจากคาระดับความเขมขนของ
ไวรัสโดยตรง อยางไรก็ดีเพือ่เปนการพิสูจนถึงประสิทธภิาพของความรอนในการทาํลายไวรัสอยาง
แทจริง จาํเปน ตองมีการวิเคราะหคาความชันของกราฟทางสถิติวาแตกตางจาก 0 หรือไม  

 
จากการวิเคราะหคาความชนัของกราฟแสดงการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง     

6 สเตรน (O/Udornthani/1987, O/Nakhonpathom/1965, A/Saraburi/1987, A/Sakolnakorn 
/1997, A132/1989 และ Asia-1/Petchaburi/1985) ระหวางอุณหภูมิในการทําลายไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยทั้งหมด 6 อุณหภูมิ คือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส พบว

รทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสวนใหญมีคาความชันของกราฟแตกตางจาก 0 อยาง
มีนัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที ่ 4 - 9) แสดงวาการใชความรอนที่อุณหภูมิตางๆนัน้
สามารถทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดอยางแทจริง ยกเวนคาความชันของกราฟแสดงการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสของสเตรน A/Saraburi/1987, 
A/Sakolnakorn/1997 และ Asia-1/Petchaburi/1985 เทานั้นทีพ่บวาไมมีความแตกตางจาก 0 
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 3 สเตรน
ดังกลาวที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสจําเปนตองใชระยะเวลานาน จงึทาํใหคาความชันของกราฟ
ตํ่ามากจนกระทั่งเมื่อทาํการทดสอบทางสถิติแลวพบวาคาความชนัของกราฟไมแตกตางจาก 0  
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จากการเปรียบเทียบชวงระยะความเชื่อมัน่ที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางอุณหภูมิใน
การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมด 6 อุณหภูมิคือ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 
องศาเซลเซยีสพบวา เกือบทุกอุณหภูมมิคีวามแตกตางกันของ D-value อยางมีนัยสําคัญทางสถ

     
ติิ 

(P<0.05

กับ
ทาเป

athom/1965, 
A/Saraburi/1987, A/Sakolnakorn/1997, A132/1989 และ Asia-1/Petchaburi/1985 พบวาไมมี
ความแต

าเปอย
ดวยความรอนจึงตองเปรียบเทียบ D-value ระหวางการศึกษาที่ใชส่ือชนิดเดียวกัน ซึ่งสื่อที่ใชใน
การศึกษาครั้งนี้คือสารละลาย PBS โดยทฤษฎีแลว ความรอนทาํใหเกิดการทาํลายของ Viral 

) ยกเวนเพียงอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และ 100 องศาเซลเซียสเทานั้นที่พบวาไมมี
ความแตกตางกันของ D-value อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที ่ 10) แสดงวาอุณหภูมิที่
แตกตางกนันัน้มีประสิทธิภาพในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่แตกตางกนัดวย โดย
อุณหภูมิสูงขึ้นจะมีประสิทธภิาพในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสูงขึ้น และจากการ
สังเกตพบวา D-value ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีสของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกสเตรนมีคา
ต่ํากวา D-value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสในสัดสวนที่มากกวาเมื่อเปรียบเทียบ ชวง
อุณหภูมิอ่ืน (ตารางที ่ 12) แสดงวาอณุหภูมิที่เร่ิมทาํลายไวรัสโรคปากและเ อยไดอยางมี
ประสิทธิภาพนั้นนาจะอยูในชวงระหวางอุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคลองกับที่มี
การรายงานวาไวรัสวงศ Picornarviridae จะไมสามารถทนตอความรอนไดที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส (Hollinger and Ticehurst, 1996) สําหรับที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และ 100 องศา
เซลเซียสที่พบวาไมมีความแตกตางกนัของ D-value อยางมีนยัสําคัญทางสถิตนิั้นอาจเนื่องมาจาก
การที่ความรอนในชวงอุณหภูมิสูงมากๆจะทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในระยะเวลาที่รวดเร็ว
จนกระทั่งไมสามารถบอกถงึความแตกตางของระยะเวลาที่ใชในการทาํลายไวรัสได 

 
จากการเปรียบเทียบชวงระยะความเชื่อมัน่ที่รอยละ 95 ของ D-value ระหวางสเตรนของ

ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้งหมด 6 สเตรน คือ O/Udornthani/1987, O/Nakhonp

กตางกันระหวางคา D-value ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรน อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที ่ 11) แสดงวา ไวรัสโรคปากและเทาเปอยทั้ง 6 สเตรนนัน้มี
ความตานทานตอความรอนที่อุณหภูมิ 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซยีสที่ไมแตกตาง
กัน ดังนั้น ในกรณีที่ตองการศึกษาตอถึงชวงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทาํลายไวรัส
โรคปากและเทาเปอยในผลติภัณฑเนื้อสุกรที่ตองการจะสงออก จงึสามารถเลือกไวรสัโรคปากและ
เทาเปอยสเตรนใดก็ไดจาก 6 สเตรนนี้มาใชเปนตัวแทนในการศึกษาตอไป  

 
จากที่ไดกลาวในบทที่ 2 แลววา ส่ือทีใ่ชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยเปน

ปจจัยสําคัญในการประเมิน D-value ดังนัน้ ในการศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเท
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Capsid 

ณ

  

 

 ป

) แ
 เปนสื่อเชนเดียวกัน ไวรัสโรคตับอักเสบเอและไวรัสโปลิโอจัดอยูในวงศ 

Picornarviridae เชนเดยีวกันกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยแตแตกตางกนัที่สกุล ไวรัสโรคตับ

และโครงสรางทุติยภูมิ (Secondary Structure) ของโมเลกุล RNA ของไวรัส สงผลให
ขบวนการเขาสูเซลลและการเพิ่มจํานวนของไวรัสสูญเสียไป (Chou and Yang, 2004) โดยในชวง
อุณหภูมิที่สูงกวายอมทาํใหเกิดกลไกของการทาํลายไวรัสดังกลาวที่เร็วกวาดวย ดังนัน้ D-value 
ของชวงอุณหภูมิสูงจึงมีคานอยกวา D-value ของชวงอุ หภูมิต่ํา จากการเปรียบเทียบระหวาง D-
value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ตารางที ่ 12) ซึ่งเปนชวงอุณหภูมิที่ใกลเคียงที่สุด กบั           
D-value ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซยีสที่ไดจากการศึกษาของ Nettleton และคณะ (1982) 
(ตารางที ่ 2) ซึ่งศึกษาการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในทกุซีโรไทปโดยใชสารละลาย PBS 
เปนสื่อเชนเดยีวกนั พบวา D-value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสของซีโรไทป A และ Asia-1 ที่ได
จากการศึกษาในครั้งนี้มีคามากกวา D-value ที่อุณหภูม ิ 54 องศาเซลเซียสของซีโรไทปเดียวกันที่
ไดจากการศึกษาของ Nettleton สวน D-value ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสของซโีรไทป O ที่ได
จากการศึกษาในครั้งนี้มีคานอยกวา D-value ที่อุณหภูม ิ54 องศาเซลเซียสของซีโรไทปเดียวกัน ที่
ไดจากการศึกษาของ Nettleton เมื่อนาํขอมูลที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้มาทาํการประมาณคา  
D-value ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O, A และ Asia-1 ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส
โดยคํานวณจากสมการเสนตรง พบวา มคีาเฉลี่ยเทากบั 1.4, 2.1 และ 2.6 นาท ีตามลําดับ ซึ่งต่ํา
กวาคาที่ไดจากการศึกษาของ Nettleton สาเหตุดังกลาวอาจเนื่องมาจาก การศึกษานี้ไมไดศึกษา
ถึงการทาํลายไวรัสที่อุณหภมูิ 54 องศาเซลเซียสโดยตรง แตเปนการประมาณคา D-value จาก
สมการเสนตรงระหวาง D-value ของอุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งจากการศึกษาครั้งนี้ 
D-value ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสมีคาที่ต่ํามาก จงึทาํใหเมื่อทําการประมาณคาทาง
คณิตศาสตรของ D-value ที่อุณหภูม ิ 54 องศาเซลเซียสจึงพบวามีคาที่ต่ําไปดวย ซึ่งในความเปน
จริงแลวมีความเปนไปไดวาที่อุณหภูม ิ 54 องศาเซลเซยีสยังไมใชอุณหภูมิที่มีประสิทธิภาพในการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยจึงทําให D-value ยังมีคาสูงอยู แตหากเปนชวงอุณหภูมิที่คอน
ไปทาง 60 องศาเซลเซียสซึง่เริ่มทําลายไวรสัโรคปากและเทาเ อยไดอยางมีประสิทธภิาพ D-value 
จะมีคาลดลงอยางรวดเร็ว จากประโยชนของการศึกษาในครั้งนี้ซึง่ทาํการศึกษาครอบคลุมในหลาย
ชวงอุณหภูม ิ จึงทําใหเหน็ถึงภาพรวมของประสิทธิภาพของความรอนในการทาํลายเชื้อไวรัสโรค
ปากและเทาเปอย และทําใหเหน็ถงึศกัยภาพที่ชัดเจนในการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอย
ในชวงอุณหภมูิที่สูงขึน้ 

  
Nuanualsuwan and Cliver (2002) รายงานถึงการทาํลายไวรัสโรคตับอักเสบเอ 

(Hepatitis A Virus ละไวรัสโปลิโอ (Poliovirus) โดยใชความรอนทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 
และใชสารละลาย PBS
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อักเสบเอ

ยี

 

เทากนั ไวรัสโรค
ากและเทาเปอยที่อยูในน้าํลางอจุจาระสุกรถูกทาํลายในเวลา 3 นาที สวนไวรัสโรคปากและเทา

เปอยที่อ

า

มเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่สะสมในเนื้อสุกรที่สูงที่สุด โดยพบวา

จัดอยูในสกุล Hepatovirus ไวรัสโปลิโอจัดอยูในสกุล Enterovirus สวนไวรัสโรคปากและ
เทาเปอยจัดอยูในสกุล Apthovirus จากการศึกษาพบวา D-value ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส
ของไวรัสตับอักเสบเอ และไวรัสโปลิโอเทากับ 18.6 และ 5.6 วนิาที ตามลาํดับ เมื่อทําการ
เปรียบเทียบกบั D-value ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซ สซึ่งเปนชวง
อุณหภูมิที่ใกลเคียงที่สุดที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้ (ตารางที่ 12) พบวา D-value ของไวรัสโรคตับ
อักเสบเอมีคาสูงกวา สวน D-value ของไวรัสโปลิโอมีคาต่ํากวาเลก็นอยแตโดยรวมแลวจัดวาอยูใน
เกณฑที่ใกลเคียงกนั และเมื่อนําขอมูลทีไ่ดจากการศึกษาในครั้งนี้มาทําการประมาณคา D-value 
ของไวรัสโรคปากและเทาเปอยทุกสเตรนทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสโดยคํานวณจากสมการ
เสนตรง พบวา มีคาเฉลี่ยเทากับ 7.6 วนิาท ี ซึ่งใกลเคียงกับ D-value ของไวรัสโปลิโอ  จากการ
สังเกตพบวาไวรัสโรคตับอักเสบเอมีความตานทานความรอนมากกวาไวรัสโรคปากและเทาเปอย 
และไวรัสโปลิโอ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Hollinger and Ticehurst (1996) ซึ่งระบุวาไวรัสโรค
ตับอักเสบเอมคีวามตานทานความรอนมากกวาไวรัสชนิดอื่นที่อยูในวงศเดียวกนั 
 

Turner และคณะ (2002) ไดรายงานถงึการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอยซีโรไทป O
ที่ละลายในน้ําลางอุจจาระสกุร เปรียบเทยีบกับไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่ละลายในสารละลาย 
Glasgow Eagles Medium จากการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 67 องศาเซลเซยีส
ป

ยูในสารละลาย Glasgow Eagles Medium ถูกทาํลายในเวลา 5 นาที จากรายงานนี้
แสดงใหเหน็ถงึความสําคัญของสื่อที่เปนตัวกลางในการนําความรอนสูอนุภาคของไวรัส เนื่องจาก
ใน Glasgow Eagles Medium ซึ่งเปนอาหารเลี้ยงเซลลมีองคประกอบที่เปนโปรตีนจํานวนมาก ซึง่
โปรตีนเหลานีจ้ะเปนตวัปกปองอนุภาคของไวรัสจากความรอน (Dekker, 1998)  จึงทาํใหใช
ระยะเวลาในทําลายไวรัสทีน่านกวาเมื่อเปรียบเทียบกบัในน้าํลางอุจจาระสุกร ดังนั้น  D-value ที่
ไดจากการศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยโดยใชสารละลาย PBS เปนสื่อในครั้งนี้ 
ยอมมีคาต่ํากวา D-value ที่ไดจากการทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสุกรโดยตรง 
เนื่องจากในเนือ้สุกรประกอบไปดวยโปรตีนจํานวนมาก ซึ่งโปรตีนเหลานี้จะเปนตวัปกปองอนุภาค
ของไวรัสจากความรอนไดเปนอยางด ี ทําใหระยะเวลาที่ใชในการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยเพิ่มสูงขึน้ 
 

จากรายงานทีผ่านมาเกีย่วกบัการพบไวรัสโรคป กและเทาเปอยในเนือ้สุกร (Panina et 
al., 1989; Mebus et al.,1993; Chou and Yang, 2004) Panina และคณะ (1989) แสดงให   
เห็นถึงระดับควา
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หลังจากชาํแหละซากสกุรที่ไดทําการทดลองใหติดไวรัสโรคปากและเทาเปอยแลว กลามเนื้อและ
ไขมันขอ

g1

ลาย PBS คร้ังนี้พบวา D-value มีคาที่
่ํามากตัง้แตการใชความรอนที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซียสขึ้นไป และเมื่อประเมนิถึง D-value ที่

รั้งนี้รวมกับระดับความเขมขนของไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยสูงสุดทีพ่บในเนื้อสุกร กับอุณหภูมิและระยะเวลามาตรฐานในการปรุงสุกเนื้อสุกรที่
กําหนดโ

ี่อ

าย

งสุกรมีระดับความเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยสะสมสูงถงึ 5.0 Log10 PFU/mg 
ดังนัน้จึงอาจอนุมานไดวา ในสถานการณที่เลวรายที่สุดที่จะพบไวรัสโรคปากและเทาเปอยคงอยูใน
เนื้อสุกรนัน้ ไมนาจะมีระดบัความเขมขนของไวรัสโรคปากและเทาเปอยสูงเกนิ 5 Lo 0 จากที่ได
กลาวแลวในขางตนวา D-value คือ ระยะเวลาที่ใชในการลดระดับความเขมขนของไวรัสลง 1 
Log10 หรือรอยละ 90 ซึ่งจะมีความจําเพาะกับชวงอณุหภูมิ และสเตรนของไวรัสที่ทาํการศึกษา 
(Juneja et al., 1997) ดังนัน้ การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่มรีะดับความเขมขนของไวรัส
ประมาณ 5 Log10 นัน้ ตองใชระยะเวลานานเปน 5 เทาของคา D-value ที่จาํเพาะของอุณหภมูิ
และสเตรนของไวรัสนัน้ๆนัน่เอง จากวิธีการคํานวณดังกลาว เมื่อทําการประเมิน D-value ที่ไดจาก
การศึกษาครั้งนี้ที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียสซึง่เปนอุณหภูมิมาตรฐานในการปรุงสุกเนื้อสุกรที่
กําหนดโดย OIE และกระทรวงเกษตร ปาไม และ ประมงของประเทศญี่ปุน รวมกับระดับความ
เขมขนของไวรสัโรคปากและเทาเปอยสูงสดุที่พบในเนื้อสุกรคอื 5 Log10 พบวา ระยะเวลาที่ใชใน
การทาํลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยูที่ประมาณ 1 นาทีเทานั้น ซึง่เหน็ไดวาเปนระยะเวลาที่ต่าํ
กวามาตรฐานดังกลาวทีก่ําหนดไวถึง 30 นาทีเปนอยางมาก แตอยางไรก็ดี เนื่องจากการศึกษาครั้ง
นี้เปนการศึกษาถงึการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยสเตรนทีม่ีการะบาดในประเทศไทยดวย
ความรอนในสารละลาย PBS เทานัน้ ขอมูลที่ไดจึงยงัไมเพียงพอที่จะสรุปถึงระยะเวลาที่ใชในการ
ทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยในเนื้อสุกรอยางแทจริง  
 
5.2     สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

 
การประเมนิ D-value ที่ไดจากการศึกษาในสารละ

ต
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซยีสที่ไดจากการศึกษาค

ดย OIE และกระทรวงเกษตร ปาไม และ ประมง ของประเทศญี่ปุน (70 องศาเซลเซียส 30 
นาท)ี (OIE, 2004b; JETRO,1996 อางโดย สุวิมล และคณะ, 2540)  พบวา D-value ที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียสมีคาต่าํกวาระยะเวลามาตรฐานในการปรุงสุกเนือ้สุกรอยางมาก แสดงถงึ
แนวโนมวา D-value ของเนื้อสุกรท ณุหภูมิเดียวกนันี้ นาจะมีคาต่ํากวาระยะเวลามาตรฐานใน
การปรุงสุกเนือ้สุกรที่กําหนดโดย OIE และกระทรวงเกษตร ปาไม และ ประมง ของประเทศญีปุ่น
ดวย  ซึ่งจากแนวโนมดังกลาวจะชวยลดอณุหภูมิ และระยะเวลาในการปรุงสุกเนื้อสุกรเพื่อใหมกีาร
ทําล ไวรัสโรคปากและเทาเปอยอยางสมบูรณได  
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ขอเสนอแนะสําหรบังานตอไปในอนาคต 
 
การศึกษาการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในครั้งนีจ้ัดเปนการศึกษา

นํารองเพื่อใหไดมาซึ่งขอมูลทางวทิยาศาสตรที่เปนพืน้ฐานในการเลือกอุณหภูมิและระยะเวลาที่
อยสเตรนที่มกีารระบาดในประเทศไทยเทานั้น 

ดังนัน้ งึควรมีการศึกษาตอเนื่องถงึการทําลายไวรัสโรคปากและเทาเปอยดวยความรอนในผลิต 
ภัณฑเน

เหมาะสมในการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเป
จ
ื้อสุกรแปรรูปที่ตองการจะสงออกไปยังประเทศเปาหมายอยางแทจริง จากที่ไดกลาวไวใน

ข วธิี     
ือ

ป

โรค

 

 
 
 
 

 

างตนแลววา การปรุงสุกเนื้อสุกรตามขอกําหนดของประเทศญีปุ่นนัน้สามารถทําไดหลาย
ทั้งการใชความรอนเปยกเชน การตม ตุน หรือนึง่ และการใชความรอนแหงเชน การทอด ยาง หร
อบ ซึ่ง จจุบนัประเทศไทยสามารถสงออกเนื้อสุกรที่ใชความรอนเปยกในการปรุงสกุไปยังประเทศ
ญี่ปุนเทานัน้ เนื่องจากการศึกษาในครั้งนี้ตองการนําขอมูลอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมใน
การทาํลายไวรัส ปากและเทาเปอยไปใชในการเพิ่มรูปแบบของผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปปรุง
สุกที่จะสงออกไปยังประเทศญี่ปุนใหมีความหลากหลายมากขึน้ ดังนั้น ขอเสนอแนะสําหรับงาน
ตอไปในอนาคตคือ ควรมุงศึกษาผลของการใชความรอนแหงในการทําลายไวรัสโรคปากและเทา
เปอยในเนื้อสุกรเพื่อนาํมาพฒันาผลิตภัณฑเนื้อสุกรแปรรูปชนิดใหมๆ ทั้งนี้ควรมีการสํารวจถึง
ความตองการของตลาดและรสนิยมของผูบริโภคในประเทศเปาหมายควบคูกันไปดวย 
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ภาคผนวก ก          

การเตรยีมสารที่ใชในงานวิจัย 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล (Minimum Essential Medium; MEM) ปริมาตร 10 ลิตร

 

 
 

1. ทําการเตรียมสารซึ่งประกอบไปดวย 
 - 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)   
ปนจนกระทัง่ละลายเขากัน 
นําไปกรองโดยใชไสกรองขนาด 0.45 ไมครอ
นําสารละลายที่ผานการกรองแลวไปตรวจดวย Fluid Thioglycolate 2 ชุด 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
เตรียม Fluid Thioglycolate ปริมาตร 0.5 ลิตร  
1. ปนละลาย Fluid Thioglycolate ปริมาณ 14.9 กรัม ดวยน้าํกลัน่ (Autoclaved) ปริมาตร 

70 องศาเซลเซยีส ประมาณ 30 นาท ีจนกระทั่ง
ละลายหมด 

าํการปดดวยจุกยาง 

4. 
 

การ

500 มิลลิลิตร ในอางควบคมุอุณหภูมิที่ 

2. แจกใสหลอดแกวหลอดละ 10 มิลลิลิตร แลวท
3. นําไปนึง่ (Autoclaved) รอจนกระทั่งเย็น 

เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิหอง (Room Temperature) 

เตรียม Fungizone ปริมาตร 0.1 ลิตร  
1. ปนละลาย Fungizone 50 มิลลิกรัม กับน้ํากลัน่ (Autoclaved) ปริมาตร 100 มลิลิลิตร 

. กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน 
 

 
 

จนกระทั่งละลายหมด 
2
3. แจกใสหลอดแกวหลอดละ 1 มิลลิลิตร
4. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
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การเตรียม Antibiotic ปริมาตร 1 ลิตร 
1. เตรียมสารซึ่งประกอบไปดวย 

- Kanamycin     10    กรัม 
- Penicillin     1.173    กรัม 

  10   กรัม 
  1000   มิลลิลิตร 

2. 
3. 
4. 
5. 

การ CO

- Streptomycin   
- น้ํากลั่น (Autoclaved)  
ปนจนกระทัง่ละลายเขากัน 
กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน 
แจกใสหลอดแกวหลอดละ 3 มิลลิลิตร 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 

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

้ํากลั่น (Autoclaved) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

. กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน 

 
การ S)

1. ปนละลาย NaHCO3 70 กรัม กับน
จนกระทั่งละลายหมด 

2
3. แจกใสหลอดแกวหลอดละ 4 มิลลิลิตร 
4. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิหอง (Room Temperature) 

เตรียมสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PB  

  กรัม 
- KCl      0.20    กรัม 

1.15  กรัม 
  0.20   กรัม 

ิตร 
2. 
3. 
4. 

 
 

1. เตรียมสารซึ่งประกอบไปดวย 
- NaCl      8

- Na2HPO4     
- KH 2PO4   
- น้ํากลั่น (Autoclaved)    1000   มิลลิล
ปนจนกระทัง่ละลายเขากัน 
นําไปนึง่ (Autoclaved) รอจนกระทั่งเย็น 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิหอง (Room Temperature) 
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การเตรียมสารละลาย Trypsin เขมขน (รอยละ 1) 
1. ทําการชั่ง Trypsin ใหไดปริมาณ 1 กรัม 
2. เติมสารละลาย PBS (Autoclaved) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
3. ทําการปนทิ้งไว 1 คืนจนกระทั่งสารละลายเขากัน 
4. ทําการกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ครอน 

2 ไมครอน  
ซลเซียส 

การ

ไม
5. ทําการกรองซ้าํดวยกระดาษกรองขนาด 0.
6. ทําการเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ -40 องศาเ
 
เตรียมสารละลาย Versene เขมขน (รอยละ 1) 
1. ชั่ง EDTA ใหไดปริมาณ 1 กรัม 
2. เติมสารละลาย PBS (Autoclaved) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ -40 องศาเซลเซยีส 

การ  

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

ลลิลิตร 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
ทั่งไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

การ

1. เติมสารละลาย Trypsin เขมขน (รอยละ 1) ปริมาตร 12.5 มิ
2. เติมสารละลาย Versene เขมขน (รอยละ 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. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 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. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 อ เ
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ภาคผนวก ข          
 

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล 
 

การเพาะเลี้ยงเซลลตอเนื่อง (Subculture) 
1. อุน Media (MEM), Fetal Bovine ersene ที่อุณหภูมิ  37 องศา

เซลเซียส 
2. เทอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออ

ั้ง 

ทาํการผสมเซลลใหไดความ

 
การเกบ

 Serum และ Trypsin-V

กจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล  
3. ลางเซลลดวย PBS อยางนอย 3 คร
4. เติม Trypsin-Versene ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร เพื่อทาํการยอยเซลลออกจากพื้นผวิ 
5. เคาะ หรือใชปเปตดูดขึ้น-ลง สลับกันหลายๆครั้งเพื่อใหเซลลแยกออกจากกนัเปนเซลล

เดี่ยวๆ 
าคผนวก ก) และ6. เตรียม Growth Medium (ตามวธิีในภ

5 เขมขนประมาณ 2– 5 x 10 เซลล / มิลลิลิตร 
7. ระบุวันที่ และจํานวนของ Passage ของเซลลใหเรียบรอย 
8. นําเซลลไป Incubate ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 

็ เซลลเพาะเลีย้ง (Preservation of cell culture) 
1. อุน Media (MEM), Fetal Bovine Serum, Trypsin-Versen

(DMSO) ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส 
e และ Dimethylsulfoxide 

tal Bovine Serum เปนรอยละ 20 

 

2. เทอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล  
3. ลางเซลลดวย PBS อยางนอย 3 คร้ัง 
4. เติม Trypsin-Versene ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร เพื่อทาํการยอยเซลลออกจากพื้นผวิ 
5. เคาะ หรือใชปเปตดูดขึ้น-ลง สลับกันหลายๆครั้งเพื่อใหเซลลแยกออกจากกนัเปนเซลล

เดี่ยวๆ 
6. เตรียม Growth Medium โดยเพิ่มควา มเขนขนของ Fe

และมี Dimethylsulfoxide (DMSO) รอยละ 15 
7. ทําการแบงเซลลลงในหลอด Cryotube หลอดละ 1.5 มิลลิลิตร 
8. ทําการระบุวนัที่ และจาํนวนของ Passage ของเซลลใหเรียบรอย 
9. ทําการเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ  -70 องศาเซลเซียส 
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การนาํเซลลมาเพาะเลี้ยงใหม (Recovery of preserved cell) 
1. นําเซลลที่แชแข็งมาทําการละลายที่อุณหภมูิ  37 องศาเซลเซียส 
2. ปนเซลลที่ความเร็ว 2,000 รอบ / นาท ีเพื่อแยก Dimethylsulfoxide (DMSO) ออกจาก

เซลลเพาะเลี้ยง 
ออก เหลือสวนตะกอนที่เปนเซลล

ะ
ใหไดความเขมขนประมาณ 2– 5 x 105 เซลล / มิลลิลิตร 

6. cubate ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ทิ้งไว 1 คืน 

 
 

3. เทสวนใสซึ่งเปนสวนทีม่ี Dimethylsulfoxide (DMSO) 
เพาะเลี้ยงไว 

4. เตรียม Growth Medium โดยเพิ่มความเขนขนของ Fetal Bovine Serum เปน 20% แล
ทําการผสมเซลล

5. ระบุวันที่ และจํานวนของ Passage ของเซลลใหเรียบรอย 
นําเซลลไป In

7. เปลี่ยน Growth Medium ในวันรุงขึน้โดยลดความเขนขนของ Fetal Bovine Serum ให
เหลือรอยละ 10 
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ภาคผนวก ค          

กราฟแสดงการทําลายไวรสัโรคปากและเทาเปอย 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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 กราฟแสดงการท e ที่ 80°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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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 
นายสัตวแพทย คม พ.ศ. 2523 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมปลายจากโรงเรยีนหอวัง ตอมาไดเขาศึกษาตอใน
ระดับปริญญาตรีที่คณ  จุฬาลงกรณ กระทัง่สาํเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับ 2) เมื่อปการศึกษา 2546 และ
ทําการศึกษาตอในระด  หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาสัตวแพทย
สาธารณสุข ภาควิชา พทยสาธารณสุข คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
เมื่อปการศึกษา 2547  

 
 
 
 

สุพัฒนศักดิ ์ ศุภารัตน เกิดวันที ่ 26 ธันวา

ะสัตวแพทยศาสตร
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มหาวิทยาลยั จน
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