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1.  บทนํา 
  

โรคปากและเทาเปอย เปนโรคระบาดที่รุนแรง ติดตองายและระบาดรวดเร็วในสัตวกีบคูทกุ 
ชนิด ไดแก  โค  กระบือ แพะ แกะ สุกร ชาง อูฐ กวาง เปนตน และทําใหเกิดความสญูเสยีทาง
เศรษฐกิจในดานอุตสาหกรรมปศุสตัวทั่วโลก สาเหตุเกดิจากเชื้อไวรัสแอฟโทไวรัส (Aphthovirus) จัด
อยูในกลุมพิโคนาไวรัส (Picornavirus) ไวรัสโรคปากและเทาเปอยพบทั่วโลกมทีั้งหมด 7 ชนิดหรือ  
serotype  ไดแก โอ (O) เอ (A) ซี (C) เอเซียวัน (Asia1) แซทวัน (SAT1) แซททู (SAT2) และแซททรี 
(SAT3) ในประเทศไทยพบมีระบาดอยู 3  ชนิดหรือไทป   คือ โอ เอ และเอเซียวัน ไวรัสแตละชนิดไม
ทําใหเกิดความคุมโรคขามซึ่งกนัและกัน (cross immunity) และยังแบงเปนไวรัสชนิดยอย (subtype) 
ตางๆ รวมท้ังหมดประมาณ 64 ชนิดยอย ดังนี้คอื  ไทปO  ม ี11  ชนิดยอย    ไทป  A  ม ี32 ชนิดยอย  
ไทป C ม ี5  ชนิดยอย  ไทป Asia1 ม ี3  ชนิดยอย  ไทป SAT 1 ม ี6  ชนิดยอย   SAT2 มี 3  ชนิดยอย 
และ SAT3 มี 4  ชนิดยอย  สัตวที่ติดเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอยจะแสดงอาการปวยโดยมีอาการ
ซึม เบื่ออาหาร มีน้ําลายไหล เกิดเมด็ตุมใสบนเยื่อลิ้น ภายในชองปาก กระพุงแกม และอุงเทา 
ภายใน 24 ช่ัวโมงหลังจากเกดิตุมใส เม็ดตุมจะแตกออกและเกิดการลอกของเนื้อเยื่อที่ลิ้นและเยื่อบุ
ภายในชองปาก หลังจากนั้น 2-5 วัน ไวรัสจะแพรกระจายไปทั่วรางกาย เกิดเปนตุมใสและแผล
บริเวณอุงเทาและไรกีบ ระยะนี้สัตวจะเร่ิมเดินขากะเผลก ในรายที่เปนรุนแรงจะพบรอยโรคที่บริเวณ
เตานม หัวนมในโค และบริเวณเหนือจมูกในสุกร  

การปองกันและควบคมุโรคสามารถดําเนินการไดหลายวิธี ไดแก การฉดีวัคซีนเพื่อ
เสริมสรางภูมคิุมกันใหกับสตัว ซึ่งวัคซีนที่ใชตองผลติจากเชื้อไวรัสชนิดเดยีวกับที่ทําใหเกิดโรคระบาด
ในทองที่นั้นการควบคมุการเคลือ่นยายหรือแยกกักสตัวปวยเปนระยะเวลาอยางนอย 21 วัน จะเปน
วิธีหนึ่งในการควบคุมโรคไมใหแพรกระจายไปสูพื้นที่อ่ืน ในขณะเดียวกันใหทาํการฉดีวคัซีนแบบวง
แหวน (Ring vaccination) ในรัศม ี5-10 กิโลเมตร รอบๆ บริเวณเกิดโรค  

นอกจากนีก้ารปองกันการตดิตอของโรคนี้ทางออม เนื่องจากเชื้อไวรัสที่ปนเปอนมากับ
อุปกรณ สิ่งของเครื่องใชตางๆ และผลิตภัณฑสัตวทุกชนดิ สิ่งเหลานี้เปนพาหะแพรเชื้อได ควรใช
น้ํายาฆาเชื้อทีม่คีุณสมบตัิฆาเชือ้ไวรัสโรคปากและเทาเปอยไดอยางมีประสิทธิภาพ ไดแก 2% 
โซดาไฟ (NaOH) หรือ 4% ปูนขาว (Na2CO3) หรือ Glutaraldehyde หรือ Iodophore (Iodine 
compound)   หรือ 2%  Citric acid  เปนตน  

การตรวจวินิจฉยัโรคปากและเทาเปอย โดยการสังเกตจากอาการนั้นไมเพียงพอ เพราะไม
สามารถบงบอกหรือแยกชนิดไวรัสได จาํเปนตองตรวจทางหองปฏิบัตกิาร ซึ่งเปนวิธีเดียวที่สามารถ
จําแนกชนิดของไวรัสดวยวิธี ELISA Typing (Roeder and Le Blanc Smith, 1987) ไดอยางถกูตอง
และแมนยํา การตรวจวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบตัิการประกอบดวยการตรวจหาเชื้อไวรัสจากรอยโรค
ไดแกตัวอยางเนื้อเยื่อลิ้น  เนื้อเยื่อบริเวณอุงเทาไรกีบ  โดยวิธี ELISA Typing  วิธีการเพิ่มปริมาณ
เชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง (virus isolation by tissue culture technique) และยืนยันผลดวยวิธี 
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ELISA typing ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular biology) เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการตรวจชันสตูรโรคใหแมนยําขึน้ โดยวิธีการเพิ่มปริมาณอารเอ็นเอของเชื้อไวรัส 
(Viral RNA) ดวยวิธีอารที-พีซีอาร (RT-PCR) (Reverse transcription รวมกับ Polymerase chain 
reaction)  

การตรวจระดับภูมคิุมกันโรคปากและเทาเปอยทําไดหลายวิธี ไดแก แอลพี อิไลซา (Liquid 
phase blocking ELISA, LP ELISA) และเวียเอกดิ (Virus infection associated agar gel 
immunodiffusion test, VIA-AGID) วิธี LP ELISA เปนการตรวจหาระดับแอนติบอดีตอไวรัสโรคปาก
และเทาเปอย  ชนิด O, A  และ Asia1   หรือ ชนิดอ่ืนๆ ข้ึนอยูกับชนิดของวัคซีนที่ฉีดใหกับสตัวโดยใช
หลักการนําแอนติบอดีทีม่ีอยูในซีรัมมายับยั้ง (neutralize หรือ block) กับไวรัสที่มีความจําเพาะกัน 
และตรวจหาปริมาณของไวรัสทีไ่มถูก block หรือหลงเหลืออยู   โดยใชหลักการทาง Enzyme 
immunoassay   สวนการตรวจสอบโดยวิธี VIA–AGID Test (McVicar and Sutmoller, 1970) เปน
การตรวจหาแอนติบอดตีอ VIA antigen ในซีรัมสัตวปวยหรือสตัวที่เคยไดรับการติดเช้ือไวรัสโรคปาก
และเทาเปอยมากอน ซึ่งวิธีนี้จะสามารถแยกสตัวที่ไดรับการฉีดวัคซีนออกจากสตัวตดิเชื้อไดถูกตอง
และมีความจําเพาะในระดับหนึ่ง แตมีโอกาสเกดิผลบวกเทยีม (false positive) ไดในสัตวที่เคยไดรับ
การฉดีวัคซีนโรคปากและเทาเปอยชนิดเช้ือตายที่ใช BEI เปนสาร inactivant ในการผลติวคัซีน จาก
ผลการวิจัยและพัฒนานําวิธีการตรวจหาแอนติบอดีตอสวน non-structure protein ของไวรัสโรค
ปากและเทาเปอย โดยวิธี indirect ELISA หรือ NS–ELISA Test มาใชในการตรวจตัวอยางซีรัม ใน
ปจจุบันวิธีนี้สามารถแยกสตัวทีไ่ดรับการฉีดวัคซีนออกจากสัตวติดเชื้อไดถกูตองและแมนยํากวาวิธี 
VIA-AGID Test และปจจุบันไดนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานการตรวจสอบในการคาปศุสตัวระดับ
นานาชาต ิ(International trade) 
 
                           2. พยาธกิําเนิด (Pathogenicity) 

  
การตดิตอของไวรัสโรคปากและเทาเปอย สามารถตดิตอไดหลายทาง ไดแก โดยการสมัผสั

โดยตรงกับสตัวปวยหรือสมัผสัสิง่ขับถายของสัตวที่เปนโรค เชน ปสสาวะ อุจจาระ ลมหายใจ น้ําลาย 
น้ํานม น้ําจากตุมใส หรือสัมผสัสิ่งปนเปอนเช้ือ หรือติดตอโดยกนิอาหารที่มีเช้ือปนเปอน เมื่อตดิเชื้อ
ทางลมหายใจจะตรวจพบเชื้อไวรัสไดบริเวณคอหอย (pharynx) (Burrows et al., 1971) เช้ือไวรัสจะ
เพิ่มปริมาณและแพรกระจายไปทางกระแสเลือดและระบบน้ําเหลืองไปสูอวัยวะตางๆ ทั่วรางกายใน
ระยะกอนที่สัตวแสดงอาการปวยพบวามไีวรัสถกูขับออกมากับสิ่งขับถายและสารคัดหลั่งในปริมาณ
สูง (Burrows, 1968; Burrows et al., 1981) กรณีสัตวไดรับเชื้อโดยการกินอาหารและน้ําที่มีเชื้อ
ปนเปอน ปริมาณเชื้อไวรัสในรางกายสตัวปวยจะเริ่มลดลงเมื่อรางกายมีการตอบสนอง โดยสราง
แอนติบอดีใหสูงขึ้นเพื่อไปทําลาย (neutralize) เชื้อไวรัส สัตวทีป่วยจะสามารถเปนตัวพาหะแพรเชื้อ
ไปสูสตัวตัวอ่ืนได (carrier) ในโคพบวาสามารถเปนตัวพาหะแพรเชื้อไดนานถึง 2.5 ป (Hedger, 
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1968) กระบือแอฟริกา พบนาน 3-5 ป (Hedger et al., 1972) แกะพบนาน 12 เดือน (Sutmoller, 
1970) แพะพบนาน 4 เดือน (Singh, 1977) แตสกุรไมพบวาเปนพาหะ (Panina et al., 1988) การ
ตรวจหาเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอยในสตัวที่เปนพาหะ สามารถตรวจไดโดยการเก็บตัวอยางน้ํา
เมือกตรงบริเวณ oesopharyngeal (OP) โดยใชอุปกรณที่เรียกวา Probang cup แลวนํามา
เพาะเลี้ยงในเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณไวรัส ดวยวิธี virus isolation และตรวจจําแนกชนิด
ไวรัสโดยวิธีอีไลซา (ELISA Typing) หรือตรวจสอบโดยวิธี RT-PCR   Real time หรือ RT-PCR 
 

        3.  การเก็บตัวอยาง 
  

การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อสตัวที่สงสัยวาปวยเปนโรค เพื่อนําสงตรวจทางหองปฏิบัตกิาร 
บริเวณที่สามารถเก็บตัวอยางเนือ้เยื่อไดคอื ในโคและกระบือควรเก็บที่ตุมหรือแผลที่เยื่อลิ้น เยื่อบุ
ภายในชองปากแผลที่กีบ และซอกกีบ ในสุกรเนื้อเยื่อที่ควรเก็บคือ ตุมใสหรือแผลที่ลิ้น แผลบริเวณ
ดั้งจมกู บริเวณไรกีบและซอกกีบ  

การเก็บตัวอยางเหลานี้ควรเก็บเนื้อเยื่อในลกัษณะเปนชิ้น ปริมาณไมควรต่าํกวา 1 กรัม ถา
เห็นวาเก็บเนื้อเยื่อจากตัวหนึ่งๆ ไดนอยกค็วรเกบ็จากตัวอ่ืนเพิม่ดวย และแยกขวดเปนตัวๆ ไป แลว
ใสตัวอยางเนื้อเยื่อลงในขวดทีม่ ี 50% กลีเซอรรีนบัฟเฟอร ใสน้ํายาใหทวมเนื้อเยื่อ ปดจกุใหแนน 
และปดทับดวยเทปกันน้ํายารั่วไหลทําเครื่องหมายขวดใหชัดเจน หอทับดวยกระดาษหลายชั้น ใสใน
ภาชนะหรือกระปองที่มีฝาปดสนิทอีกชั้นหนึ่งเพื่อปองกันการรั่วไหล จากนั้นนําใสกระตกิน้ําแข็งที่
แข็งแรงรีบนําสงหองปฏิบัตกิารโดยเร็วทีสุ่ด กรณีที่ตองนําสงทางไปรษณีย ใหหอทับดวยกระดาษ
หลายๆ ชั้น เพื่อปองกันการแตกและการรั่วไหล บรรจุลงกลองหรือภาชนะที่ไมแตกงาย พรอมบนัทึก
ประวัติสัตวปวย รีบนําสงหองปฏิบัตกิารทันทีการเก็บตัวอยางซีรัม เก็บโดยการเจาะเลอืดใส
หลอดแกวหรือภาชนะที่สะอาดแหง ปลอยใหเลอืดแข็งตัวกอน จึงทําการเก็บแยกสวนใสซึ่งเปนสวน
ซีรัม ถายใสหลอดพลาสตกิ หากมีเมด็เลือดปนมากับซีรัมใหนําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกสวนใสทีเ่ปน
ซีรัมและเก็บใสหลอดพลาสตกิปดจุกใหแนนปองกันการรั่วไหล และใหเก็บในภาชนะที่มีน้ําแข็ง หรือ
เก็บแชตูแชแข็งอุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส ในขณะที่นําสงหองปฏิบัตกิาร 

 
                     4. การตรวจวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติการ 

การตรวจวินิจฉยัโรคปากและเทาเปอยสามารถวนิิจฉัยเบื้องตนไดจากอาการ ซึม มีไข 
น้ําลายไหลยืด  เลียริมฝปากบอย และเดินขากะเผลก รอยโรคที่เห็นไดชดัคือ ตุมพองเกิดข้ึนภายใน
เปนน้ําเหลืองใสซึ่งเต็มไปดวยไวรัสจํานวนมาก โดยมากมกัเกิดข้ึนครั้งแรกทีบ่ริเวณดานบนของลิ้น 
หลังจากนั้นเชื้อจะเขาสูกระแสโลหิตกระจายไปทั่วรางกายบริเวณกีบ เยื่อกีบ ตุมใสนีม้ักจะแตกใน 
24 ช่ัวโมง ซึ่งจะเหลือแตรองรอยโรคเปนแผลตื้นและลอกหลดุไดงายในบริเวณเยื่อลิ้นโค แตการ
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ชันสูตรการเกดิตุมน้ําใสนี้จะตองแยกจากโรคทีม่ีอาการคลายกนัอีกหลายโรค เชน Vesicular 
stomatitis, Vesicular exanthema of swine, Swine vesicular disease ดังนั้นการตรวจวินจิฉัย
จากอาการจะบอกไมไดแนชัดวาเปนโรคปากและเทาเปอย จึงตองอาศยัการตรวจวินิจฉัยทาง
หองปฏิบัตกิารเทานั้นที่จะสามารถบงบอกชนอดไวรัสไดอยางถกูตองและแมนยํา โดยการเก็บ
ตัวอยางจากรอยโรคบริเวณเยื่อลิ้น อุงเทา สัตวปวย นําสงหองปฏิบัตกิาร    กรณีลูกสตัวปวยและ
ตายกระทันใหเก็บอวัยวะกลามเนื้อหัวใจ  ที่มีลักษณะคลาย tiger heart   ใสในภาชนะที่สะอาด      
แชในน้ํายา 50% glycerine buffer นําสงหองปฏิบัตกิารโดยเรว็ที่สุด  การตรวจทางหองปฏิบัตกิาร
จากตัวอยางดังกลาวสามารถดาํเนินการไดโดยวิธี    จําแนกชนิดไวรัส หรือ  ELISA typing และแยก
ไวรัสโดยผานเซลลเพาะเลี้ยง (virus isolation)     
 

4.1  วิธีการสกัดแยกเชื้อไวรัสจากตัวอยางเนือ้เยื่อ 
       1)  ตัดตัวอยางเนื้อเยื่อ 1 กรัม ใสในโกรงบดที่ฆาเชื้อแลว 
       2)  ตัดเนื้อเยื่อใหเปนชิ้นเลก็ๆ ดวยกรรไกรที่สะอาด 
       3)  บดเนื้อเยื่อใหละเอียด โดยผสมทรายขาวที่ผานการฆาเช้ือแลว 
       4)  ทําเปน 10% suspension โดยใช M/25 phosphate buffer saline (PBS) หรือ    
            0.04M PBS เปน diluent  โดยชั่งตัวอยางเนื้อเยื่อหนัก 1 กรัม เติมสารละลาย   
            M/25  PBS จํานวน 9 มิลลิลติร    ใสหลอดปน 
       5)  นําไปปนเหวี่ยง 2,500 รอบ/นาที นาน 15-20 นาที 
       6)  แยกสวนน้ําใสดานบน กรองดวย 0.45 µm Syringe filter  
       7)  แบงสวนน้ําใสออกเปน 2 สวน เพื่อทํา ELISA typing และ Virus Isolation 

 
4.2  การจําแนกชนิดของไวรัส (ELISA typing) โดยวิธี Indirect double antibody   
      sandwich ELISA   มีวิธีการดังนี้   

                       1. Coat plate ดวย  rabbit trapping antibody FMDV type O,  A, Asia1 และ 
normal rabbit serum  ในความเขมขน (working dilution) ที่เหมาะสม   ทําการเจือจาง rabbit 
serum ดวย coating buffer (0.05 M Carbonate bicarbonate buffer  pH   9.5)  หยอดลงบน 
ELISA plate กนเรียบหลุมละ 50 ไมโครลติร   
วางบนเครื่องเขยาแนวราบ (orbital shaker)  ความเร็วรอบประมาณ 200 รอบ ตอนาที นตู 37oC  
incubator   นาน 60 นาที  หรือเก็บคางคืนที่ 4 oC 

                2. ลางดวย 0.01M PBS (Phosphate buffer saline) 5 ครั้ง เคาะเพลทใหแหง   
                     3. เตรียมสารละลาย antigen control และ ตัวอยางจาก 10% suspension หรือ
ตัวอยาง isolation tissue culture fluid ใน  microtube  โดยใช  ELISA diluent (PBST)                     
ทําการเจือจางแบบ 2 fold serial dilution ไป 3 dilution หยอดลงในเพลท  ปริมาตร 50 ไมโครลติร
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ตอหลมุ   ปดฝาเพลท หรือใช plate sealer ปด   นําไปวางบนเครื่องเขยา  ความเร็วรอบประมาณ 
500 รอบ ตอนาที      ในตู 37 o C incubator     นาน 60 นาที  
  4.    ลางดวย PBS 5 ครั้ง เคาะเพลทใหแหง 
 5.  ใสสารละลาย guinea pig anti FMDV type O, A, Asia1 และ normal guinea 
pig serum ในความเขมขนที่เหมาะสมดวย typing diluent (ประกอบดวย PBST + 3% bovine 
serum albumin)  หยอดลงเพลท  หลุมละ 50 ไมโครลติร  เขยาที่ 37 o C  incubator นาน 30 นาที 

  6.   ลางดวย PBS 5 ครั้ง เคาะเพลทใหแหง 
                      7. เติม horseradish peroxidase conjugate ในความเขมขนที่เหมาะสมดวย  tying 
diluent    หยอดหลุมละ 50 ไมโครลติร   เขยาที่ 37 o C incubator  นาน 30 นาที 

 8.  ลางดวย PBS 5 ครั้ง เคาะเพลทใหแหง 
                        9.   เติมสารละลาย 0.01% tetramethyl benzidine substrate (TMB substrate)   
(ดูวิธีการเตรยีมในเอกสารภาคผนวก)  หยอดลงในเพลทหลุมละ 100 ไมโครลติร ใหเกิดปฏกิิริยาใน
อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที   
                      10.  เตมิ stopping solution ของ 1 M H2SO4       ปริมาตร 50 ไมโครลติร ทุกหลมุ  
เพื่อหยุดปฏิกิรยิาของ substrate    ตัวอยางที่ positive จะติดสีเหลืองใน serotype นั้น                                   
                      11.  อานคา optical density (OD) ดวยเครื่อง ELISA Reader  ยี่หอ Labsystem 
Multiskan/Titertek Multiskan   อานที่ wavelength 450 nm  (กรณีใช OPD substrate หรือ 
orthophenylene diamine     ตองอาน คา optical density ที่ wavelength 492 nm)        
                      12.  การแปลผล 
                         อานคา OD ทุกหลุม  หลังหักคา OD ของ background ออกแลว   ใหคา OD 
มากกวา 0.2 ทุกหลุม  แสดงวาใหผลเปนบวกหรอื positive และเปน FMD serotypeใด  ใหดูวาตรง
กับแถว antigen control ของ serotypeใด       กรณี OD มีคานอยกวา 0.2 หลังหักคา OD ของ 
background ออกแลว   ใหอานคาเปนลบ หรือ negative      
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รูปที่ 1    Diagram  แสดงข้ันตอนการตรวจหาและจําแนกชนิดไวรัสโรคปากและเทาเปอย โดยวธีิ   
             ELISA  Typing 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
      รูปที่ 2    Diagram  แสดงรปูแบบการจัด  format plate ของการตรวจหาและจําแนกชนิดไวรัสโรค 

             ปากและเทาเปอย     โดยวิธี  ELISA  Typing 
      Ag control                   sample 1                         sample 2  
  1        2         3          4        5       6        7         8        9      10      11      12  
                   Rab&GPα O 
                   Rab&GPα A 
                   Rab&GPα As1 
                   Normal Serum 
                   Rab&GPα O 
                   Rab&GPα A 
                   Rab&GPα As1 
                    Normal Serum 
      Sample 3                   Sample 4                      Sample 5 

      
           4.3  การเพิ่มปริมาณไวรัสในเซลลเพาะเล้ียง (virus isolation)  

 การแยกเชื้อไวรสัในเซลลเพาะเลี้ยง เปนวิธีชันสูตรที่ใหผลแนนอนและไวที่สุดวิธีหนึ่ง 
แตจําเปนตองใชเซลลเพาะเลี้ยงจากไตของลูกแกะ (primary lamb kidney cell) หรือ เซลล
เพาะเลี้ยงจากตอมไทรอยดของโค (bovine thyroid cell) หรือ cell line จากไตลกูหน ู เชน baby 
hamster kidney cell (BHK) แตมคีวามไวนอยกวาเซลลปฐมภมู ิ(primary cell)  

 
        4.3.1 การเพาะเลี้ยงเซลล (BHK cell line)  แบบ  monolayer มีวิธีการดังนี้ 
                1) นําเซลลที่เกดิ confluent monolayer ที่เตรียมไวเปน seed cell มาเพาะเลี้ยง 
                    ตอ  โดยการดดูอาหารเลี้ยงเซลล (medium) เกาทิ้ง 

 
EE substratesubstrate

conjugateconjugate

test sampletest sample

rabbit trapping  antibodyrabbit trapping  antibody

guinea pig detecting  antibodyguinea pig detecting  antibody
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  2) ลางเซลลดวย PBS และดูดทิ้ง 
  3) เติม 0.1% Versene trypsin เพื่อยอยและแยกเซลลออกเปนเซลลเดีย่ว โดย 
       ใชวิธี pipetting technique 
  4) ดูดเซลลที่ยอยแลวใสลงใน growth medium ที่ม ี5% bovine serum เปน 
      สวนประกอบตามปรมิาตรที่กําหนด 
  5) บรรจุลงขวดเพาะเลี้ยงเซลลขวดละ 5 มิลลลิิตร  (ขนาดขวด 25 ตาราง 
        เซนติเมตร) 
  6) เก็บเขาตูอบอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน 2 วัน 

      4.3.2 การเพิ่มปริมาณไวรัส (virus isolation)  
                 เปนวิธีการผานเชื้อไวรัสที่ไดจากการแยกจากเนื้อเยื่อตัวอยางที่สงมาตรวจแลว  
        ลงในเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณไวรัส มีวิธีการดังนี ้
         1)  นําเซลลที่เกิด confluent monolayer ภายใน 2 วัน ดดูอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิ้ง 
                2)  เติมสวนน้ําใสท่ีไดจากการสกดัจากเนื้อเยื่อหรือตวัอยางที่สงตรวจ ปริมาณ  
                     1 มิลลิลติร แลวบมในตูอบเพื่อ adsorb ที่อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส เปน 
                      เวลา 1 ช่ัวโมง 
                3)  เติม maintenance medium (MM) และเก็บในตูอบที่ 37 องศาเซลเซียส 
                4)  อานผลการเกดิพยาธิสภาพของเซลล (cytopathic effect หรือ CPE) ทุกวัน  
                      เปน  เวลา 2 วัน 
                5)  ทําการเก็บไวรัสจากเซลลโดยการ freeze-thaw และปนเหวี่ยงดวยความเร็ว  
                     2,500   รอบตอนาที นาน15  นาที ที่  4 องศาเซลเซียส เพื่อแยกสวนน้ําใส 
                     ออกจากตะกอนทีเ่ปนกากเซลล 
                6) นําสวนของน้ําใสน้ีไปผานลงในเซลลเพาะเลี้ยงอกีครั้ง ปฏิบัตติามขอ1 ถึงขอ   
                     5  รวม  3 ครั้ง จนกระทั่งเกิด  100% CPE นําสวนน้ําไวรัสที่ไดนี้มาทํา  
                     LISA typing เพื่อ ยืนยันชนดิของไวรัสอีกครั้งหนึ่ง 
 

 
 
 
 

 
                     
                                            Normal cell                                         CPE cell 
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      4.4 การตรวจหาไวรัสโดยวิธ ีReverse transcriptase-polymerase chain reaction  
            (RT-PCR) 

 4.4.1  วิธีการสกัด Viral RNA มีดังนี้ 
  1) นําตัวอยาง  250 ไมโครลติร ผสมสาร  Trizol LS  750 ไมโครลิตร  ลงใน 
                     หลอดพลาสตกิกนแหลมขนาด  1.5  มลิลลิิตร ปดฝาใหแนน 
   2) ใชมือเขยาเบาๆ ขึ้นลง ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที เพื่อให nucleoprotein  
       complex  แยกจากกันอยางสมบูรณ 
   3) เติมคลอโรฟอรม (chloroform)  250 ไมโครลิตร เขยา 15 วินาที  ทิ้งไวที่ 
       อุณหภูมิหอง 5 นาที 
   4) ปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จะ 
       เห็นสารละลายแยกเปน 3 ช้ัน  เก็บสารละลายใสสวนบน ซ่ึงม ีViral RNA  
       ใหมากที่สุด 
   5) เติม Isopropanol 500  ไมโครลติร เขยาใหเขากัน ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที 
   6) ปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
   7) ดูดสวนที่เปนน้ําทิ้งไป จะเหลือสวนที่เปน RNA pellet ติดที่กนหลอด 
   8) ลางตะกอน  RNA  pellet ดวย 1 มิลลลิติร ของ 75% ethanol ปนเหวี่ยง   
       13,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
   9) ดูดสวนน้ําทิ้งไป จะเหลือสวนที่เปน RNA pellet ติดทีก่นหลอด 
 10) ทําใหตะกอนแหง แลวละลายตะกอนดวย  RNase - free water ปริมาตร   
       30 ถึง 50 ไมโครลติร 
 11) ปนเหวี่ยงแบบ spin down นําไปทดสอบในข้ันตอนที่ 3.4.2 ตอไป หรือเก็บ 
       ในตูแชแข็ง ที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียส 

        4.4.2 Reverse transcription (RT) 
   1) เตรียมสารผสมเหลานี้ ลงในหลอด eppendorf  ขนาดปริมาตร  0.5 มลิลลิติร 

สาร ความเขมขน ปริมาตร / 1 ตัวอยาง 
RNase - free water 
dNTPs 
5X buffer 
random primer/universal primer 
Rnasin Inhibitor 
DTT 
M-MLV 
Viral RNA จากขอ 3.4.1 

 
10 mM 

 
20 pmol/µl 
40 pmol/µl 

0.1 M 
200 U/ µl 

 

2.5 µl 
2.5 µl 
5.0 µl 
1.0 µl 
0.5 µl 
2.5 µl 
1.0 µl 
10 µl 
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   2) ผสมสารละลายทั้งหมดใหเขากัน  โดยใช  Vortex mixer 
   3) นําเขาเครื่อง PCR  โดยตั้งโปรแกรมที่  42 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที, 95  
       องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
   4) เก็บสารละลาย  RT product ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส (เก็บระยะสั้น)  
       หรือ -20 องศาเซลเซียส  (เก็บระยะยาว) 

 
      4.4.3 Polymerase Chain Reaction (PCR amplification)  

   1) เตรียมสารผสมเหลานี้ ลงในหลอด eppendorf  ขนาดปริมาตร 0.5  มลิลลิติร 
สาร ความเขมขน ปริมาตร / 1 ตัวอยาง 

RNase - free water 
dNTPs 
MgCl2 
10X buffer 
Primer 1 (universal primer) 
Primer 2 (sense primer) 
Taq DNA polymerase 
RT product จากขอ 3.4.2 

 
10 mM 
25 mM 

 
20 pmol/µl 
20 pmol/µl 

5 U/ µl 

28.5 µl 
                  1.0  µl 

 3.0   µl 
5.0  µl 

                  1.0  µl 
1.0  µl 
0.5  µl 
10  µl 

 
   2) ผสมสารละลายทั้งหมดใหเขากัน  โดยใชเครื่อง Vortex mixer  
   3) นําเขาเครื่อง PCR โดยใชโปรแกรมดังนี ้

94 องศาเซลเซยีส   4   นาที 
94 องศาเซลเซยีส   60 วินาที 
55 องศาเซลเซยีส   60 วินาที  30 รอบ 
72 องศาเซลเซยีส   90 วินาที 
72 องศาเซลเซยีส    5   นาที 

   4) เก็บสารละลาย  PCR product  ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส (ระยะสั้น) หรือ  
       -20 องศาเซลเซียส (ระยะยาว) 

 
       4.4.4  วิเคราะหผล โดยวธิี Agarose gel electrophoresis 

 1) เตรียม  1.2% Agarose gel  และทําหลุมสําหรับหยอดตัวอยาง นําไปวางบน 
       electrophoresis chamber 
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   2) เติม TAE หรือ TBE buffer  ใหทวม Agarose  plate  
   3) หยอด DNA marker และตัวอยางที่ผสมกบั 6x dye ลงในหลุม agarose  gel    
       5 µl/หลุม 

        4) ปดฝา chamber  ปลอยใหกระแสไฟฟาผานในขนาด 100 โวลต  เปนเวลา   
                                    25 นาที 

   5) นําแผน agarose gel ไปยอมดวยสารละลาย ethidium bromide 10 นาที   
       และลางน้ําประมาณ  5 นาที 
   
   6) อานผล PCR product  โดยวางบนเครื่อง UV transilluminator  จะเห็น   
       PCR product เปนแถบ   
   7) ถายรูปแถบ PCR product  โดยใชกลอง  Polaroid MP4+ 

 
4.5  การตรวจระดับภูมิคุมกันตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย โดยวธิ ีLiquid  
      phase blocking ELISA 

Liquid phase blocking ELISA (LP ELISA) เปนการตรวจสอบเชิงปริมาณดาน
วิทยาภมูิคุมกันของโรคปากและเทาเปอย ดวยปฏิกิริยาสมดลุ (neutralize) หรือการยับยั้ง 
(block) ระหวางแอนติบอดีและแอนติเจนที่จําเพาะตอกัน โดยใชไวรัสหรือแอนติเจนใน
ปริมาณคงที ่ผสมกับซีรัมที่มีถกูเจือจางเปนลักษณะ serial dilution และตรวจสอบปริมาณ
ไวรัสที่เหลือจากการถกูยับยั้ง โดยใชหลักการดาน enzyme immunoassay ดวยวิธีที่
เรียกวา indirect double antibody sandwich ELISA ดังแสดงในรูปที่ 3 และ 4    โดยมี
วิธีการดังนี้ 
      1)  เคลือบ (coat) rabbit trapping antibody anti FMDV ลงบน ELISA plate โดยใช  
           coating buffer เปนตัวเจือจาง ปริมาณ 50 ไมโครลติร/หลุม เก็บคางคืนทีอุ่ณหภูม ิ 
           4 องศาเซลเซียส 
      2)  เตรียมตวัอยาง virus serum mixture ใน U-shape plate  โดยเจือจางซีรัมแบบ 2  
           fold serial dilution และเติม virus ในปริมาณทีค่งที่ในแตละหลมุ  อยางละ 50  
           ไมโครลติร/หลุม  ในขณะเดียวกันใหเตรยีมชุด control panel ซ่ึงประกอบดวย  
           antigen control, strong positive control serum, weak positive control serum  
           และ negative control serum หยอดลงบน U-shape plate ทุกเพลท   เขยาคาง 
           คืนที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส       
      3)  ถาย virus serum mixture จาก U-shape plate  ปริมาณ 50 ไมโครลติร/หลุม ลง 
           บน coated plate วางบนเครื่องเขยาแบบแนวราบ (orbital shaker) ในตูอบที่ 
           อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  นาน 1 ชั่วโมง   ลาง ดวย PBS 5 ครั้ง 
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      4)  เติมสารละลาย guinea pig detecting antibody anti FMDV ปริมาณ 50  
           ไมโครลติร/หลุม เขยาในตูอบที ่37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBS 5  
           ครั้ง 
      5)  เติมสารละลาย horseradish peroxidase conjugate ปริมาณ 50 ไมโครลิตร/หลุม  
           เขยาในตูอบที ่37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ลางดวย PBS 7 ครั้ง 
      6)  เติมสารละลายซับสเตรท  TMB ( 3,3’5,5’ tetramethyl benzindine ) หยอดลงใน 
           เพลทหลุมละ 100 ไมโครลิตร ปลอยทิ้งไว 20 นาที     
      7)  เติม 1M H2SO4  ปริมาณ 50 ไมโครลติร/หลุม เพื่อหยุดปฏิกิริยาของ substrate 
      8)  อานคาการดูดกลืนแสง (optical density, OD) ดวยเครื่อง ELISA Reader ยี่หอ  
           Labsystem Multiskan/Titertek Multiskan ที่ wavelength 450 nm  
      9)  ในแตละเพลท จะมีการควบคุมคุณภาพภายในของทดสอบ  โดยจะมีชุดควบคุม 
           antigen control และ serum control ในแตละเพลท เพื่อประกันคุณภาพของผล 
           การทดสอบวาถูกตองตามวิธีทดสอบ ดังนี้ 

9.1) strong positive control serum (C++ ) มีคา percent  inhibition (PI)   
       range = 90-100% 

                         9.2) weak positive control serum (C+)  มีคา percent inhibition  (PI)   
                                range = 50-89% 
                         9.3) negative control serum (C- ) มีคา percent inhibition (PI)    
                                range =  0-49% 
                         9.4) control antigen (Ca) ของแตละ serotype  ตองมีคา OD อยูในชวง  
                                0.9 – 1.5 และ มีคา  percent inhibition (PI)   range =  -25 –25 % 

      10) คํานวณคาระดับภูมคิุมกัน โดยดูจากคา serum dilution สูงสุดทีม่คีา OD อยู 
            ระหวาง  50% ของ OD antigen control  (OD control antigen ตองมคีา OD อยู 
            ระหวาง 0.9 ถึง 1.5)  รูปที่ 3 Diagram แสดงข้ันตอนการตรวจหาระดับภูมคิุมกัน 
            ตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย โดยวิธี Liquid  phase blocking ELISA 
 

EE

Y oY  o o

Y

Y
o Y

substrate
conjugate
GP anti FMDV

virus-serum mixture

rabbit anti FMDV  
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รูปที่ 4  Diagram แสดงรูปแบบการจัด format plate ของ test serum, control  serum, control   
            antigen  ของการตรวจหาระดับภูมิคุมกนัตอไวรัสโรคปากและเทาเปอย โดยวิธี Liquid  
            phase blocking ELISA 

 
 

    A  strong                            1:40 

    B pos sera                          1:80 

    C weak                              1:160 

    D pos sera                          1:320 

    E   negative                              1:640 

    F    sera                             1:1280 

    G   antigen                             1:2560 

    H    CONT                                 1:5120 

 
 
 
4.6 การตรวจหาแอนติบอดีตอ Non-structure protein ของ FMDV โดยวิธ ี ELISA 

เปนการตรวจสอบทาง enzyme immunoassay โดยการตรวจหาแอนติบอดีตอ 
non-structure protein ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย ซึ่งเตรียมและสังเคราะหโดยการตดั
ตอยีนทางพันธุวทิยา (genetic engineering) ในสวนของยีนนี้เรียกวา 3A, 3B, 3AB, 
3ABC หรือ 3D เปนตน วิธีการนี้อาจจะเรียกสั้นๆ วาวิธี non-structure (NS) test เพื่อ
จุดประสงคในการแยกสตัวที่ไดรับการตดิเช้ือออกจากสตัวที่ฉดีวัคซีน (Deigo et al., 1997; 
Mackay, 1998) การผลิตสารตรวจสอบในปจจุบัน ไดมีการพัฒนา non structure protein 
ในสวนของ 3ABC,3AB,3B มาผลติเปนชุดทดสอบเชิงพาณิชย (commercial kit) และมี
การใชในตางประเทศรวมทั้งในประเทศไทยอยางแพรหลายแลว เพื่อความสะดวกและ
เหมาะสมในการชันสูตร และประหยัดเวลา  ชุดตรวจสอบ Cedi test  เปนอีกชุดตรวจสอบ
หนึ่งที่ถูกนํามาใชในการชันสูตรแยกสตัวที่ไดรับการตดิเชื้อออกจากสตัวที่ฉดีวคัซีน.ใน
ตัวอยางซีรัมในหองปฏิบัตกิาร  ดวยวิธีที่เรียกวา blocking ELISA ดังแสดงในรปูที่ 5 และ 
6 โดยมีวิธีการดงันี้ 

1) ทําการเจือจางตวัอยางซีรัม (test serum) เปน 1: 5 โดยใชสารละลาย  ELISA  
  

                    No.1          No.2          No.3         No.4        No.5 

   1      2      3       4       5      6      7      8      9     10     11     12        Dilution 
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          buffer เปนตัวเจือจาง   ใน ELISA plate  ที่ไดรับการ pre-coated มากอนแลวดวย 
          แอนติเจนที่มีสวนของ   3ABC non-structure protein  
     2)  วางเพลทที่อุณหภูมิหอง   เก็บคางคืน     แลวลางดวย washing buffer จํานวน  6   
          ครั้ง 
     3)  เติมสารละลายคอนจูเกต ที่มากับชดุตรวจสอบสําเร็จรูป    
     4)  วางเพลทที่อุณหภูมิหอง นาน 60 นาที   แลวลางดวย washing buffer  จํานวน  6  
          ครั้ง 
     5)  เติมสารละลาย substrate ที่มากับชุดตรวจสอบสําเร็จรูป  ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน  
          20 นาที 
     6)  เติม H2SO4 เพื่อหยุดปฏกิิริยา 
     7)  อานคา optical density ดวยเครื่องอาน ELISA Reader (Labsystem Multiskan,  
          Titertek Multiskan reader) 
     8)  ในชุดตรวจสอบ Cedi test  จะมีการควบคุมคุณภาพของชุดทดสอบ โดยจะมีชุด 
          ควบคุม negative serum control และ positive serum control ในแตละเพลท เพื่อ 
          ประกันคุณภาพของผลการทดสอบวาถูกตองตามวิธีของแตละชุดตรวจสอบ  ดังนี้  
          8.1) คา OD ของ Negative serum control  ตองมคีามากกวา 1.0 
          8.2) คา Percentage inhibition ของ weak positive serum control ตองมีคา 
                 มากกวา 50% 
          8.3) คา Percentage inhibition ของ positive serum control ตองมคีามากกวา  
                 70% 
     9) หลักเกณฑในการแปลผล  positive  (ตัวอยางซีรัมสัตวที่เคยไดรับการตดิเช้ือมากอน)  
         หรือ negative (ไมพบวาตัวอยางซีรัมสตัวเคยไดรับการตดิเช้ือมากอน ) มีหลกัเกณฑ 
         การแปลผล ดังนี้  
         9.1) คา Percentage inhibition ของตัวอยางซีรัมมีคามากกวาหรือเทากบั 50% ผล 
                เปน positive  
         9.2) คา Percentage inhibition ของตัวอยางซีรัมมีคานอยกวา 50% ผลเปน  
                negative 
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 รูปที่ 5 Diagram  แสดงข้ันตอนวิธีการตรวจสอบ blocking ELISA โดยใชชดุตรวจสอบ Cedi test  

 

Diagram for NS test(CEDI)
positive result

3ABC Antibody in test 
serum

3ABC protein

Mab 3ABC

ELISA plate        
 

Diagram for NS test(CEDI)
negative result

S Substrate

Mab-HRPO(conjugate)             

3ABC protein

Mab 3ABC
ELISA plate  

 
รูปที่ 6  Diagram แสดงรูปแบบการจัด format plate ของ test serum, positive serum control   
            และ negative  serum control  ของชุดตรวจสอบ Cedi test 

 
    A  Neg            6 14               22              30 38     
    B  Weak pos                                            

    C   Pos                          

    D    1                           

    E     2                  

    F     3                  

    G    4                  

    H    5           13    21           29 37  45  

 
 
 

  1      2       3       4       5      6      7      8      9     10     11     12         
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6. ภาคผนวก  
  

6.1 การเตรยีม ELISA reagent 
    1. การเตรียม trapping antibody,rabbit anti FMDV type O, A และ Asia1 

 โดยการฉดี 146S แอนติเจนที่เขมขนและบริสุทธิ์ในกระตาย ซ่ึงเตรียมแยกเชื้อไวรัสแต  ละสายพันธุ
โดยผสมกับ complete Freund’s adjuvant ฉีดเขากลามเนื้อกระตายใชปริมาณ 146S แอนติเจน
ประมาณ 40 ไมโครกรมัตอตัว ปลอยไว 28 วัน จึงทําการฉดีแอนติเจนซ้ํา โดยฉดี 146S แอนติเจน
ขนาด 20 ไมโครกรัม ตอตัว ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant ทําการเจาะเลือดกระตายวนัที่ 
10 หลังฉดีเข็มทีส่อง ทําการแยกซีรัม แลวนํามา titration เพื่อหาความเจือจางที่เหมาะสมที่ใชในงาน
ตรวจสอบ ELISA    แลวแยกใสไมโครทิวและเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 

   2.  การเตรียมdetecting anibody, guinea pig anti FMDV type O, A และ 
Asia1 โดยการฉีด 146S แอนติเจนที่เขมขนและบริสุทธิ์ในหนูตะเภา ซึ่งเตรียมแยกเชื้อไวรัสแตละ
สายพันธุโดยผสมกับ complete Freund’s adjuvant  ฉีดเขากลามเนื้อหนูตะเภาในขนาด 20 
ไมโครกรัมตอตวั ทําการเจาะเลือดในระยะ 28 วันหลังฉดี ทําการแยกซีรัม แลวนํามา titration เพื่อ
หาความเจือจางที่เหมาะสมที่ใชในงานตรวจสอบ ELISA    แลวแยกใสไมโครทิวและเก็บที่ -20 องศา
เซลเซียส 

 6.2  การเตรยีมสารละลายสําหรบังาน ELISA technique 
       1.  Coating buffer 
                   ละลาย 0.05 M carbonate – bicarbonate buffer capsules, Sigma code  
             no. C-3041 จํานวน 5 capsule ในน้ํากลั่น   500  มิลลิลติร   
       2.  PBS สาํหรับเปน  washing buffer   

                           เตรียมสตอก PBS A ความเขมขน 10 เทา สําหรับ 5 ลิตร ดังนี ้
          1) NaCl     400.0  กรัม 
         2) KCl     10.0  กรัม 
         3) Na2HPO4    57.5 กรัม 
         4) KH2PO4    10.0  กรัม 
                          ละลายในน้ํากลั่น 5 ลิตร 
      3.  ELISA diluent (PBST) 

                           สําหรับสารละลายปรมิาตร 1000 มลิลลิิตร 
             1)  ละลาย 0.01M Phosphate buffer saline ชนิดผง  Sigma cod no. p3813  
                                จํานวน 1 ซอง ในน้ํากลั่น   1000  มิลลลิิตร   
                           2)  เติม tween 20 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
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                           3)  เติม 1% phenol red  ปริมาตร 2 มลิลลิิตร 
                           4)  ปรับ pH เปน 7.6 

       4.  Citrate-acetate buffer stock 
     1)  เตรียมสตอกสารละลาย 1M Citric acid ดังนี ้   
      Citric acid    20  กรัม    
      ละลายในน้ํากลัน่ 100 มิลลลิติร 

                           2)  เตรียมสตอกสารละลาย 1M Sodium acetate ดังนี ้
                           Sodium acetate    8.2  กรัม 
                           ละลายในน้ํากลัน่ 100 มิลลลิติร 

      3)  ใช 1M Citric acid ปริมาตรประมาณ 4 มิลลิลติร เพื่อปรับ pH ของ  
            สารละลาย 1M Sodium acetate ปริมาตร  100 มิลลิลติร ใหได pH 5.6 

       5.  Blocked diluent ในการเตรียมสารละลาย  guinea pig dilution และ   
            conjugate Dilution 
        สําหรับการทดสอบสวนใหญ ไมจําเปนตองใช BSA (bovine serum  
              albumin) ชนิดคุณภาพสูง (high level) แตสามารถใช gelatin หรือ  skimmed   
              milk แทนได สําหรับ ELISA typing assay ใช 3% bovine serum albumin  
              สําหรับ LP ELISA assay  5%  skimmed milk  เตรียม blocked diluent 500  
              มิลลิลติร ดังนี ้

      1)  PBST      500  มิลลิลติร 
      2)  เติม 0.5% gelatin (V/V) หรือ 5% skimmed milk powder (W/V) หรือ 3%  
            bovine serum albumin (W/V) ผสมใน PBST 
      3)  ปรับ pH ใหได  7.6 

         6.  Chromogen/TMB substrate solution (3,3’5,5’ tetramethyl benzindine) 
                           เตรียมเปนสตอกสารละลาย 1 % ดังนี ้

      1)  TMB substrate     0.1  กรัม 
      2)  DMSO (Dimethylsulfoxide)   10.0  มิลลิลติร 
      3)  ละลาย TMB substrate ใน DMSO แยกใสหลอดทดลอง 1 มิลลิลติร เก็บที่ 4  
           องศาเซลเซียส   
           เตรียม working  solution ดังนี ้
      4)  เตรียมสารละลาย 

                 Part A: D.W.    9.0  มิลลิลติร 
                      1% TMB    0.1  มิลลิลติร 
                      Citrate acetate buffer   1.0  มิลลิลติร                   
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                 Part B: เจือจาง H2O2 25 µl (30% V/V) ในน้ํากลั่น 400 µl   
                             ดูด 25 µl ของสารละลาย part B ใสลงในสารละลาย part A  
  
       7.  Stopping solution 
             เตรียม 1 M H2SO4 ปริมาตร 450 มิลลลิิตรดังนี ้

conc. H2SO4 (36 N)   25  มิลลิลติร 
              ละลายในน้ํากลัน่    425  มิลลิลติร 

       8.  Disinfectant 
                           4%  Na2CO3 solution (W/V) 
                          10%  Citric acid (W/V) 
                           5%  Iodophore solution (V/V) 
 
         6.3  การเตรียมสารละลายสําหรับเพาะเล้ียงเซลล 
                     1.  7% NaHCO3 
                          1)  NaHCO3    7  กรัม 

            2) น้ํากลั่น (DW) ที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 100  มิลลิลติร 
                 กรองแลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

                     2.  PBS ความเขมขน 10 เทา 
            1)  NaCl      80  กรัม 
            2)  KCl                                                               2.0        กรัม 
            3)  Na2HPO4     11.5  กรัม 
                 หรือ Na2HPO4 2H2O    14.0  กรัม 

                               หรือ Na2HPO4 12H2O    28.9  กรัม 
            4)  KH2PO4     2.0  กรัม 
                 นึ่งฆาเช้ือ (autoclave) แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

                     3.  1% EDTA  
            1)  EDTA      1  กรัม 
            2)  PBS      100  มิลลิลติร 

                               นึ่งฆาเช้ือ (Autoclave) แลวเก็บไวที่อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซียส 
                     4.  Trypsin 1% 

            1)  Trypsin x 250     1  กรัม 
            2)  PBS      100  มิลลิลติร 

                               เขยาคางคนืที่ 4 องศาเซลเซียส กรองแลวเก็บที่อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส                     
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                    5.  Trypsin–Versine (TV) 

            1) 1% Trypsin     12.5  มิลลิลติร 
            2) 1% EDTA     2.5  มิลลิลติร 
            3) ละลายใน PBS     85  มิลลิลติร 

                              กรองแลวเกบ็ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
                    6.  Fungizone 

           1)  Fungizone     50  มิลลิกรมั 
           2) น้ํากลัน่ (DW) ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 100  มิลลิลติร 

                             กรองแลวเก็บในหลอดขนาด 3 มิลลิลติร เก็บที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 
                     7.  Antibiotic 

             Penicillin     100 – 200            ยูนิต/มิลลิลติร 
             Streptomycin    10000 – 20000  มิลลิกรมั/มลิลลิติร 
             Kanamycin     500 – 10000  ยูนิต/มิลลิลติร 

                           กรองแลวเก็บในหลอดขนาด 3 มลิลลิิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
                     8.  Growth medium (GM) ที่มี 5% Bovine serum 

            1) MEM      93  มิลลิลติร 
            2) Bovine serum     5  มิลลิลติร 
            3) Antibiotic     1  มิลลิลติร 
            4) Fungizone     0.5  มิลลิลติร 
            5) 7% NaHCO3     1  มิลลิลติร 

                     9.  Maintenance medium (MM)  
            1) MEM      97  มิลลิลติร 
            2) Antibiotic     1  มิลลิลติร 
            3) Fungizone     0.5  มิลลิลติร 
            4) 7% NaHCO3     2.5–3.5  มิลลิลติร 

                   10.  2.92% L-glutamin 
             1) L-glutamin    2.92 กรัม 
             2) น้ํากลั่น (DW) ที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 100 มิลลิลติร 
                   11.  Freezing medium 

            1) Growth medium (GM)    10  มิลลิลติร 
            2) Bovine serum     0.5  มิลลิลติร 
            3) DMSO      1  มิลลิลติร 
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         6.4  แผนผังการตรวจวนิจิฉัยโรคปากและเทาเปอย 
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