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 การพััฒนาวิิธีีการจำแนกเชื้้�อไวรััสกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ระหว่่างสายพัันธุ์์�วััคซีีนและสายพัันธุ์์� 

ที่่�มีีการระบาดในประเทศไทย โดยวิิธีี RT-qPCR

Development of a RT-qPCR assay for differentiation between vaccine 

and field strains of African horse sickness virus in Thailand
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Abstract

	 Background: African horse sickness (AHS) is an important viral infectious disease affecting all equine 
species. In 2020, the outbreaks of AHS were reported in Thailand. Mass vaccination campaigns have been 
implemented to prevent and control the outbreaks.  However, in some cases, death caused by AHS have 
still occurred in horses after vaccination and there was no available diagnostic tool for differentiation 
between vaccine and field strains. The aim of this study was to develop a novel RT-qPCR assay able to 
distinguish the AHSV between vaccine strains from field isolate in Thailand.
	 Methods: The five equine blood samples of AHSV field isolate in Thailand prior the National  
Vaccination Program were genetic characterized by DNA sequencing technique. Then, the genetic  
sequence data of AHSV field isolate and from the NCBI database were used for designing RT-qPCR  
primers and probe targeting VP2 gene using Geneious program. The conditions of RT-qPCR were  
optimized. The analytical sensitivity and analytical specificity of novel RT-qPCR were validated including  
comparison the results with the WOAH-recommended RT-qPCR targeting VP7 gene. The experiment was 
tested in 22 pre-vaccination clinical samples and trivalent and monovalent vaccines against AHSV  
serotype 1; AHSV reference viruses serotypes 1, 3 and 4 and the other viruses: EIV, EHV-1, EHV-4 and JEV.
	 Results: A novel RT-qPCR was capable of detecting AHSV with 100% accuracy in comparison with 
the WOAH-recommended RT-qPCR. Optimal final concentrations of forward primers, reverse primers and 
probes were 400, 800 and 800 nM, respectively. The analytical sensitivity of RT-qPCR was 2.6 DNA copies/
reaction. The coefficient of determination (R2) between novel and WOAH-recommended RT-qPCR was 
0.99.  The result showed that the assay has successfully detected only Thai AHSV field isolates and shows 
no cross reactivity with AHSV in the vaccines, reference AHSV and other viruses.
	 Conclusion: This novel RT-qPCR assay is considered a highly sensitive and specific AHSV  
molecular diagnostic tool.  It can be effectively used for the differentiation between field isolate in 
Thailand and vaccine strains of AHSV. This assay could be beneficial for effective AHS surveillance and 
could be applied for virus identification preparing for the next disease outbreak.
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บทคััดย่่อ

	 ที่่�มาของการศึึกษา: กาฬโรคแอฟริิกาในม้้าเป็็น 

โรคติิดเชื้้�อไวรัสที่่�สำคััญในม้้า ในปีี พ.ศ 2563 พบการ

ระบาดในประเทศไทย มาตรการฉีีดวััคซีีนถููกนำมาใช้้ 

เพื่่�อป้้องกัันและควบคุมโรค อย่่างไรก็็ตามการป่่วยตาย

เนื่่�องจากโรคนี้้�ยัังพบในม้้าหลัังการฉีีดวััคซีีน การพบเชื้้�อ 

ในม้า้ที่่�ป่ว่ยตายไม่ส่ามารถวินิิจิฉัยัได้้ว่า่เป็็นสายพันัธุ์์�วัคัซีนี

หรือสายพันธุ์์�ที่่�มีีการระบาดในประเทศไทย เนื่่�องจาก 

ยัังไม่่มีีวิิธีีการตรวจวิินิิจฉััยเพื่่�อจำแนกระหว่่างสายพัันธุ์์� 

การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีี RT-qPCR ที่่�

สามารถจำแนกเชื้้�อไวรััสกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าระหว่่าง

ออกจากสายพันธุ์์�วััคซีีนสายพันธุ์์�ที่่�มีีการระบาดใน

ประเทศไทย

	 วิิธีีการ: ตรวจสอบลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน VP2 

ของเชื้้�อไวรััสกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าสายพัันธุ์์�ท้้องถิ่่�นที่่�

ระบาดอยู่่�ในประเทศไทยช่่วงก่่อนนำเข้้าวััคซีีนมาใช้้  

โดยวิิธีี DNA sequencing จากตััวอย่่างเลืือดม้้า จำนวน 5 

ตััวอย่่าง จากนั้้�นนำข้้อมููลที่่�ได้้ร่่วมกัับลำดัับสารพัันธุุกรรม

ในฐานข้้อมููล NCBI มาออกแบบ primers และ probe 

สำหรัับวิิธีี RT-qPCR ที่่�จำเพาะต่่อยีีน VP2 ของเชื้้�อไวรััส

โดยใช้้โปรแกรม Geneious ตรวจสอบหาความเข้้มข้้น 

ที่่�เหมาะสมของ primers และ probe และตรวจสอบ 

ความใช้้ได้้ของวิิธีีด้้วยการหาค่่าความไวและความจำเพาะ

เชิิงวิิเคราะห์์ รวมทั้้�งเปรีียบเทีียบผลกัับวิิธีี RT-qPCR ที่่� 

WOAH แนะนำที่่�จำเพาะต่่อยีีน VP7 โดยใช้้ตััวอย่่างทาง

คลิินิิกจากพื้้�นที่่�ระบาดจำนวน 22 ตััวอย่่างก่่อนมีีการ 

นำเข้้าวััคซีีน กัับสายพัันธุ์์�วััคซีีน trivalent, monovalent 

ซีีโรไทป์์ 1; เชื้้�อไวรััสอ้้างอิิง ซีีโรไทป์์ 1, 3 และ 4 รวมทั้้�ง

เชื้้�อไวรััสก่่อโรคในม้้าชนิิดอื่่�น ๆ ได้้แก่่ EIV, EHV-1, EHV-4 

และ JEV

	 ผล: วิิธีี RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�สามารถตรวจหา

เชื้้�อไวรัสกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าได้้อย่่างถููกต้้อง 100%  

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับวิิธีี RT-qPCR ที่่� WOAH แนะนำ ค่่า

ความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสมของ primers ชนิิด forward, 

reward และ probe มีคี่า่ความเข้ม้ข้น้สุดุท้า้ยเท่า่กับั 400, 

800 และ 800 nM ตามลำดัับ ค่่าความไวเชิิงวิิเคราะห์์ของ

วิิธีีนี้้�เท่่ากัับ 2.6 DNA copies/reaction มีีค่่าสััมประสิิทธิ์์� 

สหสัมพันัธ์ข์องวิธิีทีี่่�พัฒันาขึ้้�นใหม่และวิธิีทีี่่� WOAH แนะนำ

เท่่ากัับ 0.99 และผลทดสอบในตััวอย่่างทางคลิินิิกก่่อนมีี

การนำเข้้าวััคซีนี สามารถจำแนกเชื้้�อไวรัสกาฬโรคแอฟริิกา

ในม้า้สายพันัธุ์์�ท้องถิ่่�นที่่�ระบาดในประเทศไทยได้ ้โดยไม่เ่กิดิ

ปฏิิกิิริิยาข้้ามกัันกัับเชื้้�อไวรััสสายพัันธุ์์�วััคซีีน เชื้้�อไวรััส

อ้้างอิิง รวมทั้้�งเชื้้�อไวรััสก่่อโรคในม้้าชนิิดอื่่�น ๆ 

	 สรุุป: วิธิี ีRT-qPCR ที่่�พัฒันาขึ้้�นมีคีวามไวและความ

จำเพาะสููง สามารถใช้้จำแนกเชื้้�อไวรััสกาฬโรคแอฟริิกา 

ในม้้า สายพันธุ์์�วััคซีีนออกจากสายพันธุ์์�ที่่�มีีการระบาด 

ในประเทศไทยได้อ้ย่า่งถูกูต้อ้ง วิธีิีนี้้�จะเป็น็ประโยชน์ต์่อ่การ

เฝ้้าระวัังการระบาดของโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าอย่่างมีี

ประสิิทธิิภาพ สามารถนำวิิธีีที่่�ได้้จากการศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

ไปประยุุกต์ใ์ช้ใ้นการจำแนกสายพันธุ์์�เชื้้�อไวรัสั เมื่่�อเกิดิการ

ระบาดของโรคขึ้้�นอีีกครั้้�ง

คำสำคััญ: RT-qPCR เชื้้�อไวรัสกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า  

การจำแนกเชื้้�อไวรััส สายพันธุ์์�ในประเทศไทย สายพันธุ์์�

วััคซีีน

บทนำ

	ก าฬโรคแอฟริิกาในม้้า (African horse sickness, 

AHS) เป็็นโรคติิดต่่อที่่�มีีความสำคััญในม้้า พบการระบาด

ในหลายพื้้�นที่่�  ได้้แก่่ ทวีีปแอฟริิกาทางตอนเหนือ 

ตะวัันออกกลาง ทวีีปยุุโรปในประเทศสเปน และโปรตุุเกส 

พื้้�นที่่�ที่่�พบการระบาดของโรค AHS ส่่วนใหญ่่อยู่่�ในทวีีป

แอฟริิกา (OIE, 2019) องค์์การสุุขภาพสััตว์์โลก (WOAH)  

ได้้รายงานการระบาดของโรค AHS ขึ้้�นเป็็นครั้้�งแรก 

ในประเทศไทยและในทวีีปเอเชีียช่่วงเดืือนมีีนาคม พ.ศ. 

2563 (OIE, 2020) และจากการถอดรหััสพัันธุุกรรมของ

เชื้้�อไวรััส AHS ที่่�ระบาดนั้้�น พบว่่าเป็็นสายพัันธุ์์� ซีีโรไทป์์ 1 

(King et al., 2020) 

	ก าฬโรคแอฟริิกาในม้้า เกิิดจากเชื้้�อไวรััส AHS  

ซึ่่�งถููกจััดอยู่่�ในวงศ์์ Reoviridae สกุุล Orbivirus มีี 

สารพัันธุุกรรมชนิิด RNA สายคู่่�ที่่�มีีลัักษณะเป็็นท่่อน  

จำนวน 10 ท่่อน ประกอบด้้วยยีีน VP1-VP7 ซึ่่�งทำหน้้าที่่�

ควบคุุมการสัังเคราะห์์โปรตีีนโครงสร้้างของไวรััส และยีีน 

NS1-NS3 และ NS3A ซึ่่�งทำหน้้าที่่�ควบคุุมการสัังเคราะห์์
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โปรตีีนที่่�ไม่่ได้้เป็็นโครงสร้้างของไวรััส (Roy et al., 1994) 

โดยยีีน VP2 ทำหน้้าที่่�ควบคุุมการสัังเคราะห์์โปรตีีน

โครงสร้้างเปลืือกไวรััสชั้้�นนอก (outer capsid protein) 

เพื่่�อจัับกัับตััวรัับ (receptor) บนผิิวเซลล์์ของโฮสต์์ 

ในกระบวนการเข้้าสู่่�เซลล์์ และเป็็นตำแหน่งหลัักในการ 

กระตุ้้�นภููมิคิุ้้�มกััน อีกีทั้้�งยีีน VP2 ยังัเป็็นยีีนเป้้าหมายสำหรับ

ใช้้จำแนกซีีโรไทป์์ของเชื้้�อไวรััส AHS อีีกด้้วย โดยเชื้้�อไวรััส 

AHS มีีจำนวนทั้้�งหมด 9 ซีีโรไทป์์ ซึ่่�งวิิธีีการตรวจเพื่่�อ

วิินิิจฉััยโรคทางห้้องปฏิิบััติิการที่่�รวดเร็็วและแม่่นยำคือืวิธิีี 

RT-qPCR โดยใช้้ primers และ probe ที่่� WOAH แนะนำ 

(Guthrie et al., 2013; OIE, 2019) ที่่�จำเพาะต่่อยีีน VP7 

โดยใช้้ในการวินิิิจฉัยัโรค AHS แต่่ไม่่สามารถแยกซีีโรไทป์์ได้้ 

	ปั ัจจุุบัันกรมปศุุสััตว์์มีีมาตรการควบคุุมโรค AHS  

ในม้้าโดยการใช้้วััคซีีนซึ่่�งนำเข้้าจากประเทศแอฟริิกาใต้้ 

เป็็นวััคซีีนเชื้้�อเป็็นชนิิดรวม 3 ซีีโรไทป์์ (trivalent) ได้้แก่่ 

ซีีโรไทป์์ 1, 3 และ 4 และวััคซีีนชนิิด monovalent  

ซีีโรไทป์์ 1 อย่่างไรก็็ตามยัังพบการป่่วยตายในม้้าหลังทำ

วััคซีีน กรณีีนี้้�ทำให้้การตรวจวิินิิจฉััยโรคจำเป็็นต้้องหา

สาเหตุว่า่เกิดิจากเชื้้�อไวรัสที่่�ระบาดในพื้้�นที่่�หรือเชื้้�อจากการ

ฉีดีวัคัซีนี เนื่่�องจากเชื้้�อที่่�ระบาดในประเทศไทยและเชื้้�อของ

วััคซีีนที่่�ใช้้ในปััจจุุบัันเป็็นสายพันธุ์์�ซีีโรไทป์์ 1 เหมือนกััน  

ซึ่่�งห้้องปฏิิบััติิการไม่่สามารถจำแนกเชื้้�อไวรัสด้้วยวิิธีีเพาะ

แยกเชื้้�อ หรืือตรวจทางภููมิิคุ้้�มกัันวิิทยาได้้ จึึงต้้องอาศััย 

วิิธีีทางอณููชีีววิิทยา ได้้แก่่ วิิธีีวิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ของสารพัันธุุกรรม (DNA sequencing) ในการตรวจสอบ

ลำดัับสารพัันธุุกรรมเพื่่�อจำแนกเชื้้�อไวรััส แต่่วิิธีีนี้้�เป็็นวิิธีีที่่�

ซัับซ้้อน ใช้้เวลาในการทดสอบนาน จำเป็็นต้้องใช้้สาร

พัันธุุกรรมที่่�มีี คุุณภาพสููงและปริิมาณมากเพีียงพอ 

ต่อ่การทดสอบ และผลจากการวิเิคราะห์์ลำดัับนิวคลีีโอไทด์์

ของสารพัันธุุกรรมที่่�ตำแหน่่งยีีน VP2 พบว่่าสายพัันธุ์์� 

ที่่�ระบาดในประเทศไทยและสายพัันธุ์์�วััคซีีน มีีความแตก

ต่่างกัันมากพอที่่�จะสามารถพััฒนาวิิธีีจำแนกได้้ด้้วยวิิธีี 

RT-qPCR ดัังนั้้�นการศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนา

วิิธีีการจำแนกเชื้้�อไวรััส AHS ซีีโรไทป์์ 1 ระหว่่างสายพัันธุ์์�

ที่่�ระบาดในประเทศไทย และสายพัันธุ์์�วััคซีีนออกจากกััน 

ด้้วยวิิธีี RT-qPCR โดยอาศััยยีีน VP2 ซึ่่�งเป็็นวิิธีีที่่�มีีความไว

และความจำเพาะสููง ปฏิบัิัติงิานง่่าย ใช้้เวลาในการทดสอบ

เพีียง 1-2 ชั่่�วโมง และมีค่ี่าใช้้จ่่ายต่่ำกว่าวิธิี ีDNA sequencing

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

สำหรัับพััฒนาวิิธีี RT-qPCR

	คั ัดเลืือกตััวอย่่างเลืือดม้้าที่่�ให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อไวรััส 

AHS ด้้วยวิิธีี RT-qPCR และเป็็นตััวอย่่างที่่�มีีค่่า Ct  

น้อ้ยกว่า่ 25 จำนวน 5 ตัวัอย่า่ง ประกอบด้ว้ยตัวัอย่า่งเลือืด

จากจังหวััดนครราชสีีมา ชััยภููมิิ เพชรบุุรีี ราชบุุรีี และ

สระแก้้ว จำนวนจัังหวััดละ1 ตััวอย่่าง ซึ่่�งเป็็นตััวอย่่างที่่�

ครอบคลุุมพื้้�นที่่�ระบาดทั่่�วประเทศที่่�เก็็บก่่อนการนำวััคซีีน

เข้้ามาใช้้ในประเทศ 

สำหรัับเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพของวิิธีี

	ตั ัวอย่่างทางคลิินิิก ได้้แก่่ เลืือดและอวััยวะภายใน

ของม้้า จำนวน 22 ตััวอย่่าง ที่่�ได้้จากม้้าป่่วยตายในพื้้�นที่่�

ก่่อนการนำเข้้าวััคซีีนมาใช้้ในประเทศ 

เชื้้�อไวรััส

	 เชื้้�อไวรััส AHS สายพัันธุ์์�วััคซีีน นำมาจากวััคซีีน 2 

ชนิิดที่่�มีีการใช้้ในประเทศไทย ได้้แก่่ วััคซีีนชนิิดรวม 

(trivalent) ซีีโรไทป์์ 1, 3 และ 4 และวััคซีีนชนิิด  

monovalent ซีีโรไทป์์ 1 (Onderstepoort Biological 

Products [OBP] Ltd., South Africa) และเชื้้�อไวรััส  

AHS อ้้างอิิง ได้้แก่่ เชื้้�อไวรััส AHS ซีีโรไทป์์ 1 (AHSV-1, 

RSArah1/03), ซีีโรไทป์์ 3 (AHSV-3, RSArah3/03),  

ซีีโรไทป์์ 4 (AHSV-4, RSArah4/03) ซึ่่�งได้้มาจากห้้อง 

ปฏิิบััติิการอ้้างอิิง (The Pirbright Institute, ประเทศ 

สหราชอาณาจัักร) เชื้้�อไวรััสชนิิดอื่่�นที่่�ก่่อโรคในม้้า ได้้แก่่ 

Equine influenza virus (EIV), Equine herpes virus-1 

(EHV-1) และ Equine Herpes virus-4 (EHV-4) จาก  

The National Veterinary Services Laboratories (NVSL) 

ประเทศสหรััฐอเมริิกา และ Japanese encephalitis 

virus (JEV) ซึ่่�งเก็บ็ไว้ท้ี่่�อุณุหภูมูิ ิ-80°C ของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 

กลุ่่�มไวรััสวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ

การสกััดสารพัันธุุกรรม

	 สกััดสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส AHS จากวััคซีีน

ชนิิดรวม (trivalent) จำนวน 1 ตััวอย่่าง วััคซีีนชนิิด  



4
สัตวแพทยสาร ปีที่ 73 เล่มที่ 2

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

monovalent จำนวน 1 ตััวอย่่าง เชื้้�อไวรััส AHS อ้้างอิิง 

ได้้แก่่ เชื้้�อไวรััส AHS ซีีโรไทป์์ 1, ซีีโรไทป์์ 3, ซีีโรไทป์์ 4 

จำนวนอย่่างละ 1 ตััวอย่่าง และเชื้้�อไวรัสก่่อโรคชนิิดอื่่�น 

ในม้้า ได้้แก่่ EIV, EHV-1, EHV-4 และ JEV จำนวน 

อย่า่งละ 1 ตัวัอย่า่ง ตัวัอย่า่งทางคลินิิกิจำนวน 22 ตัวัอย่า่ง 

ด้้วยชุุดสกััดสารพัันธุุกรรม IndiSpin Pathogen Kit  

(Indical Bioscience, Germany) โดยปฏิิบััติิตามคู่่�มืือ 

การใช้้งาน และเก็็บสารพัันธุุกรรมที่่�สกััดได้้ ไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ 

-20°C จนกว่่าจะทดสอบ

การตรวจสอบลำดัับสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี DNA 

sequencing

	 ตรวจสอบลำดัับสารพัันธุุกรรมบางส่่วนของยีีน  

VP2 จากตััวอย่่างเลืือดม้้า จำนวน 5 ตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีี 

conventional PCR (Mann et al., 2011) และ DNA 

sequencing โดยเครื่่�อง DNA genetic analyzer รุ่่�น ABI 

3500 (Applied Biosystems, USA) และใช้้ชุุดน้้ำยา 

BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 

(Thermo Fisher Scientific, USA) จากนั้้�นนำลำดัับสาร

พัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส AHS ที่่�ได้้มาวิิเคราะห์์ด้้วย

โปรแกรม BLAST ในฐานข้้อมููล GenBank ของ National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) เพื่่�อ

เปรียีบเทียีบกับัข้อ้มูลูสารพันัธุกุรรมของเชื้้�อไวรัสั AHS ของ 

King et al. (2020) ในฐานข้้อมููลขนาดประมาณ 1,400 bp

การออกแบบ primers และ probe สำหรัับวิิธีี 

RT-qPCR 

	 นำข้้อมููลลำดัับสารพัันธุุกรรมของยีีน VP2 ของ 

เชื้้�อไวรััส AHS สายพัันธุ์์�วััคซีีน ซีีโรไทป์์ 1 จากฐานข้้อมููล 

GenBank accession no. KT030331.1 (Guthrie et al., 

2015) มาใช้้เป็็นสายพัันธุุกรรมต้้นแบบ และใช้้ข้้อมููล 

ลำดัับสารพัันธุุกรรมของยีีน VP2 ของเชื้้�อไวรััส AHS ที่่�พบ

ในประเทศไทย จำนวน 3 ตััวอย่่าง ซึ่่�งมีีอยู่่�ในฐานข้้อมููล 

GenBank คืือ MT461278.1-MT461280.1 (King et al., 

2020) รวมทั้้�งลำดัับสารพัันธุุกรรมที่่�ได้้จากการทำ DNA 

sequencing จำนวน 5 ตััวอย่่างมาเปรีียบเทีียบลำดัับ 

สารพัันธุุกรรม (multiple sequence alignment) โดย

ใช้้โปรแกรม MAFFT (Kuraku et al., 2013) ซึ่่�งอยู่่�ใน

โปรแกรม Geneious Prime 2021.2 (https://www.

geneious.com) นำผลที่่�ได้ม้าออกแบบคู่่� primers โดยใช้้

โปรแกรม Primers 3 version 2.3.7 (Untergasser et al., 

2012) สำหรัับการออกแบบ probe นั้้�นจะเลืือกบริิเวณที่่�

มีีความแตกต่างกัันระหว่างลำดัับสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ

ไวรััส AHS สายพัันธุ์์�วััคซีีน ซีีโรไทป์์ 1 และลำดัับสาร

พัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส AHS สายพัันธุ์์�ที่่�ระบาดใน

ประเทศไทยทั้้�ง 8 ตััวอย่่างมากที่่�สุุด

การสร้้าง plasmid DNA

	คั ดัเลือืกตัวัอย่า่ง RNA ของเชื้้�อไวรัสั AHS สายพันัธุ์์�

ที่่�ระบาดในประเทศไทยจำนวน 1 ตัวัอย่า่ง จาก 5 ตัวัอย่า่ง 

โดยคัดัเลือืกตัวัอย่า่งที่่�มีคี่า่ Ct ต่่ำสุดุ มาทำการเพิ่่�มปริมิาณ

สารพัันธุุกรรมตรงบริิเวณยีีน VP2 ด้้วยวิิธีี RT-PCR โดยใช้้

ชุุดน้้ำยา QIAGEN One-Step RT-PCR Kit (Qiagen, 

Germany) ใช้้ primers ที่่�ได้้จากการออกแบบเพื่่�อทำการ

โคลนนิ่่�ง plasmid ดัังนี้้� 1066F 5’-ACGAGAGGGTGGG-

GGAATTA-3’ และ 1991R 5’-GTTCGCTTTTTCGCT-

GTCGT-3’ ตั้้�งค่่าสภาวะทดสอบดัังนี้้� ขั้้�นตอน Reverse 

transcription 50°C นาน 30 นาทีี Pre-denaturation 

95°C นาน 15 นาทีี ตามด้้วย 34 รอบ ของ Denaturation 

95°C นาน 15 วิินาทีี Annealing 55°C นาน 15 วิินาทีี 

และ Extension 72°C นาน 1 นาทีี PCR product ที่่�ได้้มีี

ขนาด 926 bp จากนั้้�นนำสารพันัธุกุรรมที่่�เพิ่่�มปริมิาณแล้ว้

มาทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยชุุดน้้ำยา FavorPrep™ GEL/PCR 

Purification Kit (Favorgen, Taiwan) นำ PCR product 

ของยีีน VP2 ที่่�ได้้ไปทำการโคลนนิ่่�งโดย Transform ลงใน 

E.coli และใช้้ชุุดน้้ำยา pGem®-T easy vector systems 

(Promega, USA) 

ความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสมของ primers และ probe 

ของวิิธีี RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น

	ห าความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสมของ primers และ 

probe โดยนำตััวอย่่าง plasmid DNA มาทดสอบด้้วย 

วิิธีีการทดลองแฟกทอเรีียล โดยแบ่่งความเข้้มข้้นของ  

primers และ probe แต่่ละเส้้น ออกเป็็น 2 ระดัับ คืือ 

400 และ 800 nM ทดสอบที่่�ความเข้้มข้้นละ 4 ซ้้ำ โดยใช้้ 

ชุดุน้้ำยาเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม TaqMan™ Fast Virus 
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1-Step Master Mix (Applied Biosystems™, USA)  

โดยตั้้� งค่่าสภาวะทดสอบดังนี้้�  ขั้้�นตอน Reverse  

transcription 50°C นาน 10 นาทีี Pre-denaturation 

95°C นาน 5 นาทีี ตามด้้วย 45 รอบ ของ Denaturation 

95°C นาน 10 วิินาทีี และ Annealing/ Extension 60°C 

นาน 30 วิินาทีี จากนั้้�นวิิเคราะห์์หาค่่าทางสถิิติิ One-way 

ANOVA และทดสอบการกระจายตัวของข้้อมููลด้้วยวิิธีี 

D’Agostino-Pearson test โดยใช้้โปรแกรม MedCalc® 

ความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสม ได้้แก่่ ความเข้้มข้้นที่่�ให้้ผลของ 

ค่่า Ct ต่่ำที่่�สุุด 

การหาค่่าความไว (Analytical sensitivity) และ

ความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ (Analytical specificity)

	 นำ plasmid DNA ที่่�ได้้ ไปตรวจวััดความเข้้มข้้น 

ตั้้�งต้้น โดยใช้้เครื่่�อง NanoDrop 2000 spectrophotometer 

(Themo Fisher scientific, USA) ซึ่่�งจะได้้หน่่วยเป็็น  

ng/µL แล้้วทำการคำนวณปริิมาณความเข้้มข้้นของ  

plasmid DNA ให้้อยู่่�ในรููปของ DNA copy number 

(Whelan et al., 2003) 

	 ทดสอบหาความไวของวิิธีี RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น 

โดยจะเป็็นปริิมาณต่่ำสุุดของ plasmid DNA ที่่�ตรวจพบ 

โดยเจืือจาง plasmid DNA แบบ ten-fold serial dilution 

ด้้วยสารละลาย Salmon sperm (Invitrogen, USA)  

ความเข้้มข้น้ละ 3 ซ้้ำ แล้้วทำการทดสอบด้วยวิธิี ีRT-qPCR 

ที่่�พััฒนาขึ้้�น โดยใช้้ primers และ probe ความเข้้มข้้น 

ที่่�เหมาะสมตามที่่�ทดสอบ และนำผลที่่�ได้้มาสร้้างสมการ

เส้้นตรงระหว่่างปริิมาณ plasmid DNA กัับค่่า Ct ของวิิธีี 

RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น คำนวณหาค่่าสััมประสิิทธิ์์�การ 

ตัดัสินิใจ (R2) เพื่่�อตรวจสอบว่า่การเจือืจาง plasmid DNA 

เป็็นไปอย่่างเหมาะสม จากนั้้�นเลืือกความเข้้มข้้นสุุดท้้าย

ของ plasmid DNA ที่่�ให้้ผลบวกทั้้�ง 3 ซ้้ำ นำมาเจืือจาง

แบบ two-fold serial dilution แล้้วตรวจสอบด้้วยวิิธีี 

RT-qPCR ความเข้้มข้้นละ 12 ซ้้ำ วิิเคราะห์์ผลด้้วยสถิิติิ 

Probit regression analysis โดยใช้้โปรแกรม MedCalc 

ที่่�ความเชื่่�อมั่่�น 95% (Stokdyk et al., 2016)

	 ทดสอบหาความจำเพาะของวิิธีี RT-qPCR ที่่� 

พััฒนาขึ้้�น โดยการทดสอบกัับตััวอย่่างทางคลิินิิกจำนวน 5 

ตัวัอย่า่งนำมารวมกันั (pooled clinical sample) ตัวัอย่า่ง

เชื้้�อไวรััส ได้้แก่่ วััคซีีนรวม (trivalent) ซีีโรไทป์์ 1, 3 และ 

4 และวััคซีีนชนิิด monovalent ซีีโรไทป์์ 1 ตััวอย่่างเชื้้�อ

ไวรัสัอ้้างอิิง ได้้แก่่ เชื้้�อไวรัสั AHS ซีีโรไทป์์ 1, AHS ซีโีรไทป์์ 3 

AHS ซีีโรไทป์์ 4 และตััวอย่่างเชื้้�อไวรัสชนิิดอื่่�นที่่�ก่่อโรค 

ในม้้า ได้้แก่่ เชื้้�อไวรััส EIV, EHV-1, EHV-4 และ JEV

การเปรีียบเทีียบระหว่่างวิิธีี RT-qPCR ท่ี่�พััฒนาขึ้้�นกัับ

วิิธีี RT-qPCR มาตรฐานในการตรวจเชื้้�อไวรััส AHS 

	 ทำการเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพของวิิธีีการ 

ตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส AHS ระหว่่างวิิธีี 

RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นใหม่่กัับวิิธีีมาตรฐาน RT-qPCR ที่่� 

WOAH แนะนำ โดยใช้้สารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ของ

ตััวอย่่างทางคลิินิิกที่่�ได้้จากสััตว์์ป่่วยตายด้้วยโรค AHS  

ก่่อนที่่�จะมีีการนำเข้้าวััคซีีนมาใช้้ในประเทศไทยจำนวน  

22 ตััวอย่่าง มาวิิเคราะห์์หาความสััมพัันธ์์ของสองวิิธี ี

จากค่่าสััมประสิิทธิ์์�สหสััมพัันธ์์ (r) โดยใช้้โปรแกรม  

MedCalc (Wang et al., 2012)

ผลและวิิจารณ์์

	ตั ัวอย่่างทั้้�ง 5 ที่่�นำมาพััฒนาวิิธีี RT-qPCR มีี 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์บางส่่วนของยีีน VP2 ขนาด 1,400  

นิิวคลีีโอไทด์์เหมืือนกัับเชื้้�อไวรััส AHS ซีีโรไทป์์ 1 ที่่�มีี 

การระบาดในประเทศไทยซึ่่�งรายงานโดย King et al. 

(2020) accession no. MT461278.1-MT461280.1  

ซึ่่�งมีีความเหมืือนของลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 100 % จึึงถืือว่่า

เป็็นเชื้้�อไวรัสั AHS ที่่�ระบาดในพื้้�นที่่� ก่อ่นมีกีารนำเข้า้วััคซีนี

มาใช้้ในประเทศไทย

	 primers และ probe ที่่�ออกแบบ มีีรายละเอีียด

ข้้อมููลดัังแสดงในตารางที่่� 1 ซึ่่�งประกอบด้้วย primers 2 

เส้้น (forward และ reverse) และ probe 1 เส้้น โดยที่่� 

primers ออกแบบบริเิวณยีนี VP2 ส่ว่น probe มีกีารเลือืก

บริิเวณที่่�แตกต่่างระหว่่างสายพัันธุ์์�วััคซีีนและสายพัันธุ์์� 

ที่่�พบในประเทศไทย 4 ตำแหน่ง (mismatch) แสดง

ตำแหน่่งของ primers และ probe บนลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ของยีีน VP2 ของเชื้้�อไวรััสดัังรููปที่่� 1
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Name Type
Sequence 
(5’3’)

Length 
(bp)

Position 
(nt*)

Product 
size (bp)

1714F F TTGACTGAATCG-
GTGGAGATCC

22 1714-1735

140 
1853R R TGCCCACCCCTA-

GAGAAAATC
21 1833-1853

AHSV1_WT P FAM-AGAAGTG-
GAAGACTGTTGTT-
GATGA-QSY

25 1760-1784

ตารางที่่� 1 ข้้อมููล primers และ probe ที่่�จำเพาะต่่อยีีน VP2 ของเชื้้�อ
ไวรััส AHS สำหรัับวิิธีี RT-qPCR

หมายเหตุุ *nt = nucleotide
	   F = forward primer
	   R = reverse primer
	   P = probe

รููปที่่� 1 ตำแหน่่งของ primers และ probe บนลำดัับสารพัันธุุกรรมของยีีน VP2 ของเชื้้�อไวรััส AHS โดย forward primer จัับที่่�ตำแหน่่ง 1714-1735, 
reverse primer จัับที่่�ตำแหน่่ง 1833-1853 และ Probe จัับที่่�ตำแหน่่ง 1760-1784 ของสาย consensus ที่่�ได้้จากลำดัับสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส AHS 
สายพัันธุ์์�วััคซีีน (ลำดัับที่่� 1) สายพัันธุ์์�ที่่�มีีการรายงานในประเทศไทย (ลำดัับที่่� 2-4) จากฐานข้้อมููล NCBI และลำดัับสารพัันธุุกรรมที่่�ได้้จากการทดสอบใน
ครั้้�งนี้้�จำนวน 5 ตััวอย่่าง (ลำดัับที่่� 5-9)

การ
ทดลอง

ความเข้มข้นของ primers และ probe (nM)
 Ct (mean±SD) 

(n = 4)primer 
(1714F)

primer 
(1853R)

probe 
(AHSV1_WT)

1 400 400 400 28.38 ± 0.13

2 400 400 800 27.73 ± 0.1

3 400 800 400 28.19 ±0.05

4 400 800 800 27.53 ±0.06

5 800 400 400 28.55 ±0.07

6 800 400 800 27.86 ±0.16

7 800 800 400 28.66 ±0.05

8 800 800 800 27.87 ±0.06

Source of variation Sum of 
squares Df Mean square

Between groups 4.6645 7 0.6664

Within groups 0.2279 24 0.009497

Total 4.8925 31

F-ratio 70.167

Significance level
D’Agostino-Pearson test

p < 0.001
Accept normality 

(P=0.8294)

ตารางที่่� 2 ผลการทดลองแฟกทอเรีียลเพื่่�อหาความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสม
ของ primers และ probe สำหรัับวิิธีี RT-qPCR เพื่่�อจำแนกเชื้้�อไวรััส 
AHS ระหว่่างสายพัันธุ์์�ที่่�ระบาดในพื้้�นที่่� และสายพัันธุ์์�วััคซีีน

ตารางที่่� 3 ค่่าการวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ ANOVA ของค่่า Ct ที่่�ได้้จากการ
ทดลองแฟกทอเรีียล

	 จากการนำสารพัันธุุกรรมชนิิด RNA ของเชื้้�อไวรััส 

AHS สายพันธุ์์�ที่่�มีีการระบาดในประเทศไทย จำนวน 5 

ตััวอย่่างมาทำการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมบริเวณยีน 

VP2 ด้้วยวิิธีี RT-PCR ได้้ PCR product ขนาดเท่่ากัับ 926 

bp และนำ PCR product ที่่�ได้้ไปทำการโคลนนิ่่�งใน  

plasmid ได้้ PCR product รวมขนาดประมาณ 3,941 

bp 

	 สภาวะทดสอบที่่�เหมาะสมของวิิธีี RT-qPCR ที่่�

พััฒนาขึ้้�น หาได้้จากการตรวจสอบความเข้้มข้้นของ  
primers และ probe ที่่�ให้้ค่่าเฉลี่่�ย Ct ต่่ำที่่�สุุด โดย

ออกแบบการทดลองแฟกทอเรีียลได้้ทั้้�งหมด 8 แบบ ดััง

ตารางที่่� 2 พบว่่าค่่า Ct ของการทดลองทั้้�งหมดมีีค่่าเฉลี่่�ย

ต่่ำสุุดและสููงสุุดอยู่่�ในช่่วง 27.53 ถึึง 28.66 ซึ่่�งได้้จากการ

ทดลองที่่� 4 และ 7 ตามลำดัับ 

	 นอกจากนี้้� ได้ท้ำการทดสอบทางสถิิติ ิANOVA ของ

ค่่า Ct ที่่�ได้้จากการทดลองแฟกทอเรีียล การทดสอบการ 

กระจายตััวของข้้อมููลด้้วยวิิธีี D’Agostino-Pearson test 

พบว่่าการกระจายตัวมีีค่่าแบบ Normal distribution 

(P=0.8294) และการทดสอบพบว่าค่่า Ct มีีความ 

แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิที่่� p<0.001 ดัังแสดง

ในตารางที่่� 3 

	 ทั้้�งนี้้�สภาวะทดสอบที่่�เหมาะสมที่่�สุุดของปฏิิกิิริิยา 

RT-qPCR คืือความเข้้มข้้นที่่�ได้้ค่่า Ct ต่่ำสุุด โดยมีีค่่าความ

เข้้มข้้นสุุดท้้ายของ forward primer (1714F), reverse 

primer (1853R) และ probe (AHSV1_WT) อยู่่�ที่่� 400 

nM, 800 nM และ 800 nM ตามลำดัับ

	 plasmid DNA ที่่�วััดได้้จาก nanodrop มีีความ 

เข้้มข้้นเท่่ากัับ 53 ng/µL ทำการเตรีียมตััวอย่่างให้้มีีความ

เข้้มข้้นของ DNA เริ่่�มต้้นเท่่ากัับ 5x108 copies/reaction 

ทำการเจืือจางแบบ ten-fold serial dilution จำนวน 11 

dilutions จะได้้สารละลาย DNA ที่่�มีีความเข้้มข้้นตั้้�งแต่่ 

1.710          1.720           1.730           1.740           1.750           1.760          1.770           1.780           1.790           1.800           1.810           1.820           1.830          1.840           1.850
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ตารางที่่� 4 ผลการทดสอบด้้วยวิิธีี RT-qPCR ของสารละลาย AHSV-VP2 
plasmid DNA ที่่�เจืือจางแบบ ten-fold serial dilution

Dilution
plasmid DNA

copies/reaction
Ct (mean ± SD) Result

Undiluted 5x108 9.55 ± 0.1 + + +

10-1 5x107 12.92 ± 0.5 + + +

10-2 5x106 15.68 ± 0.23 + + +

10-3 5x105 18.99 ± 0.11 + + +

10-4 5x104 22.34 ± 0.13 + + +

10-5 5x103 25.82 ± 0.13 + + +

10-6 5x102 29.23 ± 0.11 + + +

10-7 5x101 32.43 ± 0.72 + + +

10-8 5x100 34.31 ± 0.33 + + +

10-9 5x10-1 38.36 ± 0.5 + + -

10-10 5x10-2 No Ct - - -

5x108 ถึึง 5x10-2 copies/reaction ทำการทดสอบด้้วย

วิิธีี RT-qPCR ที่่�ความเข้้มข้้นละ 3 ซ้้ำ ผลการทดสอบได้้

แสดงในตารางที่่� 4 และเมื่่�อนำค่่า Ct ของทุุกความเข้้มข้้น

มาสร้้างสมการเส้้นตรงเพื่่�อหาความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่า Ct 

กับัความเข้้มข้น้ DNA พบว่าได้้ค่า่สัมัประสิิทธิ์์�การตััดสินิใจ 

(R2) เท่่ากัับ 0.99 ที่่�ความน่่าจะเป็็น p< 0.001 ดัังแสดงใน

รูปูที่่� 2 ซึ่่�งบ่ง่บอกว่า่การเจืือจางตัวัอย่า่งเป็น็ไปอย่า่งเหมาะ

สมและมีีความน่่าเชื่่�อถืือ

	ผ ลการทดสอบด้วยวิิธีี RT-qPCR ของสารละลาย 

plasmid DNA ของยีีน VP2 ของเชื้้�อไวรััส AHS ที่่�เจืือจาง

แบบ ten-fold serial dilution (ตารางที่่� 4) พบว่าที่่�  

dilution 10-8  ซึ่่�งมีี plasmid DNA จำนวน 5 copies/

reaction เป็น็ความเข้ม้ข้น้สุดุท้า้ยที่่�ให้ผ้ลการทดสอบด้ว้ย

วิิธีี RT-qPCR เป็็นบวกทั้้�ง 3 ซ้้ำ จึึงเลืือกเป็็นความเข้้มข้้น

ที่่�จะนำไปตรวจสอบหาค่า่ความไวเชิงิวิเิคราะห์ ์โดยเตรียีม

ช่่วงความเข้้มข้้นสารละลายจาก 10 copies/reaction  

ด้้วยการเจืือจางแบบ two-fold serial dilution

	 ตรวจสอบด้้วยวิิธีี RT-qPCR ที่่�ความเข้้มข้้นละ 12 

ซ้้ำ ได้้ผลการทดสอบดังตารางที่่� 5 และเมื่่�อนำผลไป

วิิเคราะห์์ด้้วยสถิิติิ Probit regression analysis โดย

โปรแกรม MedCalc® เพื่่�อหาค่่า Probability จากนั้้�น 

นำค่่า log
2 
Plosmid และค่่า Probability มาสร้้างกราฟ 

ดัังรููปที่่� 3 พบว่าความไวเชิิงวิิเคราะห์์ หรืือ Limit of  

detection ของวิิธีี RT-qPCR มีีค่่าเท่่ากัับ 1.36 copies/ 

reaction ในรููปแบบ log
2
 จากนั้้�นเปลี่่�ยนค่่ากลับในรูปูแบบ 

log
10
 ได้้เท่่ากัับ 2.6 copies/ reaction ที่่�ความเชื่่�อมั่่�น 

95% (Toohey-Kurth et al., 2020)

VP2 Initial quantity 5 x Log
10
 (plasmid DNA) copies)

Th
re

sh
ol

d 
cy

cl
e 

(C
t)

﻿รูปูท่ี่� 2 กราฟเส้้นตรงแสดงความสััมพัันธ์์ระหว่างค่่า Ct ของวิธีิี RT-qPCR 
กัับความเข้้มข้้นของ plasmid DNA มาตรฐาน โดยเส้้นตรงสร้้างจากการ
วิเิคราะห์ค์่า่เฉลี่่�ย Ct จำนวน 3 ซ้้ำ ของการเจือืจาง AHSV-VP2 plasmid 
DNA แบบ ten-fold serial dilutions

ตารางที่่� 5 ผลการทดสอบด้้วยวิิธีี RT-qPCR ของสารละลาย 
AHSV-VP2 plasmid DNA ที่่�เจืือจางแบบ two-fold serial dilution

plasmid 
DNA
copy/ 

reaction

Log
2 
plasmid

copy/ 
reaction

Trial 
replications

Number of 
positive
(n = 12)

Probability

10 3.32 12 12 1

5 2.32 12 12 1

2.5 1.32 12 11 0.92

1.25 0.32 12 8 0.67

0.63 -0.66 12 3 0.25

0.32 -1.64 12 0 0

0.16 -2.64 12 0 0

หมายเหตุุ * วิิเคราะห์์โดยวิิธีี Probit regression analysis โดยโปรแกรม MedCalc

รููปที่่� 3 กราฟเส้้น Probit แสดงค่่าความไวเชิิงวิิเคราะห์์
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ตารางที่่� 6 ผลการทดสอบความจำเพาะของวิิธีี RT-qPCR

ลำ�ดับ เชื้อไวรัส ผล RT-qPCR ค่า Ct

1 pooled clinical sample Detected 21.17

2 AHSV vaccine trivalent 
serotype 1, 3, 4 Not detected No Ct

3 AHSV vaccine monovalent 
serotype 1 Not detected No Ct

4 AHSV-1 (RSArah1/03) Not detected No Ct

5 AHSV-3 (RSArah3/03) Not detected No Ct

6 AHSV-4 (RSArah4/03)  Not detected No Ct

7 Equine influenza virus Not detected No Ct

8 Equine herpes virus-1 Not detected No Ct

9 Equine herpes virus-4  Not detected No Ct

10 Japanese encephalitis virus Not detected No Ct

	 ผลการทดสอบความจำเพาะเชิิ งวิิ เคราะห์์  

ของวิิธีี RT-qPCR ดัังแสดงในตารางที่่� 6 พบว่่า primers 

และ probe ที่่�ออกแบบมีคีวามจำเพาะสูงูต่อ่เชื้้�อไวรัสั AHS 

ซีีโรไทป์์ 1 ในประเทศไทย โดยวิิธีีนี้้�สามารถตรวจพบเชื้้�อ

ไวรััส AHS จากตััวอย่่างรวม (pooled clinical sample) 

ของเชื้้�อไวรัส AHS ที่่�ระบาดอยู่่� ในประเทศไทยได้้  

ไม่่สามารถตรวจพบเชื้้�อไวรััสจากวััคซีีนป้้องกัันโรค AHS 

ทั้้�งชนิิด trivalent ซีีโรไทป์์ 1, 3, 4 และ monovalent  

ซีีโรไทป์์ 1 เชื้้�อไวรััส AHS สายพัันธุ์์�อ้้างอิิง ได้้แก่่ เชื้้�อไวรััส 

AHS ซีีโรไทป์์1 ซึ่่�งพบในประเทศแอฟริิกาใต้้ ในปีี ค.ศ 

1988, ซีีโรไทป์์ 3, ซีีโรไทป์์ 4 รวมทั้้�งเชื้้�อไวรััสที่่�ก่่อโรคใน

ม้้าชนิิดอื่่�น ๆ ได้้แก่่ EIV, EHV-1, EHV-4 และ JEV ดัังนั้้�น

วิธิี ีRT-qPCR ที่่�พัฒันาขึ้้�นสามารถใช้ต้รวจหาสารพันัธุกุรรม

ของเชื้้�อไวรััส AHS สายพัันธุ์์�ที่่�มีีการระบาดในประเทศไทย

ได้้อย่่างแม่่นยำ

	 ผลการเปรีียบเทีียบระหว่่างวิิธีีมาตรฐานกัับวิิธีีที่่�

พััฒนาขึ้้�นในการตรวจเชื้้�อไวรััส AHS ที่่�ระบาดใน

ประเทศไทย

	ผ ลการเปรีียบเทีียบระหว่างวิธีิีมาตรฐาน RT-qPCR 

ที่่� WOAH แนะนำกัับ วิิธีี RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น จากการ

ทดสอบกัับตััวอย่่างทางคลิินิิกจำนวน 22 ตััวอย่่าง พบว่่า 

ทั้้�งสองวิิธีีสามารถตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรัส 

AHS ได้้เหมืือนกััน 100% (22/22) ดัังแสดงผลในตารางที่่� 

7 เมื่่�อนำค่่า Ct ของทั้้�งสองวิิธีีมาหาความสััมพัันธ์์เชิิง 

เส้น้ตรง พบว่าได้้ค่า่สัมัประสิิทธิ์์�สหสัมพันัธ์ ์(r) เท่่ากับั 0.99 

ที่่�ความน่่าจะเป็็น p< 0.001 ดัังแสดงในรููปที่่� 4 บ่่งบอกว่่า

วิิธีี RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นมีีประสิิทธิิภาพในการตรวจหา

เชื้้�อไวรััส AHS สายพัันธุ์์�ที่่�มีีระบาดในประเทศไทย  

ให้้ผลการทดสอบที่่�น่่าเชื่่�อถืือ สามารถนำไปใช้้ประโยชน์์ 

ในการตรวจคััดกรองโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ 

รููปที่่� 4 กราฟแสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างวิิธีีมาตรฐาน RT-qPCR ที่่� 
WOAH แนะนำ และวิิธีี RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น

Sample no.
Ct

WOAH RT-qPCR A novel RT-qPCR

1 18.51 18.63
2 23.6 23.09
3 24.54 24.15
4 19.12 18.15
5 25.65 26.28
6 25.99 25.88
7
8

25.53
26.55

25.12
26.35

9 23.09 23.51
10 20.98 20.31
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

19.78
18.73
20.17
27.15
22.26
23.34
22.23
28.87
24.54
31.26
29.88
23.84

19.07
17.25
20.05
27.93
23.67
23.49
22.43
29.77
25.39
31.47
30.01
24.37

ตารางที่่� 7 ผลการเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพของวิิธีีมาตรฐาน RT-qPCR 
ที่่� WOAH แนะนำ และ RT-qPCR ที่่�พััฒนาขึ้้�น ในการตรวจหาเชื้้�อไวรััส 
AHS ในตััวอย่่างทางคลิินิิก
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สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 วิธีิี RT-qPCR ที่่�พัฒันาขึ้้�น สามารถจำแนกเชื้้�อไวรัสั 

AHS ซีีโรไทป์์ 1 สายพัันธุ์์�ที่่�มีีการระบาดในประเทศไทย 

ออกจากสายพันธุ์์�วััคซีีนที่่�นำมาใช้้ในประเทศไทยได้ ้

อย่่างถููกต้้อง แม่่นยำ และรวดเร็็ว วิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�เป็็น 

วิิธีีใหม่ที่่�มีีความไวและความจำเพาะสููง สามารถนำไปใช้้

ทดแทนการจำแนกเชื้้�อโดยวิธีิี DNA sequencing ได้้อย่่าง

มีีประสิิทธิิภาพ การนำวิิธีีนี้้�ไปใช้้ควรเริ่่�มจากการตรวจ 

คััดกรองหาเชื้้�อไวรััส AHS ด้้วยวิิธีีมาตรฐาน RT-qPCR ที่่� 

WOAH แนะนำเป็็นลำดัับแรก แล้้วนำตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวก

มาจำแนกว่่าเป็็นเชื้้�อไวรััส AHS สายพัันธุ์์�ที่่�ระบาดใน

ประเทศไทยซีีโรไทป์์ 1 หรือสายพันธุ์์�วัคซีีนด้้วยวิิธีี  

RT-qPCR ที่่�ได้้พััฒนาขึ้้�น และสามารถนำสามารถนำวิิธีี 

ที่่�ได้จ้ากการศึกึษาในครั้้�งนี้้�ไปใช้ใ้นการจำแนกสายพันัธุ์์�ของ 

เชื้้�อไวรััสอื่่�น เมื่่�อเกิิดการระบาดของโรคขึ้้�นอีีกครั้้�ง

กิิตติิกรรมประกาศ

	 คณะผู้้�วิิจััยขอขอบคุณเจ้้าหน้าที่่� ในพื้้�นที่่�ของ 

กรมปศุุสััตว์์ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์เก็็บตัวอย่่างเพื่่�อใช้้ 

ในการศึึกษาวิิจััยในครั้้�งนี้้�เป็็นอย่่างสููง ขอขอบคุณ คุุณ 

สุพุรรษา ทางดีี นักัวิทิยาศาสตร์์การแพทย์ ์กลุ่่�มไวรัสวิทิยา 

สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ ที่่�ช่่วยในการเตรีียมตััวอย่่าง

เพื่่�อการทดสอบ ขอขอบคุณผู้้� เชี่่�ยวชาญมนทกานติ์์�  

จิิระธัันห์์ ผู้้�เชี่่�ยวชาญด้้านวิิจััยโรคสััตว์์เล็็กและสััตว์์ใหญ่  

ที่่�ช่่วยให้้คำปรึึกษาในการเขีียนงานวิิจััย ในครั้้�งนี้้�
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