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NTcw   อ. ชวาง  จ. นครศรีธรรมราช 

NTht   อ. หัวไทร  จ. นครศรีธรรมราช  

NTlsk   อ. ลานสกา  จ. นครศรีธรรมราช 

NTrpb   อ. รอนพิบูลย  จ. นครศรีธรรมราช 

NTts   อ. ทุงสง จ. นครศรีธรรมราช 

NYm   อ. เมือง  จ. นครนายก 

PBm   อ. เมือง  จ. เพชรบุรี 

PBnyp   อ. หนองหญาปลอง  จ. เพชรบุรี 

PBm   อ. เมือง  จ. ปราจีนบุรี 

PBtp   อ. ทับพัด  จ. ปราจีนบุรี 

PCbmn  อ. บางมุนนาก  จ. พิจิตร 

PCm   อ. เมือง  จ. พจิิตร 

PJsry   อ. สามรอยยอด  จ. ประจวบคีรีขันธ 

PJm   อ. เมือง  จ. ประจวบคีรีขันธ 
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PLkcs   อ. เขาชัยศร  จ. พัทลุง 

PLm   อ. เมือง  จ. พทัลุง 

PLpb   อ. ปาบอน  จ. พัทลุง 

PLppy   อ. ปาโพยม  จ. พัทลุง 

Pm   อ. เมือง  จ. แพร 

PNbrk   อ. บางระกํา  จ. พิษณุโลก 

PNnm   อ. โนนมะปราง  จ. พิษณุโลก 

PRcd   อ. ชนแดน  จ. เพชรบูรณ 

PRls   อ. หลมสัก  จ. เพชรบูรณ 

PRm   อ. เมือง  จ. เพชรบูรณ 

PTkl   อ. คลองหลวง  จ. ปทุมธานี 

PTllk   อ. ลําลูกกา  จ. ปทุมธานี 

PTm   อ. เมือง  จ. ปทุมธานี 

PTns   อ. หนองเสือ  จ. ปทุมธานี 

PTtyb   อ. ธัญบุรี  จ. ปทุมธานี 

PYp   อ. ปง  จ. พะเยา 

RBbp   อ. บานโปง  จ. ราชบุรี 
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RBm    อ.เมือง  จ. ราชบุรี 

RBpt   อ. ปากทอ  จ. ราชบุรี 

RBptr   อ. โพธาราม  จ. ราชบุรี 

RNm   อ. เมือง  จ. ระนอง 

RYm   อ. เมือง  จ. ระยอง 

SBdc   อ. ดานชาง  จ. สุพรรณบุรี 

SBm   อ.เมือง  จ. สุพรรณบุรี 

SBspn   อ. สองพ่ีนอง  จ. สุพรรณบุรี 

SEkh   อ. ขุนหาญ  จ. ศรีสะเกษ 

SEktr   อ. กันทราลักษณ  จ. ศรีสะเกษ 

SHlb   อ. อินทรบุรี  จ. สิงหบุรี 

SKapt   อ.อรัญประเทศ  จ. สระแกว 

SKhy   อ. หาดใหญ  จ. สงขลา 

SKm   อ.เมือง  จ. สงขลา 

SKsd   อ. สะเดา  จ. สงขลา 

              SLm   อ. เมือง  จ. สกลนคร 

SMm   อ. เมือง  จ. สมุทรสงคราม 
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SNcb   อ. ชัยบุรี  จ. สุราษฎรธานี 

SNks   อ. เคียนสา  จ. สุราษฎรธานี 

SNps   อ. พระแสง  จ. สุราษฎรธานี 

SNws   อ. เวียงสะ  จ. สุราษฎรธานี 

SPbp   อ. บางพลี  จ. สมุทรปราการ 

SPm   อ. เมือง  จ. สมุทรปราการ 

SPppd   อ. พระประแดง  จ. สมุทรปราการ 

SPpsj   อ. พระสมุทรเจดีย  จ. สมุทรปราการ 

SRm   อ. เมือง  จ. สตูล 

SRrbr   อ. รัตนบุรี  จ. สุรินทร 

SRskp    อ. สิงขรภูมิ  จ. สุรินทร 

             SRsn   อ. สนม  จ. สุรินทร 

SSktb   อ. กระทุมแบน  จ. สมุทรสาคร 

SSm   อ. เมือง  จ. สมุทรสาคร 

STm   อ. เมือง  จ. สตูล 

SUkkl   อ. คลองไกลลาส  จ. สุโขทัย 
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SUkrm   อ. คีรีมาศ  จ. สุโขทัย 

SUm   อ.เมือง  จ. สุโขทัย 

SUsk   อ. สวรรคโลก  จ. สุโขทัย  

SUsn   อ. ศรีนคร  จ. สุโขทัย 

SUssn   อ. ศรีสัชนาลัย  จ. สุโขทัย  

SUssr   อ. ศรีสํารอง  จ. สุโขทัย 

TRhy   อ. หวยยอด  จ. ตรัง 

TRkt   อ. กันตรัง  จ. ตรัง 

TRpl   อ. ปะเลียน  จ. ตรัง 

TRrd   อ. รัษฎา  จ. ตรัง 

UBbt   อ. บุณฑริก  จ. อุบลราชธานี 

UBdud   อ. เดชอุดม จ. อุบลราชธานี 

UBvrc   อ. วารินชําราบ  จ. อุบลราชธานี 

             UDm   อ. เมือง  จ. อุตรดิตถ 

UDts   อ. ทองแสนขัน  จ. อุตรดิตถ 

UMhsp  อ. หัวตะพาน  จ. อํานาจเจริญ 



 น

UMm   อ. เมือง  จ. อํานาจเจริญ 

UTbr   อ. บานไร  จ. อุทัยธาน ี

UThk   อ. หวยขอด  จ. อุทัยธาน ี

UTth   อ. ทับทัน  จ. อุทัยธาน ี

UTm   อ. เมือง  จ. อุทัยธาน ี

YLbns   อ. บันนังสตา  จ. ยะลา 

YLm   อ. เมือง  จ. ยะลา 

YLrm   อ. รามัน  จ. ยะลา 

YSm   อ. เมือง  จ. ยโสธร  

 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

 
โรคพิษสุนัขบาเกิดจากเช้ือ rabies virus จัดอยูใน family Rhabdoviridae, genus lyssavirus 

เปน RNA virus ชนิด non-segmented negative single stranded RNA จัดอยูใน genotype1, 

serotype1  มีรูปรางเปน bullet-shaped และมี helical nucleocapsid (NC) หรือ ribonucleoprotein 

(RNP) อยูตรงกลาง สวนของ genome structure ประกอบดวย nucleocapsid protein (N), 

phosphoprotein (P), matrix protein (M), glycoprotein (G) และ RNA-dependent RNA 

polymerase(L) 2 

โรคพิษสุนัขบาสามารถพบไดในคนและสัตวเล้ียงลูกดวยนม   สัตวท่ีเปนพาหะนําโรคสวนมาก

คือ สุนัข จําแนกโรคตามอาการได 2 ลักษณะ คือ กลุมอาการ classic rabies หรือ furious rabies พบ

ได 80% โดยคนหรือสัตวท่ีติดเช้ือจะแสดงอาการผิดปรกติของการทํางานระบบประสาทอัตโนมัติ มี

น้ําลายมากผิดปรกติ  ซ่ึงเกิดจากการติดเช้ือในระบบประสาทอัตโนมัติ เชนใน hypothalamus, spinal 

cord และ autonomic ganglia ประมาณ 50-80% ของกลุมอาการ furious rabies จะมีอาการกลัวน้ํา 

(hydrophobia) เม่ือเขาสูระยะโคมามีอาการอัมพาต กลามเนื้อออนแรง กลุมอาการ paralytic rabies 

คนหรือสัตวท่ีติดเช้ือมีอาการกลามเน้ือออนแรง วินิจฉัยอาการทางคลินิกทําไดยากและมีอาการ

เสนประสาทและไขสันหลังอักเสบแบบฉับพลัน ในผูปวย paralytic rabies พบวา lymphocytes ไม

ตอบสนองตอ rabies virus antigen และมี serum cytokines เชน  interleukin - 6 และ soluble 

interleukin - 2  recepter ต่ํากวาปรกติ 15   
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วิธีการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในคนและสัตวสามารถทําไดหลายวิธี ไดแก การ การ

ตรวจหาเช้ือ หรือ antigen โดยวิธี Direct fluorescent antibody technique (DFA), Mouse 

inoculation technique (MIT), Tissue culture infection technique (TCIT), RT-PCR และ 

NASBA (Nucleic acid sequence based amplification) และ Real-time PCR โดยวิธีท่ีใชใน

หองปฏิบัติการศูนยปฏิบัติการโรคทางสมอง โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ซ่ึงเปนศูนยชันสูตรโรคในคนของ

กระทรวงสาธารณสุขไดแกวิธีทางอณูชีววิทยา NASBA, RT-PCR และ Real - time PCR ท่ีมีการ

พัฒนาข้ึนเพื่อตรวจหา RNA จากตัวอยางน้ําลาย  ปสสาวะ  น้ําไขสันหลังและเนื้อสมอง ซ่ึงเปนวิธีท่ีใช

ในการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในคนขณะท่ีผูปวยยังมีชีวิตอยู 36    

ปจจุบัน  Real - time PCR สามารถนําไปใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสอ่ืนๆ  เชน Dengue 

virus, Respiratory syncytial virus, Rift valley fever virus, ไวรัสใน genus lyssavirus รวมท้ัง

ไวรัสพิษสุนัขบา2, 9, 10, 19  ท้ังนี้เนื่องจากมีคุณสมบัติเดนคือ มีความรวดเร็วในการตรวจ (rapidity)  ความ

ไว (sensitivity)  และความจําเพาะ (specificity) สูง การตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาดวยวิธี TaqMan 

real-time one step RT-PCR ใชหลักการทํางานของ TaqMan probe หรือ exonuclease probe ซ่ึงมี

หนาท่ีในการสราง complementary strand DNA และเกิด การตัดสายของ probe ท่ีเกาะอยูในตําแหนง

คูสมจากปลาย 5’ ไปยังปลาย 3’ ทําใหสาร fluorescence ท่ีเปน reporter ซ่ึงเคยถายทอดพลังงานใหกับ 

quencher ถูกปลดปลอยออกมา และปลอยสัญญาณ (signal) จึงสามารถตรวจวัดได ในขณะท่ีมีการสราง 

DNA สายใหม 31 

 จากรายงานท่ีผานมาการตรวจวินิจฉัยเนื้อสมองสุนัขดวยวิธี TaqMan real-time PCR มีความ

รวดเร็ว (rapidity)และความจําเพาะ (specificity) สูงกวาวิธี hemi-nested PCR และ one step RT-

PCR จึงเหมาะสําหรับใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาและไวรัสหลายชนิดในกลุม negative-

stranded RNA viruses และ lyssavirus เปนตน 19  
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จากการศึกษาของ Hughes et al, 2004 19 พบวาวิธี TaqMan PCR ท่ีใชในการตรวจวินิจฉัย

เช้ือไวรัสพิษสุนัขบา  เม่ือมีการผันแปรทางพันธุกรรมของ target sequence  โดยเฉพาะในตําแหนงท่ี

เกิด mismatches ระหวาง primer และ/หรือ probe กับ target sequence จะมีผลตอปฏิกิริยา

amplification  การเกิด point mutation ในตําแหนงกลางของ probe จะมีผลตอการ binding อาจทํา

ใหผลการตรวจเปนลบได 10 

จากรายงานการศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล (Molecular epidemiology)ในตําแหนง 

nucleoprotein (N) gene ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา  ในเขตกรุงเทพมหานครและท่ัวประเทศไทย  โดย

การวิเคราะหรหัสพันธุกรรมของไวรัสจากตัวอยางสมองคนและสัตวจํานวน 239 ตัวอยาง  ท่ีแยกได 

ระหวางป ค.ศ.1998-2002 และจัดกลุม phylogenetic tree  มีการกระจายของกลุมไวรัสตางๆ มี

ความสัมพันธกับเขตภูมิประเทศจําเพาะ โดยท่ีสามารถจัดไวรัสไดเปน 2 กลุมใหญคือกลุม TH1 และ 

TH2 โดยกลุม TH1 แบงเปน 3 subgroups พบในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  ภาคเหนือ  

ภาคกลาง  กลุม TH2 แบงเปน 8 subgroups พบในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  ภาคเหนือ 

ภาคกลาง  ภาคตะวันตก  ภาคตะวันออก  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ ภาคใต 9 

 งานวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธี  TaqMan real-time one step RT-PCR โดยออกแบบ primers 

และ probe จากขอมูล sequence ของ N gene ของไวรัส 239 ตัวอยาง ท้ังนี้มีการจําแนกกลุมตาม

ความแตกตางทางพันธุกรรมของ N gene  9  จากนั้นทําการทดสอบโดยเปรียบเทียบกับลักษณะของ

การเกิด mismatch ของลําดับเบสในตําแหนงของ primer และ probe ท่ีใชในปฏิกิริยา TaqMan 

real-time one step RT-PCR ประโยชนท่ีไดรับคือสามารถนําวิธีนี้มาใชในการตรวจวินิจฉัยรวมกับ

วิธี DFA test ในตัวอยางสมองสุนัข ท่ีมักจะเกิดปญหาผลลบปลอมหากตัวอยางเนื้อสมองมีสภาพเนา 

หรือเก็บตัวอยางท่ีอุณหภูมิหองนานเกินกวา 24 ชั่วโมง  
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2. วัตถุประสงค 

 เพื่อประเมินวิธีการตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาดวยวิธี  TaqMan real – time one step RT- PCR 

3. คําถามการวิจัย 

Primers และ probe ในตําแหนง N gene ท่ีออกแบบสําหรับวิธี TaqMan real – time one step RT- 

PCR สามารถใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาจากเน้ือสมองสุนัขในประเทศไทยและประเทศ

เพื่อนบานไดหรือไม 

4. สมมติฐาน  

วิธี TaqMan real – time one step RT- PCR โดยใช primer และ probe ท่ีมีความจําเพาะ 

ในตําแหนง N gene  สามารถใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาท่ีพบในประเทศไทยและ 

 ประเทศเพ่ือนบานได 

5. คําสําคัญ  
rabies virus, diagnosis, real-time PCR, brain tissue, TaqMan probe 
 

6. ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย  

6.1  เพื่อประเมินประสิทธิภาพของ primer และ probe และขอจํากัดของการตรวจเช้ือไวรัสดวย  

        เทคนิค TaqMan Real-time PCR  

6.2  เพื่อประเมินผลลบปลอม (false negative) หากใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัย 

        โรคพิษสุนัขบาในประเทศไทย 

6.3 พัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพื่อสนับสนุนวิธีการตรวจมาตรฐาน DFA ท่ีใชในการตรวจหัวสุนขั

ท่ีติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา ท่ีอาจใหผลลบหรือผลบวกปลอม 

 



บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
โรคพิษสุนัขบา (Rabies) 

 โรคพิษสุนัขบาเปนโรคสมองอักเสบท่ีมีมาแตโบราณ เกิดจากการติดเช้ือไวรัส ในกลุม 

Lyssavirus ซ่ึงประกอบดวย 7 genotypes ไดแก rabies virus, lagos bat virus (LBV), Mokola 

virus (MOK), Duvenhage virus (DUV), European bat virus type 1 (EBV-1), European bat 

virus type 2 (EBV-2), and Australian bat virus (ABV) 27, 37 โรคพิษสุนัขบาท่ีเกิดจากไวรัสใน 

genotype ท่ี 1 หรือ classic rabies เปนกลุมสําคัญและทําใหเกิดโรคมากท่ีสุด ในประเทศดอยพัฒนา

ซ่ึงขาดความรูในการปองกันโรค โดยเฉพาะในเอเชีย 27  จากรายงานขององคการอนามัยโลก (WHO) 

ในป พ.ศ. 2541  มีผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบา 32,451 ราย ตอป (เฉพาะในประเทศอินเดีย 30,000 

คน) มีผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบามากกวา โรคไขเหลือง ไขเลือดออก และ ไขสมองอักเสบ  

ประชากรมากกวา 7 ลานคนท่ัวโลกตองไดรับการรักษาหลังจากถูกสุนัขติดเช้ือกัด ในประเทศท่ีดอย

พัฒนาความรุนแรงของโรคทวีมากข้ึนเนื่องจากขาดความตระหนักของสังคม ขาดการดูแลดาน

สุขอนามัยและการปองกันโรค และรัฐบาลไมไดตระหนักถึงแนวทางปองกันโรค ขอจํากัดในการตรวจ

วินิจฉัย  ความซับซอนของโรค  การอพยพของประชากรอยางรวดเร็ว  ไมมีการเก็บบันทึกขอมูลท่ี

ถูกตอง ทําใหขอมูลทางดานระบาดวิทยาไมนาเช่ือถือ 15   
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ไวรัสพิษสุนัขบา (Rabies Virus) 

เช้ือ rabies virus อยูใน family Rhabdoviridae  genus lyssavirus เปน RNA virus ชนิด 

non - segmented negative single stranded RNA จัดอยูใน genotype1 serotype 1 มีรูปรางเปน 

bullet-shaped ท่ีมี helical nucleocapsid (NC) หรือ ribonucleoprotein (RNP) อยูตรงกลาง มี

ขนาด กวาง 70 nm ยาว 200 nm สวนของ genome structure ประกอบดวย nucleocapsid protein 

(N), phosphoprotein (P), matrix protein (M), glycoprotein (G) และ RNA - dependent RNA 

polymerase (L) 16,17  ซ่ึง rabies virus จะมีการ replication, transcription และ translation ใน 

cytoplasm  และ release สวนของ   virion ออกนอกเซลล  มีองคประกอบในการ penetration อยู

บริเวณผิวและมี receptor หลายชนิดรวมท้ัง nicotinic acetylcholine, low-affinity nerve-growth-

factor receptors และ gangliosides ไวรัสในจีนัส lyssaviruses สามารถนํามาเล้ียงใน cell culture 

ในเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูกดวยนม เชน ไต  neuroblastoma cells และ Vero cells 30  

 

อาการทางคลินิค           

 อาการทางคลินิกแบงเปน 2 กลุมอาการคือ Classical rabies และ Nonclassical rabies ใน

กลุม  Classical rabies แบงเปน Classical furious และ Paralytic rabies โดยพบหลังการติดเช้ือ

จากสุนัขและแมว (genotype 1)  Nonclassical rabies พบหลังการติดเช้ือจากคางคาว (genotype 1, 

5, 6 หรือ 7) 15  อาการทางคลินิกของกลุม Classical rabies แบงเปน 5 ระยะคือ 1. Incubation 

period 2. Prodome 3. Acute neurological phase 4.Coma และ 5. Death 14, 17, 20  

 กลุมอาการ furious rabies พบได 80% ของท้ังหมด ระยะการดําเนินโรคโดยเฉล่ีย 5 วัน ใน

คนหรือสัตวท่ีติดเช้ือจะมีน้ําลายมากผิดปรกติ อาจมีน้ําตาไหล  หายใจลําบาก  มีอาการเกร็งท่ีกลามเนื้อ

คอ การติดเช้ือจะกระจายท่ัวไปในระบบประสาทอัตโนมัติทีตั้งแตใน  hypothalamus, spinal cord 
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และ autonomic ganglia มีอาการกลัวน้ํา (hydrophobia)  กลัวลม (aerophobia)   เม่ือเขาสูระยะ

โคมาจะมีอาการอัมพาตของกลามเนื้อ  การวินิจฉัย furious rabies ตองมีอาการครบท้ัง 3 ประการคือ 

1. Fluctuation of consciousness ผูปวยจะมีอาการสลับเปล่ียนระหวางสภาวะของการรูตัวท่ีปกติ กับ

อาการต่ืนเตนกระวนกระวายตอส่ิงเราไมวาจะเปนแสง  เสียง   เม่ือโรคทวีความรุนแรงข้ึนผูปวยอาจจะ

อาละวาดได  ระหวางท่ีผูปวยกลับอยูในสภาวะปกติจะสามารถพูดคุยได สภาพเชนนี้จะดําเนินไป

ประมาณ 2-3 วัน แลวผูปวยจะมีอาการซึมจนตอมาไมรูสึกตัว ในระยะ 24 ช่ัวโมงสุดทายเร่ิมมีความดัน

โลหิตตํ่า ชอ็ก  และอาจอาเจียนเปนเลือด  2. Phobic spasms ไดแก อาการกลัวน้ํา กลัวลม จะเห็นได

ชัดขณะท่ีผูปวยรูสึกตัวเทานั้น  เม่ือผูปวยเร่ิมซึมอาการนี้จะหายไป  3. อาการทาง Autonomic 

stimulation ไดแก อาการขนลุกเปนบางสวนหรือท้ังตัว รูมานตามีสภาพไมตอบสนองตอแสง และอาจ

ขยายเต็มท่ีหรือหดตัวเต็มท่ี เปนระยะส้ันๆ และท่ีสําคัญคือมี น้ําลายมากผิดปกติ  15, 17, 20 

 กลุมอาการ paralytic rabies มีอาการไมฉับพลันระยะการดําเนินโรคชา โดยเฉล่ียผูปวย

เสียชีวิตใน 11 วัน  ประมาณ  50 % ของผูปวยท่ีติดเช้ือมีอาการกลัวน้ํา  แขนขาออนแรง หรือมีอาการ

คลาย  Guillain Barre syndrome (GBS) ในกรณีท่ีไดรับเช้ือจากการกัดท่ีใบหนา กลามเนื้อในตา

และกลามเน้ือใบหนาออนแรง  การวินิจฉัยอาการทางคลินิกทําไดยาก  โดยมีอาการเสนประสาทและไข

สันหลังอักเสบแบบเฉียบพลัน lymphocyte ไมตอบสนองตอ rabies virus antigen รวมท้ังมี serum 

cytokines เชน interleukin-6 และ soluble interleukin - 2  recepter ระดับตํ่ากวาปรกติ 15, 16, 17, 20 

 

ระบาดวิทยา  

จากรายงานขององคการอนามัยโลกพบวามีผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบาจากท่ัวโลกประมาณ 

50,000 รายตอป 24  ในประเทศไทยถึงแมจะมีจํานวนผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบาลดลงจาก 200 คน

ในป พ.ศ.  2539   เหลือนอยกวา  26 คน ในป พ.ศ.  2549 แตมีจํานวนมากกวา 500,000 คน ท่ีถูก
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สุนัขกัดและตองไดรับวัคซีนเปรียบเทียบกับในป พ.ศ. 2534 ท่ีมีผูไดรับวัคซีนเพียง 90,000 คน 

[Ministry of Public health (MOPH) report ] ในประเทศไทยยังขาดการควบคุมสุนัขรวมท้ังการให

วัคซีนแกสุนัขยังไมเพียงพอ ดังเชน แนวทางควบคุมและปองกันโรคโดยการฉีดวัคซีนใหสุนัขในเขตตัว

เมืองครอบคลุม 60-78% ในจํานวนประชากรสุนัขท้ังหมด 600,000 ตัว ซ่ึงในป พ.ศ. 2545 การ

สํารวจพบสุนัขจรจัดในเขตชุมชน เขตกรุงเทพฯ และปริมณฑลยังพบวามีจํานวนมากท่ีไมไดรับวัคซีน 9 

จากรายงานการศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล (Molecular epidemiology) โดยใชตําแหนง 

N gene ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาในเขตกรุงเทพมหานครและจากหลายพื้นท่ีท่ัวประเทศ  จากการ

วิเคราะห nucleoprotein  sequences ของเช้ือไวรัสจากคนและสัตวท่ีเสียชีวิตจากโรคพิษสุนัขบา

จํานวน  239  ตัวอยาง ระหวางป 2541-2545  และนํามาจัดกลุม phylogenetic tree โดยสัมพันธกับ

ภูมิประเทศท่ีศึกษา พบวาสามารถจัดกลุมไวรัสไดเปน 2 กลุมคือ TH1 และ TH2 (รูปท่ี 1) โดยกลุม 

TH1 แบงเปน 3 subgroups พบในเขตภาคเหนือ ภาคกลาง  กรุงเทพมหานครและปริมณฑล  กลุม

TH2 แบงเปน 8 subgroups พบในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  ภาคเหนือ  ภาคกลาง  ภาค

ตะวันตก  ภาคตะวันออก  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ ภาคใต 9 

 

การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ  

วิธีการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาทางหองปฏิบัติการ ประกอบดวย  

1. Direct fluorescent antibody (DFA) เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชตรวจวินิจฉัยเนื้อสมองสุนัขโดยนํา

สวน brain stem, spinal cord, cerebellum และ hippocampus มาทํา impressions smear บน 

glass slide,  fixed ดวย acetone และยอมดวย fluorescein isothiocyanate ท่ี labeled ดวย 

polyclonal หรือ monoclonal antibody1   
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2. Mouse inoculation technique (MIT) เปนวิธีท่ีใชยืนยันผลจากวิธี DFA test ซ่ึงจะใชหนูในการ

ทดสอบ โดยฉีด 20% tissue suspension เขาสมองหนูอายุ 3-6 สัปดาห สังเกตอาการหลังจากฉีด 

หลังจากนั้นจึงตรวจหา viral antigen ในสมองหนูท่ีติดเช้ือ วิธีนี้ใชในการตรวจหาไวรัสท่ีมีปริมาณ

นอยและใชกับตัวอยาง DFA ท่ีใหผลเปน weakly positive หรือ  false-negative 29  

3. Tissue culture infection technique (TCIT) พัฒนาสําหรับการตรวจหา viral antigen มี

คุณสมบัติเหมือนกับวิธี MIT แตใชเวลานอยกวาแตเสียคาใชจายสูงกวา พบวาท้ังสองวิธีนี้มีขอจํากัดท่ี

ตัวอยางตองอยูในสภาพแชแข็ง -80 0C และไมมีส่ิงปนเปอนมิฉะนั้นจะใหผลลบปลอม 39   

4. วิธีทางอณูชีววิทยา โดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (RNA) ของไวรัส เพื่อใหมีความ

ไวในการตรวจมากข้ึน ซ่ึงปจจุบันไดมีการนําเทคนิคหลายชนิดมาใชในการตรวจ เชน Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 38, Nucleic acid sequence based 

amplification (NASBA)6 และ Real-time PCR 19, 38  ซ่ึงเทคนิคนี้มีขอดีกวาวิธี MIT และ TCIT 

คือใชระยะเวลาในการตรวจส้ันกวาและสามารถตรวจหาไวรัสท่ีมีปริมาณนอย และสามารถใชกับ

ตัวอยางท่ีหลากหลาย  เชน เนื้อสมอง  skin biopsy  น้ําลาย  น้ําไขสันหลัง  ปมรากผม และนํ้า

ปสสาวะ 6, 19, 38    

วิธีการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในผูปวยทางหองปฏิบัติการมีขอจํากัดดังนี ้ 

1. การหาระดับแอนติบอดี (antibody)  ดวยวิธี RFFIT ในตัวอยาง เลือด EDTA และนํ้าไขสันหลัง มี

ขอจํากัดคือ      มีความไวตํ่า โดยเฉล่ียใหผลบวกประมาณ 25%ของผูปวยในประเทศไทยท้ังหมดท่ีเปน

โรคพิษสุนัขบา ซ่ึงไมมีประวัติการไดวัคซีน และใหผลลบท้ังหมดในน้ําไขสันหลัง   

2. การตรวจตัวเช้ือไวรัสดวยวิธี virus isolation ในเซลลเพาะเล้ียง ในตัวอยาง น้ําลาย และเนื้อสมอง 

(brain, biopsy, autopsy, necropsy) มีขอจํากัดคือ ตัวอยางตรวจจะตองอยูในสภาพแชแข็ง

ตลอดเวลา  แตคนไขท่ีมีระดับ antibody ในเลือดมักใหผลลบตอการตรวจดวยวิธีนี้ในน้ําลาย   
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3. การตรวจ antigen ดวยวิธี fluorescent antibody technique (FAT)ในตัวอยาง กระจกตา  hair 

follicle ท่ีไดจากการตัดจากช้ินเนื้อบริเวณทายทอยท่ีติดปมรากผม (neck skin biopsy) และเนื้อสมอง 

มีขอจํากัดคือ การตรวจตัวอยางจากกระจกตามีความยุงยากในการเก็บตัวอยาง มีความไวตํ่ามาก และ

ใหผลบวกปลอมสูง   การตรวจหา  neck skin biopsy ใหผลบวกสูง(ประมาณ 60-80%) แตไม

สะดวกตอการปฏิบัติเนื่องจากตองใชน้ําแข็งแหงในการเก็บตัวอยางและตองใช frozen section และมี

การอานผลโดยใช FAT ซ่ึงตองมีความระมัดระวัง และความชํานาญสูง, สําหรับการตรวจจากเนื้อ

สมองมีความแมนยําและความจําเพาะสูงท่ีสุดแตตองตรวจภายใน 24 ชั่วโมง สําหรับประเทศไทยซ่ึงมี

อาการรวมของโรค 

 4. การตรวจดวยวิธีทางอณูชีววิทยา (molecular technique) โดยวิธี  RT-PCR  และ NASBA ใน

ตัวอยาง น้ําลาย  น้ําไขสันหลัง  น้ําปสสาวะ  เนื้อสมอง และ hair follicle มีขอจํากัดคือ ตองการความ

เช่ียวชาญและความระมัดระวังมาก และไวรัสอาจมี sequence ไมตรงกับ primer และ probe 37 ท่ีใช

ในการตรวจ 

 

หลักการ Real-time PCR  

 Real-time PCR หรือ Kinetics PCR เกิดจากการพัฒนาเทคโนโลยี 2 สวนใหญๆ คือ การ

พัฒนาเทคโนโลยีในการตรวจหา PCR products ในสารละลายโดยการใชสารเรืองแสง 

(fluorescence reporters) และการพัฒนาเคร่ือง Thermocycler มาเปนเคร่ือง real-time 

thermocycler โดยเปนแหลงกําเนิดแสงเพื่อไปกอใหเกิดการเรืองแสงของ PCR products และสวน

ตรวจวัดการเรืองแสงท่ีเกิดจาก PCR product ในหลอดปฏิกิริยา ดังนั้นการทํา real-time PCR จึงเปน

การเพ่ิมขยายปริมาณดีเอ็นเอ โดยท่ีสามารถตรวจวัดปริมาณ PCR product ท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้นๆ 
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ซ่ึงตางจาก conventional PCR ซ่ึงการตรวจวัด PCR products จะทําหลังจากปฏิกิริยาการเพิ่มขยาย

ส้ินสุดลง 12 

 

การตรวจวัด PCR product โดยใช probe ติดฉลากสาร fluorochrome 

 การใช probe ติดฉลากสาร fluorochrome โดยอาศัยเทคโนโลยีของ Fruorescence   

Resonance Energy Transfer (FRET) ในกรณีท่ีตองการความจําเพาะสูงเชน การบงช้ี single 

nucleotide mutations ใน DNA เปาหมาย ซ่ึงไมสามารถกระทําโดยการใช SYBR Green I Dye 

fluorochrome ตัวแรก เรียกวา quencher จะดูดซับพลังงานเอาไว และถายทอดพลังงานให 

fluorochrome  ตัวท่ีสอง เรียกวา reporter dye โดยไมสูญเสียพลังงานออกสูระบบภายนอก เม่ือ 

reporter molecule ไดรับพลังงานจาก quencher จะปลดปลอยพลังงานออกมาสูระบบภายนอกในรูป

ของแสง ซ่ึงสามารถตรวจวัดได เรียกปฏิกิริยานี้วา Fruorescence   Resonance Energy Transfer 

(FRET)  32, 35  การติดฉลาก fluorochrome เขากับตัว probe เพื่อใหเคร่ือง real-time PCR สามารถ

ตรวจจับสัญญาณเรืองแสง อันเกิดจากปฏิกิริยา FRET สามารถทําไดหลายลักษณะเชน 

 

1. Hybridization probe 

 โดยการใช oligonucleotide probe สายส้ันสองสาย โดยสายแรกติดฉลากท่ีปลาย 3’ ดวย 

fluorescein ทําหนาท่ีเปน quencher และสายท่ีสองติดฉลากดวยสาร Red 640 หรือ Red 705 เขาท่ี

ปลาย 5’ ของ oligonucleotide probe สายท่ีสองจะถูกปดดวย phosphate group เพื่อไมใหสามารถ

ทําหนาท่ีเปน PCR primer ได 22, 41  hybridization probe สามารถนํามาตรวจสอบ amplified 

products เพื่อบงช้ี single point mutation หรือ single nucleotide polymerization (SNP) ไดเปน

อยางดี ในขณะท่ี SYBR Green I ไมสามารถทําได 32 
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2. TaqMan probe 

      ใชคุณสมบัติ exonuclease activity ของเอนไซม Taq polymerase สามารถยอยดีเอ็นเอสายเด่ียว 

ขณะท่ี เอนไซม Taq polymerase สรางสายใหมของดีเอ็นเอจาก primerในแตละ PCR cycle เม่ือสาย

ใหมของดีเอ็นเอถูกสรางเขามาถึงตําแหนงท่ี Probe จับกับ template DNA สวน 5' nuclease activity 

ท่ีอยูในเอนไซม Taq polymerase จะยอยสายของ probe เนื่องจากเปนexonuclease ของเอนไซม Taq 

polymerase จึงเรียกช่ือ probe นี้วา TaqMan probes ซ่ึงในตอนแรกใชปดฉลากดวย radioisotope 

เชน 32P เม่ือ probe ถูกยอยดวย exonuclease จะทําใหไดชิ้นสวนท่ีถูกยอยหลุดออกมา ตรวจพบไดใน 

gel electrophoresis  ตอมากลุมนักวิจัยจาก Perkin-Elmer ไดใช Fluorescent dye แทน 

radioisotope ในการปดฉลาก TaqMan probe ท่ีตําแหนงปลาย 5' และท่ีปลาย 3' ของ probe ถูกปด

ฉลากดวย Fluorescence quencher ซ่ึงเปนตัวยับยั้งการใหสัญญาณของ Fluorescence dye ท่ีปลาย 5' 

ถา TaqMan probe นั้นมีความจําเพาะกับผลผลิต PCR ท่ีไดก็จะจับท่ีตําแหนงจําเพาะ เม่ือ Taq 

polymerase สรางสายใหมของดีเอ็นเอจาก primer ในแตละ PCR cycle เม่ือสายใหมของดีเอ็นเอถูก

สรางเขามาถึงตําแหนงท่ี Taqman Probe จับอยู สวน 5' nuclease activity ท่ีมีอยูในเอนไซม Taq 

polymerase จะยอยสายของ Taq-man probe ทําใหสวนของ quencher หลุดและ Fluoresecence ท่ี

ปลาย 5' สามารถสงสัญญาณออกมาวัดได เม่ือไมมี quencher  41 

 

3. Molecular beacons 

Molecular beacons real-time PCR เปน oligonucleotide probe สามารถบอก

ความจําเพาะของ nucleic acid 35  ใชในการตรวจหา genomic DNA sequences, single 

nucleotide polymorphisms (SNPs), messenger ribonucleotide acid (mRNA) expression 

levels และ DNA binding proteins 32  สวนของ fluorophore ติดอยูท่ีปลาย 5’ ของ stem และ non 

fluorescent quencher ติดอยูท่ีปลาย 3’ ของ stem โดย fluorophore และ quencher ใชในการ 
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label สวนของ probe  ซ่ึงประสิทธิภาพของ quencher วัดไดจาก quencher ท่ีถายทอดพลังงานและ

ไมถายทอดพลังงาน 22 

 

 
รูปท่ี 1 ปฏิกิริยาเคมีของ fluorogenic 5’ nuclease 

 

(1) Polymerization (2) Strand displacement (3) Cleavage (4) Polymerization complete   

 

การออกแบบ primer และ probe สําหรับใชงานใน TaqMan real - time PCR 

จากการศึกษาของ Hughes et al, 2004 19  พบวา TaqMan real - time PCR เปนวิธีท่ีมี

ความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) ในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบา ซ่ึงอาศัย

ความจําเพาะระหวาง TaqMan primer และ probe ในการ binding กับ target sequence  โดยการ

เกิด mismatches ระหวาง TaqMan primer และ probe sequence กับ target sequence มากกวา 4 

ตําแหนง มีผลตอปฏิกิริยา amplification ทําใหเกิด probe mismatches หรือ primer mismatches  

จากผลของ sequence variation จึงพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบารวมท้ังไวรัสใน genus 

lyssavirus โดยวิธี  TaqMan PCR  19 

 ในสวนของ N gene sequence สวน conserved ของ viral proteins เปนบริเวณเปาหมายที่

ใชในการออกแบบ primer 21 โดยเปรียบเทียบ sequence เพื่อดูความเหมือนและความแตกตางของ

เบส ใน genotype 1 (rabies virus) กับ genotype 3 (mokola virus) 37   มีเปอรเซ็นตความเหมือน
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ของเบส 80 เปอรเซ็นต โดยข้ันตอนในการออกแบบ primer หรือ probe ตอง hybridize กับ gene 

เปาหมาย19 ซ่ึงไมมีการเกดิ cross-hybridization ในการออกแบบส่ิงท่ีตองพิจารณาคือ conserve 

sequence ซ่ึงตองมีความคงตัวของเบส, คา melting temperature (Tm)  GC content  ความยาว 

primer และ  probe 21 

 

ประโยชนและการประยุกตใชงาน TaqMan real-time PCR 

TaqMan real-time one step RT-PCR เปนวิธีท่ีใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสในตัวอยาง

เนื้อเยื่อและของเหลวในรางกาย ซ่ึงมีความรวดเร็วและความจําเพาะ เปนเทคโนโลยีท่ีใชในการศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรม  มีประโยชนในการแยก rabies virus (genotype 1) ออกจากไวรัส 

genotype อ่ืนๆ 19, 37  Real-time PCR เปนเทคโนโลยีท่ีพัฒนาจาก PCR โดยใช fluorescence ใน

การตรวจหาปริมาณของ nucleic acid ซ่ึงปริมาณของ nucleic acid วัดไดจาก fluorescence ท่ีสูงข้ึน

ในชวง exponential phase 31 จากขอมูลดังกลาว TaqMan real-time PCR จึงนาจะมีคุณสมบัติท่ี 

สามารถนํามาประยุกตใชเปนเคร่ืองมือในการบงช้ีไวรัสพิษสุนัขบาสายพันธุใหมท่ีไมเคยมีรายงานใน

ประเทศไทยมากอน ดังเชนในกรณีของ CVS strain 9 ซ่ึงเปน laboratory fixed virus ซ่ึงเพิ่มจํานวน

ใน culture cells เปนจํานวนมากมายโดยพบวามีตําแหนง mismatch ท้ัง 3 สวนคือ forward primer 

1 ตําแหนง, reverse primer 1 ตําแหนง และ probe 4 ตําแหนง แตก็สามารถ amplify ได ท้ังนี้

เนื่องจากตําแหนงของ mutation จะพบนอยมากในตําแหนงของ primer  จึงมีความเปนไปไดท่ี

นํามาใชเปนเคร่ืองมือในการตรวจสอบไวรัสสายพันธุใหมท่ีเปน street strain ซ่ึงมีความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมและสามารถตรวจสอบข้ันตอไปได  โดยการนํา amplified product ท่ีไดไปทํา 

sequencing หรือ การใช variant-specific probe เปนตน 



บทท่ี 3 

วัสดุและวธิีการทดลอง 
 
 

1. ประชากรเปาหมาย 

  1.1  ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 1ไดแก RNA ของไวรัสท่ีสกัดแลวและเนื้อสมองสุนัขท่ี 

                เปนโรคพิษสุนัขบาท่ีไดจากสถานเสาวภา ซ่ึงทราบขอมูลพันธุกรรมจากผลงานวิจัย 

                กอนหนาในป พ. ศ.  2541-2545  9  และ laboratory fixed CVS strain 

1.2  ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 2 ไดแก  เนื้อสมองสุนัขท่ีผานการตรวจดวย  DFA ท่ีไดจาก 

        กรมปศุสัตวในป พ.ศ. 2548 – 2550  

1.3  ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 3 ไดแก  RNA ท่ีสกัดจากปมรากผม (S871)  น้ําลาย (U71  

 และ U121)  น้ําปสสาวะ (U156)  กระพุงแกม (U563)  เนื้อสมอง (U640)   

      ของผูปวยท่ีไดรับเช้ือ จากประเทศพมาและกัมพูชาในป พ.ศ. 2547 – 2549  

 2. ประชากรตัวอยาง 

  2.1  กลุมศึกษา (case) คือ เนื้อสมองสุนัขท่ีสกัดแลวและ RNA ของ fixed CVS strain  

  2.1.1 ตัวอยาง สมอง และ RNA ท่ีสกัดแลวของศูนยปฏิบัติการโรคทางสมองจํานวน 74 ตัวอยาง   

                  และ CVS strain 

  2.1.2 ตัวอยางช้ินเนื้อสมองสุนัขจากกรมปศุสัตวจํานวน 120  ตัวอยาง 
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2.2  กลุมควบคุม (control) 

  2.2.1  ตัวอยางจากเนื้อสมองสุนัขในกลุมท่ี 1 ท่ีมี sequence ตรงกับ primer และ probe 

                 และใหผลบวกดวยวิธี real - time PCR ท่ีคา crossing point อยูระหวาง 20-23 

                 ท่ี dilution 1:100 

  2.2.2  ตัวอยาง negative control ไดแก น้ํากล่ันหรือเนื้อสมองสุนัขท่ีไมติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา 

3. การเก็บชิ้นเน้ือ 

  ตัวอยางช้ินเนื้อสมองและ RNA ท่ีสกัดแลว จากสมองสุนัขเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -70 0C    

     จนกระท่ังนํามาทดลอง 

4. วิธีดําเนินการวิจัย 

  4.1 ออกแบบ primer และ probe โดยใช program "Primer Express" ของ ABI system 

         โดยอิงตามขอมูลของ rabies sequence ท่ีไดจาก street strain จากกลุมท่ี 1 

  4.2 ประเมินความเปนไปไดในการนํา primer และ probe จากขอ 4.1 นํามาใชกับตัวอยางท่ีได 

         จากประเทศไทย 

  4.3 จําแนกกลุม rabies virus จากตัวอยางท่ัวประเทศไทย 9 ตามความเหมือนหรือแตกตาง 

         ของรหัสพันธุกรรมในตําแหนง primer และ  probe ท่ีไดจากขอ 4.1  

   4.4 หา condition ท่ีเหมาะสมในการทํา TaqMan real - time one step RT- PCR  

   4.5 วิเคราะหผล  real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 1 โดยเปรียบเทียบกับลักษณะความเหมือน 

           และความแตกตางของ nucleotide ในตําแหนงของ primer และ probe วามีผลตอการจับ 

           ของ primer และ hybridization กับ probe อยางไร 
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    4.6  ทดสอบ sensitivityโดยใช synthesized RNA ท่ีมี dilution ในระหวางความเขมขนตางๆโดย 

          เร่ิมท่ี 8x105cp/µl และทํา tenfold dilution ตั้งแต 8x105 ถึง 0.8 cp/µl หรือ 

        4x106cp/ reaction ถึง 4 cp/ reaction 

  4.7  ทดสอบ specificity โดยใชตัวอยาง RNA ของไวรัสชนิดอ่ืน (CMV, HSV, VZV, EBV,  

         Enterovirus and Dengue virus) ท่ีความเขมขน 1x103 cp/µl   

  4.8   วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 2 เพื่อเปรียบเทียบกับผลของการตรวจ 

         ดวยวิธี DFA 

4.9   วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 3  

 5. การวิเคราะหขอมูล  

     5.1 ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 1 เปรียบเทียบผลการทดสอบกับรหัสพันธุกรรมในตําแหนง  

           primer และ probe 

   5.2 ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 2 เปรียบเทียบผลการทดสอบกับผลการตรวจดวยวิธี DFA 

   5.3 ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 3 เปรียบเทียบผลการทดสอบกับตัวอยางในประเทศไทย 

    5.4 เปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของ rabies virus ท่ีพบในประเทศไทยและประเทศเพ่ือนบาน 

             เพื่อประเมินความนาจะเปนไปไดในการตรวจวัดดวย primer และ probe ท่ีทดสอบ 

 

 

 



บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 

1. ออกแบบ primer และ probe โดยใช program "Primer Express" ของ ABI system 

    โดยอิงตามขอมูลของ rabies sequence ท่ีไดจาก street strain 

  เม่ือออกแบบ primer และ probe ในชวง region 1211 ถึง 1300 ของ pasture RV N gene 

(GenBank accession no. M13215) มี sequence ท่ีออกแบบดังนี้  

forward primer (1129F 5’-CTGGCAGACGACGGAACC-3’) 

fluorescent probe (RB probe 5’-TCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGG-3’) 

reverse primers  (1218R 5’-GGCTGTCTATACTCGAATCATG-3’) 

2.  ประเมินความเปนไปไดในการนํา primer และ probe  ใชทดสอบกับตัวอยางท่ีไดจากประเทศไทย 

 เม่ือศึกษา rabies sequence 239 ตัวอยางท่ัวประเทศไทยจากรายงานการวิจัยกอนหนา 9 

โดยเปรียบเทียบกับ primer และ probe ท่ีออกแบบเพื่อนําไปใชในการตรวจวินิจฉัยในปฏิกิริยา 

 real-time PCR พบวา primer และ probe ท่ีออกแบบสามารถใชเปนตัวแทนในการ 

ตรวจวินิจฉัยตัวอยางในแตละกลุมได    ดูไดจากผลบวกท่ีเกิดช้ึนจากการทํา real-time PCR   

agarose gel electorphoresis และคา crossing point (CT) 

3.  จําแนกกลุม rabies virus จากตัวอยางท่ัวประเทศไทย 9 ตามความเหมือนหรือแตกตาง 

      ของรหัสพันธุกรรมในตําแหนง primer และ  probe  

 จากผลการศึกษา N gene sequence alignment ของตัวอยาง rabies sequence 239 ตัวอยาง ท่ัว

ประเทศไทย 9 ทําใหสามารถจัดกลุม rabies virus ตามความเหมือนหรือแตกตางของรหัส พันธุกรรม

ในตําแหนง primer และ probe ไดเปน 8 กลุม คือ กลุม 1 กลุมท่ีมีลําดับเบสเหมือนกัน (168 ตัวอยาง
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นํามาตรวจ 26 ตัวอยาง)  กลุม 2 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer (25 ตัวอยาง

นํามาตรวจ 22 ตัวอยาง)  กลุม 3 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe (29 ตัวอยางนํามาตรวจ 

10 ตัวอยาง) กลุม 4 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง reverse primer (7 ตัวอยางนํามาตรวจ 6 

ตัวอยาง) กลุม 5 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ probe (2 ตัวอยางนํามา

ตรวจ 2 ตัวอยาง) กลุม 6 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ reverse primer 

(2 ตัวอยางนํามาตรวจ 2 ตัวอยาง) กลุม 7 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe และ reverse 

primer (6 นํามาตรวจ 6 ตัวอยาง) และ กลุม 8 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันท้ังสามตําแหนงคือ forward 

primer, probe และ reverse primer 2 ตัวอยางคือ laboratory fixed CVS strain และ Pasteur  

virus strain (PV) นํามาตรวจ 1 ตัวอยางคือ CVS ซ่ึงเปนไวรัสสายพันธุท่ีใชในหองปฏิบัติการและไม

พบในประเทศไทย  

4.  Condition ท่ีเหมาะสมในการทํา TaqMan real - time one step RT- PCR 

  โดยทดสอบ condition ตาม Qiagen kit และศึกษาจากงานวิจัยกอนหนา 19, 38 

มี condition ท่ีเหมาะสมดังนี้ 

Reverse transcription ที่ 50 oC เปน เวลา 20 นาที จํานวน 1 รอบ,  

HotStar Taq DNA polymerase activation (1) 95 oC เปนเวลา 15 นาที  จํานวน 1 รอบ,   

Denaturation ที่ 95 oC เปนเวลา 0 วินาที จํานวน  45 รอบ, 

Annealing ที่ 60 oC เปนเวลา 60 วินาที จํานวน 45 รอบ,  

Cooling ที่ 50 oC  เปนเวลา 30 วินาที  จํานวน 1 รอบ. 
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5. การวิเคราะหผล real-time  PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 1    

 มีวัตถุประสงค เพื่อประเมินคุณภาพของ primer และ probeโดยนํา ตัวยางเนื้อสมองสุนัข และ 

laboratory fixed CVS strain  ซึ่งเปนตัวแทนในการทดลองท้ังหมด 75 ตัวอยาง จัดอยูในกลุมยอย 

1-7 จํานวน 74 ตัวอยาง และอยูในกลุมยอย 8 จํานวน 1 ตัวอยาง ซ่ึงในตัวอยางกลุมยอย 1-8 จัดอยูใน 

genotype เดียวกันในการจัดกลุมยอยดูไดจาก sequence mismatches ในตําแหนง primer และ 

probe ในกรณีของCVS ท่ี probe ไมสามารถจับกับ sequence ของดีเอ็นเอเปาหมายได ผลการทดลอง

ท่ีไดใหผลลบปลอมในการตรวจวินิจฉัย  แตอยางไรก็ตามสามารถ amplify ไดจาก primer โดยให

ผลบวกในการทดสอบดวยวิธี gel electrophoresis  

  

  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 21

1. กลุมท่ีมีลําดับเบสเหมือนกัน 

 
                           

 
 
รูปท่ี 2 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 1 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                   Probe                                                                           Reverse primer       
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รูปท่ี 3 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 1 (ตอ) 
                     

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                    Probe                                                                        Reverse primer 
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รูปท่ี 4 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 1 (ตอ) 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                    Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 1 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 1 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 26 ตัวอยาง 
 

 Sample No. RNA (µg/µl) CT value Results 
86SPm 0.183 13.91 Positive 
151SBdc 0.187 15.81 Positive 
207 SSm 0.357 13.26 Positive 
282 NRpc 0.206 13.93 Positive 
283 NRpm 0.111 17.80 Positive 
288 NRbl 0.146 21.78 Positive 
294 CPm 0.065 15.58 Positive 
295 CPksb3 0.056 20.96 Positive 
303 KJtmk 0.120 13.00 Positive 
304 NPbl 0.034 15.79 Positive 
306 RBptr 0.041 14.03 Positive 
307 RBptr 0.032 14.10 Positive 
308 KJm 0.037 16.56 Positive 
313 PBnyp 0.038 14.97 Positive 
316 SMm 0.059 14.45 Positive 
317 SBspn 0.016 16.97 Positive 
318 KJtmk 0.028 15.96 Positive 
319 PBm 0.053 14.03 Positive 
332 SBm 0.061 15.43 Positive 
408SKhy 0.051 13.09 Positive 
511NTts 0.128 17.91 Positive 
513PLM 0.098 13.23 Positive 
603 KBlt 0.074 13.35 Positive 
608 SRm 0.089 18.12 Positive 
773 CMcp 0.066 12.75 Positive 
774 NNm 0.136 13.52 Positive 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



 25

2. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer 

 
 
 
รูปท่ี 5  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 2 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

      Forward primer                                    Probe                                                                      Reverse primer 
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ตาราง 2 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 2 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR  22 ตัวอยาง 
 

Sample No. RNA (µg/µl) CT value Results Mismatches 
23SPppd 0.090 15.43 Positive 12(T), 15(G) 
HM65BK 0.122 15.77 Positive 15(G) 
67 PTtyb 0.040 15.59 Positive 1(A) 
89 PTtb 0.091 15.13 Positive 15(G) 
95 NBtn 0.036 14.64 Positive 15(G) 
112 PTtyb 0.058 15.79 Positive 15(G) 
125 SSktb 0.070 13.15 Positive 15(G) 
133 SSm 0.162 13.85 Positive 3(T) 
157 PJsry 0.076 15.69 Positive 15(G) 
176 SSktb 0.027 15.56 Positive 15(G) 
187 SSm 0.017 15.89 Positive 15(G) 
191 AYs 0.041 12.62 Positive 15(G) 
215 NPncs 0.021 16.83 Positive 15(G) 
228 NBtn  0.071 14.88 Positive 15(G) 
232 NPsp 0.072 15.77 Positive 15(G) 
237 NNm 0.027 16.29 Positive 12(T) 
C267 BKbkn 0.031 13.49 Positive 15(G) 
276 BKpv 0.050 14.83 Positive 12(T) 
334 PJsry 0.026 15.28 Positive 15(G) 
493 RNm 0.113 12.61 Positive 15(G) 
495 RNm 0.222 13.56 Positive 15(G) 
501 RNm 0.338 14.17 Positive 15(G) 
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3. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe 

 
 
 
 
รูปท่ี 6 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 3 

 
 

 

 

 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                    Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 3 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 3 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 10 ตัวอยาง 
 

Sample No. RNA(µg/µl)  CT value Results Mismatches 
296CPksb 0.073 14.96 Positive 11(C) 
413 SKhy 0.235 22.11 Positive 13(G) 
424 PN 0.033 15.25 Positive 30(A) 
426 PN 0.090 21.45 Positive 30(A) 
500 SNks 0.367 14.99 Positive 23(T) 
690 NKsps 0.267 17.77 Positive 11(C) 
691 NKbk 0.311 16.72 Positive 11(C) 
695 LAck 0.121 19.58 Positive 23(T) 
766_cn4 0.110 14.75 Positive 11(C) 
769_cn4 0.111 15.92 Positive 11(C) 
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4. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง reverse primer   

 
 
 
รูปท่ี 7 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 4 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

      Forward primer                                   Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 4 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 4 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 6 ตัวอยาง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sample No. RNA (µg/µl) CT value Results Mismatches 
22CBkhm 0.050 15.35 Positive 7(T) 
26NPpmt 0.047 16.14 Positive 14(G) 
62 SPbp 0.075 16.12 Positive 4(C) 
S241CL 0.050 25.87 Positive 7(T) 
C271BKrtv 0.205 17.09 Positive 2(A) 
277 BKkt 0.096 18.10 Positive 1(A) 
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 5. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ probe               

 
 
 
รูปท่ี 8  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 5 
  
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                Probe                                                                            Reverse primer 
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ตาราง 5 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 5 นําตรวจดวยวธีิ TaqMan real-time PCR 2 ตัวอยาง 
 
Sample No. RNA(µg/µl)  CT value Results Mismatches 

forward primer probe 
53SPppd 0.054 15.36 Positive 12(T),18(G)  P7(G) 
156PTns 0.051 18.35 Positive 15(G),  23(T),29(T)
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6. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ reverse primer 

 
 
 
รูปท่ี 9 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 6 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                    Probe                                                                       Reverse primer 
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ตาราง 6 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 6 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 2 ตัวอยาง 
 

Sample No. RNA(µg/µl)  CT value Results 
Mismatches 

forward primer reverse primer
91PTns 0.053 14.64 Positive 1(T) 14(A)
807UDts 0.058 14.56 Positive 12(T) 10(C)
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7. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe และ reverse primer 

 
 
 
รูปท่ี 10  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 7 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

      Forward primer                                   Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 7 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 7 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 6 ตัวอยาง 
 

 Sample No. RNA(µg/µl)  CT value Results 
Mismatches 

probe reverse primer
778LBtv 0.115 21.20 Positive 2(T) 7(T) 
779NSly 0.024 17.93 Positive 2(T) 7(T) 
800 Udm 0.017 15.93 Positive 14(T) 10(C)
804 UDm 0.026 15.52 Positive 14(T) 10(C)
806 PNnm 0.090 18.24 Positive 14(T) 10(C)
814 UDm 0.064 15.27 Positive 14(T) 10(C)
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8. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer, probe และ reverse primer 

 
 
 
รูปท่ี 11  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 8 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                 Probe                                                                          Reverse primer 
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ตาราง 8 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 8 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 1 ตัวอยาง 

Sample RNA (pg/µl) Results Mismatches 

forward primer probe reverse primer
CVS 0.04 Negative 9(T) 5(C),20(C), 

23(T),29(T) 
1(A) 
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                       รูปท่ี 12  การตรวจวนิิจฉัย CVS ดวยวิธี TaqMan real-time PCR ใหผลลบ 
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รูปท่ี 13 การวิเคราะห CVS  ดวยวิธี  Agarose gel electrophoresis 

แสดงวา primer สามารถจับ target gene ได และสามารถ amplify ไดจากปฏิกิริยา PCR
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6. การตรวจวัด sensitivity   

   โดยเม่ือนํา standard rabies RNA(synthesized) ท่ีความเขมขน  8x105 cp/µl ทํา tenfold 

dilution ตั้งแต 8x105 ถึง 0.8 cp/µl หรือ 4x106 cp/ reaction ถึง 4 cp/ reaction จากนั้นนํา 

standard ท้ังหมด 7 dilution ทํา real-time PCR ไดผลการทดลองดังตารางท่ี 9, รูปท่ี 14 และ 15 
 
ตาราง 9แสดงผลการตรวจวดั sensitivity 

Rabies RNA 

synthesized(Conc) 

Tenfold 

dilution 

Crossing 

Point 

Cal. copy Standard 

1. 4x106 cp/ reaction 

2. 4x105 cp/ reaction  

3. 4x104 cp/ reaction 

4. 4x103 cp/ reaction 

5. 4x102 cp/ reaction  

6. 40 cp/ reaction 

7. 4 cp/ reaction 

9. Neg 

undiluted 

1:10 

1:102 

1:103 

1:104 

1:105 

1:106 

- 

17.54 

20.74 

24.08 

27.36 

30.56 

34.23 

36.96 

- 

3.71E6 

4.11E5 

4.06E4 

4.15E3 

4.51E2 

3.52E1 

4.00E0 

- 

4.00E6 

4.00E5 

4.00E4 

4.00E3 

4.00E2 

4.00E1 

4.00E0 

- 

 
 

ผลการวิเคราะห      

จากการทดสอบโดยใช standard rabies RNA(synthesized) พบวาวธีิท่ีใชมีความไวในการ

ตรวจวดัปริมาณไวรัสเทากับ0.8 cp/µL หรือ 4 cp/reaction  แสดงวาการตรวจวินิจฉัย rabies virus 

ดวยวิธี TaqMan real-time one step RT-PCR มีความไวในการตรวจวินจิฉัย rabies virus ท่ีมีความ

เขมขนต้ังแต  0.8 cp/µL หรือ 4 cp/reaction ข้ึนไป และมีความไวสูงเพียงพอท่ีจะใชในการวินิจฉัย

ยืนยนัการติดเช้ือไวรัสจากเนื้อสมองสุนัขเม่ือเทียบกับงานวิจยัท่ีเคยมรีายงาน (limit of detection 105.6 

dilution) 19 
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                     รูปท่ี 14 กราฟแสดงผลการตรวจวดัคา  sensitivity ดวยวธีิ Real – time PCR 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

            รูปท่ี 15 กราฟแสดงคา standard curve ระหวาง crossing point และ log concentration 
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7. การตรวจวัด specificity  

             นําตัวอยาง CMV, HSV, VZV, EBV, Enterovirus และ Dengue virus ทดสอบ

ความจําเพาะกับ primer และ probe ท่ีออกแบบเพื่อใชในการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี TaqMan real-time 

one step RT-PCR ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 16 

 
ผลการตรวจวดัคา specificity   

 จากผลการทดลองพบวา primer และ probe ท่ีออกแบบมีความจําเพาะกับ rabies virus 

เทานั้น สําหรับตัวอยาง CMV, HSV, VZV, EBV, Enterovirus และ Dengue virus ใหผลลบใน

การตรวจวินิจฉัย แสดงวาชุดตรวจวินิจฉัย TaqMan real-time one step RT-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นมี

ความจําเพาะตอ rabies virus โดยไมทําใหเกิดปฏิกิริยากับไวรัสกลุมอ่ืนๆท่ีทําใหเกิดโรคสมองอักเสบ 

(encephalitis) 

is CMV  
is  HSV  
is VZV  
is  EBV  
is Enterovirus
is  Dengue virus  

รูปที ่16 กราฟแสดงผลการตรวจวดัคา  specificity  ดวยวธีิ Real – time PCR
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8.  วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 2   

 มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ primer และ probe  โดยการตรวจวินิจฉัยไวรัส

พิษสุนัขบาในสมองของสัตวตางๆท่ีผานการตรวจดวย DFA ท่ัวประเทศไทย 120 ตัวอยาง  ตัวอยางได

จากกรมปศุสัตวระหวางป พ.ศ. 2548-2550  โดยมีตัวอยางจากภาคเหนือ 20 ตัวอยาง  ภาคใต 10 

ตัวอยาง   ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 13 ตัวอยาง และ ภาคตะวันออก 77 ตัวอยาง  ซ่ึงผลการตรวจตรงกับ

ผลการตรวจดวย DFA โดยตัวอยางท่ีใหผลบวกและลบ รวมถึงคา CT value ปรากฏในตารางท่ี 10-15 
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ตาราง  10 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคเหนือ 20 ตัวอยาง 

Locate Sample No. Date Host species FAT result CT value 

Northern  

Thailand 

3LPmt 12/08/05 Dog Negative Negative 

6LPm 04/11/05 Cervine Negative Negative 

8SUsn 11/11/05 Elephant Negative Negative 

12 LPm 22/12/05 Cat Negative Negative 

21CRp 22/02/05 Dog Negative Negative 

22LPAm 06/03/06 Hamster Negative Negative 

25 LPm 11/04/06 Guinea pig Negative Negative 

28Pm 03/05/06 Cat Negative Negative 

41CMcd 04/08/06 Rabbit Negative Negative 

44CMm 14/09/06 Goat Negative Negative 

46LPm 22/09/06 Cow Negative Negative 

50MHms 15/11/05 Dog Positive 20.95 

51 MHms 01/12/05 Dog Positive 20.56 

52 MHsm 22/12/05 Dog Positive 22.26 

53 MHsm 23/12/05 Dog Positive 29.91 

54 MHms 23/01/06 Dog Positive 17.73 

55CMog 29/01/06 Dog Positive 19.31 

56 CMog 02/03/06 Dog Positive 19.23 

57 CMog 01/06/06 Dog Positive 20.17 

58 CMog 08/09/06 Dog Positive 20.09 
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ตาราง 11 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคใต 10 ตัวอยาง 

Locate Sample No. Date Host species FAT result CT value 

Southern  

Thailand 

1TRhy 21/08/06 Dog Negative Negative 

2NTts 11/03/06 Dog Negative Negative 

3STws 26/03/06 Dog Negative Negative 

4NTcw 11/05/07 Dog Negative Negative 

5PLpb 12/06/06 Dog Positive 17.96 

6NTcp 17/08/06 Dog Positive 17.71 

7PLm 07/09/06 Dog Positive 18.21 

8NTrpb 24/08/06 Dog Positive 15.54 

9PLm 18/01/07 Dog Positive 18.61 

10 NTrpb 06/03/07 Dog Positive 17.23 
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ตาราง 12  การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออกเฉียงเหนอื 13 ตัวอยาง 

Locate Sample No. Date Host species FAT result CT value 

Northeast 

Thailand 

1NLns 21/05/07 Dog Negative Negative 

2 NLns 21/05/07 Dog Negative Negative 

3 NLns 21/05/07 Dog Negative Negative 

4 NLns 21/05/07 Dog Negative Negative 

5LYtl 21/05/07 Dog Negative Negative 

6KKp 17/05/07 Dog Negative Negative 

7KKksk 17/05/07 Dog Negative Negative 

8KKwn 17/05/07 Dog Negative Negative 

9KKwn 17/05/07 Dog Negative Negative 

10KKppm 22/05/07 Dog Negative Negative 

11KKnp 22/05/07 Dog Negative Negative 

12KKubr 22/05/07 Dog Negative Negative 

13KKubr 22/05/07 Dog Negative Negative 
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ตาราง 13 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออก 77 ตัวอยาง 

Locate Sample No. Date Host species FAT result CT value 

Easthern  

Thailand 

1NNm 12/01/07 Dog Positive 20.50 

4CCbpk 18/01/07 Dog Positive 22.05 

7RYm 26/01/07 Dog Positive 20.34 

8CBsrc 30/01/07 Dog Positive 22.30 

11CBpnnk 06/02/07 Dog Positive 23.68 

16CBsh 06/03/07 Dog Positive 16.08 

18CBpnnk 15/03/07 Dog Positive 17.86 

21RYm 23/03/07 Cat Positive 22.58 

23CBpnnk 26/03/50 Dog Positive 21.62 

26RYm 16/02/06 Dog Positive 22.75 

26CBsh 20/04/07 Dog Positive 23.49 

27RYm 10/02/06 Dog Positive 21.45 

27RYm 03/05/07 Dog Positive 23.13 

28RYm 16/05/07 Dog Positive 22.32 

31CBbc 25/05/07 Dog Positive 21.97 

32CBblm 20/03/06 Dog Positive 25.00 

33RYm 22/03/06 Dog Positive 21.21 

34CBpnnk 23/03/06 Dog Positive 19.25 

38RYm 25/04/06 Dog Positive 22.91 

39SKapt 25/04/06 Dog Positive 24.24 

42CBm 02/05/06 Dog Positive 18.85 

46CBm 25/05/06 Dog Positive 22.94 

52CBpnnk 24/08/06 Dog Positive 21.31 

54CBpnnk 29/08/06 Cow Positive 21.67 

55CBbc 04/09/06 Dog Positive 22.99 

57CBkj 19/09/06 Dog Positive 22.45 

58CBpt 21/09/06 Dog Positive 18.87 

59CBkp 25/09/06 Dog Positive 19.02 

60NNm 29/09/06 Dog Positive 20.38 

 



 48

ตาราง 14 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออก (ตอ)  

Locate Sample No. Date Host species FAT result CT value 

Easthern  

Thailand 

62CBpnnk 16/08/06 Cow Positive 19.93 

64NNm 20/08/06 Dog Positive 21.58 

68CBsh 28/11/06 Dog Positive 20.62 

69CBpnnk 29/11/06 Dog Positive 19.28 

72CBpnnk 13/12/06 Dog Positive 19.16 

74CBm 20/12/06 Dog Positive 22.31 

2CBpt 12/01/07 Dog Negative Negative 

3CBny 12/01/07 Dog Negative Negative 

5CBsh 19/01/07 Dog Negative Negative 

6CBsrc 22/01/07 Dog Negative Negative 

9JBm 01/02/07 Dog Negative Negative 

10NNm 02/02/07 Cat Negativ Negative 

12CBsrc 09/02/07 Dog Negative Negative 

13CBkj 12/02/07 Dog Negative Negative 

14CBm 14/02/07 Dog Negative Negative 

15CBpt 23/02/07 Dog Negative Negative 

17CBsrc 12/03/07 Dog Negative Negative 

19RYm 16/03/07 Dog Negative Negative 

20PBm 20/03/07 Dog Negative Negative 

22CBm 23/03/07 Cat Negative Negative 

24CBm 28/03/07 Dog Negative Negative 

25CBm 02/04/07 Dog Negative Negative 

28CBblm 08/03/06 Dog Negative Negative 

29CBsrc 11/03/06 Dog Negative Negative 

29CBm 21/05/07 Dog Negative Negative 

30CBsh 14/03/06 Dog Negative Negative 

30CBm 23/05/07 Dog Negative Negative 

31CBm 20/03/06 Cat Negative Negative 

32CBpnnk 27/05/07 Dog Negative Negative 
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ตาราง 15 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออก (ตอ) 

Locate Sample No. Date Host species FAT result CT value 

Easthern  

Thailand 

35CCpy 03/04/06 Dog Negative Negative 

36RYm 04/04/06 Dog Negative Negative 

37CBm 07/06/06 Dog Negative Negative 

40CBsh 02/05/06 Dog Negative Negative 

41CBm 02/05/06 Cat Negative Negative 

44CBsrc 19/05/06 Dog Negative Negative 

45CCbpk 19/05/06 Dog Negative Negative 

48CBblm 17/07/06 Dog Negative Negative 

49RYm 24/07/06 Dog Negative Negative 

50PBm 01/08/06 Cat Negative Negative 

51CBpnnk 04/08/06 Dog Negative Negative 

53CBsrc 28/08/06 Dog Negative Negative 

56CBbb 08/09/06 Dog Negative Negative 

61NNm 06/08/06 Dog Negative Negative 

65SPm 25/08/06 Dog Negative Negative 

67CBblm 02/11/06 Dog Negative Negative 

70CCM 04/12/06 Dog Negative Negative 

71CCM 12/12/06 Dog Negative Negative 

73CBpnnk 13/12/06 Dog Negative Negative 
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9.  วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 3  

  มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางของ sequence กับตัวอยางใน

ประเทศไทย และเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ primes และ probe ในตัวอยางจากประเทศเพื่อนบาน 

ไดจากตัวอยางผูปวยท่ีติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาจากประเทศพมาและกัมพูชา ไดแก RNA ท่ีสกัดจากปม

รากผม (S871) น้ําลาย (U71) (U121)  น้ําปสสาวะ (U156)  กระพุงแกม (U563) และ เนื้อสมอง 

(U640) ของผูปวยในป พ.ศ. 2547 – 2549 ผลของการเปรียบเทียบความเหมือนและแตกตางของ 

sequence จากตัวอยางเหลานี้จากประเทศพมา  (S871 region 1050-1513, U71 region 1051-

1513, U87 region 1050-1513, U121 region 1061-1513, U640 region 1043-1513) และ

ประเทศกัมพูชา (U563 region 1045-1432) มา alignment กับ sequence ของ ไวรัสพิษสุนัขบาใน

ประเทศไทยจากกลุม 1 และ sequence ของ primer และ probe ดังรูปท่ี 17 และ 18 และ ตารางท่ี 16 

และ 17 
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 ลําดับเบสของไวรัสพิษสุนขับาในประเทศพมา    

 
 
 
รูปท่ี 17 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus ในประเทศพมาเทียบกับ 

              street strain จากประเทศไทย 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                  Probe                                                                          Reverse primer 
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ตาราง 16 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขจากประเทศพมาท่ีตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 

Sample No. RNA(µg/µl)*  CT value Results Mismatches 

Forward primer Probe 
U71 ND 23.98 Positive 0 0 
U87 ND 24.32 Positive 0 0 
U640 ND 25.67 Positive 0 0 
S871 ND 27.68 Positive 0 0 
U121 ND 23.21 Positive 1(T) 16(T) 

 

*  ตัวอยางไมเพียงพอท่ีจะวดัได 
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ลําดับเบสของไวรัสพิษสุนัขบาในประเทศกัมพูชา   

 
 
 
รูปท่ี 18 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus ในประเทศกัมพูชาเทียบ  
       street strain จากประเทศไทย 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                  Probe                                                                          Reverse primer 
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ตาราง 17 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขจากประเทศกัมพูชาท่ีตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 
 

Sample No. RNA (µg/µl)* CT value Results 
U563 ND 25.05 Positive 

 
* ตัวอยางไมเพียงพอท่ีจะวัดได 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 

Extracted RNA ที่ไดจากไวรัสทั่วประเทศ และมี mismatch ในตําแหนง forward 

และ/หรือ reverse primer และ/หรือ probe พบวาไมมีผลตอการเพิ่มปริมาณ DNA ดวย

ปฏิกิริยา RT-PCR จํานวนตําแหนงของการเกิด mismatch พบอยูระหวาง 1-3 จุด ใน 2 

ตําแหนงของ primer หรือ probe เทานั้น ไมพบ mismatch ในทั้ง 3 ตําแหนง  ยกเวนใน

ตัวอยางไวรัสชนิด CVS งานวิจัยของตางประเทศ 19   พบวาการมี mismatch มีผลตอการจับของ 

primer และ probe ตอเมื่อการเกิด mismatch อยูที่ตําแหนงกลางของ probe จะมีผลทําใหเกิด 

false negative ไดและยังพบวาจํานวนของการเกิด mismatch ลดประสิทธิภาพของการ

เกิดปฏิกิริยา โดยพบวาถามีจุดแตกตางรวมมากกวา 4 จุดในทั้ง 3 region (forward primer, 

probeและ reverse primer) จะทําใหมีโอกาสเกิด weakly positive หรือ  false negative 7 

 จาก Genetic data ในประเทศไทย และเพื่อนบานพบวา mismatch ท่ีพบมีนอยตําแหนง (1-2 

ตําแหนง)  ดังนั้นทําใหมีความเปนไปไดวา จะสามารถนํา Protocol ดังกลาวนี้ มาใชเพื่อการยืนยันผลท่ี

ไดจากการตรวจ DFA โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีใหผลลบ และเปนการยืนยันมาตรฐานหองปฏิบัติการท่ี

ใชการตรวจดวย DFA ท้ัง ผลบวกและลบ ในกรณีท่ีผล DFA เปนบวกและ TaqMan real-time PCR 

ใหผลลบ ในขณะท่ีผลการตรวจ PCR product ใหผลเปนบวก (เกิด product แตไมสามารถตรวจวัดได

ดวย probe) จะเปนโอกาสอันดีในการคนหาวา sequence ในตําแหนง probe อาจจะมาจาก rabies 

variant ใหมท่ีไมใชสุนัข 
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 ตัวอยาง extracted RNA จาก CVS ใหผลลบปลอมในการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี TaqMan 

real-time one step RT-PCR แตใหผลบวกในการทดสอบดวยวิธี gel electrophoresis แสดงวามี

การ amplify เกิดข้ึนจากการจับของ primer ท้ังสอง แตไมมีสัญญาณใน real-time PCR เนื่องจากเกิด 

probe mismatch ซ่ึงเม่ือวิเคราะหการเรียงตัวของลําดับเบสท่ีตําแหนงของ probe พบวามี mismatch 

ถึง 4 ตําแหนง คือ ตําแหนงท่ี 5, 20, 23  และ 29 จากความยาว probe ท้ังหมด 31 เบส จากการพบ

ขอมูลการตรวจของ CVS ดังกลาว  วิธีการตรวจ TaqMan real-time one step RT-PCR ท่ีพัฒนาข้ึน 

มีความสามารถในการตรวจวัดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาท่ีมีความหลากหลายและมี mismatch ท่ีตําแหนง 

primer และ probe ท่ีพบในประเทศไทย ระหวางป พ.ศ. 2541-2545  9 ไดท้ังหมด,  มีความไว 

(sensitivity)ในการตรวจ 4 cp/reaction หรือ 0.8 cp/µl , มีความจําเพาะ (specificity)ในการตรวจ

ไวรัสพิษสุนัขบาเทานั้นโดยไมเกิด cross reaction กับกลุมไวรัสสมองอักเสบ (CMV, HSV, VZV, 

EBV, Enterovirus และ dengue virus) และมีความรวดเร็ว (rapidity) กวาวิธี one step RT-PCR 

จากท่ีใชระยะเวลาในการตรวจ 3 ชั่วโมง  เม่ือตรวจวินิจฉัยดวยวิธี TaqMan real-time one step RT-

PCR ใชระยะเวลา1 ชั่วโมง 20 นาที 30 วินาที   

การศึกษาการกลายพันธุของไวรัสพิษสุนัขบาในตัวอยางสมองสัตวหลาย speciesในประเทศ

ไทยระหวางป พ.ศ. 2548 – 2550  พบ primer mismatches และ probe mismatches นอยกวา 4 

ตําแหนง (1 ตําแหนง) แสดงวาไวรัสพิษสุนัขบาท่ีพบเปนสายพันธุท่ีมี genotype เดียวกันกับสายพันธุ

ท่ีพบในประเทศไทยและไมพบ rabies variant ใหมท่ีไมใชสุนัข โดยไมมีความแตกตางทางนัยสําคัญ

ของตัวอยางท่ีนํามาตรวจ ในชวงความเขมขนของ RNA ประมาณ 0.1 µg/µl    
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TaqMan real-time one step RT-PCR ท่ีใชในการศึกษาทางระบาดวิทยาของเช้ือไวรัสพิษ

สุนัขบาในตัวอยางผูปวยท่ีพบในประเทศไทยและประเทศเพื่อนบาน เชน พมาและกัมพูชา ระหวางป 

พ.ศ. 2547 – 2549 พบวาตัวอยางประเทศพมา (U121) มีการเกิด probe mismatches ท่ีตําแหนงกลาง 

(ตําแหนงท่ี 16 ในความยาวท้ังหมด 31 bp) ไมมีผลตอ CT value (23.21) ไวรัสพิษสุนัขบาท่ีพบเปน

สายพันธุเดียวกันกับไวรัสพิษสุนัขบาในประเทศไทยไมเกิดสายพันธุใหม จัดกลุม rabies virus อยูใน 

genotype 1  

กลาวไดวาวิธีนี้ใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสจากตัวอยางท่ีเปนเนื้อเยื่อ (เนื้อสมอง) และตัวอยาง

ท่ีเปนของเหลวในรางกาย (น้ําลาย  น้ําไขสันหลัง  ปสสาวะ รวมท้ังสารคัดหล่ังในรางกาย เปนตน) 

นาจะสามารถใชแทนวิธี Mouse inoculation technique เพ่ือยืนยันผลเนื่องจากผลการตรวจใหผล

เปนผลบวกจริง (true positive) และผลลบจริง (false positive) แตในกรณีท่ี DFA เปนบวกและ 

real-time PCR ใหผลลบ จําเปนตอง run gel ทุกคร้ัง เนื่องจากในปฏิกิริยาไมมีสัญญาณใน real-time 

PCR เนื่องจากการเกิด probe mismatch  แตมีการ amplify เกิดข้ึนจากการจับของ primer ท้ังสอง   

ดังนั้นวิธี TaqMan real-time one step RT-PCR จึงมีความเปนไปไดท่ีจะนําไปใชตรวจ

วินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในสมองสัตว และ วิธีการตรวจท่ีพัฒนาข้ึน อาจจะสามารถชวยในการเฝาระวัง

การเกิดการกลายพันธุของไวรัสพิษสุนัขบาได หากพบรูปแบบของการตรวจเชนเดียวกับการตรวจ 

CVS  จึงอาจกลาวไดวา TaqMan real-time one step RT-PCR อาจจะสามารถนํามาประยุกตใชเปน

เคร่ืองมือในการบงช้ีไวรัสพิษสุนัขบาสายพันธุใหมท่ีไมเคยมีรายงานในประเทศไทยมากอน ดังเชนใน

กรณีของ CVS strain ท่ีพบวามีตําแหนง mismatch ท้ัง 3 สวนคือ forward primer 1 ตําแหนง, 

reverse primer 1 ตําแหนง และ probe 4 ตําแหนง จึงมีความเปนไปไดท่ีนํามาใชเปนเคร่ืองมือในการ

ตรวจสอบไวรัสสายพันธุใหมท่ีเปน street strain และมีความหลากหลายทางพันธุกรรม  
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  ภาคผนวก ก ตัวอยางชิ้นเนื้อท่ีใชตรวจวินิจฉัยโดยวิธี variant-specific TaqMan PCRs.   
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  ภาคผนวก ข ตัวอยางชิ้นเนื้อท่ีใชตรวจวินิจฉัยโดยวิธี single-tube TaqMan RT-PCR.  
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ภาคผนวก ค รายชื่อของ N-gene sequences ของ Thai rabies virus  

GenBank Accession no. Isolation number Species Locality (district/province) Year 
AY849022 5NBm Dog Mueang/Nonthaburi 2001 
AY849023 26NPpmt Dog Phutthamonthon/Nakhon Pathom 2001 
AY849024 53SPppd Dog Phra Pradaeng/Samut Prakan 1999 
AY849025 67PTtyb Dog Thanyaburi/Pathum Thani 1999 
AY849026 80PTllk Dog Lum Lukka/Pathum Thani 1999 
AY849027 81NBtn Dog Sai Noi/Nonthaburi 2001 
AY849028 99PTkl Dog Khlong Luang/Pathum Thani 1999 
AY849029 79PTm Dog Mueang/Pathum Thani 1999 
AY849030 125SSktb Dog Krathum Baen/Samut Sakhon 1999 
AY849031 133SSm Dog Mueang/Samut Sakhon 1999 
AY849032 176SSktb Dog Krathum Baen/Samut Sakhon 1999 
AY849033 187SSm Dog Mueang/Samut Sakhon 1999 
AY849034 207SSm Dog Mueang/Samut Sakhon 1999 
AY849035 217SSm Dog Mueang/Samut Sakhon 1999 
AY849036 218NBbk Dog Bang Kruai/Nonthaburi 2001 
AY849037 222NBbbt Dog Bang Bua Thong/Nonthaburi 1999 
AY849038 228NBtn Dog Sai Noi/Nonthaburi 1999 
AY849039 304NPbl Dog Bang Len/Nakhon Pathom 2001 
AY849040 315NPm Dog Mueang/Nakhon Pathom 2001 
AY849041 324NPm Dog Mueang/Nakhon Pathom 2001 
AY849042 91PTns Dog Nong Suea/Pathum Thani 1999 
AY849043 95NBtn Dog Sai Noi/Nonthaburi 1999 
AY849044 108PTllk Dog Lum Lukka/Pathum Thani 1999 
AY849045 112PTtyb Dog Thanyaburi/Pathum Thani 1999 
AY849046 195NBby Dog Bang Yai/Nonthaburi 1999 
AY849047 215NPncs Dog Nakhon Chaisi/Nakhon Pathom 1999 
AY849048 232NPsp Dog Sam Phran/Nakhon Pathom 1999 
AY849049 235NBpk Dog Pak Kret/Nonthaburi 1999 
AY849050 263NPm Dog Mueang/Nakhon Pathom 1999 
AY849051 C267BKbkn Cat Bangkok Noi/Bangkok 2000 
AY849052 C269PTm Cat Mueang/Pathum Thani 2000 
AY849053 C271BKrtv Cat Ratchathewi/Bangkok 2001 
AY849054 C274BKdd Cat Din Daeng/Bangkok 1999 
AY849055 C276BKpv Cat Prawet/Bangkok 1999 
AY849056 C277BKkt Cat Khlong Toei/Bangkok 1999 
AY849057 303KJtmk Dog Tha Maka/Kanchanaburi 2001 
AY849058 308KJm Dog Mueang/Kanchanaburi 2001 
AY849059 318KJtmk Dog Tha Maka/Kanchanaburi 2001 
AY849060 326KJtm Dog ThaMuang/Kanchanaburi 2001 
AY849061 333KJm Dog Mueang/Kanchanaburi 2001 
AY849062 335KJpnt Dog Phanom Thuan/Kanchanaburi 2001 
AY849063 89PTtb Dog Thanyaburi/Pathum Thani 1999 
AY849064 38/43 Dog Mueng/Chaiyaphum 2000 
AY849065 39/43 Dog Mueng/Chaiyaphum 2000 
AY849066 46/43 Dog Kaset Sombun/Chaiyaphum 2000 
AY849067 23SPppd Dog Phra Pradaeng/Samut Prakan 2001 
AY849068 33/43 Dog Phakdi Chumphon/Chaiyaphum 2000 
AY849069 34/43 Dog Mueang/Chaiyaphum 2000 
AY849070 19/43 Dog Phakdi Chumphon/Chaiyaphum 2000 
AY849071 51BKds Dog Dusit/Bangkok 1999 
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GenBank Accession no. Isolation number Species Locality (district/province) Year 

AY849072 62SPbp Dog Bang Phli/Samut Prakan 1999 
AY849073 48BKpyt Dog Phaya Thai/Bangkok 2001 
AY849074 HM65BK Human Huai Khwang/Bangkok 1998 
AY849075 HM75BK Human Ratchathewi/Bangkok 1998 
AY849076 HM88BKjj Human Chatuchak/Bangkok 1999 
AY849077 HM208BKpv Human Prawet/Bangkok 2001 
AY849078 404PLkcs Cattle Khao Chaison/Phatthalung 2002 
AY849079 355UThk Dog Huai Khot/Uthai Thani 2001 
AY849080 415PLtm Dog Mueang/Phatthalung 2002 
AY849081 294CPm Dog Mueang/Chaiyaphum 2002 
AY849082 295CPksb3 Dog Kaset Sombun/Chaiyaphum 2002 
AY849083 351NSm Dog Mueang/Nakhon Sawan 2001 
AY849084 353CNmnr Dog Manorom/Chai Nat 2001 
AY849085 363NScs Dog Chumsaeng/Nakhon Sawan 2001 
AY849086 412SKsd Dog Sadao/Songkla 2002 
AY849087 414SKm Dog Mueng/Songkla 2002 
AY849088 361NSly Dog Lat Yao/Nakhon Sawan 2001 
AY849089 376SHib Dog In Buri/Sing Buri 2001 
AY849090 380UTbr Dog Ban Rai/Uthai Thani 2001 
AY849091 393LBm Dog Mueang/Lop Buri 2001 
AY849092 384SHib Dog In Buri/Sing Buri 2001 
AY849093 411NTht Dog Hua Sai/Nakhon Si Thammarat 2002 
AY849094 374CNspy Dog Sapphaya/Chai Nat 2001 
AY849095 362CNm Dog Mueang/Chai Nat 2001 
AY849096 357UTm Dog Mueang/Uthai Thani 2001 
AY849097 356UTth Dog Thap Than/Uthai Thani 2001 
AY849098 381NSttk Dog Tha Tako/Nakhon Sawan 2001 
AY849099 408SKhy Dog Yai/Songkla 2002 
AY849100 332SBm Dog Mueang/Suphan Buri 2001 
AY849101 354CNhk Dog Hankha/Chai Nat 2001 
AY849102 425PN Dog Wang Thong/Phisanulok 2002 
AY849103 389LBm Dog Mueang/Lop Buri 2001 
AY849104 423PN Dog Bang Rakam/Phisanulok 2002 
AY849105 424PN Dog Bang Rakam/Phisanulok 2002 
AY849106 413SKhy Cattle Yai/Songkla 2001 
AY849107 358CNsbr Dog Sankhaburi/Chai Nat 2001 
AY849108 317SBspn Dog Song Phi Nong/Suphan Buri 2001 
AY849109 334PJsry Dog Sam Roi Yot/Prachuap Khiri Khan 2001 
AY849110 340SBspn Dog Song Phi Nong/Suphan Buri 2001 
AY849111 400SKm Dog Mueng/Songkla 2001 
AY849112 87BKsl Dog Suang Luang/Bangkok 2001 
AY849113 156PTns Dog Nong Suea/Pathum Thani 1999 
AY849114 182CCbnp Dog Bang Nam Priao/Chachoengsao 1999 
AY849115 349PBm Dog Mueang/Phetchaburi 2001 
AY849116 307RBptr Dog Photharam/Ratchaburi 2001 
AY849117 329PBm Dog Mueang/Phetchaburi 2001 
AY849118 406STm Dog Mueang/Satun 2002 
AY849119 352NStk Dog Takhli/Nakhon Sawan 2001 
AY849120 301RBm Dog Mueang/Ratchaburi 2001 
AY849121 157PJsry Dog Sam Roi Yot/Prachuap Khiri Khan 1999 
AY849122 237NYm Dog Mueang/Nakhon Nayok 1999 
AY849123 270ATvsc Cat Wiset Chai Chan/Ang Thong 2001 
AY849124 281NRm Dog Mueang/Nakhon Ratchasima 2001 
AY849125 282NRpc Dog Pak Chong/Nakhon Ratchasima 2001 
AY849126 305RBbp Dog Ban Pong/Ratchaburi 2001 
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GenBank Accession no. Isolation number Species Locality (district/province) Year 

AY849127 306RBptr Dog Photharam/Ratchaburi 2001 
AY849128 191AYsn Dog Sena/Ayutthaya 1999 
AY849129 151SBdc Dog Dan Chang/Suphan Buri 1999 
AY849130 22CBkhm Dog Kaeng Hang Maeo/Chanthaburi 2001 
AY849131 162PCm Dog Mueang/Phichit 1999 
AY849132 319PBm Dog Mueang/Phetchaburi 2001 
AY849133 86SPm Dog Mueang/Samut Prakan 2001 
AY849134 136CLblm Dog Bang Lamung/Chon Buri 1999 
AY849135 396YLm Dog Mueang/Yala 2001 
AY849136 250AYbt Dog Bang Sai/Ayutthaya 1999 
AY849137 302RBpt Dog Pak Tho/Ratchaburi 2001 
AY849138 316SMm Dog Mueang/Samut Songkhram 2001 
AY849139 426PN Dog Mueang/Phisanulok 2002 
AY849140 296CPksb Dog Kaset Sombun/Chaiyaphum 2002 
AY849141 313PBnyp Dog Nong Ya Plong/Phetchaburi 2001 
AY849142 288NRbl Dog Ban Lueam/Nakhon Ratchasima 2002 
AY849143 505KBlt Dog Lham Thap/Krabi 2000 
AY849144 507TRrd Dog Ratsada/Trang 2000 
AY849145 511NTts Dog Thung Song/Nakhon Si 

Thammarat 
2000 

AY849146 515KBlt Dog Lam Thap/Krabi 2000 
AY849147 524KBkn Dog Khao Phanom/Krabi 2000 
AY849148 559TRpl Cattle Palian/Trang 2000 
AY849149 578KBkt Dog Khong Thom/Krabi 2001 
AY849150 584TRkt Dog Kantang/Satun 2001 
AY849151 603KBlt Dog Lam Thap/Krabi 2001 
AY849152 595Ylbns Dog Bangnang Sata/Yala 2001 
AY849153 493RNm Dog Mueang/Ranong 2000 
AY849154 656PLppy Dog Pa Phayom/Phatthalung 2002 
AY849155 676KSm squirrel Mueng/Kalasin 2002 
AY849156 513PLm Dog Mueang/Phatthalung 2000 
AY849157 589YLm Dog Mueang/Yala 2001 
AY849158 608SRm Dog Mueang/Satun 2001 
AY849159 HMS152S Human Khunkhan/Si Sa Ket 2001 
AY849160 599TRhy Dog Huai Yot/Trang 2001 
AY849161 473BRpk Dog Pa Kham/Surin 2001 
AY849162 485BRpk Dog Pa Kham/Buri Ram 2002 
AY849163 510NTm Dog Mueang/Nakhon Si Thammarat 2000 
AY849164 486UMhsp Dog Hua Taphan/Amnat Chareon 2002 
AY849165 487UMm Dog Mueang/Amnat Charoen 2002 
AY849166 501RNm Dog Mueang/Nakhon Si Thammarat 2002 
AY849167 283NRpm Dog Phimai/Nakhon Ratchasima 2001 
AY849168 459KSm Dog Mueang/Kalasin 2002 
AY849169 463SRsn Dog Sanom/Surin 2001 
AY849170 464SRskp Dog Sikhoraphum/Surin 2001 
AY849171 465SRm Dog Mueang/Surin 2001 
AY849172 466SRrbr Dog Rattanaburi/Surin 2001 
AY849173 528NTrpb Dog Ron Phibun/Nakhon Si 

Thammarat 
2000 

AY849174 548NTlsk Dog Lan Saka/Nakhon Si Thammarat 2000 
AY849175 289NRht Dog Phimai/Nakhon Ratchasima 2001 
AY849176 723KKm Dog Mueang/Khon Kaen 2001 
AY849177 481BRhr Dog Huai Rat/Buri Ram 2002 
AY849178 494RNm Dog Mueang/Ranong 2000 
AY849179 503SNws Dog Wiang Sa/Surat Thani 2002 
AY849180 553STdkl Dog Khuan Ka Long/Satun 2000 
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GenBank Accession no. Isolation number Species Locality (district/province) Year 

AY849181 666STm Cattle Mueang/Satun 2002 
AY849182 458LAm Dog Mueang/RoiEt 2001 
AY849183 500SNks Dog Khian Sa/Surat Thani 2002 
AY849184 454LAm Dog Mueang/Roi Et 2001 
AY849185 495RNm Dog Mueang/Ranong 2001 
AY849186 460LAm Dog Mueang/Roi Et 2002 
AY849187 488UMm Dog Mueang/Amnat Charoen 1998 
AY849188 489SEkh Dog Khun Han/Si Sa Ket 2000 
AY849189 472BRm Dog Mueang/Buri Ram 2001 
AY849190 502SNcb Dog Chai Buri/Surat Thani 2002 
AY849191 499SNps Dog Phrasaeng/Surat Thani 2002 
AY849192 HMS241CL Human Mueang/Chon Buri 2001 
AY849193 694LAsp Dog Selaphum/Roi Et 2002 
AY849194 690NKsps Dog So Phaisai/Nong Khai 2002 
AY849195 689Umm Dog Mueang/Amnat Charoen 2001 
AY849196 688Umm Dog Mueang/Amnat Charoen 2002 
AY849197 691NKbk Dog Bueng Kan/Nong Khai 2002 
AY849198 695LAck Dog Chiang Khwan/Roi Et 2002 
AY849199 698KSm squirrel Mueang/Kalasin 2002 
AY849200 700KStkt Dog Tha Khantho/Kalasin 2003 
AY849201 708YSm Dog Mueang/Yasothon 2000 
AY849202 568YLrm Dog Raman/Yala 2000 
AY849203 725MDm Dog Mueang/Mukdahan 2001 
AY849204 726UBbt Dog Buntharik/Ubol Ratchathani 2001 
AY849205 738KKm Dog Mueang/Khon Kaen 2002 
AY849206 742MDm Dog Mueang/Mukdahan 2002 
AY849207 740MDdt Dog Don Tan/Mukdahan 2002 
AY849208 711SLm Dog Mueang/Sakon Nakhon 2000 
AY849209 709SEktr Dog Kantharalak/Si Sa Ket 2000 
AY849210 678cBRm Cat Mueang/Buri Ram 2000 
AY849211 728UBm Cattle Mueang/Ubol Ratchathani 2001 
AY849212 685BRppc Dog Phlapphla Chai/Buri Ram 2002 
AY849213 714YSm Dog Mueang/Yasothon 2001 
AY849214 715YSm Water 

buffalo 
Mueang/Yasothon 2001 

AY849215 718YSlkk Dog Kham Khuean Kaeo/Yasothon 2001 
AY849216 705MDm Dog Mueang/Mukdahan 2000 
AY849217 731UBvrc Dog Warin Chamrap/Ubol 

Ratchathani 
2001 

AY849218 704KKcp Dog Chum Phae/Khon Kaen 2000 
AY849219 703KKm Dog Mueang/Khon Kaen 2000 
AY849220 732KSm Cattle Mueang/Kalasin 2001 
AY849221 741YSm Dog Mueang/Yasothon 2002 
AY849222 744UBdud Dog Det Udom/Ubol Ratchathani 2002 
AY849223 713KKcp Dog Chum Phae/Khon Kaen 2001 
AY849224 717UBm Dog Mueang/Ubol Ratchathani 2001 
AY849225 707LYm Dog Mueang/Loei 2000 
AY849226 131SPpsj Dog Phra Samut Chedi/Samut 

Prakan 
1999 

AY849227 HMS223RY Human Klaeng/Rayong 2002 
AY849228 747PGtp Dog Thap Put/Phangnga 2003 
AY849229 766PRm Dog Mueang/Phetchabun 2003 
AY849230 769PRcd Dog Chon Daen/Phetchabun 2003 
AY849231 773CMcp Dog Chai Prakan/Chiang Mai 2002 
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AY849232 774NNm Dog Mueang/Nan 2002 
AY849233 775PYp Dog Pong/Phayao 2003 
AY849234 776NStk Dog Takhli/Nakhon Sawan 2002 
AY849235 795NScs Dog Chumsaeng/Nakhon Sawan 2003 
AY849236 801SUsk Dog Sawakhalok/Sukhothai 2002 
AY849237 802KPlkb Dog Lan Krabue/Kamphaeng Phet 2002 
AY849238 811SUkrm Dog Khiri Mat/Sukhothai 2002 
AY849239 806PNnm Dog Noen Maprang/Phisanulok 2002 
AY849240 814UDm Dog Mueang/Uttaradit 2002 
AY849241 807UDts Dog Thong Saen Khan/Uttaradit 2002 
AY849242 800Udm Dog Mueang/Uttaradit 2002 
AY849243 815PRls Dog Lom Sak/Phetchabun 2002 
AY849244 805PCbmn Dog Bang Mun Nak/Phichit 2002 
AY849245 780NSm Dog Mueang/Nakhon Sawan 2003 
AY849246 762PRm Dog Mueang/Phetchabun 2003 
AY849247 813PNbrk Dog Bang Rakam/Phisanulok 2002 
AY849248 796PNbrk Dog Bang Rakam/Phisanulok 2003 
AY849249 816PRcd Dog Chon Daen/Phetchabun 2002 
AY849250 778LBtv Dog Tha Wung/Lop Buri 2003 
AY849251 794SUssr Dog Si Samrong/Sukhothai 2003 
AY849252 784SUm Dog Mueang/Sukhothai 2003 
AY849253 785SUkkl Dog Kong Krailat/Sukhothai 2003 
AY849254 788SUsk Dog Sawankhalok/Sukhothai 2003 
AY849255 808SUssn Dog Si Satchanalai/Sukhothai 2002 
AY849256 793SUsn Dog Si Nakhon/Sukhothai 2003 
AY849257 777LBm Dog Mueang/Lop Buri 2003 
AY849258 779NSly Dog Lat Yao/Nakhon Sawan 2003 
AY849259 804UDm Dog Mueang/Uttaradit 2002 
AY849260 338PJm Dog Mueang/Prachuap Khiri Khan 2001 
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 รูปท่ี 19 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ Thai rabies N genes และเขตแพรระบาด 
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รูปท่ี 20 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH1 rabies sequence และเขตแพรระบาด 
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รูปท่ี 21 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH2A และTH2B rabies sequences  

            และเขตแพรระบาด          
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 รูปท่ี 22 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH2C, TH2D, TH2E และTH2F   

              rabies sequences และเขตแพรระบาด 
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รูปท่ี 23 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH2G และTH2H rabies sequences  

              และเขตแพรระบาด 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

74

ภาคผนวก ง  ปฏิกิริยา TaqMan real-time one step RT-PCR  
 
Master mix ( Qiagen)                     1x 
2 x master ( probe RT-PCR )       10 µL  
20µM 1129 F               1µL  
20µM 1218 R                       1µL 
10µM probe                                         0.4 µL 
quantitec RT mix                             0.2 µL 
H2O                               2.4 µL 
template                      5 µL  
total                                                                           20 µL 
 
Profile 
RT              50 0C           20 min                     1  cycle 
Initial activation                     95 0C        15 min          1  cycle 
Denaturation                        95 0C                        0 sec                            
Annealing/Extension             60 0C                      60 sec                           45 cycle 
Cooling             40 0C                   30 sec                             1 cycle 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 
นางสาวจิตตะภาวัลย สูติปญญา เกิดวันท่ี 2 กันยายน พ.ศ. 2525 ท่ีจังหวัดนครราชสีมา ใน

ปการศึกษา 2547 สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน  ปจจุบันศึกษาปริญญามหาบัณฑิต วิทยาศาสตรการแพทย สาขาอณูชีววิทยา

และพันธุศาสตร คณะแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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