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PRls   อ. หลมสัก  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. บานโปง  จ. ราชบุรี 



 ถ

RBm    อ.เมือง  จ. ราชบุรี 

RBpt   อ. ปากทอ  จ. ราชบุรี 

RBptr   อ. โพธาราม  จ. ราชบุรี 

RNm   อ. เมือง  จ. ระนอง 

RYm   อ. เมือง  จ. ระยอง 

SBdc   อ. ดานชาง  จ. สุพรรณบุรี 

SBm   อ.เมือง  จ. สุพรรณบุรี 

SBspn   อ. สองพ่ีนอง  จ. สุพรรณบุรี 

SEkh   อ. ขุนหาญ  จ. ศรีสะเกษ 

SEktr   อ. กันทราลักษณ  จ. ศรีสะเกษ 

SHlb   อ. อินทรบุรี  จ. สิงหบุรี 

SKapt   อ.อรัญประเทศ  จ. สระแกว 

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 



 ท

SNcb   อ. ชัยบุรี  จ. สุราษฎรธานี 

SNks   อ. เคียนสา  จ. สุราษฎรธานี 

SNps   อ. พระแสง  จ. สุราษฎรธานี 

SNws   อ. เวียงสะ  จ. สุราษฎรธานี 

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. กระทุมแบน  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. หวยยอด  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. บานไร  จ. อุทัยธาน ี

UThk   อ. หวยขอด  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. ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

 
โรคพิษสุนัขบาเกิดจากเช้ือ rabies virus จัดอยูใน family Rhabdoviridae, genus lyssavirus 

เปน RNA virus ชนิด non-segmented negative single stranded RNA จัดอยูใน genotype1, 

serotype1  มีรูปรางเปน bullet-shaped และมี helical nucleocapsid (NC) หรือ ribonucleoprotein 

(RNP) อยูตรงกลาง สวนของ genome structure ประกอบดวย nucleocapsid protein (N), 

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

polymerase(L) 2 

โรคพิษสุนัขบาสามารถพบไดในคนและสัตวเล้ียงลูกดวยนม   สัตวท่ีเปนพาหะนําโรคสวนมาก

คือ สุนัข จําแนกโรคตามอาการได 2 ลักษณะ คือ กลุมอาการ classic rabies หรือ furious rabies พบ

ได 80% โดยคนหรือสัตวท่ีติดเช้ือจะแสดงอาการผิดปรกติของการทํางานระบบประสาทอัตโนมัติ มี

น้ําลายมากผิดปรกติ  ซ่ึงเกิดจากการติดเช้ือในระบบประสาทอัตโนมัติ เชนใน hypothalamus, spinal 

cord และ autonomic ganglia ประมาณ 50-80% ของกลุมอาการ furious rabies จะมีอาการกลัวน้ํา 

(hydrophobia) เม่ือเขาสูระยะโคมามีอาการอัมพาต กลามเนื้อออนแรง กลุมอาการ paralytic rabies 

คนหรือสัตวท่ีติดเช้ือมีอาการกลามเน้ือออนแรง วินิจฉัยอาการทางคลินิกทําไดยากและมีอาการ

เสนประสาทและไขสันหลังอักเสบแบบฉับพลัน ในผูปวย paralytic rabies พบวา lymphocytes ไม

ตอบสนองตอ rabies virus antigen และมี serum cytokines เชน  interleukin - 6 และ soluble 

interleukin - 2  recepter ต่ํากวาปรกติ 15   
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วิธีการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในคนและสัตวสามารถทําไดหลายวิธี ไดแก 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 โดยวิธีท่ีใชใน

หองปฏิบัติการศูนยปฏิบัติการโรคทางสมอง โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ซ่ึงเปนศูนยชันสูตรโรคในคนของ

กระทรวงสาธารณสุขไดแกวิธีทางอณูชีววิทยา NASBA, RT-PCR และ Real - time PCR ท่ีมีการ

พัฒนาข้ึนเพื่อตรวจหา RNA จากตัวอยางน้ําลาย  ปสสาวะ  น้ําไขสันหลังและเนื้อสมอง ซ่ึงเปนวิธีท่ีใช

ในการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในคนขณะท่ีผูปวยยังมีชีวิตอยู 36    

ปจจุบัน  Real - time PCR สามารถนําไปใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสอ่ืนๆ  เชน Dengue 

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

ไวรัสพิษสุนัขบา2, 9, 10, 19  ท้ังนี้เนื่องจากมีคุณสมบัติเดนคือ มีความรวดเร็วในการตรวจ (rapidity)  ความ

ไว (sensitivity)  และความจําเพาะ (specificity) สูง การตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาดวยวิธี TaqMan 

real-time one step RT-PCR ใชหลักการทํางานของ TaqMan probe หรือ exonuclease probe ซ่ึงมี

หนาท่ีในการสราง complementary strand DNA และเกิด การตัดสายของ probe ท่ีเกาะอยูในตําแหนง

คูสมจากปลาย 5’ ไปยังปลาย 3’ ทําใหสาร fluorescence ท่ีเปน reporter ซ่ึงเคยถายทอดพลังงานใหกับ 

quencher ถูกปลดปลอยออกมา และปลอยสัญญาณ (signal) จึงสามารถตรวจวัดได ในขณะท่ีมีการสราง 

DNA สายใหม 31 

 จากรายงานท่ีผานมาการตรวจวินิจฉัยเนื้อสมองสุนัขดวยวิธี TaqMan real-time PCR มีความ

รวดเร็ว (rapidity)และความจําเพาะ (specificity) สูงกวาวิธี hemi-nested PCR และ one step RT-

PCR จึงเหมาะสําหรับใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาและไวรัสหลายชนิดในกลุม negative-

stranded RNA viruses และ lyssavirus เปนตน 19  
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จากการศึกษาของ Hughes et al, 2004 19 พบวาวิธี TaqMan PCR ท่ีใชในการตรวจวินิจฉัย

เช้ือไวรัสพิษสุนัขบา  เม่ือมีการผันแปรทางพันธุกรรมของ target sequence  โดยเฉพาะในตําแหนงท่ี

เกิด mismatches ระหวาง primer และ/หรือ probe กับ target sequence จะมีผลตอปฏิกิริยา

amplification  การเกิด point mutation ในตําแหนงกลางของ probe จะมีผลตอการ binding อาจทํา

ใหผลการตรวจเปนลบได 10 

จากรายงานการศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล (Molecular epidemiology)ในตําแหนง 

nucleoprotein (N) gene ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา  ในเขตกรุงเทพมหานครและท่ัวประเทศไทย  โดย

การวิเคราะหรหัสพันธุกรรมของไวรัสจากตัวอยางสมองคนและสัตวจํานวน 239 ตัวอยาง  ท่ีแยกได 

ระหวางป ค.ศ.1998-2002 และจัดกลุม phylogenetic tree  มีการกระจายของกลุมไวรัสตางๆ มี

ความสัมพันธกับเขตภูมิประเทศจําเพาะ โดยท่ีสามารถจัดไวรัสไดเปน 2 กลุมใหญคือกลุม TH1 และ 

TH2 โดยกลุม TH1 แบงเปน 3 subgroups พบในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  ภาคเหนือ  

ภาคกลาง  กลุม TH2 แบงเปน 8 subgroups พบในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  ภาคเหนือ 

ภาคกลาง  ภาคตะวันตก  ภาคตะวันออก  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ ภาคใต 9 

 งานวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธี  TaqMan real-time one step RT-PCR โดยออกแบบ primers 

และ probe จากขอมูล sequence ของ N gene ของไวรัส 239 ตัวอยาง ท้ังนี้มีการจําแนกกลุมตาม

ความแตกตางทางพันธุกรรมของ N gene  9  จากนั้นทําการทดสอบโดยเปรียบเทียบกับลักษณะของ

การเกิด mismatch ของลําดับเบสในตําแหนงของ primer และ probe ท่ีใชในปฏิกิริยา TaqMan 

real-time one step RT-PCR ประโยชนท่ีไดรับคือสามารถนําวิธีนี้มาใชในการตรวจวินิจฉัยรวมกับ

วิธี DFA test ในตัวอยางสมองสุนัข ท่ีมักจะเกิดปญหาผลลบปลอมหากตัวอยางเนื้อสมองมีสภาพเนา 

หรือเก็บตัวอยางท่ีอุณหภูมิหองนานเกินกวา 24 ชั่วโมง  
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2. วัตถุประสงค 

 เพื่อประเมินวิธีการตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาดวยวิธี  TaqMan real – time one step RT- PCR 

3. คําถามการวิจัย 

Primers และ probe ในตําแหนง N gene ท่ีออกแบบสําหรับวิธี TaqMan real – time one step RT- 

PCR สามารถใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาจากเน้ือสมองสุนัขในประเทศไทยและประเทศ

เพื่อนบานไดหรือไม 

4. สมมติฐาน  

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

ในตําแหนง N gene  สามารถใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาท่ีพบในประเทศไทยและ 

 ประเทศเพ่ือนบานได 

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

6. ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย  

6.1  เพื่อประเมินประสิทธิภาพของ primer และ probe และขอจํากัดของการตรวจเช้ือไวรัสดวย  

        เทคนิค TaqMan Real-time PCR  

6.2  เพื่อประเมินผลลบปลอม (false negative) หากใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจวินิจฉัย 

        โรคพิษสุนัขบาในประเทศไทย 

6.3 พัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพื่อสนับสนุนวิธีการตรวจมาตรฐาน DFA ท่ีใชในการตรวจหัวสุนขั

ท่ีติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา ท่ีอาจใหผลลบหรือผลบวกปลอม 

 



บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 
โรคพิษสุนัขบา (Rabies) 

 โรคพิษสุนัขบาเปนโรคสมองอักเสบท่ีมีมาแตโบราณ เกิดจากการติดเช้ือไวรัส ในกลุม 

Lyssavirus ซ่ึงประกอบดวย 7 genotypes ไดแก 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 โรคพิษสุนัขบาท่ีเกิดจากไวรัสใน 

genotype ท่ี 1 หรือ classic rabies เปนกลุมสําคัญและทําใหเกิดโรคมากท่ีสุด ในประเทศดอยพัฒนา

ซ่ึงขาดความรูในการปองกันโรค โดยเฉพาะในเอเชีย 27  จากรายงานขององคการอนามัยโลก (WHO) 

ในป พ.ศ. 2541  มีผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบา 32,451 ราย ตอป (เฉพาะในประเทศอินเดีย 30,000 

คน) มีผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบามากกวา โรคไขเหลือง ไขเลือดออก และ ไขสมองอักเสบ  

ประชากรมากกวา 7 ลานคนท่ัวโลกตองไดรับการรักษาหลังจากถูกสุนัขติดเช้ือกัด ในประเทศท่ีดอย

พัฒนาความรุนแรงของโรคทวีมากข้ึนเนื่องจากขาดความตระหนักของสังคม ขาดการดูแลดาน

สุขอนามัยและการปองกันโรค และรัฐบาลไมไดตระหนักถึงแนวทางปองกันโรค ขอจํากัดในการตรวจ

วินิจฉัย  ความซับซอนของโรค  การอพยพของประชากรอยางรวดเร็ว  ไมมีการเก็บบันทึกขอมูลท่ี

ถูกตอง ทําใหขอมูลทางดานระบาดวิทยาไมนาเช่ือถือ 15   
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ไวรัสพิษสุนัขบา (Rabies Virus) 

เช้ือ rabies virus อยูใน family Rhabdoviridae  genus lyssavirus เปน RNA virus ชนิด 

non - segmented negative single stranded RNA จัดอยูใน genotype1 serotype 1 มีรูปรางเปน 

bullet-shaped ท่ีมี helical nucleocapsid (NC) หรือ ribonucleoprotein (RNP) อยูตรงกลาง มี

ขนาด กวาง 70 nm ยาว 200 nm สวนของ genome structure ประกอบดวย 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 สวนของ   virion ออกนอกเซลล  มีองคประกอบในการ penetration อยู

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

factor receptors และ gangliosides ไวรัสในจีนัส lyssaviruses สามารถนํามาเล้ียงใน cell culture 

ในเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูกดวยนม เชน ไต  neuroblastoma cells และ Vero cells 30  

 

อาการทางคลินิค           

 อาการทางคลินิกแบงเปน 2 กลุมอาการคือ Classical rabies และ Nonclassical rabies ใน

กลุม  Classical rabies แบงเปน Classical furious และ Paralytic rabies โดยพบหลังการติดเช้ือ

จากสุนัขและแมว (genotype 1)  Nonclassical rabies พบหลังการติดเช้ือจากคางคาว (genotype 1, 

5, 6 หรือ 7) 15  อาการทางคลินิกของกลุม Classical rabies แบงเปน 5 ระยะคือ 1. Incubation 

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

 กลุมอาการ furious rabies พบได 80% ของท้ังหมด ระยะการดําเนินโรคโดยเฉล่ีย 5 วัน ใน

คนหรือสัตวท่ีติดเช้ือจะมีน้ําลายมากผิดปรกติ อาจมีน้ําตาไหล  หายใจลําบาก  มีอาการเกร็งท่ีกลามเนื้อ

คอ การติดเช้ือจะกระจายท่ัวไปในระบบประสาทอัตโนมัติทีตั้งแตใน  hypothalamus, spinal cord 
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และ autonomic ganglia มีอาการกลัวน้ํา (hydrophobia)  กลัวลม (aerophobia)   เม่ือเขาสูระยะ

โคมาจะมีอาการอัมพาตของกลามเนื้อ  การวินิจฉัย furious rabies ตองมีอาการครบท้ัง 3 ประการคือ 

1. Fluctuation of consciousness ผูปวยจะมีอาการสลับเปล่ียนระหวางสภาวะของการรูตัวท่ีปกติ กับ

อาการต่ืนเตนกระวนกระวายตอส่ิงเราไมวาจะเปนแสง  เสียง   เม่ือโรคทวีความรุนแรงข้ึนผูปวยอาจจะ

อาละวาดได  ระหวางท่ีผูปวยกลับอยูในสภาวะปกติจะสามารถพูดคุยได สภาพเชนนี้จะดําเนินไป

ประมาณ 2-3 วัน แลวผูปวยจะมีอาการซึมจนตอมาไมรูสึกตัว ในระยะ 24 ช่ัวโมงสุดทายเร่ิมมีความดัน

โลหิตตํ่า ชอ็ก  และอาจอาเจียนเปนเลือด  2. Phobic spasms ไดแก อาการกลัวน้ํา กลัวลม จะเห็นได

ชัดขณะท่ีผูปวยรูสึกตัวเทานั้น  เม่ือผูปวยเร่ิมซึมอาการนี้จะหายไป  3. อาการทาง Autonomic 

stimulation ไดแก อาการขนลุกเปนบางสวนหรือท้ังตัว รูมานตามีสภาพไมตอบสนองตอแสง และอาจ

ขยายเต็มท่ีหรือหดตัวเต็มท่ี เปนระยะส้ันๆ และท่ีสําคัญคือมี น้ําลายมากผิดปกติ  15, 17, 20 

 กลุมอาการ paralytic rabies มีอาการไมฉับพลันระยะการดําเนินโรคชา โดยเฉล่ียผูปวย

เสียชีวิตใน 11 วัน  ประมาณ  50 % ของผูปวยท่ีติดเช้ือมีอาการกลัวน้ํา  แขนขาออนแรง หรือมีอาการ

คลาย  Guillain Barre syndrome (GBS) ในกรณีท่ีไดรับเช้ือจากการกัดท่ีใบหนา กลามเนื้อในตา

และกลามเน้ือใบหนาออนแรง  การวินิจฉัยอาการทางคลินิกทําไดยาก  โดยมีอาการเสนประสาทและไข

สันหลังอักเสบแบบเฉียบพลัน lymphocyte ไมตอบสนองตอ rabies virus antigen รวมท้ังมี serum 

cytokines เชน interleukin-6 และ soluble interleukin - 2  recepter ระดับตํ่ากวาปรกติ 15, 16, 17, 20 

 

ระบาดวิทยา  

จากรายงานขององคการอนามัยโลกพบวามีผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบาจากท่ัวโลกประมาณ 

50,000 รายตอป 24  ในประเทศไทยถึงแมจะมีจํานวนผูเสียชีวิตดวยโรคพิษสุนัขบาลดลงจาก 200 คน

ในป พ.ศ.  2539   เหลือนอยกวา  26 คน ในป พ.ศ.  2549 แตมีจํานวนมากกวา 500,000 คน ท่ีถูก
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สุนัขกัดและตองไดรับวัคซีนเปรียบเทียบกับในป พ.ศ. 2534 ท่ีมีผูไดรับวัคซีนเพียง 90,000 คน 

[Ministry of Public health (MOPH) report ] ในประเทศไทยยังขาดการควบคุมสุนัขรวมท้ังการให

วัคซีนแกสุนัขยังไมเพียงพอ ดังเชน แนวทางควบคุมและปองกันโรคโดยการฉีดวัคซีนใหสุนัขในเขตตัว

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

สํารวจพบสุนัขจรจัดในเขตชุมชน เขตกรุงเทพฯ และปริมณฑลยังพบวามีจํานวนมากท่ีไมไดรับวัคซีน 9 

จากรายงานการศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล (Molecular epidemiology) โดยใชตําแหนง 

N gene ของเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาในเขตกรุงเทพมหานครและจากหลายพื้นท่ีท่ัวประเทศ  จากการ

วิเคราะห nucleoprotein  sequences ของเช้ือไวรัสจากคนและสัตวท่ีเสียชีวิตจากโรคพิษสุนัขบา

จํานวน  239  ตัวอยาง ระหวางป 2541-2545  และนํามาจัดกลุม phylogenetic tree โดยสัมพันธกับ

ภูมิประเทศท่ีศึกษา พบวาสามารถจัดกลุมไวรัสไดเปน 2 กลุมคือ TH1 และ TH2 (รูปท่ี 1) โดยกลุม 

TH1 แบงเปน 3 subgroups พบในเขตภาคเหนือ ภาคกลาง  กรุงเทพมหานครและปริมณฑล  กลุม

TH2 แบงเปน 8 subgroups พบในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล  ภาคเหนือ  ภาคกลาง  ภาค

ตะวันตก  ภาคตะวันออก  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ ภาคใต 9 

 

การตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ  

วิธีการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาทางหองปฏิบัติการ ประกอบดวย  

1. Direct fluorescent antibody (DFA) เปนวิธีมาตรฐานท่ีใชตรวจวินิจฉัยเนื้อสมองสุนัขโดยนํา

สวน brain stem, spinal cord, cerebellum และ hippocampus มาทํา impressions smear บน 

glass slide,  fixed ดวย acetone และยอมดวย fluorescein isothiocyanate ท่ี labeled ดวย 

polyclonal หรือ monoclonal antibody1   
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2. Mouse inoculation technique (MIT) เปนวิธีท่ีใชยืนยันผลจากวิธี DFA test ซ่ึงจะใชหนูในการ

ทดสอบ โดยฉีด 20% tissue suspension เขาสมองหนูอายุ 3-6 สัปดาห สังเกตอาการหลังจากฉีด 

หลังจากนั้นจึงตรวจหา viral antigen ในสมองหนูท่ีติดเช้ือ วิธีนี้ใชในการตรวจหาไวรัสท่ีมีปริมาณ

นอยและใชกับตัวอยาง DFA ท่ีใหผลเปน weakly positive หรือ  false-negative 29  

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

คุณสมบัติเหมือนกับวิธี MIT แตใชเวลานอยกวาแตเสียคาใชจายสูงกวา พบวาท้ังสองวิธีนี้มีขอจํากัดท่ี

ตัวอยางตองอยูในสภาพแชแข็ง -80 0C และไมมีส่ิงปนเปอนมิฉะนั้นจะใหผลลบปลอม 39   

4. วิธีทางอณูชีววิทยา โดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (RNA) ของไวรัส เพื่อใหมีความ

ไวในการตรวจมากข้ึน ซ่ึงปจจุบันไดมีการนําเทคนิคหลายชนิดมาใชในการตรวจ เชน Reverse 

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

amplification (NASBA)6 และ Real-time PCR 19, 38  ซ่ึงเทคนิคนี้มีขอดีกวาวิธี MIT และ TCIT 

คือใชระยะเวลาในการตรวจส้ันกวาและสามารถตรวจหาไวรัสท่ีมีปริมาณนอย และสามารถใชกับ

ตัวอยางท่ีหลากหลาย  เชน เนื้อสมอง  skin biopsy  น้ําลาย  น้ําไขสันหลัง  ปมรากผม และนํ้า

ปสสาวะ 6, 19, 38    

วิธีการตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในผูปวยทางหองปฏิบัติการมีขอจํากัดดังนี ้ 

1. การหาระดับแอนติบอดี (antibody)  ดวยวิธี RFFIT ในตัวอยาง เลือด EDTA และนํ้าไขสันหลัง มี

ขอจํากัดคือ      มีความไวตํ่า โดยเฉล่ียใหผลบวกประมาณ 25%ของผูปวยในประเทศไทยท้ังหมดท่ีเปน

โรคพิษสุนัขบา ซ่ึงไมมีประวัติการไดวัคซีน และใหผลลบท้ังหมดในน้ําไขสันหลัง   

2. การตรวจตัวเช้ือไวรัสดวยวิธี virus isolation ในเซลลเพาะเล้ียง ในตัวอยาง น้ําลาย และเนื้อสมอง 

(brain, biopsy, autopsy, necropsy) มีขอจํากัดคือ ตัวอยางตรวจจะตองอยูในสภาพแชแข็ง

ตลอดเวลา  แตคนไขท่ีมีระดับ antibody ในเลือดมักใหผลลบตอการตรวจดวยวิธีนี้ในน้ําลาย   
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3. การตรวจ antigen ดวยวิธี fluorescent antibody technique (FAT)ในตัวอยาง กระจกตา  hair 

follicle ท่ีไดจากการตัดจากช้ินเนื้อบริเวณทายทอยท่ีติดปมรากผม (neck skin biopsy) และเนื้อสมอง 

มีขอจํากัดคือ การตรวจตัวอยางจากกระจกตามีความยุงยากในการเก็บตัวอยาง มีความไวตํ่ามาก และ

ใหผลบวกปลอมสูง   การตรวจหา  neck skin biopsy ใหผลบวกสูง(ประมาณ 60-80%) แตไม

สะดวกตอการปฏิบัติเนื่องจากตองใชน้ําแข็งแหงในการเก็บตัวอยางและตองใช frozen section และมี

การอานผลโดยใช FAT ซ่ึงตองมีความระมัดระวัง และความชํานาญสูง, สําหรับการตรวจจากเนื้อ

สมองมีความแมนยําและความจําเพาะสูงท่ีสุดแตตองตรวจภายใน 24 ชั่วโมง สําหรับประเทศไทยซ่ึงมี

อาการรวมของโรค 

 4. การตรวจดวยวิธีทางอณูชีววิทยา (molecular technique) โดยวิธี  RT-PCR  และ NASBA ใน

ตัวอยาง น้ําลาย  น้ําไขสันหลัง  น้ําปสสาวะ  เนื้อสมอง และ hair follicle มีขอจํากัดคือ ตองการความ

เช่ียวชาญและความระมัดระวังมาก และไวรัสอาจมี sequence ไมตรงกับ primer และ probe 37 ท่ีใช

ในการตรวจ 

 

หลักการ Real-time PCR  

 Real-time PCR หรือ Kinetics PCR เกิดจากการพัฒนาเทคโนโลยี 2 สวนใหญๆ คือ การ

พัฒนาเทคโนโลยีในการตรวจหา PCR products ในสารละลายโดยการใชสารเรืองแสง 

(fluorescence reporters) และการพัฒนาเคร่ือง Thermocycler มาเปนเคร่ือง real-time 

thermocycler โดยเปนแหลงกําเนิดแสงเพื่อไปกอใหเกิดการเรืองแสงของ PCR products และสวน

ตรวจวัดการเรืองแสงท่ีเกิดจาก PCR product ในหลอดปฏิกิริยา ดังนั้นการทํา real-time PCR จึงเปน

การเพ่ิมขยายปริมาณดีเอ็นเอ โดยท่ีสามารถตรวจวัดปริมาณ PCR product ท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้นๆ 
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ซ่ึงตางจาก 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) ในกรณีท่ีตองการความจําเพาะสูงเชน การบงช้ี single 

nucleotide mutations ใน DNA เปาหมาย ซ่ึงไมสามารถกระทําโดยการใช SYBR Green I Dye 

fluorochrome ตัวแรก เรียกวา quencher จะดูดซับพลังงานเอาไว และถายทอดพลังงานให 

fluorochrome  ตัวท่ีสอง เรียกวา reporter dye โดยไมสูญเสียพลังงานออกสูระบบภายนอก เม่ือ 

reporter molecule ไดรับพลังงานจาก quencher จะปลดปลอยพลังงานออกมาสูระบบภายนอกในรูป

ของแสง ซ่ึงสามารถตรวจวัดได เรียกปฏิกิริยานี้วา Fruorescence   Resonance Energy Transfer 

(FRET)  32, 35  การติดฉลาก fluorochrome เขากับตัว probe เพื่อใหเคร่ือง real-time PCR สามารถ

ตรวจจับสัญญาณเรืองแสง อันเกิดจากปฏิกิริยา FRET สามารถทําไดหลายลักษณะเชน 

 

1. Hybridization probe 

 โดยการใช oligonucleotide probe สายส้ันสองสาย โดยสายแรกติดฉลากท่ีปลาย 3’ ดวย 

fluorescein ทําหนาท่ีเปน quencher และสายท่ีสองติดฉลากดวยสาร Red 640 หรือ Red 705 เขาท่ี

ปลาย 5’ ของ oligonucleotide probe สายท่ีสองจะถูกปดดวย phosphate group เพื่อไมใหสามารถ

ทําหนาท่ีเปน PCR primer ได 22, 41  hybridization probe สามารถนํามาตรวจสอบ amplified 

products เพื่อบงช้ี single point mutation หรือ single nucleotide polymerization (SNP) ไดเปน

อยางดี ในขณะท่ี SYBR Green I ไมสามารถทําได 32 
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2. TaqMan probe 

      ใชคุณสมบัติ exonuclease activity ของเอนไซม Taq polymerase สามารถยอยดีเอ็นเอสายเด่ียว 

ขณะท่ี เอนไซม Taq polymerase สรางสายใหมของดีเอ็นเอจาก primerในแตละ PCR cycle เม่ือสาย

ใหมของดีเอ็นเอถูกสรางเขามาถึงตําแหนงท่ี Probe จับกับ template DNA สวน 5' nuclease activity 

ท่ีอยูในเอนไซม Taq polymerase จะยอยสายของ probe เนื่องจากเปนexonuclease ของเอนไซม Taq 

polymerase จึงเรียกช่ือ probe นี้วา TaqMan probes ซ่ึงในตอนแรกใชปดฉลากดวย radioisotope 

เชน 32P เม่ือ probe ถูกยอยดวย exonuclease จะทําใหไดชิ้นสวนท่ีถูกยอยหลุดออกมา ตรวจพบไดใน 

gel electrophoresis  ตอมากลุมนักวิจัยจาก Perkin-Elmer ไดใช Fluorescent dye แทน 

radioisotope ในการปดฉลาก TaqMan probe ท่ีตําแหนงปลาย 5' และท่ีปลาย 3' ของ probe ถูกปด

ฉลากดวย Fluorescence quencher ซ่ึงเปนตัวยับยั้งการใหสัญญาณของ Fluorescence dye ท่ีปลาย 5' 

ถา TaqMan probe นั้นมีความจําเพาะกับผลผลิต PCR ท่ีไดก็จะจับท่ีตําแหนงจําเพาะ เม่ือ Taq 

polymerase สรางสายใหมของดีเอ็นเอจาก primer ในแตละ PCR cycle เม่ือสายใหมของดีเอ็นเอถูก

สรางเขามาถึงตําแหนงท่ี Taqman Probe จับอยู สวน 5' nuclease activity ท่ีมีอยูในเอนไซม Taq 

polymerase จะยอยสายของ Taq-man probe ทําใหสวนของ quencher หลุดและ Fluoresecence ท่ี

ปลาย 5' สามารถสงสัญญาณออกมาวัดได เม่ือไมมี quencher  41 

 

3. Molecular beacons 

Molecular beacons real-time PCR เปน oligonucleotide probe สามารถบอก

ความจําเพาะของ nucleic acid 35  ใชในการตรวจหา genomic DNA sequences, single 

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

levels และ DNA binding proteins 32  สวนของ fluorophore ติดอยูท่ีปลาย 5’ ของ stem และ non 

fluorescent quencher ติดอยูท่ีปลาย 3’ ของ stem โดย fluorophore และ quencher ใชในการ 
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label สวนของ probe  ซ่ึงประสิทธิภาพของ quencher วัดไดจาก quencher ท่ีถายทอดพลังงานและ

ไมถายทอดพลังงาน 22 

 

 
รูปท่ี 1 ปฏิกิริยาเคมีของ fluorogenic 5’ nuclease 

 

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

 

การออกแบบ primer และ probe สําหรับใชงานใน TaqMan real - time PCR 

จากการศึกษาของ Hughes et al, 2004 19  พบวา TaqMan real - time PCR เปนวิธีท่ีมี

ความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) ในการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบา ซ่ึงอาศัย

ความจําเพาะระหวาง TaqMan primer และ probe ในการ binding กับ target sequence  โดยการ

เกิด mismatches ระหวาง TaqMan primer และ probe sequence กับ target sequence มากกวา 4 

ตําแหนง มีผลตอปฏิกิริยา amplification ทําใหเกิด probe mismatches หรือ primer mismatches  

จากผลของ sequence variation จึงพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบารวมท้ังไวรัสใน genus 

lyssavirus โดยวิธี  TaqMan PCR  19 

 ในสวนของ N gene sequence สวน conserved ของ viral proteins เปนบริเวณเปาหมายที่

ใชในการออกแบบ primer 21 โดยเปรียบเทียบ sequence เพื่อดูความเหมือนและความแตกตางของ

เบส ใน genotype 1 (rabies virus) กับ genotype 3 (mokola virus) 37   มีเปอรเซ็นตความเหมือน
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ของเบส 80 เปอรเซ็นต โดยข้ันตอนในการออกแบบ primer หรือ probe ตอง hybridize กับ gene 

เปาหมาย19 ซ่ึงไมมีการเกดิ cross-hybridization ในการออกแบบส่ิงท่ีตองพิจารณาคือ conserve 

sequence ซ่ึงตองมีความคงตัวของเบส, คา melting temperature (Tm)  GC content  ความยาว 

primer และ  probe 21 

 

ประโยชนและการประยุกตใชงาน TaqMan real-time PCR 

TaqMan real-time one step RT-PCR เปนวิธีท่ีใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสในตัวอยาง

เนื้อเยื่อและของเหลวในรางกาย ซ่ึงมีความรวดเร็วและความจําเพาะ เปนเทคโนโลยีท่ีใชในการศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรม  มีประโยชนในการแยก rabies virus (genotype 1) ออกจากไวรัส 

genotype อ่ืนๆ 19, 37  Real-time PCR เปนเทคโนโลยีท่ีพัฒนาจาก PCR โดยใช fluorescence ใน

การตรวจหาปริมาณของ nucleic acid ซ่ึงปริมาณของ nucleic acid วัดไดจาก fluorescence ท่ีสูงข้ึน

ในชวง exponential phase 31 จากขอมูลดังกลาว TaqMan real-time PCR จึงนาจะมีคุณสมบัติท่ี 

สามารถนํามาประยุกตใชเปนเคร่ืองมือในการบงช้ีไวรัสพิษสุนัขบาสายพันธุใหมท่ีไมเคยมีรายงานใน

ประเทศไทยมากอน ดังเชนในกรณีของ CVS strain 9 ซ่ึงเปน laboratory fixed virus ซ่ึงเพิ่มจํานวน

ใน culture cells เปนจํานวนมากมายโดยพบวามีตําแหนง mismatch ท้ัง 3 สวนคือ forward primer 

1 ตําแหนง, reverse primer 1 ตําแหนง และ probe 4 ตําแหนง แตก็สามารถ amplify ได ท้ังนี้

เนื่องจากตําแหนงของ mutation จะพบนอยมากในตําแหนงของ primer  จึงมีความเปนไปไดท่ี

นํามาใชเปนเคร่ืองมือในการตรวจสอบไวรัสสายพันธุใหมท่ีเปน street strain ซ่ึงมีความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมและสามารถตรวจสอบข้ันตอไปได  โดยการนํา amplified product ท่ีไดไปทํา 

sequencing หรือ การใช variant-specific probe เปนตน 



บทท่ี 3 

วัสดุและวธิีการทดลอง 
 
 

1. ประชากรเปาหมาย 

  1.1  ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 1ไดแก RNA ของไวรัสท่ีสกัดแลวและเนื้อสมองสุนัขท่ี 

                เปนโรคพิษสุนัขบาท่ีไดจากสถานเสาวภา ซ่ึงทราบขอมูลพันธุกรรมจากผลงานวิจัย 

                กอนหนาในป พ. ศ.  2541-2545  9  และ laboratory fixed CVS strain 

1.2  ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 2 ไดแก  เนื้อสมองสุนัขท่ีผานการตรวจดวย  DFA ท่ีไดจาก 

        กรมปศุสัตวในป พ.ศ. 2548 – 2550  

1.3  ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 3 ไดแก  RNA ท่ีสกัดจากปมรากผม (S871)  น้ําลาย (U71  

 และ U121)  น้ําปสสาวะ (U156)  กระพุงแกม (U563)  เนื้อสมอง (U640)   

      ของผูปวยท่ีไดรับเช้ือ จากประเทศพมาและกัมพูชาในป พ.ศ. 2547 – 2549  

 2. ประชากรตัวอยาง 

  2.1  กลุมศึกษา (case) คือ เนื้อสมองสุนัขท่ีสกัดแลวและ RNA ของ fixed CVS strain  

  2.1.1 ตัวอยาง สมอง และ RNA ท่ีสกัดแลวของศูนยปฏิบัติการโรคทางสมองจํานวน 74 ตัวอยาง   

                  และ CVS strain 

  2.1.2 ตัวอยางช้ินเนื้อสมองสุนัขจากกรมปศุสัตวจํานวน 120  ตัวอยาง 
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2.2  กลุมควบคุม (control) 

  2.2.1  ตัวอยางจากเนื้อสมองสุนัขในกลุมท่ี 1 ท่ีมี sequence ตรงกับ primer และ probe 

                 และใหผลบวกดวยวิธี real - time PCR ท่ีคา crossing point อยูระหวาง 20-23 

                 ท่ี dilution 1:100 

  2.2.2  ตัวอยาง negative control ไดแก น้ํากล่ันหรือเนื้อสมองสุนัขท่ีไมติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบา 

3. การเก็บชิ้นเน้ือ 

  ตัวอยางช้ินเนื้อสมองและ RNA ท่ีสกัดแลว จากสมองสุนัขเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -70 0C    

     จนกระท่ังนํามาทดลอง 

4. วิธีดําเนินการวิจัย 

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

         โดยอิงตามขอมูลของ rabies sequence ท่ีไดจาก street strain จากกลุมท่ี 1 

  4.2 ประเมินความเปนไปไดในการนํา primer และ probe จากขอ 4.1 นํามาใชกับตัวอยางท่ีได 

         จากประเทศไทย 

  4.3 จําแนกกลุม rabies virus จากตัวอยางท่ัวประเทศไทย 9 ตามความเหมือนหรือแตกตาง 

         ของรหัสพันธุกรรมในตําแหนง primer และ  probe ท่ีไดจากขอ 4.1  

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

   4.5 วิเคราะหผล  real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 1 โดยเปรียบเทียบกับลักษณะความเหมือน 

           และความแตกตางของ nucleotide ในตําแหนงของ primer และ probe วามีผลตอการจับ 

           ของ primer และ hybridization กับ probe อยางไร 
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    4.6  ทดสอบ sensitivityโดยใช synthesized RNA ท่ีมี dilution ในระหวางความเขมขนตางๆโดย 

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

        4x106cp/ reaction ถึง 4 cp/ reaction 

  4.7  ทดสอบ specificity โดยใชตัวอยาง RNA ของไวรัสชนิดอ่ืน (CMV, HSV, VZV, EBV,  

         Enterovirus and Dengue virus) ท่ีความเขมขน 1x103 cp/µl   

  4.8   วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 2 เพื่อเปรียบเทียบกับผลของการตรวจ 

         ดวยวิธี DFA 

4.9   วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 3  

 5. การวิเคราะหขอมูล  

     5.1 ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 1 เปรียบเทียบผลการทดสอบกับรหัสพันธุกรรมในตําแหนง  

           primer และ probe 

   5.2 ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 2 เปรียบเทียบผลการทดสอบกับผลการตรวจดวยวิธี DFA 

   5.3 ประชากรตัวอยางกลุมท่ี 3 เปรียบเทียบผลการทดสอบกับตัวอยางในประเทศไทย 

    5.4 เปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของ rabies virus ท่ีพบในประเทศไทยและประเทศเพ่ือนบาน 

             เพื่อประเมินความนาจะเปนไปไดในการตรวจวัดดวย primer และ probe ท่ีทดสอบ 

 

 

 



บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 

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

    โดยอิงตามขอมูลของ rabies sequence ท่ีไดจาก street strain 

  เม่ือออกแบบ primer และ probe ในชวง 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.  ประเมินความเปนไปไดในการนํา primer และ probe  ใชทดสอบกับตัวอยางท่ีไดจากประเทศไทย 

 เม่ือศึกษา rabies sequence 239 ตัวอยางท่ัวประเทศไทยจากรายงานการวิจัยกอนหนา 9 

โดยเปรียบเทียบกับ primer และ probe ท่ีออกแบบเพื่อนําไปใชในการตรวจวินิจฉัยในปฏิกิริยา 

 real-time PCR พบวา primer และ probe ท่ีออกแบบสามารถใชเปนตัวแทนในการ 

ตรวจวินิจฉัยตัวอยางในแตละกลุมได    ดูไดจากผลบวกท่ีเกิดช้ึนจากการทํา real-time PCR   

agarose gel electorphoresis และคา crossing point (CT) 

3.  จําแนกกลุม rabies virus จากตัวอยางท่ัวประเทศไทย 9 ตามความเหมือนหรือแตกตาง 

      ของรหัสพันธุกรรมในตําแหนง primer และ  probe  

 จากผลการศึกษา N gene sequence alignment ของตัวอยาง rabies sequence 239 ตัวอยาง ท่ัว

ประเทศไทย 9 ทําใหสามารถจัดกลุม rabies virus ตามความเหมือนหรือแตกตางของรหัส พันธุกรรม

ในตําแหนง primer และ probe ไดเปน 8 กลุม คือ กลุม 1 กลุมท่ีมีลําดับเบสเหมือนกัน (168 ตัวอยาง
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นํามาตรวจ 26 ตัวอยาง)  กลุม 2 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer (25 ตัวอยาง

นํามาตรวจ 22 ตัวอยาง)  กลุม 3 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe (29 ตัวอยางนํามาตรวจ 

10 ตัวอยาง) กลุม 4 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง reverse primer (7 ตัวอยางนํามาตรวจ 6 

ตัวอยาง) กลุม 5 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ probe (2 ตัวอยางนํามา

ตรวจ 2 ตัวอยาง) กลุม 6 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ reverse primer 

(2 ตัวอยางนํามาตรวจ 2 ตัวอยาง) กลุม 7 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe และ reverse 

primer (6 นํามาตรวจ 6 ตัวอยาง) และ กลุม 8 กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันท้ังสามตําแหนงคือ forward 

primer, probe และ reverse primer 2 ตัวอยางคือ laboratory fixed CVS strain และ Pasteur  

virus strain (PV) นํามาตรวจ 1 ตัวอยางคือ CVS ซ่ึงเปนไวรัสสายพันธุท่ีใชในหองปฏิบัติการและไม

พบในประเทศไทย  

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

  โดยทดสอบ condition ตาม Qiagen kit และศึกษาจากงานวิจัยกอนหนา 19, 38 

มี condition ท่ีเหมาะสมดังนี้ 

Reverse transcription ที่ 50 oC เปน เวลา 20 นาที จํานวน 1 รอบ,  

HotStar Taq DNA polymerase activation (1) 95 oC เปนเวลา 15 นาที  จํานวน 1 รอบ,   

Denaturation ที่ 95 oC เปนเวลา 0 วินาที จํานวน  45 รอบ, 

Annealing ที่ 60 oC เปนเวลา 60 วินาที จํานวน 45 รอบ,  

Cooling ที่ 50 oC  เปนเวลา 30 วินาที  จํานวน 1 รอบ. 
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5. การวิเคราะหผล real-time  PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 1    

 มีวัตถุประสงค เพื่อประเมินคุณภาพของ primer และ probeโดยนํา ตัวยางเนื้อสมองสุนัข และ 

laboratory fixed CVS strain  ซึ่งเปนตัวแทนในการทดลองท้ังหมด 75 ตัวอยาง จัดอยูในกลุมยอย 

1-7 จํานวน 74 ตัวอยาง และอยูในกลุมยอย 8 จํานวน 1 ตัวอยาง ซ่ึงในตัวอยางกลุมยอย 1-8 จัดอยูใน 

genotype เดียวกันในการจัดกลุมยอยดูไดจาก sequence mismatches ในตําแหนง primer และ 

probe ในกรณีของCVS ท่ี probe ไมสามารถจับกับ sequence ของดีเอ็นเอเปาหมายได ผลการทดลอง

ท่ีไดใหผลลบปลอมในการตรวจวินิจฉัย  แตอยางไรก็ตามสามารถ amplify ไดจาก primer โดยให

ผลบวกในการทดสอบดวยวิธี gel electrophoresis  
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1. กลุมท่ีมีลําดับเบสเหมือนกัน 

 
                           

 
 
รูปท่ี 2 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 1 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                   Probe                                                                           Reverse primer       
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รูปท่ี 3 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 1 (ตอ) 
                     

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                    Probe                                                                        Reverse primer 
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รูปท่ี 4 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 1 (ตอ) 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                    Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 1 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 1 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 26 ตัวอยาง 
 

 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. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer 

 
 
 
รูปท่ี 5  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 2 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

      Forward primer                                    Probe                                                                      Reverse primer 
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ตาราง 2 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 2 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR  22 ตัวอยาง 
 

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. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe 

 
 
 
 
รูปท่ี 6 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 3 

 
 

 

 

 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

     Forward primer                                    Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 3 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 3 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 10 ตัวอยาง 
 

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. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง reverse primer   

 
 
 
รูปท่ี 7 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 4 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

      Forward primer                                   Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 4 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 4 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 6 ตัวอยาง 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ probe               

 
 
 
รูปท่ี 8  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 5 
  
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                Probe                                                                            Reverse primer 
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ตาราง 5 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 5 นําตรวจดวยวธีิ TaqMan real-time PCR 2 ตัวอยาง 
 
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. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer และ reverse primer 

 
 
 
รูปท่ี 9 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 6 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                    Probe                                                                       Reverse primer 
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ตาราง 6 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 6 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 2 ตัวอยาง 
 

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. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง probe และ reverse primer 

 
 
 
รูปท่ี 10  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 7 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

      Forward primer                                   Probe                                                                         Reverse primer 
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ตาราง 7 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 7 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 6 ตัวอยาง 
 

 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. กลุมท่ีมีลําดับเบสตางกันในตําแหนง forward primer, probe และ reverse primer 

 
 
 
รูปท่ี 11  แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus กลุมยอย 8 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                 Probe                                                                          Reverse primer 
 



 38

ตาราง 8 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขกลุมยอย 8 นํามาตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 1 ตัวอยาง 

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 ดวยวิธี TaqMan real-time PCR ใหผลลบ 
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รูปท่ี 13 การวิเคราะห CVS  ดวยวิธี  Agarose gel electrophoresis 

แสดงวา primer สามารถจับ target gene ได และสามารถ amplify ไดจากปฏิกิริยา PCR
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6. การตรวจวัด sensitivity   

   โดยเม่ือนํา standard rabies RNA(synthesized) ท่ีความเขมขน  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 ไดผลการทดลองดังตารางท่ี 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) พบวาวธีิท่ีใชมีความไวในการ

ตรวจวดัปริมาณไวรัสเทากับ0.8 cp/µL หรือ 4 cp/reaction  แสดงวาการตรวจวินิจฉัย rabies virus 

ดวยวิธี TaqMan real-time one step RT-PCR มีความไวในการตรวจวินจิฉัย rabies virus ท่ีมีความ

เขมขนต้ังแต  0.8 cp/µL หรือ 4 cp/reaction ข้ึนไป และมีความไวสูงเพียงพอท่ีจะใชในการวินิจฉัย

ยืนยนัการติดเช้ือไวรัสจากเนื้อสมองสุนัขเม่ือเทียบกับงานวิจยัท่ีเคยมรีายงาน (limit of detection 105.6 

dilution) 19 
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                     รูปท่ี 14 กราฟแสดงผลการตรวจวดัคา  sensitivity ดวยวธีิ Real – time PCR 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

            รูปท่ี 15 กราฟแสดงคา standard curve ระหวาง crossing point และ log concentration 
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7. การตรวจวัด specificity  

             นําตัวอยาง CMV, HSV, VZV, EBV, Enterovirus และ Dengue virus ทดสอบ

ความจําเพาะกับ primer และ probe ท่ีออกแบบเพื่อใชในการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี TaqMan real-time 

one step RT-PCR ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 16 

 
ผลการตรวจวดัคา specificity   

 จากผลการทดลองพบวา primer และ probe ท่ีออกแบบมีความจําเพาะกับ rabies virus 

เทานั้น สําหรับตัวอยาง CMV, HSV, VZV, EBV, Enterovirus และ Dengue virus ใหผลลบใน

การตรวจวินิจฉัย แสดงวาชุดตรวจวินิจฉัย TaqMan real-time one step RT-PCR ท่ีพัฒนาขึ้นมี

ความจําเพาะตอ rabies virus โดยไมทําใหเกิดปฏิกิริยากับไวรัสกลุมอ่ืนๆท่ีทําใหเกิดโรคสมองอักเสบ 

(encephalitis) 

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

รูปที ่16 กราฟแสดงผลการตรวจวดัคา  specificity  ดวยวธีิ Real – time PCR
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8.  วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 2   

 มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ primer และ probe  โดยการตรวจวินิจฉัยไวรัส

พิษสุนัขบาในสมองของสัตวตางๆท่ีผานการตรวจดวย DFA ท่ัวประเทศไทย 120 ตัวอยาง  ตัวอยางได

จากกรมปศุสัตวระหวางป พ.ศ. 2548-2550  โดยมีตัวอยางจากภาคเหนือ 20 ตัวอยาง  ภาคใต 10 

ตัวอยาง   ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 13 ตัวอยาง และ ภาคตะวันออก 77 ตัวอยาง  ซ่ึงผลการตรวจตรงกับ

ผลการตรวจดวย DFA โดยตัวอยางท่ีใหผลบวกและลบ รวมถึงคา CT value ปรากฏในตารางท่ี 10-15 
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ตาราง  10 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคเหนือ 20 ตัวอยาง 

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 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคใต 10 ตัวอยาง 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 46

ตาราง 12  การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออกเฉียงเหนอื 13 ตัวอยาง 

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 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออก 77 ตัวอยาง 

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 
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ตาราง 14 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออก (ตอ)  

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 การตรวจวนิิจฉัยไวรัสพิษสุนัขบาในภาคตะวันออก (ตอ) 

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.  วิเคราะหผล real-time PCR ในตัวอยางกลุมท่ี 3  

  มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางของ sequence กับตัวอยางใน

ประเทศไทย และเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ primes และ probe ในตัวอยางจากประเทศเพื่อนบาน 

ไดจากตัวอยางผูปวยท่ีติดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาจากประเทศพมาและกัมพูชา ไดแก RNA ท่ีสกัดจากปม

รากผม (S871) น้ําลาย (U71) (U121)  น้ําปสสาวะ (U156)  กระพุงแกม (U563) และ เนื้อสมอง 

(U640) ของผูปวยในป พ.ศ. 2547 – 2549 ผลของการเปรียบเทียบความเหมือนและแตกตางของ 

sequence จากตัวอยางเหลานี้จากประเทศพมา  (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 ไวรัสพิษสุนัขบาใน

ประเทศไทยจากกลุม 1 และ sequence ของ primer และ probe ดังรูปท่ี 17 และ 18 และ ตารางท่ี 16 

และ 17 
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 ลําดับเบสของไวรัสพิษสุนขับาในประเทศพมา    

 
 
 
รูปท่ี 17 แสดง  N gene sequence alignment ของ  rabies virus ในประเทศพมาเทียบกับ 

              street strain จากประเทศไทย 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CTGGCAGACGACGGAACCGTCAATTCTGATGACGAGGATTACTTCTCCGGTGAGACGAGCCCTGAGGCTGTCTATACTCGAATCATG 

       Forward primer                                  Probe                                                                          Reverse primer 
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ตาราง 16 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขจากประเทศพมาท่ีตรวจดวยวิธี 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) 

 

*  ตัวอยางไมเพียงพอท่ีจะวดัได 
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ลําดับเบสของไวรัสพิษสุนัขบาในประเทศกัมพูชา   

 
 
 
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 ตัวอยางเนื้อสมองสุนัขจากประเทศกัมพูชาท่ีตรวจดวยวิธี TaqMan real-time PCR 
 

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

 
* ตัวอยางไมเพียงพอท่ีจะวัดได 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 

Extracted RNA ที่ไดจากไวรัสทั่วประเทศ และมี mismatch ในตําแหนง forward 

และ/หรือ reverse primer และ/หรือ probe พบวาไมมีผลตอการเพิ่มปริมาณ DNA ดวย

ปฏิกิริยา RT-PCR จํานวนตําแหนงของการเกิด mismatch พบอยูระหวาง 1-3 จุด ใน 2 

ตําแหนงของ primer หรือ probe เทานั้น ไมพบ mismatch ในทั้ง 3 ตําแหนง  ยกเวนใน

ตัวอยางไวรัสชนิด CVS งานวิจัยของตางประเทศ 19   พบวาการมี mismatch มีผลตอการจับของ 

primer และ probe ตอเมื่อการเกิด mismatch อยูที่ตําแหนงกลางของ probe จะมีผลทําใหเกิด 

false negative ไดและยังพบวาจํานวนของการเกิด mismatch ลดประสิทธิภาพของการ

เกิดปฏิกิริยา โดยพบวาถามีจุดแตกตางรวมมากกวา 4 จุดในทั้ง 3 region (forward primer, 

probeและ reverse primer) จะทําใหมีโอกาสเกิด weakly positive หรือ  false negative 7 

 จาก Genetic data ในประเทศไทย และเพื่อนบานพบวา mismatch ท่ีพบมีนอยตําแหนง (1-2 

ตําแหนง)  ดังนั้นทําใหมีความเปนไปไดวา จะสามารถนํา Protocol ดังกลาวนี้ มาใชเพื่อการยืนยันผลท่ี

ไดจากการตรวจ DFA โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีใหผลลบ และเปนการยืนยันมาตรฐานหองปฏิบัติการท่ี

ใชการตรวจดวย DFA ท้ัง ผลบวกและลบ ในกรณีท่ีผล DFA เปนบวกและ TaqMan real-time PCR 

ใหผลลบ ในขณะท่ีผลการตรวจ PCR product ใหผลเปนบวก (เกิด product แตไมสามารถตรวจวัดได

ดวย probe) จะเปนโอกาสอันดีในการคนหาวา sequence ในตําแหนง probe อาจจะมาจาก rabies 

variant ใหมท่ีไมใชสุนัข 
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 ตัวอยาง extracted RNA จาก CVS ใหผลลบปลอมในการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี TaqMan 

real-time one step RT-PCR แตใหผลบวกในการทดสอบดวยวิธี gel electrophoresis แสดงวามี

การ amplify เกิดข้ึนจากการจับของ primer ท้ังสอง แตไมมีสัญญาณใน real-time PCR เนื่องจากเกิด 

probe mismatch ซ่ึงเม่ือวิเคราะหการเรียงตัวของลําดับเบสท่ีตําแหนงของ probe พบวามี mismatch 

ถึง 4 ตําแหนง คือ ตําแหนงท่ี 5, 20, 23  และ 29 จากความยาว probe ท้ังหมด 31 เบส จากการพบ

ขอมูลการตรวจของ CVS ดังกลาว  วิธีการตรวจ TaqMan real-time one step RT-PCR ท่ีพัฒนาข้ึน 

มีความสามารถในการตรวจวัดเช้ือไวรัสพิษสุนัขบาท่ีมีความหลากหลายและมี mismatch ท่ีตําแหนง 

primer และ probe ท่ีพบในประเทศไทย ระหวางป พ.ศ. 2541-2545  9 ไดท้ังหมด,  มีความไว 

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

ไวรัสพิษสุนัขบาเทานั้นโดยไมเกิด cross reaction กับกลุมไวรัสสมองอักเสบ (CMV, HSV, VZV, 

EBV, Enterovirus และ dengue virus) และมีความรวดเร็ว (rapidity) กวาวิธี one step RT-PCR 

จากท่ีใชระยะเวลาในการตรวจ 3 ชั่วโมง  เม่ือตรวจวินิจฉัยดวยวิธี TaqMan real-time one step RT-

PCR ใชระยะเวลา1 ชั่วโมง 20 นาที 30 วินาที   

การศึกษาการกลายพันธุของไวรัสพิษสุนัขบาในตัวอยางสมองสัตวหลาย speciesในประเทศ

ไทยระหวางป พ.ศ. 2548 – 2550  พบ primer mismatches และ probe mismatches นอยกวา 4 

ตําแหนง (1 ตําแหนง) แสดงวาไวรัสพิษสุนัขบาท่ีพบเปนสายพันธุท่ีมี genotype เดียวกันกับสายพันธุ

ท่ีพบในประเทศไทยและไมพบ rabies variant ใหมท่ีไมใชสุนัข โดยไมมีความแตกตางทางนัยสําคัญ

ของตัวอยางท่ีนํามาตรวจ ในชวงความเขมขนของ RNA ประมาณ 0.1 µg/µl    
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TaqMan real-time one step RT-PCR ท่ีใชในการศึกษาทางระบาดวิทยาของเช้ือไวรัสพิษ

สุนัขบาในตัวอยางผูปวยท่ีพบในประเทศไทยและประเทศเพื่อนบาน เชน พมาและกัมพูชา ระหวางป 

พ.ศ. 2547 – 2549 พบวาตัวอยางประเทศพมา (U121) มีการเกิด probe mismatches ท่ีตําแหนงกลาง 

(ตําแหนงท่ี 16 ในความยาวท้ังหมด 31 bp) ไมมีผลตอ CT value (23.21) ไวรัสพิษสุนัขบาท่ีพบเปน

สายพันธุเดียวกันกับไวรัสพิษสุนัขบาในประเทศไทยไมเกิดสายพันธุใหม จัดกลุม rabies virus อยูใน 

genotype 1  

กลาวไดวาวิธีนี้ใชในการตรวจวินิจฉัยไวรัสจากตัวอยางท่ีเปนเนื้อเยื่อ (เนื้อสมอง) และตัวอยาง

ท่ีเปนของเหลวในรางกาย (น้ําลาย  น้ําไขสันหลัง  ปสสาวะ รวมท้ังสารคัดหล่ังในรางกาย เปนตน) 

นาจะสามารถใชแทนวิธี Mouse inoculation technique เพ่ือยืนยันผลเนื่องจากผลการตรวจใหผล

เปนผลบวกจริง (true positive) และผลลบจริง (false positive) แตในกรณีท่ี DFA เปนบวกและ 

real-time PCR ใหผลลบ จําเปนตอง run gel ทุกคร้ัง เนื่องจากในปฏิกิริยาไมมีสัญญาณใน real-time 

PCR เนื่องจากการเกิด probe mismatch  แตมีการ amplify เกิดข้ึนจากการจับของ primer ท้ังสอง   

ดังนั้นวิธี TaqMan real-time one step RT-PCR จึงมีความเปนไปไดท่ีจะนําไปใชตรวจ

วินิจฉัยโรคพิษสุนัขบาในสมองสัตว และ วิธีการตรวจท่ีพัฒนาข้ึน อาจจะสามารถชวยในการเฝาระวัง

การเกิดการกลายพันธุของไวรัสพิษสุนัขบาได หากพบรูปแบบของการตรวจเชนเดียวกับการตรวจ 

CVS  จึงอาจกลาวไดวา TaqMan real-time one step RT-PCR อาจจะสามารถนํามาประยุกตใชเปน

เคร่ืองมือในการบงช้ีไวรัสพิษสุนัขบาสายพันธุใหมท่ีไมเคยมีรายงานในประเทศไทยมากอน ดังเชนใน

กรณีของ CVS strain ท่ีพบวามีตําแหนง mismatch ท้ัง 3 สวนคือ forward primer 1 ตําแหนง, 

reverse primer 1 ตําแหนง และ probe 4 ตําแหนง จึงมีความเปนไปไดท่ีนํามาใชเปนเคร่ืองมือในการ

ตรวจสอบไวรัสสายพันธุใหมท่ีเปน street strain และมีความหลากหลายทางพันธุกรรม  
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  ภาคผนวก ก ตัวอยางชิ้นเนื้อท่ีใชตรวจวินิจฉัยโดยวิธี variant-specific TaqMan PCRs.   
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  ภาคผนวก ข ตัวอยางชิ้นเนื้อท่ีใชตรวจวินิจฉัยโดยวิธี single-tube TaqMan RT-PCR.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

64

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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GenBank Accession no. Isolation number Species Locality (district/province) Year 
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 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ Thai rabies N genes และเขตแพรระบาด 
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รูปท่ี 20 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH1 rabies sequence และเขตแพรระบาด 
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รูปท่ี 21 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH2A และTH2B rabies sequences  

            และเขตแพรระบาด          
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 รูปท่ี 22 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH2C, TH2D, TH2E และTH2F   

              rabies sequences และเขตแพรระบาด 
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รูปท่ี 23 เปรียบเทียบระหวาง NJ tree ของ TH2G และTH2H rabies sequences  

              และเขตแพรระบาด 
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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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 
นางสาวจิตตะภาวัลย สูติปญญา เกิดวันท่ี 2 กันยายน พ.ศ. 2525 ท่ีจังหวัดนครราชสีมา ใน

ปการศึกษา 2547 สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน  ปจจุบันศึกษาปริญญามหาบัณฑิต วิทยาศาสตรการแพทย สาขาอณูชีววิทยา

และพันธุศาสตร คณะแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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