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โรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรเป็นโรคในบัญชีรายช่ือโรคระบาดสัตว์ขององค์การสุขภาพสัตว์โลก  

(World Organisation for Animal Health; OIE) ที่ มีสาเหตุเกิดจากเช้ือไวรัส (African swine fever virus) 

สําหรับประเทศไทยได้กําหนดให้โรคดังกล่าวเป็นโรคระบาดตามพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว์  

พ.ศ. 2558 และจัดให้ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรเป็นเช้ือโรคควบคุมตามพระราชบัญญัติเช้ือโรค 

และพิษจากสัตว์ พ.ศ. 2558 โรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรส่งกระทบต่อระบบการผลิตสุกร การค้าสุกร 

และผลิตภัณฑ์ระหว่างประเทศ ขณะน้ียังไม่มีวัคซีนในการป้องกันโรค ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 

ไม่มีอันตรายต่อสุขภาพมนุษย์ แต่ปนเป้ือนอยู่ในผลิตภัณฑ์สุกรและสิ่งแวดล้อมได้นาน จึงจําเป็น 

ต้องมีการตรวจติดตามและเฝ้าระวังโรค ด้วยวิธกีารชันสตูรโรคที่เป็นที่ยอมรับในระดับสากลอย่างต่อเน่ือง 

คณะกรรมการมาตรฐานสินค้าเกษตรจึงเห็นควรจัดทาํมาตรฐานสินค้าเกษตร เร่ือง การชันสูตรโรคอหิวาต์

แอฟริกาในสกุร  

มาตรฐานสนิค้าเกษตรน้ี กาํหนดขึ้นโดยใช้เอกสารต่อไปน้ีเป็นแนวทาง 

World Organisation for Animal health (OIE). Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 

Terrestrial Animals. 2019. Chapter 3.8.1 African swine fever (Infection with African 

swine fever virus).  

 





  เสนอคณะกรรมการมกษ. 10051-2564  

 

มาตรฐานสินคา้เกษตร 

การชนัสูตรโรคอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร  

1.  ขอบข่าย 

 มาตรฐานสินค้าเกษตรน้ี กาํหนดการชันสูตรโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรทางห้องปฏิบัติการ ครอบคลุม

ตั้งแต่การเกบ็ตัวอย่างและการนาํส่งตัวอย่างไปยังห้องปฏิบัติการ การตรวจหาไวรัส และการตรวจ 

ทางวิทยาเซรุ่ม  

2.  นยิาม 

 ความหมายของคาํที่ใช้ในมาตรฐานสนิค้าเกษตรน้ี มีดังต่อไปน้ี 

2.1  โรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร (African swine fever) หมายถึง  โรคติดต่อร้ายแรงในสุกรสาเหตุเกิดจาก

ไวรัสวงศ์ Asfarviridae สกุล Asfivirus เป็นโรคในบัญชีรายช่ือโรคระบาดสัตว์ขององค์การสุขภาพ

สตัว์โลก (World Organisation for Animal Health; OIE) ทาํให้มีไข้สูง เกดิจุดเลือดออกตามผวิหนัง

และอวัยวะภายในต่างๆ และพบอตัราการป่วยตายสงู 

2.2  สุกร (swine) หมายถึง สัตว์ในวงศ์ Suidae เป็นสัตว์เล้ียงลูกด้วยนํ้านม มีกีบคู่ ทั้งที่เป็นสัตว์เล้ียง 

และสตัว์ป่า 

2.3  การชันสูตรโรค (diagnosis) หมายถึง การตรวจสอบหาหลักฐาน สาเหตุ หรือข้อเทจ็จริง เพ่ือประกอบ 

การวินิจฉัยโรค 

2.4 ตัวอย่างควบคุมผลบวก (positive control sample) หมายถึง ตัวอย่างที่มีเช้ือ สารพันธุกรรม ส่วนประกอบ

ของเช้ือ หรือมีแอนติบอดี (antibody) ต่อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร ซึ่งเม่ือนําไปผ่านกระบวนการ

ชันสตูรตามขั้นตอนต่างๆ เช่นเดยีวกบัตวัอย่างที่ต้องการทดสอบแล้วให้ผลบวก 

2.5  ตั วอย่างควบคุมผลลบ (negative control sample) หมายถึ ง ตั วอย่างที่ ไม่ มี เช้ือ สารพันธุกรรม 

ส่วนประกอบของเช้ือ หรือไม่มีแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสกุร ซึ่งเม่ือนาํไปผ่านกระบวนการ

ชันสตูรตามขั้นตอนต่างๆ เช่นเดยีวกบัตวัอย่างที่ต้องการทดสอบแล้วให้ผลลบ 

2.6  ห้องปฏิบัติการชีวนิรภัย หรือ ห้องปฏิบัติการปลอดภัยทางชีวภาพ (biosafety laboratory) หมายถึง 

ห้องปฏบัิติการที่สามารถป้องกันอนัตรายจากการสัมผัสเช้ือโรคที่อาจปนเป้ือนอยู่ในห้องปฏิบัติการน้ันๆ 

และป้องกันการแพร่กระจายของเช้ือโรคสู่สิ่งแวดล้อม โดยห้องปฏิบัติการต้องมีการออกแบบ  

รวมทั้งมีอุปกรณ์และขั้นตอนการปฏิบัติการที่ปลอดภัย เพ่ือลดความเสี่ยงต่อการสัมผัสและป้องกัน 

การแพร่กระจายของวัตถุชีวภาพดังกล่าว 
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3.   ขอ้กําหนด  

3.1 การชนัสูตรโรคอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร   

 โรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรส่งผลกระทบต่อระบบการผลิตสุกรและการค้าสุกรและผลิตภัณฑ์ระหว่าง

ประเทศดังภาคผนวก ก ขณะน้ียังไม่มีวัคซีนในการป้องกนัโรค ประเทศไทยได้กาํหนดให้โรคอหิวาต์

แอฟริกาในสุกรเป็นโรคระบาดตามพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว์ พ.ศ. 2558 และไวรัสอหิวาต์

แอฟริกาในสุกรเป็นเช้ือควบคุมกลุ่มที่ 3 ตามพระราชบัญญัติเช้ือโรคและพิษจากสัตว์ พ.ศ. 2558 

การชันสูตรโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรต้องดําเนินการในห้องปฏิบัติการชีวนิรภัยตั้งแต่ระดับที่ 2 

(Biosafety Level 2; BSL2) ขึ้ นไป เพ่ือป้องกันการแพร่กระจายของไวรัสทั้งภายในและภายนอก

ห้องปฏบัิติการ  

 การเลือกวิธีการชันสูตรโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรต้องคํานึงถึงระยะฟักตัวและระยะขับไวรัส  

และวิธีการที่ใช้ในการชันสูตรโรคทางห้องปฏิบัติการมีความไว (sensitivity) และความจําเพาะ

(specificity) แตกต่างกนั จึงควรเลือกเทคนิคที่เหมาะสมกบัวัตถุประสงค์ในการใช้ เพ่ือความแม่นยาํ

ในการชันสตูรโรคและการรายงานผล 

3.1.1 วิธีการชันสูตรโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรต้องเป็นวิธีที่ประกาศโดยองค์การสุขภาพสัตว์โลก 

หรือเป็นวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการอ้างอิงระดับสากล หรือเป็นวิธทีี่ตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการที่เป็น 

ที่ยอมรับระดับระหว่างประเทศ หรือมีการประเมินความใช้ได้ (validation) แล้วว่ามีความไวและ

ความจาํเพาะในระดับที่ยอมรับได้ 

 การชันสูตรโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรตามที่องค์การสุขภาพสัตว์โลกประกาศ แบ่งออกได้เป็น  

2 วิธกีารหลัก คือ 

 1) การตรวจหาเช้ือ (identification of the agent) ประกอบด้วย  

 - การเพ่ิมจํานวนไวรัสด้วยวิธีเพาะแยกไวรัส (virus isolation) จากตัวอย่างส่งตรวจ 

ก่อนนาํไปทดสอบด้วยวิธอีื่น เช่น HAD test (haemadsorption test) 

  - การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสด้วยเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลด้วยวิธี  PCR 

(polymerase chain reaction) หรือ real-time PCR  

 - การตรวจหาแอนติ เจนของไวรัสด้วยวิธี FAT (fluorescent antibody test) และ ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assay)   

2) การตรวจทางวิทยาเซรุ่ม (serological test) เพ่ือตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 

ประกอบด้วย  

-  วิธ ีELISA  

- วิธ ีIFAT (indirect fluorescent antibody test)  
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- วิธ ีIPT (indirect immunoperoxidase test)  

- วิธ ีIBT (immunoblotting test)  

การเลือกใช้วิธีการชันสูตรโรคต้องเหมาะสมกับวัตถุประสงค์ในการใช้ตามตารางที่ 1 หรือคาํนึงถึง

สถานการณข์องโรค ข้อมูลที่ได้จากการประเมินความเสี่ยง และความสามารถของห้องปฏบัิติการ 
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ตารางท่ี 1 วิธีการชนัสูตรโรคอหิวาตแ์อฟริกาในสุกรและวตัถุประสงคใ์นการใช ้

ตามที่องคก์ารสุขภาพสตัวโ์ลกแนะนาํ 

วิธีการ

ชนัสูตร 

วตัถุประสงค ์

การตรวจ 

การปลอดโรคใน

กลุ่มประชากร  

การตรวจโรค

รายตวัก่อน

ทําการเคลือ่น 

ยา้ยสตัว ์

การตรวจโรค

ตามนโยบาย

การกําจัดโรค 

การตรวจ

ยนืยนั 

สตัวป่์วย 

การหา 

ความชกุ 

ของโรคเพือ่ 

เฝ้าระวงัโรค 

การตรวจระดบั

ภูมิคุม้กนัรายตวัหรือ 

ในระดบัประชากร 

หลงัการทําวคัซีน 

การตรวจหาไวรสัอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร  (Agent identification) 

virus 

isolation/ 

HAD test 

n/a n/a ++ +++ ++ n/a 

conventional 

PCR 
++ ++ ++ ++ ++ n/a 

real-time 

PCR 
+++ +++ +++ +++ +++ n/a 

FAT n/a n/a ++ ++ + n/a 

ELISA for 

antigen 

detection 

+ ++ + + + n/a 

การตรวจทางวิทยาเซรุ่มเพือ่หาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั (Detection of immune response) 

ELISA +++ +++ +++ + +++ n/a 

IPT* +++ +++ +++ + +++ n/a 

IFAT* +++ +++ +++ + +++ n/a 

IBT* ++ ++ ++ + ++ n/a 

หมายเหตุ 

+++ หมายถึง วิธทีี่แนะนาํให้ใช้และมีการประเมินความใช้ได้สาํหรับวัตถุประสงค์ในการใช้แล้ว 

++   หมายถึง เป็นวิธทีี่เหมาะสมแต่ยังต้องทาํการประเมินความใช้ได้เพ่ิมเติม 

+    หมายถงึ อาจนาํไปใช้ได้ในบางสถานการณ์ ซ่ึงมีค่าใช้จ่าย ความน่าเช่ือถอื หรือมีปัจจัยอื่นที่ทาํให้เกดิ     

       ข้อจาํกดัในการนาํไปใช้ 

n/a  หมายถงึ ไม่นาํมาใช้สาํหรับวัตถุประสงคน้ั์น  

*เป็นวิธทีางวทิยาเซรุ่มที่แนะนาํเพ่ือตรวจยืนยนัโรค 

HAD = haemadsorption; FAT= fluorescent antibody test; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay;  

PCR = polymerase chain reaction; IPT= indirect immunoperoxidase test; IFAT = indirect fluorescent antibody test;  

IBT = immunoblotting test  

ที่มา: World Organisation for Animal health (OIE). 2019.  “Chapter 3.8.1 African swine fever (infection 

with African swine fever virus). Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. [online]. 

Available at: www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/3.08.01_ASF.pdf (Accessed:  

30 January 2020). 
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3.1.2 ห้องปฏบัิติการต้องมีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 2 ขึ้นไป หรือดาํเนินการตามหลักการวิเคราะห์

ความเสี่ยงขององค์การสุขภาพสัตว์โลกว่าด้วยการจัดการความเสี่ยงทางชีวภาพในห้องปฏิบัติการ 

ทางสัตวแพทย์และสถานที่เล้ียงสัตว์ ห้องปฏิบัติการมีความพร้อมทั้งสถานที่ เคร่ืองมือเคร่ืองใช้  

วัสดุอปุกรณ ์วิธกีารดาํเนินงาน แผนปฏบัิติการฉุกเฉิน และปฏบัิตติามกฎระเบียบที่เกี่ยวข้อง  

3.1.3 บุคลากรมีความรู้ความชาํนาญเกี่ยวกับการปฏิบัติงานที่ดีในห้องปฏิบัติการ (Good laboratory practice; 

GLP) ได้รับการฝึกอบรมด้านความปลอดภัยและความม่ันคงทางชีวภาพของห้องปฏิบัติการ 

(Laboratory  biosafety and biosecurity) และการชันสตูรโรคอหิวาต์แอฟริกาในสกุร  

3.2 การเก็บตวัอย่าง และการนาํส่งตวัอย่างไปยงัหอ้งปฏิบติัการ 

 ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรคงทนอยู่ในผลิตภัณฑ์สุกรและสิ่งแวดล้อมได้นาน การเกบ็ตัวอย่าง 

ต้องปฏบัิตติามหลักความปลอดภัยทางชีวภาพและคาํแนะนาํของกรมปศุสตัว์  

 กลุ่มเป้าหมายและจาํนวนตัวอย่างต้องเหมาะสมกบัวิธกีารชันสตูรโรคและวัตถุประสงค์ ตัวอย่างที่เกบ็

ต้องมีจาํนวน ชนิด ปริมาณ เพียงพอกับวิธีที่ใช้ในการชันสูตรโรค มีการเกบ็รักษาและการขนส่งที่ด ี

เพ่ือไม่ให้เกิดการเสื่อมสภาพของตัวอย่างและการปนเป้ือนข้าม ซ่ึงอาจส่งผลให้เกิดผลบวกเทจ็ 

(false positive) หรือผลลบเทจ็ (false negative) หรือการแพร่กระจายของไวรัสไปสู่สิ่งแวดล้อม  

3.2.1 ตวัอย่างที่ใช้ในการชันสตูรโรคอหิวาต์แอฟริกาในสกุร  มีดงัน้ี  

1) เลือด (whole blood) สุกรที่มีนํ้าหนักมากกว่า 20 kg แนะนําให้เกบ็ตัวอย่างเลือดจาก

หลอดเลือด anterior vena cava หรือเส้นเลือดดาํที่คอ ปริมาตร 5-10 ml ลูกสกุรและสุกรขนาดเลก็ให้

เกบ็ตัวอย่างเลือดจากหลอดเลือด anterior vena cava ปริมาตร 3-5 ml โดยใช้เข็มและกระบอก 

ฉีดยาปลอดเช้ือ ถ่ายเลือดลงในหลอดเก็บเลือดที่ มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด เก็บรักษา 

ที่อณุหภมิู 4°C ห้ามแช่แขง็ นาํส่งห้องปฏบัิตกิารโดยเรว็หรือไม่เกนิ 24 h 

 เลือดที่ใช้ EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) เป็นสารป้องกันการแขง็ตัว สามารถนําไปใช้

สาํหรับวิธเีพาะแยกไวรัสและวิธ ีPCR หรือ real-time PCR   

เลือดที่ใช้ Heparin เป็นสารป้องกนัการแขง็ตัว จะเหมาะสมสาํหรับการเพาะแยกไวรัส แต่ไม่ควรนาํไปใช้

สาํหรับวิธ ีPCR หรือ real-time PCR   

  2) ซีรัม (serum) เก็บตัวอย่างเลือดแล้วถ่ายลงในหลอดเก็บเลือดที่ไม่มีสารป้องกัน 

การแขง็ตัวของเลือด ต้ังทิ้ งไว้ที่อุณหภูมิห้องอย่างน้อย 1 h หรือจนเลือดแข็งตัวและแยกเกบ็ซีรัม  

หรือเกบ็รักษาตัวอย่างเลือดที่อุณหภมิู 4°C นาน 14-18 h แล้วนาํไปป่ันเหว่ียงที่ 780 g  (gravitational 

force) นาน 10 min เพ่ือแยกเก็บซีรัมออกจากเลือดที่แข็งตัว ระวังอย่าให้เม็ดเลือดแดงแตก 

เนื่องจากอาจทาํให้เกดิผลบวกเทจ็ในการทดสอบ ELISA หากไม่สามารถตรวจได้ทนัท ีให้เกบ็รักษาซีรัม

ที่อณุหภมู ิ-20°C หรือตํ่ากว่า 
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  3) อวัยวะและเน้ือเย่ือเป้าหมาย เช่น ม้าม ต่อมนํา้เหลือง ไขกระดูก ปอด ทอนซิล และไต 

รวมกนัอย่างน้อย 5 g   

  - การผ่าชันสตูรซากสกุรให้ปฏบัิตภิายในห้องชันสตูรซาก เพ่ือป้องกนัการแพร่กระจายเช้ือ 

  -  การนาํตัวอย่างไปใช้เพาะแยกไวรัส ให้เกบ็รักษาที่อุณหภมิู 4°C และนาํตัวอย่าง

ส่งห้องปฏบัิติการโดยเรว็ภายใน 48 h กรณีที่ไม่สามารถส่งตัวอย่างได้ ให้เกบ็รักษาที่อณุหภมิู -70°C  

  -  ในกรณีที่ไม่มีตัวอย่างเน้ือเย่ือสดหรือเน้ือเย่ือแช่แขง็ อาจใช้ตัวอย่างที่เกบ็รักษา

ด้วย 10% buffered formalin นาํไปตรวจหาสารพันธุกรรมด้วยวิธี PCR หรือตรวจหาแอนติเจนของ

ไวรัสด้วยวิธ ีFAT ได้ แต่จะส่งผลรบกวนประสทิธภิาพของวิธกีารทดสอบ  

4)  ตัวอย่างอื่นๆ เช่น วัตถุดิบอาหารสตัว์หรือผลิตภัณฑส์กุรที่มีความเสี่ยงต่อการปนเป้ือน

ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร ดังตัวอย่างในภาคผนวก ข ให้เกบ็และเตรียมตัวอย่างตามวิธีที่ตีพิมพ์ 

ในวารสารทางวิชาการที่เป็นที่ยอมรับระหว่างประเทศ หรือวิธทีี่มีการประเมินความใช้ได้  

3.2.2 ติดฉลากตัวอย่างให้ชัดเจน และระบุรายละเอียดสําหรับการเก็บบันทึกข้อมูลและการตามสอบ  

เช่น รหัสตวัอย่าง อายุสกุร อาการ วันที่เกบ็ตวัอย่าง ช่ือฟาร์ม ที่ตั้งฟาร์ม 

3.2.3 การขนส่งตัวอย่าง ให้ใช้ภาชนะบรรจุตัวอย่าง 3 ช้ัน (triple packaging) ที่แขง็แรง ทนทาน กันนํ้า 

และไม่ร่ัวซึม ป้องกันแรงกระแทกจากภายนอกได้ และแช่เย็นตัวอย่างระหว่างการขนส่งไปยัง

ห้องปฏิบัติการ เพ่ือไม่ให้ตัวอย่างเสื่อมสภาพและไม่ให้เกิดการปนเป้ือนและแพร่กระจายของ 

ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสกุร  

3.3 การตรวจหาไวรสัอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร  

 ในประเทศที่ปลอดโรคแต่สงสยัว่าสกุรแสดงอาการป่วยด้วยโรคอหิวาต์แอฟริกาในสกุร ให้ส่งตัวอย่าง

เลือด ซีรัม และเน้ือเย่ือ ไปชันสูตรทางห้องปฏิบัติการ โดยการเพาะแยกไวรัสในเซลล์เพาะเล้ียง 

จากเม็ดเลือดขาวหรือไขกระดูกสุกร การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสด้วยวิธี PCR หรือ  

real-time PCR หรือการตรวจหาแอนตเิจนของไวรัสในเน้ือเย่ือสกุรด้วยวิธ ีFAT หรือ ELISA 

3.3.1 การเพาะแยกไวรสั  

 ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรจะเพ่ิมจํานวนในเซลล์เม็ดเลือดขาว ชนิดมอนอไซต์ (monocyte)  

หรือแมโครเฟจ (macrophage) และไวรัสหลายสายพันธุ์มี ยีน (gene) ORF EP402R และ ORF 

EP153R สร้างโปรตีนที่ทาํให้เกิดคุณสมบัติในการจับกลุ่มกับเมด็เลือดแดง (haemadsorption reaction) 

ซ่ึงจะสงัเกตได้จากการเรียงตัวของเมด็เลือดแดงรอบเซลล์ที่ติดเช้ือมีลักษณะคล้ายกลีบกุหลาบ (rosette 

formation) ในกรณทีี่ตัวอย่างส่งตรวจพบไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสกุร เม่ือเพาะแยกไวรัสในเซลล์เพาะเล้ียง

ปฐมภูมิจากเม็ดเลือดขาว ไวรัสจะเพ่ิมจํานวนในเซลล์เป็นผลให้เซลล์ที่ติดเช้ือเกิด CPE (cytopathic 
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effect) ซ่ึงมีลักษณะเซลล์ลอกหลุดออกจากพ้ืนผิวที่ ยึดเกาะ (detachment) เซลล์มีขนาดใหญ่ขึ้ น 

(enlargement) และจับตัวรวมกลุ่มกนัคล้ายพวงองุ่น (grape-like cluster)  

การเพาะแยกไวรัสต้องดาํเนินการในห้องปฏบัิติการชีวนิรภัยระดับ 3 และปฏบัิติตามพระราชบัญญัติ

เช้ือโรคและพิษจากสัตว์ พ .ศ. 2558 ซ่ึงกําหนดให้ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรเป็นเช้ือโรค 

ในกลุ่มที่ 3 เป็นเช้ือที่มีความเสี่ยงสูงหรืออันตรายสูงที่อนุญาตให้ดาํเนินการได้เฉพาะในห้องปฏิบัติการ

ของกรมปศุสัตว์หรือห้องปฏิบัติการที่ผ่านความเห็นชอบจากคณะกรรมการเช้ือโรคและพิษจากสัตว์

โดยคาํแนะนาํของกรมปศสุตัว์ 

 องค์การสุขภาพสัตว์โลกแนะนําให้ใช้การตรวจคัดกรองโดยวิธี  PCR และตรวจยืนยันโดยวิธีการ 

เพาะแยกไวรัสร่วมกับการทดสอบคุณสมบัติการจับกลุ่มกับเมด็เลือดแดง เม่ือการชันสูตรโรคด้วย 

วิธอีื่นให้ผลบวก โดยเฉพาะในกรณีของการระบาดคร้ังแรก 

3.3.1.1 การเพาะแยกไวรสัดว้ยเซลลเ์ม็ดเลือดขาวสุกรและทดสอบการจับกลุ่มกบัเม็ดเลือดแดงดว้ย 

HAD test   

3.3.1.1.1  เตรียมตัวอย่างสาํหรับเพาะแยกไวรัส (inoculum) ดังน้ี 

  1) นาํช้ินเน้ือเย่ือ 0.5-1.0 g บดในโกร่งบดโดยใช้ทรายละเอยีดปลอดเช้ือช่วยในการบดใส่

สารละลาย PBS (phosphate buffered saline) ปริมาตร 5-10 ml หรือใช้อาหารเล้ียงเซลล์  

(tissue culture medium) ที่ผสมยาปฏชีิวนะ เช่น เจนทาไมซินซัลเฟต (50 mg/ml) ให้ได้ความเข้มข้น

สดุท้าย 1% ผสมให้เข้ากนั   

  2) นาํไปป่ันเหว่ียงที่ความเรว็ 1,000 g  นาน 5 min ที่อุณหภมิู 4°C นาํส่วนใส (supernatant) 

มาใช้ในการเพาะแยกไวรัสในเซลล์เพาะเล้ียงปฐมภูมิจากเม็ดเลือดขาวสุกร (primary leukocyte 

cultures) หรือใช้เซลล์เพาะเล้ียงจากไขกระดูกสกุร (primary bone marrow cells) 

3.3.1.1.2 การเพาะแยกไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงปฐมภมิูจากเมด็เลือดขาวสกุร มีขั้นตอนดังน้ี  

  1) นาํเลือดจากสุกรปลอดโรคที่แยกไฟบรินออก (defibrinated pig blood) ปริมาตร 50 ml 

ไปป่ันเหว่ียงที่ 700 g  นาน 30 min ที่อุณหภูมิห้อง เก็บเซลล์เม็ดเลือดขาวในช้ัน buffy coat  

ระวังไม่ให้มีเมด็เลือดแดงปน และแยกเกบ็ซีรัมเพ่ือนาํไปใช้เป็นอาหารเล้ียงเซลล์  

  2)  กําจัดเม็ดเลือดแดงออกจากเม็ดเลือดขาว โดยเติมสารละลายแอมโมเนียมคลอไรด์ 

(ammonium chloride) ที่มีความเข้มข้น 0.83% ปริมาตร 3 เท่าของช้ันเมด็เลือดขาว ผสมให้เข้ากัน 

และบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 min ป่ันเหว่ียงที่ 650 g  นาน 15 min ค่อยๆ ดูดส่วนใสออก  

เหลือไว้เฉพาะเมด็เลือดขาว เกบ็เมด็เลือดขาวไว้ในอาหารเล้ียงเซลล์หรือสารละลาย PBS ปริมาตร 10 ml 

3)  เตรียมเซลล์เมด็เลือดขาวเข้มข้น 10
6
-10

7
 เซลล์/มิลลิลิตร (cells/ml) โดยการเติมอาหาร

เล้ียงเซลล์ที่ผสมซีรัมสกุรเข้มข้น 10-30% และยาปฏชีิวนะ  
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ควรใช้ซีรัมจากสุกรตัวเดียวกันกับตัวที่ใช้เกบ็ defibrinated blood เพ่ือป้องกันการจับกลุ่ม 

แบบไม่จําเพาะของเม็ดเลือดแดง (nonspecific haemadsorption) ซึ่ งจะสังเกตได้จากลักษณะ 

การเรียงตวัของเมด็เลือดแดงคล้ายกลีบกุหลาบ  

4) นําเซลล์ เม็ดเลือดขาวมาเพาะเล้ียงในไมโครเพลตชนิด 96 หลุม หลุมละ 200 µl 

(300,000 เซลล์/หลุม) บ่มที่อุณหภมิู 37°C ในตู้บ่มเช้ือแบบควบคุมปริมาณกา๊ซคาร์บอนไดออกไซด์

ที่ 5% (5% CO2) นาน 2-4 วัน 

5) หลังจากบ่มเซลล์เมด็เลือดขาวได้ 3 วัน เติมสารละลายจากตัวอย่างเน้ือเย่ือสกุรที่ต้องการ

ตรวจหาไวรัสที่เตรียมในข้อ 3.3.1.1.1 ปริมาณ 20 µl ต่อหลุม 

องค์การสุขภาพสัตว์โลกแนะนําให้เติมสารละลายจากตัวอย่างเน้ือเย่ือสุกรที่ต้องการตรวจหาไวรัส 

ด้วยการเจือจางเป็น 10 (ten-fold) และ 100 เทา่ (hundred-fold) ลงในเซลล์เพาะเล้ียง โดยเฉพาะ

ในกรณทีี่ตัวอย่างส่งตรวจมีสภาพไม่เหมาะสม  

  6)  เติมไวรัสที่มีคุณสมบัติในการจับกลุ่มกับเมด็เลือดแดง (haemadsorbing virus) ในตัวอย่าง

ควบคุมผลบวก สาํหรับตัวอย่างควบคุมลบไม่ต้องเติมไวรัส เพ่ือใช้เปรียบเทียบการจับกลุ่มแบบ 

ไม่จาํเพาะของเมด็เลือดแดง 

  7)  เติมเมด็เลือดแดงสุกรเจือจางในสารละลาย PBS ที่มีความเข้มข้น 1% ในไมโครเพลต

หลุมละ 20 µl บ่มที่อณุหภมิู 37°C ในตู้บ่มเช้ือแบบควบคุมปริมาณกา๊คาร์บอนไดออกไซด์ที่ 5%  

  8) สังเกตการเกิด CPE เช่น เกิดการลอกหลุดของเซลล์ออกจากพ้ืนที่ผิวยึดเกาะ เซลล์มี

ขนาดใหญ่ขึ้น มีรูปร่างกลม เกิดการรวมตัวของเซลล์เป็นกลุ่มคล้ายพวงองุ่น และเกดิการสลายเซลล์ 

(cell lysis) ร่วมกับการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 37°C ไปแล้ว 14-16 h 

จากนั้นสงัเกตการเกดิการจับกลุ่มของเมด็เลือดแดงและ CPE ทุกวัน เป็นเวลา 7-10 วัน  

3.3.1.1.3 การอ่านผล ถ้าพบไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรในตัวอย่างที่ ส่งตรวจ จะพบ HAD test เป็นบวก  

ซ่ึงจะเห็นการจับกลุ่มแบบเรียงตัวของเม็ดเลือดแดงจํานวนมากรอบเซลล์ที่มีไวรัสลักษณะคล้าย 

กลีบกุหลาบ ดังตัวอย่างในภาพที่ ค.1 ร่วมกบัการเกดิ CPE   

  1) กรณีพบ CPE แต่ไม่เกิดการจับกลุ่มกับเม็ดเลือดแดง ให้นําเซลล์ไปตรวจด้วย FAT  

ห รือ  PCR เพ่ื อแยกสาเหตุ การเกิด  CPE ออกจากความ เป็น พิษของ inoculum ต่ อ เซล ล์  

หรือโรคที่ทาํให้เกดิ CPE เช่น โรคพิษสนัุขบ้าเทยีม (Aujeszky’s disease) หรือไวรัสอหิวาต์แอฟริกา

ในสกุรที่ไม่มีคุณสมบัติการจับกลุ่มเมด็เลือดแดง (non-haemadsorbing ASFV)  

  2) หากไม่พบทั้งการจับกลุ่มกับเมด็เลือดแดงและ CPE ประกอบกับผลการตรวจ FAT หรือ 

PCR เป็นลบ ให้เกบ็ส่วนใสจากเซลล์เพาะเล้ียงนําไปทาํซํ้า โดยผ่านเซลล์เพาะเล้ียง (subculture)  

จาํนวน 3 คร้ัง ก่อนนาํไปตรวจยืนยันการพบไวรัสด้วย PCR  
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3.3.1.2 การเพาะแยกไวรสัในเซลลไ์ขกระดูกสุกร (porcine bone marrow cells) 

 ในกรณีที่ไม่สามารถตรวจหาไวรัสด้วย HAD test เช่น ขาด defibrinated pig blood ให้เพาะแยกไวรัส 

ในเซลล์เพาะเล้ียงปฐมภมิูจากไขกระดูกสกุรแทนการใช้เซลล์เพาะเล้ียงจากเมด็เลือดขาวสกุร และนาํไป

ตรวจหาไวรัสด้วยวิธี IFAT ซึ่งจะพบการติดสี fluorescence ในไซโทพลาซึม ประโยชน์ของวิธีน้ี  

คือไม่ต้องคาํนึงถึงคุณสมบัติการจับกลุ่มกบัเมด็เลือดแดง (HAD phenotype) สามารถนาํวิธน้ีีไปใช้กับ

เซลล์เพาะเล้ียงปฐมภมูิจากเมด็เลือดขาวหรือแมโครฟาจจากปอด (alveolar macrophage) ของสกุรได้  

3.3.2 การตรวจหาสารพนัธุกรรมของไวรสัอหิวาตแ์อฟริกาในสุกรดว้ยวิธี PCR 

 วิธีน้ีใช้ไพรเมอร์ (primers) ที่ออกแบบจากส่วนของ highly conserved region จากพันธุกรรม 

ของไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรทาํให้ตรวจไวรัสได้หลายสายพันธุ์ รวมถึง non-haemadsorbing strains 

และสายพันธุท์ี่มีความรุนแรงตํ่า (low virulence) เป็นวิธทีี่แนะนาํในกรณีที่ตัวอย่างส่งตรวจไม่เหมาะสม

สาํหรับวิธีการเพาะแยกไวรัส หรือการตรวจหาแอนติเจนในช้ินเน้ือเย่ือ เช่น เสื่อมสภาพ หรือไวรัส 

ถูกทาํลาย (inactivate) ก่อนขนส่งมายังห้องปฏบิัติการ  

 องค์การสุขภาพสัตว์โลกแนะนําให้ใช้วิธี PCR ในการตรวจคัดกรอง (screening test) และใช้ยืนยัน 

สัตว์ที่ต้องสงสัยว่าป่วยจากโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร เน่ืองจากมีความไวและความจําเพาะสูง  

และมีความรวดเร็ว สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสในระยะแรกของการติดเช้ือ นําไป

ตรวจหาไวรัสสายพันธุท์ี่มีความรุนแรงปานกลางหรือตํ่าได้ 

 การปรับเวลา อุณหภูมิ หรือความเข้มข้นของสาร รวมถึงการเลือกใช้วิธีอื่นนอกเหนือจากที่องค์การ

สุขภาพสัตว์โลกกําหนด ต้องเป็นวิธีที่ มีการยืนยันความใช้ได้ตามข้อกําหนดขององค์การสุขภาพ 

สตัว์โลกว่าด้วยการยืนยันความใช้ได้ของวิธชัีนสตูรโรคสาํหรับโรคตดิเช้ือ (Chapter 1.1.6 Principles 

and methods of validation of diagnostic assays for infectious diseases) และข้อกําหนดว่าด้วย

การพัฒนาและการทาํให้เกดิประโยชน์สงูสดุสาํหรับวิธกีารชันสตูรโรคด้วยกรดนิวคลิอกิ (nucleic acid) 

(Chapter 2.2.3 Development and optimization of nucleic acid detection assays) เพ่ือนําไปใช้

ทดสอบด้วย PCR  

3.3.2.1 เตรียมตัวอย่างที่ต้องการตรวจหาไวรัสสาํหรับวิธ ีPCR และ real-time PCR ดังนี้  

  1) เน้ือเย่ือ 

  -  นาํช้ินเน้ือเย่ือ 0.5-1.0 g บดในโกร่งบดโดยใช้ทรายละเอยีดปลอดเช้ือช่วยในการบด 

ใส่สารละลาย PBS หรือใช้อาหารเล้ียงเซลล์ 5-10 ml  

  - ป่ันเหว่ียงที่ความเรว็ 1,000 g นาน 5 min ที่อุณหภมิู 4°C เกบ็ส่วนใสนาํไปสกดั 

สารพันธุกรรม (DNA extraction)  

  - หากตัวอย่างขุ่นมากหรือคาดว่าจะมีปริมาณของดีเอน็เอมากเกินไป แนะนาํให้เจือจาง

ส่วนใสของตวัอย่างลง 10 เทา่ แล้วนาํไปตรวจคู่ขนานพร้อมกบัส่วนใสที่ไม่ได้เจือจาง    
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  - สามารถเกบ็รักษาส่วนใสที่เติมยาปฏิชีวนะ เช่น เจนทาไมซินซัลเฟต (50 mg/ml) 

ความเข้มข้นสดุท้าย 0.1% ไว้ที่อณุหภมิู -70°C เพ่ือนาํไปใช้ในภายหลัง 

  2)  เลือดที่มีสารป้องกนัการแขง็ตัวของเลือดชนิด EDTA 

  - นาํเลือดไปสกัดสารพันธุกรรมด้วยชุดสกดัดีเอน็เอสาํเรจ็รูป อาจเกบ็รักษาเลือดที่อุณหภมิู 

-70°C ทั้งน้ี ดเีอน็เอที่สกดัจากเลือดที่แช่แขง็จะมีปริมาณและคุณภาพลดลง  

  3) ซีรัม  

  - เตรียมซีรัมจากเลือดที่แขง็ตัวในข้อ 3.2.1 เกบ็ซีรัมในลงหลอดปลอดเช้ือที่มีปริมาตร 

1.5 ml นาํซีรัมไปสกดัสารพันธุกรรม หรือเกบ็รักษาซีรัมที่เติมยาปฏชีิวนะ เช่น เจนทาไมซินซัลเฟต 

(50 mg/ml) ความเข้มข้นสดุท้าย 0.1% ไว้ที่อณุหภมิู -70°C เพ่ือนาํไปใช้ในภายหลัง 

  4) ส่วนใสจากเซลล์เพาะเล้ียง (cell culture supernatant) 

  - ถ่ายเซลล์เพาะเล้ียงลงในหลอดปลอดเช้ือที่มีปริมาตร 1.5 ml แล้วดูดอาหารเล้ียง

เซล ล์ออก  นําไปแ ช่แข็งที่ อุณหภู มิ  -20°C ห รือ  -80°C นาน  1-2 h และทําให้ ละลาย 

ที่อุณหภูมิห้อง แล้วป่ันเหวี่ยงแยกส่วนใสที่ 1,000 g  นาน 5 min ที่อุณหภูมิ 4°C นาํส่วนใสไปสกัด

สารพันธุกรรมด้วยชุดสกดัดีเอน็เอสาํเรจ็รูป หรือเกบ็รักษาส่วนใสที่เติมยาปฏิชีวนะ เช่น เจนทาไม

ซินซัลเฟต (50 mg/ml) ความเข้มข้นสดุท้าย 0.1%ไว้ที่อณุหภมิู -70°C เพ่ือนาํไปใช้ในภายหลัง 

  5) ตัวอย่างอื่นๆ ที่มีความเสี่ยงต่อการนาํเช้ือไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรให้เตรียมตัวอย่าง

และสกัดสารพันธุกรรมตามวิธีที่ตีพิมพ์ในวารสารทางวิชาการ ดังตัวอย่างในภาคผนวก ข.3 และ ข.4 

หรือปฏบัิตติามเอกสารกาํกบัการใช้ของชุดสกดัดีเอน็เอสาํเรจ็รปู 

3.3.2.2 การสกดัสารพันธุกรรมและปรับความเข้มข้น 

 การเลือกชุดสกัดดีเอน็เอสาํเรจ็รูปที่มีจาํหน่ายทางการค้าต้องมีความเหมาะสมกับตัวอย่างที่ใช้ตรวจ 

และขั้นตอนในการสกัดสารพันธุกรรมให้ปฏิบัติตามคําแนะนําในเอกสารกาํกับการใช้ หรือตาม 

วิธทีี่ตพิีมพ์ในวารสารทางวิชาการ  

 นาํดีเอน็เอที่สกดัได้ไปวัดความเข้มข้นและปรับความเข้มข้นให้เหมาะสม เช่น อยู่ระหว่าง 2.5-250 ng/µl 

ด้วยนํา้ปลอดเช้ือที่ไม่มีเอม็ไซม์ทาํลายกรดนิวคลิอกิ (nuclease-free sterile water) ก่อนนาํไปทดสอบ 

หรือเกบ็รักษาดเีอน็เอที่ปรับความเข้มข้นแล้วไว้ที่อณุหภมู ิ-20°C 

 การสกัดสารพันธุกรรมต้องมีตัวอย่างควบคุมผลบวกและผลลบอย่างน้อยชนิดละ 1 ตัวอย่าง 

ในการสกัดแต่ละรอบ โดยตัวอย่างควบคุมผลบวกให้ใช้ตัวอย่างที่ตรงกับตัวอย่างส่งตรวจเลือด 

ซีรัม หรือเน้ือเย่ือที่มีเช้ือไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสกุร  แนะนาํให้เตรียมตัวอย่างควบคุมผลบวกให้

ใกล้เคียงกับขีดจํากัดในการตรวจ (detection limit) เช่น มี Ct value จากวิธี real-time PCR 

เท่ากบั 32±2  ตัวอย่างควบคุมผลลบอาจใช้นํา้หรือใช้ตัวอย่างจากเลือด ซีรัม หรือเน้ือเย่ือ ที่ปลอด

เช้ือไวรัส 
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3.3.2.3 วิธี conventional PCR
1/

  

   1)  สารเคมีที่ใช้สาํหรับวิธ ีconventional PCR มีดังน้ี 

-  nuclease-free sterile water  

-  DNA polymerase, PCR buffer และ MgCl2 (Magnesium chloride) 

-  PCR nucleotide mix ที่มีความเข้มข้นของ dNTPs แต่ละตัว 10 mM 

-  primers ความเข้มข้น 20 pmol/µl โดยมีลําดับเบสของ primers ที่ใช้ในปฏิกิริยา

ตามตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 ลําดบัเบสของ primers  

ทิศทาง 

(direction) 

ลาํดบัเบส 

(base sequence) 

ขนาด DNA ที่ได ้

จาก PCR  

(PCR-product size,  

base pair; bp) 

ตําแหน่ง

เป้าหมาย 

(target region)  

Forward  

(PPA-1) 

5´-AGT-TAT-GGG-AAA-CCC-GAC-CC-3  ́

257 bp 
 p72 coding 

region Reverse   

(PPA-2) 

5´-CCC-TGA-ATC-GGA-GCA-TCC-T-3´ 

-  loading buffer  

-  TAE buffer (50x)   

-  2% agarose gel ใน TAE buffer (1x)  

-  แถบดเีอน็เอมาตรฐาน (DNA marker, 100 base-pair ladder) 

-  สย้ีอมดีเอน็เอ (DNA loading dye) 

                                           

1/
 Agüero, M., Fernández, J., Romeo, L., Sánchez, C., Arias, M., Sánchez-Vizcaíno, J.M.  2003.  

Highly sensitive PCR assay for the routine diagnosis of African swine fever virus in clinical 

samples.  J.Clin. Microbiol.  41: 4431-4434. 
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2) ขั้นตอนการทาํ Conventional PCR ดังน้ี 

- เตรียมสารละลาย reaction mix ลงในหลอดขนาด 0.2 ml หลอดละ 23 µl ให้มี 

ความเข้มข้นสดุท้ายตามตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 ตวัอย่างการเตรียม PCR Reaction mix โดยใช ้Taq Gold DNA polymerase 

สารเคมี ปริมาตร ความเขม้ขน้สุดทา้ย (final concentration) 

nuclease free water 17.375 µl 
 

PCR buffer 10X 2.5 µl 1X 

MgCl2 25 mM 2.0 µl 2 mM 

dNTPs 10 mM 0.5 µl 0.2 mM 

primer PPA-1 (20 µM) 0.25 µl 0.2 µM 

primer PPA-2 (20 µM) 0.25 µl 0.2 µM 

hot-start DNA polymerase  

(Taq Gold 5U/µl) 

0.125 µl 0.625 U 

ปริมาตรรวม 23 µl  

 หมายเหตุ  การเตรียม PCR Reaction mix สามารถปรับเปล่ียนตาม DNA polymerase และ PCR 

buffer ที่ใช้ 

- เตมิดเีอน็เอที่ปรับความเข้มข้นแล้ว ตวัอย่างละ 2 µl  

ให้ใช้ดีเอน็เอจากตัวอย่างเลือด ซีรัม หรือเน้ือเย่ือ ที่มีเช้ือไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร  

เป็นตัวอย่างควบคุมผลบวก และใช้ดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด ซีรัม หรือเน้ือเย่ือ ที่ไม่มีเช้ือไวรัส  

เป็นตวัอย่างควบคุมผลลบ (ข้อ 3.3.2.2) เพ่ือตรวจสอบประสทิธภิาพของการสกดัแยกสารพันธุกรรม  

เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพของการเพ่ิมจํานวนดีเอน็เอในปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ ให้ใช้ 

ดีเอน็เอของไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรเป็นชุดควบคุมผลบวกของปฏกิิริยา (positive reaction control)  

และใช้นํา้กล่ันเป็นชุดควบคุมผลลบของปฏกิริิยา (negative reaction control)  

- นาํหลอดเข้าเคร่ือง thermocycler และต้ังโปรแกรม ตวัอย่างตามตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4  ตวัอย่างการตั้งโปรแกรมเครื่อง thermocycler ซ่ึงใช ้Taq Gold DNA polymerase 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ (cycles) 

activation of DNA 

polymerase 

95°C 10 min 1 

denaturation 95°C 15 s 

40 annealing 62°C 30 s 

extension 72°C 30 s 

final extension 72°C 7 min 1 

hold 4°C   

 หมายเหต ุ โปรแกรม อณุหภมิู และเวลา สามารถปรับเปล่ียนตาม DNA polymerase ที่ใช้ 

-  นาํ PCR product 10 µl ที่ผสมกบั 6x loading dye 2 µl มาหยอดในหลุม  agarose gel  

ที่เตรียมไว้ โดยใช้แถวแรกของเจลเป็น DNA marker (100 bp) 

-  นาํไปแยกขนาดของ PCR product ด้วยเคร่ือง gel electrophoresis ใช้กระแสความต่างศักย์

คงที่ 150-200 โวลต์ เป็นเวลา 30 min 

-  ย้อมแผ่น agarose gel ด้วย ethidium bromide หรืออาจย้อม DNA ด้วยfluorescent dye 

-  อ่านด้วยเคร่ือง visible-UV gel illuminator เพ่ือตรวจหาขนาดของ PCR product 

3) การอ่านผล ตัวอย่างที่ทดสอบพบไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสกุร จะเหน็แถบของ DNA ที่ 257 bp  

3.3.2.4  วิธี real-time PCR  

 real-time PCR หรือ qPCR (quantitative PCR) ใช้วัดการเพ่ิมจาํนวนดีเอน็เอในเชิงคุณภาพ 

และปริมาณ โดยใช้ probe ติดฉลากด้วยสารฟลูออเรสเซนซ์ในการตรวจติดตามปริมาณดีเอน็เอ 

สัญญาณสารเรืองแสงที่ถูกปล่อยออกมาจากปฏิกิริยาในแต่ละรอบจะสะสมเป็นสัดส่วนโดยตรง

กับปริมาณดี เอ็น เอที่ เพ่ิมขึ้ น  (amplicon accumulation) ซ่ึ งจะแสดงเป็นกราฟรูปตัว S 

(sigmoid-shaped curve) มีแกน Y แสดงสัญญาณการเรืองแสง และแกน X แสดงจาํนวนรอบ

ของปฏิกิริยา และจะนาํไปคาํนวณหา cycle threshold (Ct) value เพ่ือบ่งบอกปริมาณดีเอน็เอ 

ที่เพ่ิมจาํนวนข้ึน  

 Ct value หมายถึง จาํนวนรอบในการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอที่ให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์สูงกว่า 

background signal ในกรณทีี่พบไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสกุรปริมาณมากจะมี Ct value ตํ่า  
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 วิธน้ีีมีความไวสูงสามารถตรวจหาดีเอน็เอของไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรได้ทั้งระยะแรกและระยะ

เร้ือรังของการติดเช้ือซ่ึงมีปริมาณของไวรัสในกระแสเลือด (viraemia) ตํ่า องค์การสุขภาพสัตว์โลก

แนะนาํให้ใช้ real-time PCR ตามวิธขีอง Fernández-Pinero et al.,2013 และ King et al., 2003 

3.3.2.4.1  วิธี real-time PCR อา้งอิงจาก Fernández-Pinero et al., 2013
2/

 

1)  สารเคมีที่ใช้สาํหรับวิธ ีreal-time PCR ดังน้ี 

-  nuclease-free sterile water  

-  real-time PCR kit  

-  primers ความเข้มข้น 20 pmol/µl และ fluorescent-labelled probe ความเข้มข้น 

10 pmol/µl โดยมีลาํดับเบสตามตารางที่ 5 

ตารางที่ 5 primers และ probe  

ทิศทาง ลาํดบัเบส ตําแหน่งเป้าหมาย  

primers 

primer 1  

(ASF-VP72-F) 

5´-CCC-AGG-RGA-TAA-AAT-GAC-TG -3´ 

 

VP72 gene primer 2  

(ASF-VP72-R) 

5´-CAC-TRG-TTC-CCT-CCA-CCG-ATA-3  ́

probe  

UPL-162 5´-[6- carboxy-fluorescein (FAM)]-GGC-CAG-

GA -3´-[dark quencher dye Roche cat no. 

04694490001])  

 

 หมายเหต ุ รหัสนิวคลีโอไทด์ R คือ A+G   

   ในกรณีที่ไม่สามารถหา probe จําเพาะได้ ให้ใช้ probe มาตรฐาน 5´-[6- carboxy-fluorescein 

(FAM)]-TCC-TGG-CCR-ACC-AAG-TGC-TT -3’-[black hole quencher (BHQ)])  

                                           

2/
 Fernández-Pinero, J., Gallardo, C., Elizalde, M., Robles, A., Gómez, C., Bishop, R., Heath, L., Couacy-

Hymann, E., Fasina, F.O., Pelayo, V., Soler, A. and Arias, M.  2013.  Molecular diagnosis of 

African Swine Fever by a new real-time PCR using universal probe library.  Transbound. Emerg. Dis.  

60: 48-58. 
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2)  ขั้นตอนการทาํ real-time PCR  

-  เตรียมสารละลาย reaction mix ตามตารางที่ 6 

ตารางที่ 6 ตวัอย่างการเตรียม reaction mix  

สารเคมี ปริมาตร ความเขม้ขน้สุดทา้ย  

nuclease free water 7 µl 
 

PCR reaction master mix (2x conc.) 10 µl 1X 

primer ASF-VP72-F (20 pmol/µl) 0.4 µl 0.4 µM 

primer ASF-VP72-R (20 pmol/µl) 0.4 µl 0.4 µM 

UPL-162 probe (10 pmol/µl) 0.2 µl 0.1 µM 

ปริมาตรรวม 18 µl  

- เตมิ reaction mix ที่เตรียมแล้ว ในหลอด PCR หลอดละ 18 µl  

- เตมิดเีอน็เอที่ปรับความเข้มข้นแล้ว ตวัอย่างละ 2 µl  

สาํหรับชุดควบคุมผลบวกของปฏิกิริยา ให้เติมดีเอน็เอของไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร   

เพ่ือตรวจสอบผลของการเพ่ิมจํานวนดีเอน็เอของวิธี PCR ที่ใช้ และเติมตัวอย่างควบคุม

ผลบวก ในข้อ 3.3.2.2 เพ่ือตรวจสอบประสทิธภิาพของการสกดัแยกดเีอน็เอของชุดสกดัที่ใช้ 

สาํหรับชุดควบคุมผลลบของปฏกิริิยา ให้เติมนํา้กล่ันเพ่ือตรวจสอบการปนเป้ือน และเติม

ตัวอย่างควบคุมผลลบ ในข้อ 3.3.2.2 เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพของการสกัดแยกดีเอน็เอ

ของชุดสกดัที่ใช้ 

- นําหลอดเข้าเค ร่ือง real-time PCR thermocycler ที่ รองรับกับ  FAM channel  

และตั้งโปรแกรมตามตารางที่ 7 

ตารางที่ 7 ตวัอย่างการตั้งโปรแกรมเครื่อง real-time PCR thermocycler  

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ 

Polymerase activation  95°C 5 min 1 

DNA denaturation 95°C 10 s 45 

Annealing/elongation 60°C 30 s 

ตั้งโปรแกรม FAM channel ในตอนท้ายของแต่ละรอบ 
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3)  การอ่านผล ระบบ software จะอ่าน Ct value ซึ่งเป็นจุดที่สญัญาณฟลูออเรสเซนซ์สูงกว่า 

background signal จนสามารถตรวจจับได้และแสดงกราฟเป็น sigmoid-shaped curve  

-  ควรตรวจการประเมินการใช้ได้ โดยตรวจสอบ Ct value ของชุดควบคุมผลลบของ

ปฏิกิริยาและตัวอย่างควบคุมผลลบควรมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 40 และชุดควบคุมผลบวกของ

ปฏกิริิยาและตัวอย่างควบคุมผลบวกมีช่วงระหว่าง 32±2 

-  ตวัอย่างที่ให้ผลบวกจะมี Ct value น้อยกว่า 40  

-  ตัวอย่างที่มี Ct value มากกว่าหรือเท่ากับ 38  และพบกราฟเป็น sigmoid-shaped 

curve ให้ทาํการตรวจซํา้ หากยังมี Ct value น้อยกว่า 40 ถอืว่าให้ผลบวก 

-  ตัวอย่างที่ให้ผลลบควรให้สญัญาณฟลูออเรสเซนซ์ในระดับ background signal และไม่มี

การรายงานผล Ct value (Ct value มากกว่า 40) อย่างไรกต็ามหากผลการตรวจทางวิทยาเซรุ่ม หรือข้อมูล

ทางวิทยาการระบาดบ่งบอกถงึการติดเช้ือให้ทาํการตรวจซํา้  

3.3.2.4.2   วิธี Real-time PCR อา้งอิงจาก King et al., 2003
3/

                                         

  1)  สารเคมีที่ใช้สาํหรับวิธ ีReal-time PCR ดังน้ี 

- nuclease-free sterile water และ PCR reaction mix (2x)  

- primers ค วาม เข้ ม ข้ น  50  pmol/µl แล ะ  fluorescent-labelled hydrolysis probe  

ความเข้มข้น 5 pmol/µl โดยมีลาํดับเบส ตามตารางที่ 8 

                                           

3/
 King, D.P., Reid, S.M., Hutchings, G.H., Grierson, S.S., Wilkinson, P.J., Dixon, L.K., Bastos, A.D.  

and Drew, T.W.  2003.  Development of a Taqman
®
 PCR assay with internal amplification control for 

the detection of African swine fever virus.  J. Virol. Methods.  107: 53-61.   
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ตารางท่ี 8 ลําดบัเบสของ primers และ probe  

ทิศทาง ลาํดบัเบส ตําแหน่งเป้าหมาย  

primers 

primer 1  

(positive strand) 

5´-CTG-CTC-ATG-GTA-TCA-ATC-TTA-

TCG-A-3´ 3´-end ของ  

VP72 gene primer 2  

(negative strand) 

5  ́-GAT-ACC-ACA-AGA-TC(AG)-GCC-GT-3  ́

probe  

fluorescent-labelled 

hydrolysis probe 

5´-[6- carboxy-fluorescein (FAM)]-CCA-CGG-

GAG-GAA-TAC-CAA-CCC-AGT-G-3´-[6-

carboxytetramethyl-rhodamine (TAMRA)]) 

 

2)  ขั้นตอนการทาํ real-time PCR ดงัน้ี 

-  เตรียมสารละลาย reaction mix ในหลอดขนาด 1.5 ml ดังตารางที่ 9 

ตารางที่ 9 ตวัอย่างการเตรียม reaction mix 

สารเคมี ปริมาตร ความเขม้ขน้สุดทา้ย  

nuclease free water 7.5 µl 
 

PCR reaction master mix (2x conc.) 12.5 µl 1X 

primer 1 (50 pmol/µl) 1.0 µl 2 µM 

primer 2 (50 pmol/µl) 1.0 µl 2 µM 

fluorescent-labelled probe (5 pmol/µl) 1.0 µl 0.2 µM 

ปริมาตรรวม 23 µl 
 

 หมายเหตุ โปรแกรม อุณหภมิู และเวลา สามารถปรับเปล่ียนตาม probe ที่ใช้ 

-  เติม reaction mix ที่เตรียมแล้ว ในหลอด PCR หลอดละ 22 µl  

-  เติมดเีอน็เอที่ปรับความเข้มข้นแล้วตวัอย่างละ 3 µl  

สาํหรับชุดควบคุมผลบวกของปฏิกิริยา ให้เติมดีเอน็เอของไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร  

เพ่ือตรวจสอบผลของการเพ่ิมจาํนวนดีเอน็เอตามเทคนิค PCR ที่ใช้ และเติมตัวอย่างควบคุมผลบวก 

ในข้อ 3.3.2.2 เพ่ือตรวจสอบประสทิธภิาพของการสกดัแยกดเีอน็เอของชุดสกดัที่ใช้ 
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สําหรับชุดควบคุมผลลบของปฏิกิริยา ให้เติมนํ้ากล่ันเพ่ือตรวจสอบการปนเป้ือน 

และเติมตัวอย่างควบคุมผลลบ ในข้อ 3.3.2.2 เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพของการสกัดแยกดีเอน็เอ

ของชุดสกดัที่ใช้ 

-  นาํไปป่ันเหว่ียงที่ความเรว็ 300 g  นาน 1 min  

-  นํ าหลอด เข้ าเค ร่ือง  real-time PCR thermocycler ที่ รอง รับกับ  FAM channel  

และตั้งโปรแกรมตามตารางที่ 10 

ตารางที่ 10 ตวัอย่างการตั้งโปรแกรมเครือ่ง real-time PCR thermocycler  

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ  

Uracil N-deglycosylase digest 50°C 2 min 1 

Polymerase activation  95°C 10 min 1 

DNA denaturation 95°C 15 s 40 

Annealing/elongation 58°C 1 min 

ตั้งโปรแกรม FAM channel ในตอนท้ายของแต่ละรอบ 

3)  การอ่านผล  

-  ตัวอย่างที่ไม่พบไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร ชุดควบคุมผลลบของปฏกิริิยา และตัวอย่าง

ควบคุมผลลบม ีCt value มากกว่า 40  

-  ตัวอย่างที่มี Ct value มากกว่าหรือเท่ากับ 38 และพบกราฟเป็น sigmoid-shaped 

curve ให้ทาํการตรวจซํา้ หากยังมี Ct value น้อยกว่า 40 ถอืว่าให้ผลบวก 

-  ชุดควบคุมผลบวกของปฏิกริิยา ตัวอย่างควบคุมผลบวก และตัวอย่างที่พบไวรัสอหิวาต์

แอฟริกาในสุกร จะมี Ct value น้อยกว่า 40 กรณีที่พบไวรัสปริมาณมากอาจมี Ct value น้อยกว่า 30 

หรือตรวจสอบ  PCR product ด้วยเค ร่ือง gel electrophoresis ใน  1.5 % agarose gel ซ่ึ งจะพบ 

product band ที่ 250 bp 

3.3.3 การตรวจหาแอนติเจนของไวรสัดว้ยวิธี FAT  

 วิธีน้ีใช้ตรวจหาแอนติเจนของไวรัสในเน้ือเย่ือของสุกรที่สงสัยว่าป่วย หรือนาํไปประกอบใช้กับวิธีอื่น 

ผลบวกจากการตรวจ FAT ร่วมกับอาการทางคลินิกและรอยโรคสามารถใช้ในการวินิจฉัยโรคอหิวาต์

แอฟริกาในสกุรเบื้องต้นได้  
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 วิธีน้ีสามารถตรวจหาไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรสายพันธุ์ที่ไม่มีคุณสมบัติการจับกลุ่มเมด็เลือดแดง 

หรือกรณีที่ HAD test ให้ผลลบ และใช้ยืนยันการเกิด CPE จากไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรออกจาก

สาเหตุอื่น เช่น ความเป็นพิษของ inoculum หรือโรคพิษสนัุขบ้าเทยีม  

 อย่างไรกต็ามความไวของวิธีน้ีจะลดลงหากตรวจโรคในระยะกึ่งเฉียบพลัน (subacute) และเร้ือรัง 

(chronic) เน่ืองจากการจับกันระหว่างแอนติบอดีกับแอนติเจน (antigen-antibody complex) ในเน้ือเย่ือ

ของสุกรที่ติดเช้ือจะปิดกั้นแอนติเจนของไวรัสไม่ให้เกิดปฏิกิริยาจับกับแอนติบอดีที่ติดฉลาก

(conjugated antibody) ที่ใช้ในการทดสอบ 

3.3.4 การตรวจหาแอนติเจนของไวรสัดว้ยวิธี ELISA   

 วิธนีี้มีความไวตํ่ากว่าวิธ ีPCR และ HAD test จึงควรใช้ร่วมกบัวิธอีื่น สามารถใช้ชุดสาํเรจ็รูปทางการค้า 

ในการตรวจตัวอย่างเลือด ม้าม หรือต่อมนํ้าเหลือง ตามคําแนะนําของบริษัทผู้ผลิต ซ่ึงใช้เทคนิค  

double antibody sandwich ELISA โดย monoclonal antibody ที่ มีความจําเพาะต่อ capsid protein  

ของไวรัส  เค ลือบที่ ไมโครเพลต  monoclonal antibody จะตรึงไวรัสอหิวาต์แอฟ ริกาในสุกร 

ไว้ที่ผิวไมโครเพลต จากน้ันเติม second antibody ที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ peroxidase เพ่ือจับกบัไวรัส 

ที่ถูกตรึงไว้ เม่ือเติม substrate ตวัอย่างที่ให้ผลบวกจะเกดิปฏกิริิยาทาํให้เกดิสขีึ้น 

3.4  การตรวจทางวิทยาเซรุ่ม  

 การตรวจทางวิทยาเซรุ่มเป็นวิธีที่ นิยมใช้ เพราะเป็นวิธีที่ ง่ายราคาไม่แพง ปัจจุบันยังไม่มีวัคซีน 

ในการป้องกันโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร สุกรจะสร้างแอนติบอดีภายใน 7-10 วันหลังการติดเช้ือ 

และแอนติบอดีจะคงอยู่ได้นานหลายเดือนหรือหลายปี สุกรที่ติดเช้ือไวรัสสายพันธุรุ์นแรงมักตายก่อน

สร้างแอนติบอดี การตรวจหาแอนติบอดีจําเพาะต่อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรเป็นการบ่งช้ีสุกร 

ที่ฟ้ืนตัวจากการติดเช้ือ หรือตดิเช้ือโดยไม่แสดงอาการ และสามารถนาํไปใช้ในโปรแกรมการกาํจดัโรค 

 วิธีที่ นิยมใช้ที่สุดในการตรวจหาแอนติบอดีจําเพาะต่อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร คือ ELISA  

เหมาะสาํหรับการตรวจซีรัม หาก ELISA ให้ผลบวกให้ทาํการตรวจยืนยันผลด้วยวีธีอื่น เช่น IFAT, IPT 

หรือ IBT  

3.4.1  ELISA 

 วิธีน้ีสามารถตรวจหาแอนติบอดีต่อไวรัสในสุกรที่ ได้ รับเช้ือไวรัสที่มีความรุนแรงตํ่ า ปัจจุบัน 

มีการผลิตชุดตรวจ ELISA ทางการค้า ซ่ึงมีการยืนยันการใช้ได้ แตกต่างกันตามสถานะทางวิทยา 

การระบาด หากผลการตรวจไม่ชัดเจนควรตรวจยืนยันด้วยวิธอีื่น เช่น IFAT, IPT หรือ IBT 

3.4.2  IPT 

 วิธีน้ีใช้เทคนิค immune-cytochemistry เพ่ือตรวจหา antibody-antigen complex บนเซลล์ที่ตรึงไว้  

(fixed cell) ผ่านปฏิกิริยา peroxidase enzyme โดยทาํการเพาะเลี้ ยงไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 
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ที่ปรับตัวเข้ากบัเซลล์เพาะเลี้ ยงชนิด Vero (African green monkey kidney ) หรือชนิด MS (monkey 

stable) แล้วทาํการตรึงเซลล์เพ่ือใช้เป็นแอนติเจนสาํหรับตรวจหาแอนติบอดีจาํเพาะในตวัอย่างซีรัม  

 ตวัอย่างซีรัมที่ให้ผลบวก แอนติบอดใีนซีรัมจะจับกบัเซลล์ที่ตรึงไว้เกดิเป็น antibody-antigen complex 

เม่ือเตมิแอนตบิอดีที่ตดิฉลากด้วยเอน็ไซม์และ substrate จะปรากฏสใีนไซโทพลาซึม องค์การสุขภาพ

สตัว์โลกแนะนาํให้ใช้วิธน้ีีในการยืนยันผลซีรัมในพ้ืนที่ปลอดโรค หรือใช้ยืนยันผลเม่ือการตรวจ ELISA 

ให้ผลบวกหรือมีข้อสงสยัในผลตรวจ และเหมาะสาํหรับนาํไปตรวจตัวอย่างจาํพวกเลือด  

3.4.3  IFAT  

 วิธีน้ีใช้ในการยืนยันผลซีรัมในพ้ืนที่ปลอดโรค หรือใช้ยืนยันผลเม่ือการตรวจ ELISA ให้ผลบวก 

หรือมี ข้อสงสัยในผลตรวจ โดยใช้  fluorescein isothiocyanate เป็นสารติดฉลากในการตรวจหา 

immunoglobulin ในตวัอย่างซีรัม เม่ือเตมิแอนตบิอดีที่ติดฉลากด้วยเอน็ไซม์และ substrate จะปรากฏส ี

3.4.4 IBT  

 วิธีน้ีมีความรวดเร็วและมีความจําเพาะในการตรวจหาแอนติบอดีจําเพาะต่อไวรัสอหิวาต์แอฟริกา 

ในสุกรในตัวอย่างซีรัมบนแผ่น IB (immunoblotting) strip ที่มีแถบโปรตีนของไวรัส โดยใช้หลักการ 

antigen-antibody recognition วิธีน้ีใช้ในการยืนยันผลเมื่อการตรวจ ELISA ให้ผลบวกหรือมีข้อสงสัย 

ในผลตรวจ 

 โปรตีนของไวรัสจะถูกแยกออกโดยใช้กระแสไฟฟ้าบน SDS-PAGE gel และถ่ายแถบโปรตีนที่แยกได้

ลงบนเยื่อ nitrocellulose และตัดเย่ือออกเป็นแผ่น จากน้ันเติมตัวอย่างซีรัมเพ่ือไปจับกับโปรตีน

เป้าหมายบนแผ่น IB strip หากพบแอนติบอดีต่อไวรัสในตัวอย่างซีรัมจะเกิดเป็น immunocomplex 

และเม่ือเติม A-peroxidase conjugate protein ซ่ึงเป็นโปรตีนที่ติดฉลากและ 4-chloro-1-naphtol  

ซ่ึงเป็น substrate จะเกิดปฏิกิ ริยาทําให้เกิดสีที่มองเห็นได้ นําแถบที่ เห็นสีไปเปล่ียนเทียบกับ 

แผ่น IB strip ของตัวอย่างควบคุมผลบวก  
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ภาคผนวก ก 

 (ให้ไว้เป็นข้อมูล) 

วิทยาการระบาด พยาธิกําเนิด และอาการของโรคอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร  

ก.1  วิทยาการระบาด  

ปัจจุบันมีการรายงานโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรมากกว่า 50 ประเทศ ใน 3 ทวีป คือ แอฟริกา ยุโรป และเอเชีย 

โดยพบการระบาดหลายคร้ังในทวีปแอฟริการะหว่างปี พ.ศ. 2503-2513 ในปี พ.ศ. 2550 เกิดการระบาด

ของโรคไปสู่ประเทศจอร์เจียและประเทศใกล้เคยีง เช่น สหพันธรัฐรัสเซีย การระบาดของโรคในยุโรปตะวันออก

เป็นสาเหตุของการแพร่กระจายของไวรัสไปยังสหภาพยุโรปในปี พ.ศ. 2557 ทาํให้เกิดการระบาดของโรค 

ในสุกรเล้ียงและสุกรป่าทั่วทวีปยุโรป ต่อมาในปี พ.ศ. 2561 พบการรายงานโรคคร้ังแรกในสาธารณรัฐ 

ประชาชนจนีซ่ึงเป็นการแพร่กระจายของไวรัสมาสู่ทวีปเอเชีย  

ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร (African swine fever virus; ASFV) จัดอยู่ในวงศ์ Asfarviridae สกุล Asfivirus 

เป็นดีเอน็เอไวรัสขนาดใหญ่ มีเปลือกหุ้มทรงลูกบาศก์ (icosahedral) เส้นผ่าศูนย์กลาง 200 nm พบโปรตีน

โครงสร้างมากกว่า 60 ชนิด และมีสารพันธุกรรมเป็นดีเอน็เอสายคู่ (double-stranded linear DNA) ขนาด 

170-193 kilobases (kb) ประกอบด้วย  150-167 open reading frames ซ่ึ งมี  conserved central region 

ประมาณ 125 kb และ variable regions ที่ใช้ถอดรหัส (encode) ยีนหลายยีน (multigene families) ทาํให้เกดิ

ความหลากหลายของสายพันธุย่์อย (strains)  

ไวรัสแต่ละสายพันธุย่์อยมีความสามารถในการก่อโรคแตกต่างกนั ปัจจุบันมีการใช้วิธทีางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

ในการสอบสวนโรคและศึกษาวิทยาการระบาด จากการอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) บริเวณ  

3´ terminal end ของ B646L open reading frame ซ่ึงใช้ถอดรหัสโปรตีนห่อหุ้ม (major capsid protein; p27)  

ใช้จาํแนกไวรัสออกเป็น 24 จีโนไทป์ (genotypes) และการวิเคราะห์ tandem repeat sequences บริเวณ central 

variable region (CVR) ขอ ง  B602L gene แล ะ  intergenic region ระห ว่ าง  I73R แ ล ะ  I329L genes  

ที่ปลายด้านขวาของสายพันธุกรรม ใช้ในการจาํแนกกลุ่มย่อย (subgroups) ของไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 

ที่ มีความใกล้เคียงทางพันธุกรรม (closely related ASFV) นอกจากน้ีการอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์จาก  

gene region อื่น เช่น E183L gene หรือ CP204L ที่ใช้ถอดรหัส p54 protein และ p30 protein ตามลําดับ 

และโปรตีนที่ถอดรหัสมาจาก EP402R gene (CD2v) สามารถใช้ระบุหาไวรัสที่มีแหล่งกาํเนิดต่างกนั เพ่ือนาํไปหา

สาเหตแุละเส้นทางการแพร่กระจายของไวรัส 

วิทยาการระบาดของโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรมีความซับซ้อนและมีรูปแบบของการระบาดที่หลากหลาย  

ในทวีปแอฟริกาและยุโรปการแพร่กระจายโรคเกดิจากสุกรเล้ียง สุกรป่า และมีเห็บอ่อน (Ornithodoros spp.) 

เป็นพาหะ (biological vector) ในภูมิภาคที่มีการกระจายตัวของเห็บอ่อน การตรวจหาไวรัสอหิวาต์แอฟริกา 
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ในสุกรในเห็บอ่อนจะช่วยทาํให้ทราบถึงวิทยาการระบาดของโรคได้ย่ิงขึ้น ช่วยทาํให้การควบคุมและกาํจัดโรค

เป็นไปอย่างมีประสทิธภิาพ   

ก.2  พยาธิกําเนดิและอาการของโรคอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร  

อาการของโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกรแบ่งออกเป็นกลุ่มเฉียบพลันรุนแรง (peracute) เฉียบพลัน (acute)  

เร้ือรัง (chronic) และไม่แสดงอาการ (subclinical) สุกรเป็นสัตว์เล้ียงชนิดเดียวที่มีการติดโรคตามธรรมชาต ิ

สกุรป่ายุโรปและ feral pigs มีความไวต่อไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสกุร โดยแสดงอาการป่วยและมีอตัราการตาย

คล้ายคลึงกบัสกุรเลี้ ยง ซ่ึงแตกต่างจากสกุรป่าแอฟริกา เช่น warthogs (Phacochoerus aethiopicus), bush pigs 

(Patamochoerus porcus) และ  giant forest hogs (Hylochoerus meinertzhageni) ที่ มี ความต้ านทานโรค 

และแสดงอาการป่วยเพียงเลก็น้อยหรือไม่แสดงอาการ ทาํให้สุกรป่าเหล่าน้ีเป็นแหล่งรังโรคของไวรัสอหิวาต์

แอฟริกาในสกุรในทวีปแอฟริกา 

ไวรัสอหิวาต์แอฟริกาในสุกรมีระยะฟักตัวนาน 4-19 วัน ไวรัสสายพันธุ์รุนแรงทาํให้เกิดโรคแบบเฉียบพลัน

รุนแรงและเฉียบพลัน สุกรติดเช้ือจะมีไข้สูง เบ่ืออาหาร เกดิจุดเลือดออกที่ผิวหนังและอวัยวะภายใน และตาย

ภายใน 4-10 วัน หรืออาจตายก่อนแสดงอาการป่วย โดยพบอัตราการป่วยตายสูงถึง 100% หากไวรัส 

มีความรุนแรงปานกลางอาจทาํให้สุกรแสดงอาการป่วยเล็กน้อย เช่น มีไข้ ซึมเบ่ืออาหาร สุกรที่ติดเช้ือไวรัส 

ที่มีความรุนแรงตํ่า จะไม่แสดงอาการป่วยแต่พบแอนติบอดีในซีรัมได้ การติดเช้ือไวรัสที่ มีความรุนแรง 

ปานกลางและรุนแรงตํ่าอาจทาํให้เข้าใจว่าสุกรเหล่าน้ีป่วยจากสาเหตุอื่นๆ และไม่สามารถแยกโรคน้ีจากโรค

อื่นๆ จากอาการป่วยหรือการชันสูตรซาก เช่น โรคอหิวาต์สุกร (classical swine fever) โรคพีอาร์อาร์เอส 

(porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) และโรคติดเช้ือแบคทเีรีย จึงต้องทาํการจาํแนกโรค

ด้วยวิธชัีนสตูรโรคทางห้องปฏบัิตกิาร เช่น การเพาะแยกไวรัส หรือการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัส 
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ภาคผนวก ข 

(ให้ไว้เป็นข้อมูล) 

        วตัถุดิบอาหารสตัวห์รือผลิตภณัฑสุ์กรที่มีความเสีย่งต่อ 

การปนเป้ือนไวรสัอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร และการเตรียมตวัอย่าง 

 

ข.1  อาหารสตัวห์รือวตัถุดิบอาหารสตัวที์่มีความเสีย่งต่อการปนเป้ือนไวรสัอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร เช่น 

1) เน้ือและกระดูกป่น (meat and bone meal; MBM) 

2) ไดแคลเซียมฟอสเฟต (dicalcium phosphate) 

3) ไขมันจากสกุร (porcine fats/oils) 

4) เลือดป่น (blood meal) และผลพลอยได้จากเลือด เช่น พลาสมาผง (plasma powder) 

5) ขนสกุรป่น (bristles meal) 

6) สารปรุงแต่งกล่ินรสที่ได้มาจากสกุร (palatability enhancers/flavouring agent innards) 

ข.2  ผลิตภณัฑจ์ากสุกรที่มีความเสีย่งต่อการแพร่กระจายโรค เช่น 

  1) เน้ือสกุร  

  2) เน้ือสกุรแปรรูป เช่น เน้ือหมัก เน้ือรมควัน  

  3) ผลิตภัณฑส์กุร เช่น กุนเชียง แฮม ไส้กรอก บาโลน่า (bologna) คอปป้า (coppa) 

         ซาลามี (salami) เปปโปโรนี (pepperoni) ไส้สกุรหมักเกลือ (casing) และหนังสกุ 

ข.3  ตวัอย่างการเตรียมวตัถุดิบอาหารสตัวส์ําหรบัการเพาะแยกไวรสั หรือนาํไปตรวจดว้ยวิธี PCR  

หรือ Real-time PCR
4/

 

  1) ใส่สารละลาย PBS 15 ml ลงในวัตถุดิบอาหารสัตว์ 5 g เขย่าด้วยเคร่ือง vortex นาน 10 s 

และป่ันเหว่ียง เกบ็ส่วนใสไว้ 

 2) นาํส่วนใสไปป่ันเหว่ียงที่ 10,000 g  นาน 10 min ที่อณุหภมิู 4°C  

                                           

4/
 Dee, S.A., Bauermann, F.V., Niederwerder, M.C., Singrey, A., Clement, T., de Lima, et al.  2019.  

Correction: Survival of viral pathogens in animal feed ingredients under transboundary shipping 

models.  PLOS ONE.  14 (3): e0214529. 
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  3) แบ่งส่วนใสไปสกัดแยกดีเอ็นเอด้วยวิธีการตามข้อ 3.3.2.2 และตรวจด้วยวิธี PCR  

(ข้อ 3.3.2.3) หรือ real-time PCR (ข้อ 3.3.2.4) เกบ็ส่วนใสที่เหลือและกรองด้วยเยื่อแผ่นกรอง 

ขนาด 0.45 µm และเติมยาปฏิชีวนะ เช่น เจนทาไมซินซัลเฟต (50 mg/ml) ความเข้มข้นสุดท้าย 

0.1% ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4°C นาน 1 h นาํไปใช้เป็น inoculum สาํหรับการเพาะแยกเช้ือไวรัส หรือเกบ็รักษา

ส่วนใสที่เตมิยาปฏชีิวนะไว้ที่อุณหภมิู -70°C เพ่ือนาํไปใช้ในภายหลัง 

ข.4 การเตรียมผลิตภณัฑสุ์กรสําหรบัการเพาะแยกไวรสั หรือนาํไปตรวจดว้ยวิธี PCR หรือ real-time 

PCR
5/

 

  1) แช่แขง็ผลิตภัณฑส์กุร 1 g และบดในโกร่งบดโดยใช้ทรายละเอยีดปลอดเช้ือ  

  2) ใส่อาหารเล้ียงเซลล์ RPMI ให้ได้สารละลาย 20% tissue homogenate เช่น ตัวอย่าง 1 g ให้

เตมิอาหารเล้ียงเซลล์ 4 ml  

  3) ป่ันเหว่ียงที่ 1,966 – 2,570 g  นาน 10 min ที่อณุหภมิู 4°C  

 4) แบ่งส่วนใสไปสกัดแยกดี เอ็นเอด้วยวิธีการตามข้อ 3.3.2.2 และตรวจด้วยวิธี PCR  

(ข้อ 3.3.2.3) หรือ Real-time PCR (ข้อ 3.3.2.4) เก็บส่วนใสที่เหลือและกรองด้วยเย่ือแผ่นกรอง

ขนาด 0.45 µm และเติมยาปฏิชีวนะ เช่น เจนทาไมซินซัลเฟต (50 mg/ml) ความเข้มข้นสุดท้าย 

0.1% ทิ้ งไว้ที่อุณหภมิู 4°C นาน 1 h นาํไปใช้เป็น inoculum สาํหรับการเพาะแยกเช้ือไวรัส หรือเกบ็รักษา

ส่วนใสที่เตมิยาปฏชีิวนะไว้ที่อุณหภมิู -70°C เพ่ือนาํไปใช้ในภายหลัง 

หมายเหตุ  สามารถใช้ชุดสกัดสาํเร็จดีเอน็เอสาํเรจ็รูปในการสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่างวัตถุดิบ

อาหารสตัว์หรือผลิตภัณฑส์กุรโดยปฏบัิตติามเอกสารกาํกบัการใช้ 

 

 

 

 

                                           

5/
  Jelsma, T., Wijinker, J.J., Smid, B., Verheij, E., van der Poel, W.H.M. and Wisselink, H.J.  2019.  Salt 

inactivation of classical swine fever virus and African swine fever virus in porcine intestines confirms 

the existing in vitro casings model.  Vet. Microbiol.  238: 108424. 
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ภาคผนวก ค 

(ให้ไว้เป็นข้อมูล) 

ภาพประกอบการชนัสูตรโรคอหิวาตแ์อฟริกาในสุกร   

 

 
 

ภาพที่ ค.1 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศนแ์สดงการเรียงตัวของเม็ดเลือดแดงรอบเซลลแ์มโครฟาจที่ติด 

 ไวรสัอหิวาตแ์อฟริกาในสุกรใน HAD test มีลกัษณะคลา้ยดอกกหุลาบ  

(ข) 
(ง) 

4X 
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ภาคผนวก ง 

(ให้ไว้เป็นข้อมูล) 

การเตรียมสารเคมี  

ง.1  การเตรียม 10x PBS, pH 7.4  

 Na2HPO4  14.40  g  

 KH2PO4 2.40  g  

 NaCl   80.00  g  

 KCl  2.0   g 

   1) ผสมสารเคมกีับนํา้กล่ัน (sterile deionized water) ปริมาตร 800 ml ละลายให้เข้ากนั  

   2)  ปรับ pH ให้ได้ 7.4  

   3)  เติมนํา้กล่ันให้ได้ปริมาณ 1000 ml และนาํไปฆ่าเช้ือด้วยเคร่ือง autoclave 

   4) ก่อนนาํไปใช้ ให้ผสม PBS (10X) กบั sterile deionized water ในอตัราส่วน 1:9    

ง.2  การเตรียมสารแอมโมเนยีมคลอไรด ์0.83% 

 NH4Cl  8.30  g  

 นํา้กล่ัน  1000  ml 

   1) ผสมสารเคมีกบันํา้กล่ันให้ละลายเข้ากนั  

   2) กรองด้วยเย่ือแผ่นกรอง ขนาด 0.45 µm เกบ็ไว้ที่อณุหภมิู 4±3ºC ได้นาน 6 เดอืน 

ง.3  การเตรียม TAE (50x) 

 Tris base   242 g  

 0.5M EDTA, pH 8.0  100 ml  

 Glacial Acetic Acid  57.1 ml  

   1)  ผสมสารเคมีกบันํา้กล่ันให้ละลายเข้ากนั  

   2)  ก่อนนาํไปใช้ให้ผสม TAE (50X) 40 ml กับ sterile deionized water 1,960 ml  

เกบ็ไว้ที่อณุหภมิูห้อง ได้นาน 2 เดือน  
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ง.4 การเตรียม agarose gel 1.5%  

 Agarose gel   1.5  g 

 TAE buffer (1X) 100 ml 

 ละลาย agarose gel ใน TAE buffer โดยใช้เคร่ืองไมโครเวฟจน agarose ละลาย  
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ภาคผนวก จ 

(ให้ไว้เป็นข้อมูล) 

หน่วย 

หน่วยและสญัลักษณ์ที่ใช้ในมาตรฐานน้ีและหน่วยที่ SI (International System of Units หรือ Le Système 

International d’ Unitès) ยอมรับให้ใช้ได้ดังน้ี 

 

รายการ ช่ือหน่วย สญัลกัษณห์น่วย 

ปริมาณ นาโนกรัม (nanogram) ng 

ไมโครกรัม (microgram) µg 

มิลลิกรัม (milligram) mg 

กรัม (gram) g 

กโิลกรัม (kilogram) kg 

ปริมาตร ไมโครลิตร (microlitre) µl 

มิลลิลิตร (millilitre) ml 

เวลา ช่ัวโมง (hour) h 

นาท ี(minute) min 

วินาท ี(second) s 

อณุหภมูิ องศาเซลเซียส (degree Celsius) °C 

ความเข้มข้น มิลลิโมลาร์ (millimolar) mM 
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