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มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาต ิ
การชนัสูตรโรควัวบาในโค 

 
1. ขอบขาย 

มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี ้ กําหนดรายละเอียดที่สําคัญเกี่ยวกบัการชันสูตรโรควัวบาในโค
ทางหองปฏิบตัิการ ดวยวิธทีางจุลพยาธิวทิยา และวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 

2. นิยาม 

ความหมายของคําที่ใชในมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี ้มีดังตอไปนี ้

2.1 โค (cattle) หมายถึง สัตวในวงศ Bos taurus และ Bos indicus เพศผูหรือเพศเมีย ที่อยูเดี่ยวหรือ
รวมกันเปนฝูงก็ได และเล้ียงเพื่อบริโภคเปนอาหารมนษุย 

2.2 โรควัวบา (mad cow disease หรือ bovine spongiform encephalopathy หรือ BSE) หมายถึง โรคที่
เกิดในโค มผีลทําใหสมองฝอหรือสมองพรุน  

2.3 การชันสูตรโรค (diagnosis) หมายถึง การหาสาเหตุการปวยหรือตายดวยโรค 

2.4 พริออนโปรตนี (prion protein) หมายถึง อนุภาคโปรตนีขนาดเล็กแบบปกต ิ(cellular PrPc) 

2.5 พริออนโปรตีนสแครป (prion protein scrapie: PrPsc) หมายถึง อนุภาคโปรตีนขนาดเล็กที่
เปล่ียนแปลงไปโดยจากพริออนโปรตีนปกติกอใหเกิดอาการทางประสาทในสัตว หากพบในแกะจะกอใหเกิด
โรคสแครป หากพบในโคจะกอใหเกิดโรควัวบา  

2.6 โอเบ็กซ (obex) หมายถึง ผนังดานบนของโพรงสมองที่หนาข้ึน หรือกานสมอง 

2.7 ฟอราเมนเมกนัม (foramen magnum) หมายถึง ชองเปดของสมองเพื่อเปนทางออกสูชองไขสันหลัง
สวนคอ  

2.8 วิธีทดสอบเบือ้งตน (screening test or rapid test) หมายถึง วิธีการชันสูตรโรคเบื้องตน ซึ่งเปนวิธีที่
สะดวก รวดเรว็ เชน วิธีทางจุลพยาธิวิทยา วิธีวิทยาภูมคิุมกัน เปนตน  

2.9 วิธีทดสอบยนืยัน (confirmation test) หมายถึง วิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการที่ใชในการยืนยันผล
การทดสอบโรค และเปนวิธทีี่ยอมรับวามีความจําเพาะและความไวสงู  

2.10 องคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (World Organisation for Animal Health หรือ Office 
International des Epizooties, OIE) หมายถึง องคกรระหวางรัฐบาล ที่จดัตั้งข้ึนตามขอตกลงของนานาชาติ 
เมื่อเดือนมกราคม 2467 เพ่ือประสานความรวมมือในการควบคุมโรคระบาดสัตวที่สําคัญ  
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3. การชันสูตรโรค 

การชันสูตรโรควัวบาในโค ดวยวิธีทางหองปฏิบัติการ เชน วิธีทางจุลพยาธิวิทยา วิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 
enzyme linked-immunosorbent assay (ELISA), Western blot analysis และวิธีอ่ืนๆ ซึ่งแตละวิธีมี 
ความไวและความจําเพาะแตกตางกัน เมื่อไดผลการตรวจทางหองปฏิบัติการแลว สัตวแพทยหรือผูเช่ียวชาญ
ควรพิจารณาอาการปวยของโค ประวัติทางวิทยาทางระบาด และมาตรการการหามใชเนื้อและกระดูกปนปน
ในอาหารสัตวรวมดวย (ภาคผนวก ก) เพ่ือใหการปองกันและควบคุมโรคเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ  

วิธีชันสูตรโรควัวบาทางหองปฏิบัติการเพื่อตรวจยืนยันการเกิดโรคที่แนะนํา คือ วิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 
เนื่องจากมีความจําเพาะและความไวสูง กรณีการตรวจเพื่อคัดกรองโรคสามารถใชวิธีอ่ืนๆ ที่มีความไว และ
ความจําเพาะต่ําลงมา เชน วิธีทางจุลพยาธิวิทยาELISA ได 

3.1. การเก็บตัวอยาง 

จากการทดลองพบวา โคที่ติดเชื้อวัวบานั้นจะมี PrPsc สะสมอยูเปนจํานวนมากที่กานสมองสวนโอเบ็กซ 
ดังนั้นโอเบ็กซจึงเปนเนื้อเย่ือเปาหมาย (target tissue) ของการชันสูตรโรควัวบา การเก็บตัวอยางที่ถูกตองจงึ
เปนหัวใจสําคัญอันดับแรกที่จะนําไปสูความสําเร็จในการชันสูตรโรควัวบา 

วิธีเก็บตัวอยางกานสมองสวนโอเบ็กซโดยผานทางฟอราเมนเมกนัม 
1) แยกหัวออกจากตัว ตรงระหวางสวนปลายสุดของกะโหลกที่ตอกับกระดูกสันหลัง 
2) วางหัวโคใหหงายขึ้น จะเห็นฟอราเมนเมกนัม 

3) ใชชอนที่มีขอบคมและดามยาวประมาณ 18 cm หรือนิ้วชี้ สอดระหวางเยื่อหุมสมองกับกานสมอง 
แลวเลาะเสนประสาทโดยรอบจนกานสมองหลุดเปนอิสระ 

4) คว่ําชอน สอดระหวางเยื่อหุมสมองกับกานสมองลึกประมาณ 12 cm ถึง 15 cm แลวกดชอนใหสวน
ที่คมตัดกานสมอง จากนัน้ดงึเอากานสมองออกมาวางบนแผนรองตดั (ภาคผนวก ข รูปที่ ข1 และข2) 
และตดัตามรูป ข2   

3.2 วิธีทางจุลพยาธิวิทยา(histopathological method) 

หลักการของวิธีนี้ วิธีทดสอบโรคในระดับเนื้อเย่ือ โดยยอมเนื้อเย่ือที่ผานกระบวนการรักษาใหคงสภาพ ดวย
สีฮีมาทอกซิลีนและอีโอซิน (hematoxylin and eosin) และตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน 
3.2.1 วิธีการ 
นําตัวอยางสมองและไขสันหลังของโคที่ไดจากขอ 3.1 มาผานกระบวนการมาตรฐานทางจุลพยาธิวิทยา เพ่ือ
ทําสไลดเนื้อเย่ือ ดังนี้  

1) ดึงน้ําออกจากเนื้อเย่ือ (dehydration) ดวยเอทานอล 95% และ 100% ตามลําดับ 

2) กําจัดเอทานอล (clearing) ดวยไซลีน (xylene)  
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3) ทําใหเนื้อเย่ืออ่ิมตัว (impregnating) ดวยพาราฟน 

4) ฝงเนื้อเย่ือ (embedding) ในกลองพาราฟน (paraffin box) 

5) ตัดเนื้อเย่ือ (sectioning) 

6) ยอมดวยฮีมาทอกซิลีนและอีโอซิน 

6.1) ละลายพาราฟนในสไลดเนื้อเย่ือที่อุณหภูมิ 60 oC นาน 30 นาที แลวนําไปแชใน 
ไซลีน 

6.2) ทําเนื้อเย่ือใหชุมน้ํา (rehydration) โดยแชสไลดเนื้อเย่ือในเอทานอล 100%, 
95% ตามลาํดับ 

6.3) ลางสไลดเนื้อเย่ือในน้าํไหลผาน 5 นาท ี

6.4) จุมสไลดเนื้อเย่ือลงในสีฮีมาทอกซิลิน (Mayer’s hematoxylin) นาน 5 นาที ถึง 7 
นาท ี

6.5) ลางสไลดเนื้อเย่ือในน้าํไหลผานนาน 15 วินาที ถึง 30 วนิาท ี

6.6) จุมสไลดเนื้อเย่ือในสีอีโอซนิ นาน 30 วินาที ถึง 60 วินาที 

6.7) ดึงน้ําออกจากสไลดเนื้อเย่ือในเอทานอล 95% และ 100% ตามลําดบั 

6.8) กําจัดเอทานอล โดยแชในไซลีน  

6.9) ปดสไลดดวยกระจกปดสไลด 

3.2.2  การอานผล 

เมื่อตรวจตัวอยางดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (light microscope) จะพบรอยโรคลักษณะรูพรุน 
(vacuolation) ของเนื้อสมองสวนนิวโรพิลและเซลลประสาท (ภาคผนวก ข รูปที่ ข3 และ ข4)  

อยางไรก็ดีการพบรูพรุนในสมอง อาจเกิดไดจากหลายสาเหตุ ดังนี้ 
ก. สภาพของเนื้อเย่ือไมเหมาะสม อันเนื่องมาจาก 

- การเปลี่ยนแปลงหลังตายและสภาพซากเนาเปอย (post-mortem changes and autolysis) 
- การแชแข็งตัวอยางกอนนําไปดอง (freezing) 
- เวลาและปริมาณน้ํายาดองในการแชตัวอยางไมเพียงพอ (inadequate fixation)  
- การฝงเนื้อเย่ือในพาราฟนที่รอน (high temperature paraffin) 
- การแชเนื้อเย่ือสมองในแอลกอฮอล 70% นานมากกวา 48 ช่ัวโมง   

ข. มีพยาธิสภาพ อันเนื่องมาจาก  
- โรคทางพันธุกรรม เนื่องจากมีความผิดปกติของขบวนการเมตาบอลิสมของกรดอะมิโน 
- สภาวะความผิดปกติในขบวนการเมตาโบลิสมของรางกาย เชน พยาธิสภาพของสมอง

เนื่องมาจากตับ (hepatoencephalopathy) 
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- สารพิษ เชน แอมโมเนียเฮกซะคลอโรฟน (ammonium hexachlorophene) 

3.3 วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี (immunohistochemistry method, IHC) 

หลักการของวิธีนี้ คือ การทดสอบโรคจากชิ้นเนื้อในระดับเนื้อเย่ือและยอมสีเซลลดวยวิธีวิทยาภูมิคุมกัน โดย
นําตัวอยางที่ตองการตรวจมายอยสลาย PrPc ดวยเอนไซมโปรตีเนสเค (proteinase K) แลวนําตัวอยางนั้น
มาผานกระบวนการยอมทาง IHC หลังจากนั้นจึงตรวจหา PrPsc โดยใชแอนติบอดีที่มีความจําเพาะตอพริ
ออนโปรตีน (PrP) และตรวจดูการติดสีเฉพาะของ PrPsc ดวยกลองจุลทรรศนชนิดแสงสวาง (ภาคผนวก ข 
รูปที่ ข5) วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมีเปนวิธีหนึ่งที่เปนที่ยอมรับวาเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) ที่กําหนดโดย
องคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ เนื่องจากสามารถตรวจหา PrPsc ในสมองได อีกทั้งเปนวิธีที่มีความ
ไวและความจําเพาะสูง ราคาไมแพง และสะดวก แตใชเวลาในการเตรียมตัวอยางนานกวาวิธีอ่ืนๆ  
3.3.1  วิธีการ 

1) การเตรียมเนื้อเย่ือ (tissue preparation) 

1.1) นําตัวอยางสมองสวนโอเบ็กซที่ดองใน บัฟเฟอรฟอรมาลิน 10% เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
ผานกระบวนการมาตรฐานในการเตรียมเนื้อเย่ือจนถึงข้ันเปน paraffin block 

1.2) นําตัวอยาง paraffin block มาตดัใหหนาประมาณ 3 µ ถึง 4 µ แลววางบน coated 
slide หรือ positive charge slide 

  2) การดึงพาราฟนออกจากเนื้อเย่ือและทําใหชุมน้ําอีกครั้ง   (deparaffinization and rehydration) 

2.1) อบสไลดเนื้อเย่ือที่อุณหภูมิ 60 0C นาน 30 นาท ี

2.2) แชสไลดเนื้อเย่ือในไซลนี 3 ครั้ง นานครั้งละ 2 นาที 

2.3) แชสไลดเนื้อเย่ือในเอทานอล 100% 3 ครั้ง นานครั้งละ 2 นาท ี

2.4) แชสไลดเนื้อเย่ือในเอทานอล 95% 3 ครั้ง นานครั้งละ 2 นาท ี

2.5) ลางสไลดเนื้อเย่ือในน้าํกล่ันนาน 5 นาท ี

2.6) ลางสไลดเนื้อเย่ือใน phosphate buffer saline (PBS) 3 ครั้ง นานครั้งละ 5 นาที 

3) การยอยสลาย PrPc  แชสไลดเนื้อเย่ือใน proteinase K ที่อุณหภูมิ 37 0C นาน 15 นาท ี

4) การเปดเอพิโทปโดยการนึ่งดวยความดันสูง (unmasking epitope with autoclave)  

4.1) ใสสไลดเนื้อเย่ือลงในกลองสเตนเลส เทน้ํากล่ันตมเดือดลงในกลองจนทวมสไลด
เนื้อเย่ือ ปดฝากลอง 

4.2) นํากลองดังกลาวใสในเครื่องนึ่งความดันสูง (autoclave) โดยตั้งความดันที่ 1 kPa 
อุณหภูมิ 121 0C นาน 20 นาที 

4.3) นําสไลดเนื้อเย่ือออกมาลางใน PBS 3 ครั้ง นานครั้งละ 5 นาท ี
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5) การกําจัดเอนไซมเปอรอ็อกซิเดสภายในเนื้อเย่ือ (quenching of endogenous peroxidase) 

5.1) แชสไลดเนื้อเย่ือในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.9% ในเมทานอล (0.9% 
H2O2 in methanol) นาน 5 นาท ีที่อุณหภมูิหอง 

5.2) ลางสไลดเนื้อเย่ือใน PBS 3 ครั้ง นานครั้งละ 5 นาที 

6) การระงับการเกิดปฏิกิริยาทีไ่มจําเพาะ (blocking non–specific reaction) ใหแชสไลดเนื้อเย่ือ
ใน ซีร่ัมสุกรปกต ิ5% (normal swine serum) ที่อุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ี 

7) การหยดแอนติบอดีปฐมภมูิ (apply primary antibody)  

7.1) นําสไลดเนื้อเย่ือวางในกลองที่มีความชื้น (moisture chamber) 

7.2) หยดแอนติบอดีที่จําเพาะตอ PrP ความเขมขน 1:800 บมที่ 37 0C นาน 4 ช่ัวโมง 
หรือใชความเขมขน 1:1000 บมที ่4 0C ทิ้งไวนานขามคืน (overnight) 

7.3) ลางสไลดเนื้อเย่ือใน PBS 3 ครั้ง นานครั้งละ 5 นาที 

8) การหยดแอนติบอดีทุติยภมูิ (apply secondary antibody)  

8.1) วางสไลดเนื้อเย่ือในกลองที่มีความชื้น  

8.2) หยด biotinylated anti-rabbit IgG antibody (ขวด A) บมที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาท ี 

8.3) ลางสไลดเนื้อเย่ือใน PBS 3 ครั้ง นานครั้งละ 5 นาที 

9)  การหยดคอนจูเกต (apply peroxidase conjugated streptavidin) 

9.1) วางสไลดเนื้อเย่ือในกลองที่มีความชื้น 

9.2) หยด peroxidase conjugated streptavidin (ขวด B) บมที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที   

9.3) ลางสไลดเนื้อเย่ือใน PBS 3 ครั้ง นานครั้งละ 5 นาที 

9.4) ลางสไลดเนื้อเย่ือในน้าํกล่ัน 2 ครั้ง 

10) การเกิดส ี(coloration) 
10.1) วางสไลดเนื้อเย่ือในกลองที่มีความชื้น 

10.2) หยดสารละลาย amino ethyl carbazol (AEC) (ขวด C) บมที่อุณหภูมหิอง นาน 5 นาท ี 

10.3) ลางสไลดเนื้อเย่ือ 2 ครั้ง ดวยน้ํากล่ัน  

11) การตรวจตัวอยางดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
11.1) ผนึกสไลด (mounting slide) โดยหยดน้ํายา glycergel  (mounting medium) 2-3 

หยดบนสไลดเนื้อเย่ือ แลวผนึกสไลดดวยกระจกปดสไลด  
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11.2) นําสไลดเนื้อเย่ือตรวจผลโดยกลองจุลทรรศน เปรียบเทียบกับสไลดควบคุมทั้งบวกและ
ลบ (positive control slide และ negative control slide) ซึ่งผานกระบวนการพรอมกบั
ตัวอยาง  

3.3.2 การแปลผล 
เปรียบเทียบรูปแบบการติดสีจําเพาะ (specific) กับติดสีไมจําเพาะ (nonspecific) ระหวางสไลดเนื้อเย่ือ
ตัวอยางที่ทดสอบกับสไลด positive control และ negative control  

ขอสังเกตบางประการสําหรับการติดสี positive 
- หากสไลดตัวอยางมี PrPsc จะพบ PrPsc ติดสีแดง (ภาคผนวก ข รูปที่ 5) 

- PrPsc ที่ติดสีตองอยูในเนื้อเย่ือสมองสวนนอก (grey matter) 
- PrPsc ที่ติดสีพบไดทั้งเปนแบบหยอมๆ (focal) และแบบกระจาย (diffuse) ลักษณะติดสีไปตาม

แนวยาว (linear form) ของแอ็กซอน (axon) หรือลักษณะเปนแกรนูล (granular form) รอบๆ 
เซลลประสาท 

3.4 การชันสูตรดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป 
การชันสูตรโรควัวบาแบบรวดเร็วมีหลายวิธี เชน วิธีเวสเทิรนบลอต (ภาคผนวก ง) วิธีอีไลซา ซึง่ปจจุบันมี
ชุดทดสอบสาํเร็จรูปของวิธีดังกลาวจําหนาย อยางไรก็ดใีหเลือกใชชุดสําเร็จรูปที่ไดรับการรับรองจากองคการ
โรคระบาดสตัวระหวางประเทศเทานัน้ หากการทดสอบใดใหผลสงสัย ตองชันสูตรซ้ําดวยวิธอิีมมูโนฮีสโต
เคมี  



มกอช. 10000-2549 
   

7

ภาคผนวก ก 
วิทยาการระบาด พยาธิกําเนิด และอาการของโรควัวบาในโค 

 
ก1. วิทยาการระบาด 

โรควัวบา หรือเรียกวาโรคสมองฝอ หรือโรคสมองพรุนในโค (bovine spongiform encephalopathy, BSE) 
อยูในกลุมของโรคสมองฝอติดตอ (transmissible spongiform encephalopathy, TSE) เปนโรคติดตอทาง
ระบบประสาทที่มีความรุนแรงถึงตายในโค โดยเฉพาะโคโตเต็มวัย และอยูในบัญชีโรคขององคการโรค
ระบาดสัตวระหวางประเทศ โรควัวบาสามารถติดตอถึงคนได พบวามีความสัมพันธกับโรคสมองฝอในคน 
(variant Creutzfeldt-Jakob’s disease, vCJD) โรควัวบาในโคมีรายงานเปนครั้งแรกเมื่อ พ.ศ. 2529 ที่
ประเทศสหราชอาณาจักร ตอมามีรายงานการตรวจพบในหลายประเทศในทวีปยุโรป แคนาดา ญี่ปุน 
สหรัฐอเมริกา และสวีเดน ประเทศไทยไดมีมาตรการตางๆ ในการปองกันโรควัวบามิใหเกิดข้ึนในประเทศ 
ตั้งแต พ.ศ. 2533  

สาเหตุของโรควัวบาเกิดจากโคกินอาหารที่ปนเปอนสารกอโรควัวบาที่เรียกวา พริออนโปรตีนที่เปลี่ยนแปลง
ไป (PrPsc) ซึ่งเปนอนุภาคโปรตีนขนาดเล็ก รูปรางคลายกิ่งไม (ภาคผนวก ข รูป ข6) มีเสนผาศูนยกลาง 12 
nm ถึง 16 nm น้ําหนักโมเลกุล 32 kDa ถึง 35 kDa มีคุณสมบัติพิเศษคือ ไมถูกทําลายดวยความรอนใน
ระดับหุงตมอาหาร ทนตอแสงอุลตราไวโอเลต การแชแข็ง การพาสเจอไรซ (pasteurization) การสเตอริไรซ 
(sterilization) และการยอยดวยเอนไซมโปรตีเอส แตถูกทําลายดวยความรอนอุณหภูมิ 133 0C ที่ความดัน 
3 kPa (หรือ 43.3 psi) เปนระยะเวลานาน 18 นาที หรือแชในสารละลายโซดาไฟ (2N NaOH) หรือ
โซเดียมไฮโปคลอไรท (NaHClO4) นานอยางนอย 1 ช่ัวโมง  

ก2. พยาธิกําเนิด 

เมื่อ PrPsc เขาสูรางกายโค จะเคลื่อนที่ไปที่เซลลประสาทและเหนี่ยวนํา PrPc   ที่ผนังเซลล ทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงรูปรางกลายเปน PrPsc และไปเหนี่ยวนํา PrPc อ่ืนๆ อีกใหกลายเปน PrPsc ไปเรื่อยๆ ซึ่ง PrPsc 
นี้จะเปนตัวทําลายเซลลประสาท (neuron) และทําใหเกิดพยาธิสภาพลักษณะรูพรุนคลายฟองน้ํา 
(spongiform) ที่เนื้อเย่ือสมองสวนนิวโรพิล (neuropil) สารกอโรควัวบาจะฟกตัวในโคนาน  
2 ป ถึง 8 ป ดังนั้นโคที่เปนโรคนี้สวนมากมักจะแสดงอาการเมื่ออายุประมาณ 24 เดือนข้ึนไป อยางไรก็ดีมี
รายงานพบโรควัวบาในโคอายุนอยที่สุด 19 เดือน และมากที่สุด 15 ป โคที่แสดงอาการแลวในที่สุดจะตาย
ทุกตัว  

ก3. อาการ 

อาการของโรควัวบาแบงเปน 2 กลุม คือ  
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ก3.1) กลุมอาการเฉพาะ (typical signs) โคแสดงพฤติกรรมผิดปกติ ไดแก กาวราว เตะถีบ แยกตัวออก
จากฝูง เปนตน ไวตอส่ิงกระตุน (hypersensitivity) โดยเฉพาะตอเสียง แสง และการสัมผัส มีการ
เคลื่อนไหวผิดปกติ ไดแก ขณะเดินขาทั้งส่ีจะทํางานไมประสานกัน โดยเฉพาะขาหลังไมมีแรง ลมแลวลุก
ไมได เปนตน  

ก3.2) กลุมอาการไมเฉพาะ (atypical signs) ไดแก น้ําหนักลด ผอม และตายโดยไมทราบสาเหตุ เปนตน 

เนื่องจากในปจจุบันยังไมมียารักษาและวัคซีนสําหรับปองกันโรคนี้ ดังนั้นวิธีที่ดีที่สุดในการควบคุมโรคนี้คือ 
ทําลายโคและผลิตภัณฑที่เปนโรคหรือสงสัยวาเปนโรค โรควัวบาจึงเปนสาเหตุของการสูญเสียทางเศรษฐกิจ
อยางมาก นอกจากนี้ยังสงผลกระทบในเรื่องการคาโคและผลิตภัณฑทั้งในและนอกประเทศ และไดกลายเปน
ปญหาสําคัญในเวทีการคาโลกดวย นอกจากนี้ปจจุบันวิธีการชันสูตรโรควัวบาในโคยังมีขีดจํากัด เนื่องจาก
ตองใชตัวอยางเนื้อสมอง จึงทําไดเฉพาะในสัตวตายแลวเทานั้น จนถึงขณะนี้ยังไมมีวิธีใดที่เปนที่ยอมรับใน
การชันสูตรโรคนี้ในสัตวมีชีวิต 

ก4. มาตรการเฝาระวัง 

พ.ศ.2533-2543 มีการชันสูตรโรควัวบา โดยตรวจวินิจฉัยจากโรคที่คลายกัน (differential diagnosis) 
ดวยวิธีทางจุลพยาธิวิทยากับเนื้อเ ย่ือสมองโคที่สงตรวจที่หองปฏิบัติการของ 
กรมปศุสัตวทั่วประเทศ  

พ.ศ.2544-2545 กรมปศุสัตวโดยสถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติรวมกับกองควบคุมโรคระบาดสัตว ไดทํา
โครงการนํารองสํารวจโรควัวบาทางหองปฏิบัติการ ในโคอายุตั้งแต 23 เดือนข้ึนไป  
ทั้งโคนม โคเนื้อ และโคขุน จากโรงฆาสัตว โดยเฉพาะโคที่แสดงอาการทางประสาท 
ทุกชนิด จํานวน 515 ตัวอยาง โดยดูรอยโรคในสมองโคทางจุลพยาธิวิทยาและตรวจหา 
PrPsc โดยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี ผลการสํารวจไมพบโรควัวบา 

พ.ศ.2546-2547 ดําเนินโครงการสํารวจโรควัวบาในประเทศไทยแบบมีกลุมเปาหมาย โดยเก็บตัวอยาง
สมองโคในแตละพ้ืนที่ทั่วประเทศตามหลักวิทยาทางระบาด โคกลุมเปาหมาย คือ  
โคนมอายุ 23 เดือนข้ึนไปที่สงโรงฆา โคขุนที่สงเขาโรงฆาเฉพาะจากฟารมที่มีประวัติ
การใหอาหารขน โคที่แสดงอาการปวยทางประสาท โคที่สงฆากะทันหัน หรือโคที่ถูกคัด
ทิ้งจากฝูงเพ่ือสงเขาโรงฆา จํานวนตัวอยาง (sample size) ตามที่ กําหนดโดย OIE  
มาชันสูตรดวยวิธีทางจุลวิทยาพยาธิและวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี สําหรับโครงการป พ.ศ. 
2546 การสํารวจไดส้ินสุดลงแลว มีตัวอยางที่ตรวจไปแลว 950 ตัวอยาง และใหผลลบ
ทั้งหมด ซึ่งขณะนี้โครงการยังคงดําเนินการอยางตอเนื่อง 

ก5. มาตรการปองกัน 

กรมปศุสัตวมีมาตรการปองกันโรควัวบาโดยการออกกฎกระทรวง และประกาศกรมปศุสัตว หลายฉบับ 
ภายใตพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ. 2499 ดังนี้ 
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พ.ศ.2533 ชะลอการนําเขาโคมีชีวิต เนื้อโคและผลิตภัณฑ จากประเทศสหราชอาณาจักร 

พ.ศ.2538 ชะลอการนําเขาโคมีชีวิตและผลิตภัณฑจากประเทศสหราชอาณาจักร และประเทศที่มีรายงาน
การเกิดโรควัวบา 

พ.ศ.2539 หามนําเขาอาหารสัตวที่มีสวนผสมของเนื้อปนกระดูกปน และเลือดของโค (meat and bone 
meal) ที่มีแหลงกําเนิดจากประเทศสหราชอาณาจักร 

พ.ศ.2540 หามนําอาหารสัตวที่มีสวนผสมของเนื้อปนกระดูกปนมาเลี้ยงสัตวเคี้ยวเอื้อง 
พ.ศ.2543 หามนําเขาเพ่ือขายซึ่งอาหารสัตวประเภทวัตถุที่ผสมแลว ที่มีสวนผสมของเนื้อ กระดูก และ

เลือดปนของสัตวที่มีแหลงกําเนิดจากสหภาพยุโรป และประเทศที่มีรายงานการพบโรค 
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ภาคผนวก ข 
ภาพประกอบการชันสูตรโรควัวบา 

 
 

 
รูปที่ ข1. แสดงวิธีการนาํโอเบ็กซ (obex) ออกจากกะโหลกผานทาง ฟอราเมนเมกนัม (คัดลอกภาพจาก 

OIE, 2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ข2.  แสดงตาํแหนงที่ตัดแบงเนื้อสมองสวนโอเบ็กซ  คือ 1, 2 และ 3 (คัดลอกจาก OIE, 2004) 
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รูปที่ ข3. ภาพทางจุลวิทยาพยาธิแสดงใหเห็นรูพรุนในเนื้อสมองสวนนิวโรพิล (vacuolation in neuropil) 

(กําลังขยาย 40 เทา ยอมดวยสี H&E) (เอ้ือเฟอภาพโดย สพ.ญ.จิรา คงครอง) 
 
 

 

 
 

รูปที่ ข4. ภาพทางจุลวิทยาพยาธิแสดงใหเห็นรูพรุนในเซลลประสาท (vacuolation in neuron) (กําลังขยาย 
100 เทา ยอมดวยสี H&E) (เอ้ือเฟอภาพโดย รศ. สพ.ญ. ดร. อัจฉริยา ไศละสูต) 
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รูปที่ ข5. ภาพทางจุลวิทยาพยาธิของเนื้อเย่ือสมองแสดงใหเห็น PrPsc ติดสแีดงของ ABC (กําลังขยาย 40 

เทา ยอมดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคม)ี (เอ้ือเฟอภาพโดย สพ.ญ.จิรา คงครอง) 
 
 
 

 
รูปที่ ข6.  ภาพทางจุลทรรศนอิเลคตรอนของเนื้อเย่ือสมองแสดงใหเห็น SAF Tubulofilamentous particle 

ของ PrPsc (คดัลอกภาพจาก Stack et al., 1996) 
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ภาคผนวก ค 
อุปกรณและการเตรียมสารละลายที่ใชในวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี 

ค1. อุปกรณและสารเคมี  
ค1.1 กลองเก็บความชื้น  

ค1.2 สารเคมี 
- xylene 
- 95% ethanol 
- absolute ethanol 
- hydrogen peroxide  
- methanol  
- proteinase K 
- phosphate buffer saline (PBS) 
- 1 M tris/HCl, pH 8.0   
- 0.1 M CaCl2 
- 5% normal swine serum   
- polyclonal rabbit anti–bovine PrP primary antiserum 
 (Neuro-center, Berne, Switzerland)  
- glycergel 

ค1.3 coated slide หรือ positive charge slide และ cover glass 

ค1.4 Dako kit ChemMateTM detection kit peroxidase/AEC ประกอบดวย 
- ขวด A biotinylated anti-rabbit IgG secondary antiserum 
- ขวด B peroxidase conjugated streptavidin 
- ขวด C substrate คือ amino ethyl carbazol (AEC) 

ค1.5 water bath  

ค1.6 autoclave (เครื่องนึ่งฆาเช้ือดวยความดัน) 

ค1.7 กลองจุลทรรศนแสงสวาง 

ค2. การเตรียมสารละลายที่ใชในวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี  
ค2.1 proteinase K (150 mg) 

1 M tris / HCl pH 8.0   7.5 ml 
0.1 M CaCl2      2.25   ml 
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proteinase K (14.7 mg/ml Roche 1373196)     51.0      µl 
distilled water  140.2   ml 
วิธีการ 

1) เปดเครื่อง water bath ที่อุณหภูมิ 37 0C 
2) ผสม tris/HCl, CaCl2 และน้ํากล่ันในขวดจาร (coffin jar) 
3) นําขวดจารไปใสใน water bath จนกระทั่งสารละลายมีอุณหภูมิ 37 0C 
4) เติม proteinase K ลงในขวดจาร เวลานาน 15 นาที 

ค2.2 0.9% H2O2 in methanol 
methanol 150 ml 
H2O2 (30%) 4.5 ml 

ค2.3 normal swine serum 5% 
PBS 4 ml 
normal swine serum 200 ml 

ค2.4 polyclonal rabbit anti–bovine PrP primary antiserum  
dilution 1:800 
PBS 50 ml 
primary antiserum 62.5 µl 
dilution 1:1000 
PBS 50 ml 
primary antiserum 50 µl 
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ภาคผนวก ง 
วิธี Western blot technique 

 

วิธี Western blot*  
ง1. วิธีการ 

1) ช่ังตัวอยางสมองสดสวนโอเบ็กซ ใหมีน้ําหนักประมาณ 500 mg (450 mg ถึง 700 mg)  

2) เติม homogenize buffer ลงในหลอดตัวอยาง ในอตัราสวน 1:10 (เนื้อเย่ือสมอง 500 mg : 
homogenize buffer 5 ml) 

3) บดตัวอยางโดยใชเครื่องบดละเอียด (homogenizer) และนําตัวอยางที่บดแลวใสใน master 
plate หลุมละ 1 ml ในกรณทีี่ยังไมทดสอบสามารถเกบ็ที่ –20 0C จนกระทั่งใชงาน 

4) เติม digestion buffer 10 µl และตัวอยางที่บดแลว 100 µl ลงใน 96 well digestion plate ทุก
หลุม 

5) เติม proteinase K ลงใน digestion plate ทุกหลุมๆ ละ 10 µl ผสมใหเขากันโดยการดูดขึ้นลง 
และอุนใน heat block ที่อุณหภูมิ 48 0C นาน 40 นาที 

6) เติมสารละลายหยุดปฏิกิริยาการยอย (digestion stop) ลงใน digestion plate ทุกหลุมๆ ละ 10 µl 

7) เติม PAGE sample buffer 100 µl ผสมใหเขากันโดยการดูดขึ้นลง และทําใหรอนใน 
homogenize buffer ที่อุณหภูมิ 96 0C นาน 5 นาที 

8) เตรียมชุดแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) โดยนํา 12% NuPAGE® เจล 
วางลงในชุดแยกโปรตีนดวยกระแสไฟฟา 

9) เติม SDS-MOPS running buffer ทวมขอบลางของแผนเจลเล็กนอย 

10) เติมตัวอยางควบคุม (control sample) 10 µl ในเจลหลุมแรก และ 10 µl ของตัวอยางที่เตรียม
ในขอ 7  ลงในเจลหลุมถัดไป ตัวอยางละ 2 หลุม 

11) เติม SDS-MOPS running buffer ลงในชองดานนอก (outer chamber) และชองดานใน (inner 
chamber) และเติม antioxidant เฉพาะชองดานใน 500 µl  

 

* อางอิงตามชุดทดสอบ Prionics®-Check Western ของบริษัท Prionic ซึ่งเปนชุดทดสอบที่ไดรับการ
รับรองจาก OIE (สารเคมีที่ใชในวิธีนี้ปรากฎในภาคผนวก ค ขอ 3) 
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12) ปลอยไฟฟากระแสตรงที่มีแรงดัน 200 V นาน 30 นาท ี จนกระทั่งแถบสีมวงหางจากขอบลาง
ของเจล 1 ml ถึง 2 ml 

13) แชแผน PVDF membrane ใน เมธานอล นาน 2 ถึง 3 วินาที หลังจากนั้นแชใน transfer buffer 
นาน 10 นาที  

14) นํา PVDF membrane วางบนกระดาษกรอง ซึ่งอยูบนฟองน้ําที่วางอยูบน cassette frame ของ 
transfer unit 

15) นําแผนเจลที่ไดจากขอ 12 ตัดสวนบนของเจล (stacking gel) และสวนลางของเจลใตแถบสีมวง
ออก แลวจึงนําเจลวางลงบนแผน membrane ในขอ 14 

16) วางกระดาษกรองลงบนเจล แลววางทับดวยแผนฟองน้ํา แลวจึงปดดวย cassette frame   

17) สอด cassette frame ลงใน transfer unit โดยใหเจลอยูข้ัวลบ (สีดํา) ซึ่งโปรตีนจะวิ่งจากขั้วลบไป
หาข้ัวบวก 

18) เติม transfer buffer ที่แชเย็น (4 0C) ลงใน transfer unit ใหทวม cassette frame  

19) ปลอยไฟฟากระแสตรงที่มีความดันขนาด 150 V นาน 1 ช่ัวโมง โดยใช transfer unit ที่มีระบบ
ควบคุมความเย็น (cooling system) ที่ 4 0C  

20) นําแผน membrane ออกจาก cassette frame แลววางในถาด ยอม membrane นาน 2 นาที ดวย 
1X Ponceau S บนแปนโยก (rocker) แลวใชปากกากําหนดตําแหนงของตัวอยางควบคุม 

21) ลางแผน membrane ดวย Tris buffered saline ผสม Tween 20 (TBST) จนกระทั่งสีหายไป  

22) แชแผน membrane ใน PVDF blocking buffer 50 ml นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง บนแปน
โยก 

23) แชแผน membrane ในสวนผสมของ 6H4 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 10 µl และ 50 ml ของ 
TBST เปนอัตราสวน 1:5000 อบที่อุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมง บนแปนโยก 

24) ลางแผน membrane ดวย TBST 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที  

25) แชแผน membrane ในสวนผสมของแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยอัลคาไลนฟอสฟาเตส (goat 
anti-mouse conjugated alkaline phosphatase) 10 µl และ TBST 50 ml (1:5000) และอบที่
อุณหภูมิหองนาน 30 นาที บนแปนโยก 

26) ลางแผน membrane ดวย TBST 5 ครั้งๆ ละ 5 นาที  

27) แชแผน membrane ใน luminescence buffer นาน 5 นาที 

28) วางแผน membrane บนแผนกระจก แลวเท CDP–Star® (CDP-Star ready to use) ลงบนแผน 
membrane และหุมกระจกดวยแผนพลาสติกใส (Saran foil)  
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29) ประกบแผน membrane กับฟลมเอ็กซเรย (ECL hyperfilm®) แลววางลงใน film cassette นาน 
5 นาที ถึง 20 นาที ลางฟลมและอานผล  

ง2. การแปลผล 
ตัวอยางที่ใหผลบวกมีลักษณะดังนี้ 

- พบ band ของ PrPsc หลังยอยดวย proteinase K 

- น้ําหนักโมเลกุลของ protease-resistant PrPsc จะมีขนาดลดลง (27 kDa ถึง 30 kDa) 

- พบรูปแบบ glycosylation pattern ของ PrPsc

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



มกอช. 10000-2549 
 

18

ภาคผนวก จ 
หนวย 

หนวยและสัญลักษณที่ใชในมาตรฐานฯ นี้ และหนวยที่ SI (International System of Units หรือ Le 
Système International d’ Unités; SI) ยอมรับใหใชได มีดังนี ้

 
ปริมาณ ช่ือหนวย สัญลักษณหนวย SI 

กรัม (gram) g 
มิลลิกรัม (milligram) mg มวล 

ไมโครกรัม (microgram) µg 
มิลลิลิตร (milliliter) ml ปริมาตร 

ไมโครลติร (microliter) µl 
ความยาว เซนติเมตร (centrimeter) cm 
อุณหภูม ิ องศาเซลเซียส  

(degree Celsius) 
˚C 
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