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แถบทดสอบน้ำลายสุนัขสำหรับตรวจเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้า


ทรงศรี เกษมพิมลพร 1)*    วชิราภรณ์ แสงสีสม 1)    สำเริง ฮวดสกุลิ 1)

สุนันทา เพิ่มพูนพานิช 1)      สุรศักดิ์ เอกโสวรรณ 1)     วิศิษฎ์ สิตปรีชา 1)

	 ผู้วิจัยได้พัฒนาการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าในน้ำลายสุนัข โดยใช้วิธีอิมมูโน

โครมาโตกราฟฟีที่ใช้แอนติบอดีต่อเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าเคลือบบนอนุภาคทองนาโน ซึ่งจะแสดงผลการจับ

กันของแอนติเจนของเชื้อกับแอนติบอดีนี้บนแถบทดสอบ    แถบทดสอบในงานวิจัยนี้ใช้โพลีโคลนัลแอนติบอดี

สองชนดิ การทดสอบทำไดง้า่ยและใหผ้ลภายใน 10 นาท ี จากการทดสอบตวัอยา่งนำ้ลายจากสนุขัทีต่อ้งสงสยั

จำนวน 1,136 ตัวด้วยแถบทดสอบเทียบกับวิธี reverse-transcription polymerase chain reaction พบว่า

แถบทดสอบมีความไวและความจำเพาะคิดเป็นร้อยละ  91.4 และ  97.8  ตามลำดับ ระดับความเข้มข้นต่ำสุด

ของเชื้อไวรัสที่สามารถตรวจได้ด้วยแถบทดสอบเท่ากับ 102.3 LD50/0.03 ml  แถบทดสอบนี้เหมาะที่จะนำไป

ใชใ้นการสำรวจหรอืคดักรองสนุขัในภาคสนาม เพราะไมต่อ้งใชอ้ปุกรณห์รอืเครือ่งมอืในหอ้งปฏบิตักิาร การเฝา้

ระวังโรคพิษสุนัขบ้าแบบเชิงรุกในสุนัขจะช่วยลดการเสียชีวิตของคนจากโรคนี้และจะช่วยลดการแพร่ระบาด

ของเชื้อจากสุนัขสู่สัตว์อื่นๆ ด้วย





คำสำคัญ: โรคพิษสุนัขบ้า  น้ำลายสุนัข  วิธีอิมมูโนโครมาโตกราฟฟี


1) สถานเสาวภา (ศูนย์วิจัยร่วมองค์การอนามัยโลกเกี่ยวกับโรคพิษสุนัขบ้า)  สภากาชาดไทย  1871 ถนนพระราม 4  กรุงเทพมหานคร 10330 
* ผู้รับผิดชอบบทความ: E-mail: songsri_k@redcross.or.th

	 โรคพิษสุนัขบ้าเป็นโรคติดเชื้อร้ายแรงที่เกิด

จากเชื้อไวรัสเรบีส์ (rabies virus) ในแต่ละปีทั่วโลก

จะมผีูเ้สยีชวีติดว้ยโรคนีร้าว 50,000 คน องคก์ารอนามยั

โลกจัดให้โรคพิษสุนัขบ้าเป็นโรคติดเชื้อที่มีอัตราตาย

สูงสุด (Knobel et al., 2005) ในประเทศไทยสุนัข

เป็นพาหะที่สำคัญในการแพร่เชื้อนี้สู่คนและสัตว์อื่น

โดยผา่นทางนำ้ลายเขา้สูบ่าดแผลทีก่ดั กวา่รอ้ยละ 90 

ของผูท้ีเ่สยีชวีติดว้ยโรคนีม้ปีระวตัวิา่ถกูสนุขักดั (Kasem- 

pimolporn et al., 2008)   แม้ว่าจำนวนผู้เสียชีวิตใน

แต่ละปีมีแนวโน้มลดลง เช่น ในปี พ.ศ. 2549,  2550  

และ 2551  มีจำนวน 26,  20  และ 8  คนตามลำดับ 

(Ministry of Public Health annual report 2008)    

แต่จำนวนผู้ได้รับการฉีดวัคซีน(และเซรุ่ม)ป้องกัน

หลงัจากถกูสตัวก์ดัมแีนวโนม้สงูขึน้  ปจัจบุนัอยูใ่นราว

สามถงึสีแ่สนรายตอ่ป ี คดิเปน็มลูคา่ของคา่ใชจ้า่ยใน

การป้องกันโรคนับร้อยล้านบาท 


	 การตรวจวินิจฉัยโรคพิษสุนัขบ้าในสุนัข ทำ

โดยการตรวจหาเชื้อไวรัสจากเนื้อสมองด้วยเทคนิค 

fluorescent antibody test และยืนยันผลลบซ้ำด้วย

เทคนคิ mouse inoculation test ทัง้สองวธิเีปน็วธิกีาร

มาตรฐานทีม่คีวามแมน่ยำสงู (Dean et al., 1996) แตม่ ี

ขอ้จำกดัทีใ่ชต้รวจสนุขัทีต่ายแลว้เทา่นัน้ ปจัจบุนัดว้ย

เทคนคิทางอณชูวีวทิยา เชน่  วธิ ี reverse - transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR) ทำให้

สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสได้จาก 

clinical fluids เช่น น้ำลายของสุนัขที่ต้องสงสัยขณะ

ยังมีชีวิตได้ โอกาสพบเชื้อในน้ำลายสุนัขที่เป็นโรคมี

ประมาณร้อยละ 87 มากกว่าในน้ำไขสันหลังที่ตรวจ

พบเพียงร้อยละ 27 ของสุนัข (Saengseesom  et al., 

2008) การตรวจจาก clinical fluids มขีอ้จำกดัในเรื่อง

ของปริมาณไวรัสที่อาจมีน้อยมากหรืออาจยังไม่

ปรากฏในตัวอย่างขณะตรวจจึงอาจทำให้ผลการ

ตรวจเป็นลบ การยืนยันผลด้วยการเก็บตัวอย่างโดย

เฉพาะน้ำลายทดสอบซ้ำเป็นระยะจึงมีความจำเป็น

บทนำ
 และอาจต้องทำควบคู่ไปกับการสังเกตอาการของโรค

ดว้ย อยา่งไรกต็ามแมก้ารตรวจดว้ยเทคนคิ RT-PCR 

จะมีความไวและความจำเพาะสูง  แต่เป็นวิธีที่ค่อน

ข้างยุ่งยากเพราะต้องตรวจในห้องปฏิบัติการที่มี

อปุกรณแ์ละเครือ่งมอืเฉพาะ  มคีา่ใชจ้า่ยสงู และตอ้ง

ใช้เจ้าหน้าที่ที่มีความชำนาญ  จึงเป็นวิธีที่มีข้อจำกัด

ในการนำไปใช้ประโยชน์  ได้มีการพัฒนาเทคนิคอื่นๆ

ขึ้นสำหรับการตรวจหาเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าใน

น้ำลายสุนัข เช่น วิธี latex agglutination test (LAT) 

(Kasempimolporn et al., 2000) และวธิแีถบทดสอบ

ที่อาศัยหลักการ immunochromatography (Kang 

et al., 2007:  Nishizono et al., 2008)  ทั้งสองวิธี

ทดสอบง่าย ให้ผลการตรวจรวดเร็ว ไม่ต้องใช้เครื่อง

มอืหรอือปุกรณพ์เิศษเฉพาะ สามารถนำไปใชน้อกหอ้ง

ปฏบิตักิาร ซึง่ในปพี.ศ. 2547 สำนกัอนามยั กรงุเทพ-

มหานครได้นำวิธี LAT ไปใช้สำรวจหาเชื้อไวรัสโรค

พิษสุนัขบ้าในสุนัขจรจัดในเขตกรุงเทพมหานคร    

(Kasempimolporn et al., 2007)    สำหรับวิธีแถบ

ทดสอบปัจจุบันได้พัฒนาเป็นแบบสำเร็จรูปพร้อมใช้     

แต่ต้องสั่งซื้อจากต่างประเทศจึงมีราคาค่อนข้างแพง  

งานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการผลิตแถบทดสอบขึ้นเอง

เพื่อใช้ตรวจหาเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าในน้ำลาย

สุนัขโดยเปรียบเทียบผลการตรวจกับวิธี RT-PCR
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การเตรียมโพลีโคลนัลแอนติบอดีในม้า

	 ทำการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันม้าด้วยวัคซีน

ปอ้งกนัโรคพษิสนุขับา้ (Verorab®, France) เปน็ระยะๆ 

ตามวธิกีารของ Luekrajang et al (1996) หลงัจาก

เจาะเลอืดและปัน่แยกซรีัม่แลว้ นำไปตกตะกอนโปรตนี

โกลบูลินและทดสอบระดับแอนติบอดีตามแบบวิธี

เตรียมแอนติบอดีในกระต่าย





การเตรียมแถบทดสอบ

	 ทำการเตรียมชิ้นส่วนเมมเบรน 4 ส่วน ได้แก่ 

sample pad,  conjugate pad,  detection pad และ 

absorbent pad โดย sample pad และ conjugate  

pad  เปน็เมมเบรนชนดิ  glass  fiber  (Rapid 24TM, 

Whatman) สว่น detection pad เปน็ nitrocellulose 

membrane (Prima 60TM, Whatman) และ absorbent 

pad  เปน็ cellulose membrane (CF4TM, Whatman)     

นำ colloidal gold หรือ gold nanoparticles ขนาด 

20 nm (Sigma) ไปจับกับแอนติบอดีที่เตรียมจาก

เลือดม้า นำไปสเปรย์ทับบน conjugate pad ผึ่ง

ขา้มคนืทีตู่อ้บ 40°C สว่นแอนตบิอดทีีเ่ตรยีมจากเลอืด

กระต่ายนำไปสเปรย์บน detection pad ให้เป็นเส้น

แถบที่หนึ่ง (test line) และสเปรย์แอนติบอดีต่อโก

ลบูลินม้า (Rabbit anti-horse IgG, Sigma) เป็นเส้น

แถบทีส่อง (control line) นำแตล่ะชิน้สว่นไปประกอบ

เปน็แถบทดสอบตามรปูที ่1 เกบ็แถบทดสอบทีป่ระกอบ

แล้วใน desiccator


























    





การตรวจเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าด้วยวิธี 
RT-nested PCR

	 ทำการสกัดอาร์เอนเอจากตัวอย่างน้ำลาย

สนุขัดว้ยนำ้ยา TRIzol TM (Gibco) ใชอ้ารเ์อนเอ 2  µg  


ไปผสมในน้ำยาสำเร็จรูป  AccessQuikTM  ตามที่ผู้

ผลิตระบุ (Promega) เป็นการสังเคราะห์เส้นดีเอนเอ

คู่สมจากอาร์เอนเอแม่พิมพ์  และเพิ่มจำนวนดีเอนเอ

ในขัน้ตอนเดยีว (one step RT-PCR) งานวจิยันีใ้ช ้  

primers 2 คู ่ ซึง่เปน็สว่นของยนี nucleoprotein ของ

เชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้า โดย outer forward (57-78)    

และ outer reverse (1,508-1,529) primers ทีใ่ชใ้น

การเพิ่มจำนวนดีเอนเอรอบแรก คือ 5´-GTAACACC

CCTACAATGGATGC-3´ และ 5´-CAAAGATCT

TGCTCATGTTTGG-3´ ตามลำดับทำให้ได้ผลผลิต 

ดเีอนเอมขีนาด 1,473  คูเ่บส หลงัจากนัน้นำผลผลติ 

รอบแรกไปทำปฏิกิริยาเพิ่มจำนวนดีเอนเอรอบที่สอง

ตอ่ (nested PCR) โดยใชน้ำ้ยาสำเรจ็รปู PhusionTM  

(Finnzymes) ส่วน inner  forward  (319-337) และ  

inner reverse (823-842) primers ทีใ่ช ้คอื 5´GACATGT

CCGGAAGACTGG-3´ และ 5´-GTATTGCCTCT

CTAGCGGTG-3´ ตามลำดบัขนาดของผลผลติดเีอนเอ 

คือ 524 คู่เบสการทำปฏิกิริยาเพิ่มจำนวนดเีอนเอทำ

ในเครือ่ง thermocycler จำนวน 35 cycles (denatu 

ration: 30  วนิาททีี ่ 94°C;  annealing: 1 นาททีี ่ 60°C;        

extension: 2 นาทีที่ 72°C)  ผลผลิตดีเอนเอที่ได้นำ 


ไปตรวจสอบด้วยการนำไปแยกผ่านกระแสไฟฟ้าบน 

agarose gel  และย้อมด้วย ethidium bromide


วัสดุและวิธีการ


ตัวอย่างน้ำลายสุนัข

	 ตัวอย่างน้ำลายที่ใช้ในการทดสอบได้จาก

ซากสุนัขจำนวน 238 ตัวที่ถูกส่งมาตรวจหาเชื้อไวรัส

โรคพิษสุนัขบ้าที่สถานเสาวภา  การเก็บทำโดยการ

ใช้ไม้พันฟองน้ำจุ่มในหลอดที่มี phosphate buffer 

saline (PBS)  แล้วนำไปซับบนลิ้นและข้างแก้มของ

สุนัขประมาณ 15-20 วินาที    นำไม้ไปจุ่มในหลอด

บฟัเฟอรแ์ลว้บบีกบัขา้งหลอดนำไปปัน่ที ่ 12,500 g เปน็ 

เวลา 20 นาท ีเกบ็สว่นใสใสห่ลอดใหมเ่กบ็ทีตู่เ้ยน็ 4°C 

รอการทดสอบ นอกจากนีย้งัใชต้วัอยา่งนำ้ลายสนุขัจรจดั 

ที่ได้จากฝ่ายควบคุมโรคพิษสุนัขบ้า กองสัตวแพทย์

สาธารณสขุ กรงุเทพมหานครอกีจำนวน 898 ตัวอย่าง

ที่เก็บในช่วงปี พ.ศ. 2546-2547 มาทดสอบด้วย





การเตรียมโพลีโคลนัลแอนติบอดีในกระต่าย

	 ทำการฉีดกระตุ้นภูมิคุ้มกันกระต่ายสายพันธุ์ 

White New Zealand ดว้ยวคัซนีปอ้งกนัโรคพษิสนุขับา้ 

(Kaketsuken®,Japan) ที่ผสม Freund’s complete 

adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 โดยฉีดเข้ากล้าม  และ

ฉีดกระตุ้นซ้ำอีกครั้งห่างจากครั้งแรก 1 เดือนด้วยวัค

ซนีเดมิทีผ่สม Freund’s incomplete adjuvant หลงั

จากนั้นประมาณ 7-14 วันจึงทำการเจาะเลือดและ

ปั่นแยกซีรั่มนำไปทดสอบระดับแอนติบอดีด้วยวิธี 

rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT) 

(Smith et al., 1973) นำแอนติบอดีไปตกตะกอน

โปรตีนโกลบูลินด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

(Hudson & Hay, 1980)   หลังจาก dialyze ใน PBS 

นำสว่นหนึง่ไปทดสอบระดบัแอนตบิอดดีว้ยวธิ ี RFFIT 

และวธิ ีindirect fluorescent antibody test (Larsh,1965) 

โดยใช้น้ำยาคอนจูเกตที่ผลิตโดยสภากาชาดไทย 

(TRC®,Thailand) แอนติบอดีที่เหลือแบ่งใส่ขวดแช่ที่ 

-20°C








การตรวจเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าด้วยแถบ
ทดสอบ

	 หยดตวัอยา่งนำ้ลาย 100 µl ลงบนแถบทดสอบ 


บริเวณ sample pad หากในตัวอย่างมแีอนตเิจนของ

เชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าอยู่ก็จะไหลไปตาม diluent 

ไปจบักบัแอนตบิอดทีีเ่คลอืบบน colloidal gold แลว้

พัดพากันไปจนถึงแถบเส้นที่หนึ่งที่มีแอนติบอดี

กระต่ายดักอยู่ แอนติบอดีกระต่ายจะตรึงแอนติเจน

ทีจ่บัอยูก่บัแอนตบิอดมีา้ทีเ่คลอืบอยูบ่น colloidal gold 

ให้อยู่กับที่เห็นเป็นเส้นแถบสีม่วงแดงซึ่งเป็นสีของ 

colloidal gold ส่วนประกอบอื่นๆ ที่เหลือจะพัดพา

กันต่อไปยังเส้นแถบที่สองที่เป็นแอนติบอดีที่จำเพาะ

ต่อโกลบูลินม้าซึ่งจะตรึงแอนติบอดีม้าที่เคลือบอยู่

บน colloidal gold ใหอ้ยูก่บัทีเ่หน็เปน็แถบสมีว่งแดง

เป็นเส้นแถบที่สอง colloidal gold และตัวอย่างที่

เหลือจะพัดพาไปสุดที่ absorbent pad ซึ่งจะถูกซับ

ไม่ให้เคลื่อนต่อไป   ถ้าตัวอย่างที่ตรวจมีเชื้อไวรัสโรค

พิษสุนัขบ้าจะเห็นแถบสีขึ้นสองแถบ (test line เป็น

แถบที่หนึ่งและ control line เป็นแถบที่สอง)    หาก

ตัวอย่างไม่มีเชื้อจะเห็นเฉพาะเส้นแถบที่สองซึ่งเป็น 

control line เท่านั้น	


	 ทำการทดสอบหาปริมาณเชื้อน้อยที่สุดที่

แถบทดสอบสามารถตรวจได้ (detection limit) โดย

ใช้ไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าสายพันธุ์ Challenge Virus 

Standard (CVS) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใน baby 

hamster kidney cells นำไวรัสมาเจือจางในระดับ

ต่างๆ แล้วฉีดเข้าสมองหนูทดลอง  ติดตามผลหนูที่

ตายในแตล่ะระดบัความเจอืจาง  คำนวณหาคา่ 50% 

lethal dose dilution (LD50/0.03 ml)  (Aubert,  1996)  

แล้วจึงนำ CVS ที่รู้ค่า LD50 ไปทดสอบเพื่อหาระดับ

ไวรสัเจอืจางสงูสดุทีส่ามารถตรวจไดด้ว้ยแถบทดสอบ

















รูปที่ 1  แสดงส่วนประกอบของแถบทดสอบ (test strip)  
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	 งานวิจัยนี้ ได้พัฒนาวิธีการเตรียมแถบ

ทดสอบสำหรับตรวจแอนติเจนของเชื้อไวรัสโรคพิษ

สนุขับา้ โดยใชแ้อนตบิอดทีีเ่ตรยีมจากมา้เปน็ detection 

antibody เคลอืบบน colloidal gold และใชแ้อนตบิอดี

จากกระตา่ยเปน็ capture antibody ตรงึอยูบ่น nitrocel- 

lulose เปน็ test line สว่น control line ใช ้anti-detection 

antibody คือแอนติบอดีต่อโกลบูลินม้า เมื่อประกอบ

ชิ้นส่วนต่างๆเข้ากันแล้วจะได้แถบทดสอบสำเร็จรูป

พร้อมใช้  (รูปที่ 1)


	 จากการทดสอบน้ำลายสุนัขจำนวน 1,136 

ตัวอย่างด้วยแถบทดสอบเทียบกับการตรวจด้วยวิธี  

RT-PCR พบว่าวิธี RT-PCR ตรวจพบเชื้อไวรัสโรค

พษิสนุขับา้ในตวัอยา่งนำ้ลาย 58  ตวัอยา่ง  และตรวจ

ไม่พบเชื้อ 1,078  ตัวอย่าง (รูปที่ 2) ขณะที่วิธีใช้แถบ

ทดสอบพบเชือ้จำนวน 77 ตวัอยา่ง (เหน็แถบส ี2 แถบ)  

และไม่พบเชื้อจำนวน 1,054  ตัวอย่าง (เห็นแถบสี 1 

แถบ) (รูปที่ 3) แถบทดสอบมีความไว ความจำเพาะ 

ค่าทำนายผลบวกและค่าทำนายผลลบเทียบกับวิธี 

RT-PCR คิดเป็นร้อยละ 91.4, 97.8, 68.8 และ 99.5   

ตามลำดับ (ตารางที่ 1) แถบทดสอบแสดงผลการ

ตรวจภายใน 10 นาทีเมื่อเทียบกับวิธี RT-PCR ที่ใช้

เวลาทดสอบรอบที่หนึ่งประมาณ 3.5 ชั่วโมงและรอบ

ทีส่อง (nested PCR) อกีประมาณ 3 ชัว่โมง อยา่งไร

ก็ตามการตรวจด้วยแถบทดสอบให้ผลบวกเทียมคิด

เป็นร้อยละ 2.2 และผลลบเทียมคิดเป็นร้อยละ 8.6  

โดยสรุปวิธีแถบทดสอบมีประสิทธิภาพของการ

ทดสอบคดิเปน็รอ้ยละ 97.4 ของวธิมีาตรฐาน (RT-PCR)


	 ค่า LD50/0.03 ml ของไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าที่

ได้จากการเพาะเลี้ยงที่ทดสอบโดยการฉีดเข้าสมอง

หนูทดลองเท่ากับ 104.7 LD50/0.03 ml เมื่อนำไวรัส

ไปเจือจาง (two-fold serial dilutions) แล้วตรวจด้วย

แถบทดสอบ  พบว่าแถบทดสอบสามารถตรวจเชื้อได้

ในระดับความเข้มข้นต่ำสุดที่ 102.3 LD50/0.03 ml 

(ขอ้มลูไมไ่ดแ้สดง) แสดงวา่แถบทดสอบมปีระสทิธภิาพ

ผล
 ในการตรวจพบเชื้อได้ถึงระดับความเข้มข้นของเชื้อ

น้อยกว่าค่า LD50/0.03 ml อยู่ 256 เท่า


รูปที่ 2 การทดสอบน้ำลายสุนัขที่มีเชื้อ 

ไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าด้วยวิธี  RT-PCR   

แสดงผลด้วยสายดีเอนเอขนาด 524 คู่เบส 

แสดงส่วนประกอบของแถบทดสอบ 

(test strip)  

524 bp
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รูปที่ 3 แสดงผลการทดสอบน้ำลายสุนัข 

ที่มีเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าด้วยแถบ

ทดสอบ (ปรากฏแถบสีสองแถบ) และ 

น้ำลายท่ีไม่มีเช้ือ(ปรากฏแถบสีหน่ึงแถบ)

Control Line

Test Line

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบตัวอย่างน้ำลายสุนัขโดยใช้แถบทดสอบเทียบกับวิธี RT-PCR








	 โรคพิษสุนัขบ้าเป็นโรคติดเชื้ออันตรายที่ไม่มี

ทางรักษา ในประเทศไทยสุนัขเป็นพาหะสำคัญของ

การแพรเ่ชือ้นีสู้ค่นและสตัวอ์ืน่ๆ การแพรเ่ชือ้ของสนุขั

สว่นใหญจ่ะผา่นทางนำ้ลายโดยการกดั เชือ้ไวรสัสามารถ

ปรากฏในน้ำลายสุนัขก่อนและระหว่างแสดงอาการ

ของโรค สนุขัทีป่ว่ยเมือ่เริม่ปลอ่ยเชือ้ออกมาในนำ้ลายก็

จะปล่อยเชื้อเรื่อยไปจนกระทั่งตาย (Vaughn et al., 

1965)    มีรายงานพบสุนัขที่อาการปกติแต่ปล่อยเชื้อ 


ไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าออกมาทางน้ำลายเป็นระยะ 

(Fekadu, 1972)   รวมทัง้สนุขัสามารถปลอ่ยเชือ้ออกมา 

ทางนำ้ลายไดน้านถงึ 14 วนักอ่นแสดงอาการของโรค  

(Fekadu and Shaddock, 1984) สุนัขส่วนใหญ่ที่

ติดเชื้อจะแสดงอาการของโรค  แต่จะมีอยู่ประมาณ

รอ้ยละ 18 ทีต่ายโดยไมแ่สดงอาการ (Fekadu, 1988)     

การตรวจวินิจฉัยหาเชื้อทางห้องปฏิบัติการจึงมีความ

สำคัญเพราะการสังเกตจากอาการโรคของสุนัขอย่าง

เดียวอาจไม่เพียงพอ





  


วิจารณ์
 	 การเฝา้ระวงัโรคพษิสนุขับา้แบบเชงิรกุในสนุขั

มีความสำคัญต่อการควบคุมและป้องกันการแพร่ 

ระบาดของโรค แต่การตรวจหาเชื้อในสุนัขที่ยังมีชีวิต

อยู่ทำได้ยาก เนื่องจากต้องอาศัยเทคนิคการตรวจที่

ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญและเครื่องมือพิเศษเฉพาะในห้อง

ปฏบิตักิาร  รวมทัง้คา่ใชจ้า่ยในการตรวจทีค่อ่นขา้งสงู   

จึงได้มีการพัฒนาเทคนิคอื่นๆ ที่ทำได้ง่ายและให้ผล

รวดเรว็ เชน่ เทคนคิ  latex agglutination  หรอืเทคนคิ 

ที่ใช้หลักการของ immunochromatography ในรูป

แถบทดสอบ ซึ่งทั้งสองเทคนิคทดสอบง่าย ไม่ต้องใช้

เครื่องมือหรืออุปกรณ์ที่ยุ่งยาก โดยเฉพาะเทคนิค

หลังที่สามารถทำเป็นแถบทดสอบสำเร็จรูปพร้อม

ใช้ได้สะดวกกว่า 


	 การตรวจหาเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าด้วย

แถบทดสอบสำเร็จรูปเป็น rapid immunoassay ที่

อา่นผลงา่ยดว้ยตาเปลา่ (รปูที ่3) อยา่งไรกต็ามปรมิาณ 

ของแอนติเจนในตัวอย่างต้องมีมากพอที่จะทำให้เกิด

แถบสีที่เข้มชัด โดยทั่วไปการเตรียมแถบทดสอบจะ

ใชโ้มโนโคลนลัแอนตบิอด ี2 ตวัทีจ่ำเพาะตอ่แอนตเิจน 

คนละ epitope หรืออาจใช้โมโนโคลนัล 1 ตัวและโพ

ลีโคลนัลอีก 1 ตัวทำหน้าที่เป็น detection antibody   
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เฉพาะผลลบเทียมไม่สามารถยอมรับให้ผิดพลาดได้

ในกรณีใช้เป็นวิธีตรวจวินิจฉัย สุนัขที่ให้ผลการตรวจ

น้ำลายเป็นผลลบไม่สามารถใช้สรุปแน่นอนได้ว่า

สุนัขนั้นไม่เป็นโรคพิษสุนัขบ้า เพราะปริมาณไวรัส

อาจมีน้อยมาก (เกิน detection limit) หรือไม่ปรากฏ

ในน้ำลายขณะตรวจ  การตรวจเชื้อจากเนื้อสมองจึง

ยังคงเป็นวิธีที่แนะนำสำหรับใช้ในการตรวจวินิจฉัย  

เพราะปริมาณไวรัสในสมองจะมากกว่าในน้ำลาย


	 งานวิจัยขั้นต่อไปได้เตรียมโมโนโคลนัล

แอนตบิอดจีากเซลลห์นโูดยใชเ้ทคนคิ hybridoma เพือ่

ใชแ้ทนโพลีโคลนัลแอนติบอดีและจะประเมินผลการ

ทดสอบกับสุนัขในภาคสนามต่อไป








	 แถบทดสอบสำหรับใช้ตรวจเชื้อไวรัสโรคพิษ

สุนัขบ้าในน้ำลายสุนัขที่ได้พัฒนาในงานวิจัยนี้มี

ประสิทธิภาพของการทดสอบ (test efficiency) เป็น

รอ้ยละ 97.4 ของวธิ ี RT-PCR แถบทดสอบนีใ้ชง้า่ย 

สะดวก และใหผ้ลรวดเรว็ สามารถนำไปใชป้ระโยชน์

เพื่อการสำรวจและคัดกรองสุนัขที่ติดเชื้อในภาค

สนามได้








	 งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยประจำ

ปี 2551 จากมูลนิธิเวชดุสิตในพระอุปถัมภ์ของ

สมเด็จพระพี่นางเธอเจ้าฟ้ากัลยาณิวัฒนา กรมหลวง

นราธิวาสราชนครินทร์





กิตติกรรมประกาศ






เอกสารอ้างอิง



Aubert, M.F.A., Methods for the calculation of titers. In: 			

	 Meslin, F.X., Kaplan, M.M., Koprowski, 

	 H.(ed.), Laboratory Techniques in Rabies, 4th 
	 ed. World Health Organization. Geneva. pp. 	
	 445-459.

Bureau of Epidemiology, Department of Disease 		
	 Control. 2008. Annual epidemiological 		
	 surveillance report. Ministry of Public Health. 	
	 Nonthaburi. (in Thai)

Dean, D.J., Abelseth, M.K., Atanasiu, P. 1996. The 		
	 fluorescent antibody test. In: Laboratory 		
	 Techniques in Rabies, 4th ed. World Health 	
	 Organization. Geneva. pp. 88-95.

Fekadu, M. 1972.  Atypical rabies in dogs in Ethiopia. 	
	 Ethiop. Med. J. 10: 79-86.

Fekadu, M. 1988.  Pathogenesis of rabies virus 		
	 infection in dogs. Rev. Inf. Dis. 10 (suppl 4): 	
	 s678-s683.

Fekadu, M., Shaddock, J.H. 1984. Peripheral 		
	 distribution of virus in dogs inoculated with 		
	 two strains of rabies virus. Am. J. Vet. Res.  		
	 45: 724-729.

Hudson, L., Hay, F.C.1980. Practical immunology, 		
	 2nded. Blackwell Scientific Publications. 		
	 Oxford. pp.1-23. 

Kang, B.K., Oh, J.S., Lee, C.S., Park, B.K., Park, Y.N., 	
	 Hong, K.S., Lee, K.G., Cho, B.K., Song, D.S. 	
	 2007. Evaluation of a rapid immunodiagnostic 
	 test kit for rabies virus. J. Virol. Methods. 

	 145: 30-36.

Kasempimolporn, S., Jitapunkul, S., Sitprija, V. 2008. 	
	 Moving towards the elimination of rabies in 		
	 Thailand. J. Med. Assoc. Thai. 91: 433-437.

Kasempimolporn, S., Saengseesom, W., Lumlertdacha, 

	 B., Sitprija, V. 2000. Detection of rabies virus 	
	 antigen in dog saliva using a latex 			
	 agglutination test. J. Clin. Microbiol. 

	 38: 3098-3099.

Kasempimolporn, S., Sichanasai, B., Saengseesom, 		
	 W., Puempumpanich, S., Chatraporn, S., 		
	 Sitprija, V. 2007. Prevalence of rabies virus 		
	 infection and rabies antibody in stray dogs: a 	
	 survey in Bangkok, Thailand. Prev. Vet. Med. 	
	 78: 325-332.  


Knobel, D.L., Cleaveland, S., Coleman, P.G., Fevere, 	
	 E.M. 2005. Re-evaluating the burden of 		
	 rabies in Africa and Asia. Bull. World Health 	
	 Organ. 83: 1-11. 

Larsh, S.E. 1965. Indirect fluorescent antibody and 		
	 serum neutralization response in pre-		
	 exposure prophylaxis against rabies. Ann. 		
	 Intern. Med. 63: 955-964.

Loza-Rubio, E., Rojas-Anaya, E., Banda-Ruiz, V.M., 		
	 Nadin-Davis, S.A., Cortez-Garcia, B. 2005. 		
	 Detection of multiple strains of rabies virus 		
	 RNA using primers designed to target 		
	 Mexican vampire bat variants. Epidemiol. 		
	 Infect. 133: 927-934.

Luekrajang, T., Wangsai, J., Phanuphak, P. 1996. 		
	 Production of antirabies serum of equine 		
	 origin. In: Meslin, F.X., Kaplan M.M., 		
	 Koprowski, H., eds. Laboratory Techniques in 
	 Rabies. Geneva: World Health Organization, 	
	 p. 401-404.

Nishizono, A., Khawplod, P., Ahmed, K., Goto, K., 		
	 Shiota, S., Mifune, K., Yasui, T., Takayama, 		
	 K., Kobayashi, Y., Mannen, K.,Tepsumethanon, 
	 V. Mitmoonpitak, C., Inoue, S., Morimoto, 		
	 Kinjiro. A simple and rapid 			 
	 immunochromatographic test kit for rabies 		
	 diagnosis. Microbiol. Immunol. 52: 243-249.

Posthuma-Trumpie • J. Korf, G.A., van Amerongen, A. 	
	 2009. Lateral flow (immuno)assay: its 		
	 strengths, weakness, opportunities and 		
	 threats. A literature survey. Anal. Bioanal. 		
	 Chem. 393: 569-582.

Saengseesom, W., Mitmoonpitak, C.,Kasempimolporn, 					

	 S., Sitprija, V. 2007. Real-time PCR analysis 	
	 of dog cerebrospinal fluid and saliva samples 
	 for ante-mortem diagnosis of rabies. 		
	 Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health. 	
	 38: 53-57. 

Smith, J.S., Yager, P.A., Baer, G.M. 1973. A rapid 		
	 reproducible test for determining rabies 		
	 neutralizing antibody. Bull. WHO. 

	 48: 535-541.	

Vaughn, J.B., Gerhaardt, P., Newell, K.W. 1965. 		
	 Excretion of street rabies virus in the saliva of 	
	 dogs. JAMA 193: 363-368.




และ capture antibody ตามลำดบั (Posthuma-Trumpie 

•J. Korf  and van Amerongen, 2009)      แต่งาน

วิจัยนี้ได้ใช้โพลีโคลนัลแอนติบอดีทั้งสองตัวเพียงแต่

เตรียมจากสัตว์ต่าง species การเตรียมโพลโีคลนลั

แอนติบอดีทำได้ง่ายกว่าการเตรียมโมโนโคลนัล

แอนติบอดี และผลของการใช้โพลีโคลนัลแอนติบอดี

ก็ให้ผลการทดสอบไม่แตกต่างจากแถบทดสอบที่ใช้

โมโนโคลนลัแอนตบิอดทีีม่คีวามไวรอ้ยละ 91.7 - 95.5  

และมคีวามจำเพาะรอ้ยละ  88.9 - 100  (Kang et al., 

2007: Nishizono et al., 2008) โดยแถบทดสอบ

ของงานวจิยันีม้คีวามไวรอ้ยละ 91.4 และความจำเพาะ 

ร้อยละ 97.8 เมื่อเทียบกับวิธี RT-PCR (ตารางที่ 1)    

แถบทดสอบนี้สามารถตรวจเชื้อได้ในระดับความเข้ม

ขน้ตำ่สดุที ่ 102.3 LD50/0.03 ml ซึง่ตอ้งใชป้รมิาณ 

ไวรัสในน้ำลายมากกว่าการตรวจด้วยวิธี RT-PCR ที่

สามารถตรวจเชื้อได้ในระดับความเข้มข้นต่ำสุดที่  

100.5 LD50/0.03 ml   (Loza-Rubio et al., 2005;   

Kang et al., 2007) อยา่งไรกต็ามจากผลการทดสอบ 

แสดงให้เห็นว่าแถบทดสอบมีประสิทธิภาพเพียง

พอที่จะใช้ตรวจหาเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าในน้ำลาย

สุนัขได้ ต้นทุนในการผลิตแถบทดสอบต่อชิ้นอยู่ใน

ราว 100-150 บาท ทัง้นีข้ึน้กบัจำนวนการผลติในแตล่ะ

ครัง้หากเทียบกับราคาที่ซื้อจากต่างประเทศจะอยู่ที่

ประมาณ 400-500 บาท (Anigen®, Korea) แถบ

ทดสอบสามารถผลิตได้ทั้งแบบชนิดหยดตัวอย่าง

น้ำลายลงไป ซึ่งแถบทดสอบแบบนี้จะบรรจุอยู่ใน

ตลบัปอ้งกนัการสมัผสั หรอืแบบชนดิจุม่ลงในตวัอยา่ง

น้ำลายที่มีลักษณะเป็นแถบยาวสะดวกในการจับ 

(dipstick)  แถบทดสอบทั้งสองลักษณะบรรจุในซอง

ปิดที่กันความชื้นจึงสะดวกที่จะนำไปใช้ในที่ต่างๆ 

เพื่อการเฝ้าระวังและป้องกันการแพร่ระบาด เช่น ใช้

สำรวจหาสุนัขที่ติดเชื้อในพื้นที่ หรือใช้ตรวจคัดกรอง

สุนัขก่อนรับไว้ในสถานสงเคราะห์สุนัข เป็นต้น   ส่วน

การนำไปใช้เพื่อการตรวจวินิจฉัยยังมีข้อจำกัดเนื่อง

จากผลการตรวจมีอัตราการเกิดผลบวกเทียมร้อยละ 

2.2 และผลลบเทยีมรอ้ยละ 8.6 (ตารางที ่ 1) โดย

สรุป
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A test strip for detecting rabies virus in dog saliva


Songsri Kasempimolporn 1),#   Wachiraporn Saengseesom 1)   Sumreung  Huadsakul 1)  

 Sununta Puermpunpanich 1)   Surasak Akesowan 1)      Visith  Sitprija 1)

        We describe the development of a new test for rapid detection of rabies virus antigen from dog 

saliva samples. The test is based on immunochromatography using rabies specific antibodies cou-

pled to gold nanoparticles and displayed on a strip. The test, which employs two polyclonal anti-ra-

bies antibodies, is simply performed and the results obtained within 10 min. Saliva samples from 

1,136 dogs suspected to have rabies were tested. The sensitivity and specificity of the strip test com-

pared with reverse-transcription polymerase chain reaction as the standard, were 91.4 and 97.8 %, 

respectively. The detection limit of the strip test was 102.3 LD50/0.03 ml.  As the strip test potentially 

can be used outside the laboratory, it represents a powerful tool for epidemiological surveys and 

disease control.  The active surveillance for rabies virus infection in dogs would help to reduce the 

human mortality associated with the disease and help to prevent its spread to other animal.

Keywords: rabies, dog saliva, immunochromatographic test 

1) Queen Saovabha Memorial Institute (WHO Collaborating Center for Rabies), Thai Red Cross Society, 1871 Rama IV Road, Bangkok 10330
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การศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจระดับแอนติบอดีต่อโรคพิษสุนัขบ้า โดยวิธี 
 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) กบัวธิมีาตรฐาน 
 
rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT) ในสุนัขไทย


วิรดา วิริยกิจจา 1)   ปิยพร วัฒนาภิรมย์ 1)   อุมาพร พันธุ์ศิริ 1)   และ สันนิภา สุรทัตต์ 2)#

	 การศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงคเ์พือ่เปรยีบเทยีบผลการตรวจและวเิคราะหร์ะดบัแอนตบิอดโีดยวธิ ี ELISA  

กบัระดบัแอนตบิอดทีีต่รวจไดจ้ากวธิมีาตรฐาน rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT)  โดยใชต้วัอยา่ง

ซรีัม่สนุขัจำนวน 60 ตวัอยา่ง ทำการตรวจวดัระดบัแอนตบิอดโีดยวธิ ี ELISA เปรยีบเทยีบกบัวธิ ี RFFIT ผลการ

ศกึษาพบวา่ ผลจากการตรวจดว้ยวธิ ีELISA ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัวธิ ีRFFIT จำนวน 43 ตวัอยา่ง (71.67%)  พบผล

ลบลวงจำนวน 17 ตวัอยา่ง (28.33%) และไมพ่บผลบวกลวง คำนวณคา่ความไว (sensitivity) และความจำเพาะ 

(specificity) ของวธิ ีELISA เปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน RFFIT โดยคำนวณทีค่า่ cut-off 0.6 EU/ml ไดเ้ทา่กบั 

64% และ 100% ตามลำดบั โดยพบวา่วธิ ีELISA จะใหผ้ลการตรวจทีม่ ีsensitivity ตำ่ ถา้สนุขัม ีRFFIT titer ทีต่ำ่

กวา่ 5 IU/ml แมว้า่การตรวจดว้ยวธิ ีELISA จะมคีา่ความไวตำ่กวา่วธิ ีRFFIT กต็าม แตก่เ็ปน็วธิทีีส่ะดวก รวดเรว็ 

และราคาไม่สูงนัก และน่าจะเป็นทางเลือกหนึ่งสำหรับใช้ในการศึกษาระดับภูมิคุ้มกันต่อโรคพิษสุนัขบ้าใน

ประชากรสตัวจ์ำนวนมากได ้





คำสำคัญ: โรคพิษสุนัขบ้า อีไลซ่า แรฟฟิต แอนติบอดีต่อโรคพิษสุนัขบ้า


1) นิสิตชั้นปีที่ 6 ปีการศึกษา 2550 คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
2) ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 
#) ผู้รับผิดชอบบทความ

	 โรคพษิสนุขับา้เกดิจากเชือ้ไวรสัโรคพษิสนุขับา้ 

(rabies virus) เป็น RNA virus จัดอยู่ใน Family 

Rhabdoviridae โรคนี้เป็นโรคติดต่อจากสัตว์สู่คนที่

เป็นปัญหาที่สำคัญทางสาธารณสุขของประเทศไทย 

สามารถติดต่อได้หลายทางที่สำคัญคือการติดต่อ

ทางบาดแผลที่ถูกสัตว์ที่เป็นโรคพิษสุนัขบ้ากัด ใน

ประเทศไทยพบว่าสัตว์เลี้ยงที่มีรายงานการเกิดโรค

สุนัขบ้ามากที่สุดคือ สุนัข (94%) ซึ่งเป็นตัวแพร่โรคที่

สำคัญ รองลงมาคือ แมว (4.14%) (Puanghat and 

Hunsoowan, 2005) ในปัจจุบันโรคพิษสุนัขบ้าเป็น

โรคทีย่งัไมม่วีธิรีกัษา การปอ้งกนัโรคโดยการใชว้คัซนี

จึงเป็นสิ่งสำคัญ วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่ใช้ใน

ประเทศไทยเปน็วคัซนีเชือ้ตาย (inactivated vaccine) 

ตามพระราชบญัญตัปิอ้งกนัโรคพษิสนุขับา้ พ.ศ. 2535 

กำหนดให้นำสุนัขมารับการฉีดวัคซีนป้องกันโรคพิษ

สุนัขบ้าครั้งแรก เมื่อสุนัขมีอายุตั้งแต่สองเดือนขึ้นไป

แต่ไม่เกินสี่เดือน และได้รับการฉีดวัคซีนครั้งต่อไป

ตามระยะเวลาที่กำหนดในใบรับรองการฉีดวัคซีน 

อย่างไรก็ตามแม้ว่าหน่วยงานทั้งภาครัฐและเอกชน

จะรณรงค์ให้มีการทำวัคซีนให้กับสุนัขอย่างต่อเนื่อง

ทุกปี แต่ก็พบว่าอุบัติการณ์ของโรคพิษสุนัขบา้ยงัคง

เกิดขึ้นอย่างต่อเนื่อง และยังสามารถพบสุนัขที่เป็น

โรคพษิสนุขับา้อยา่งตอ่เนือ่งมาโดยตลอดจนถงึปจัจบุนั 

(Puanghat and Hunsoowan, 2005; สถานเสาวภา, 

2550)


	 การตรวจวัดระดับภูมิคุ้มกันจากซีรั่มโดยการ

ตรวจหาระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า 

สามารถทำได้หลายวิธี เช่น วิธี rapid fluorescent 

focus inhibition test (RFFIT), fluorescent antibody 

virus neutralization (FAVN), indirect fluorescent 

antibody technique (IFA), Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) เปน็ตน้ ในปจัจบุนั 

ประเทศไทยใช้การตรวจ neutralizing titer โดยวิธี 

rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT) 

(เลอสรวง, 2523) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจมาตรฐานที่ได้

รับการยอมรับจากองค์การโรคระบาดสัตว์ระหว่าง

ประเทศ (Office International des Epizooties; OIE) 

วธิดีงักลา่วอาศยัหลกัในการตรวจวดัระดบัแอนตบิอดี 

ที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าที่อยู่ในซีรั่ม โดยนำซีรั่ม

ตัวอย่างมาจับกับเชื้อพิษสุนัขบ้าเพื่อยับยั้งการเข้าสู่

เซลล์เพาะเลี้ยงของเชื้อพิษสุนัขบ้า หลังจากนั้นตรวจ

หาเซลล์ที่ติดเชื้อโดยวิธี IFA (Smith et al., 1973) 

ถ้าระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้ามีค่า

มากกวา่หรอืเทา่กบั 0.5 IU/ml ถอืวา่ใหผ้ลบวก (OIE, 

2004) ซึ่งแสดงว่าสุนัขมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน

ต่อการให้วัคซีนเพียงพอที่จะสามารถป้องกันโรคได้  

แต่อย่างไรก็ตามการตรวจด้วย RFFIT ยังมีข้อจำกัด

อยู่พอสมควร เช่น จำเป็นต้องใช้บุคลากรที่มีความ

ชำนาญทางด้านเซลล์เพาะเลี้ยง ต้องทำการเพิ่ม

จำนวนเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าในห้องปฏิบัติการ มี

ขั้นตอนการตรวจที่ซับซ้อน และใช้เวลาในการตรวจ

อย่างน้อย 48 ชั่วโมง จึงทำให้มีต้นทุนค่อนข้างสูง

และไมส่ามารถทำไดใ้นหอ้งปฏบิตักิารทัว่ไป นอกจาก

นี้การเกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตก ในขั้นตอนการเก็บ

ตวัอยา่ง หรอืการมไีขมนัในซรีัม่ในปรมิาณสงู (gross 

lipemia) ยังอาจรบกวนการตรวจโดยวิธี RFFIT ได้

อีกด้วย ด้วยเหตุผลเหล่านี้จึงทำให้การตรวจวัดการ

ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าไม่เป็นที่

แพร่หลายนัก และเป็นข้อจำกัดในการศึกษาวิจัยที่

เกี่ยวข้องกับระดับภูมิคุ้มกันและหรือประสิทธิภาพ

ของวคัซนีตอ่เชือ้พษิสนุขับา้ในชว่งระยะเวลาทีผ่า่นมา 

ดังนั้นหากมีวิธีการตรวจวัดระดับภูมิคุ้มกันที่สะดวก 

รวดเร็ว ราคาไม่สูงนัก และมีความแม่นยำใกล้เคียง

กับการตรวจด้วยวิธี RFFIT ก็จะทำให้สามารถเพิ่ม

ศักยภาพในการตรวจวัดระดับแอนติบอดีที่จำเพาะ

ต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าในห้องปฏิบัติการอื่นได้มากขึ้น ที่

ผ่านมาในต่างประเทศได้มีการนำชุดทดสอบที่อาศัย

หลักการของวิธี ELISA มาใช้ในการตรวจวัดระดับ

แอนติบอดีต่อโรคพิษสุนัขบ้า (Cliquet et al., 1998; 

Cliquet et al., 2003) โดยพบว่าชุดทดสอบมีความ

บทนำ
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ไว 79-93% ความจำเพาะ 97.3% เมื่อเปรียบเทียบ

กับวิธีมาตรฐาน (Cliquet et al., 2004) วิธีดังกล่าว

อาศัยการวัดระดับความเข้มของสีที่เกิดจากการจับ

กันของแอนติเจน (เชื้อพิษสุนัขบ้า) ที่เคลือบอยู่ก้น

หลุมกับแอนติบอดีในซีรั่มและแอนติบอดีที่ยึดด้วย

เอนไซม์จะทำปฏิกิริยากับ substrate ที่ใส่ลงไป จาก

นัน้อา่นผลดว้ยเครือ่ง spectrophotometer (ราตร,ี 2533) 

ถ้าระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้ามีค่า

มากกว่าหรือเท่ากับ 0.6 EU/ml แสดงว่าซีรั่มให้ผล

บวก (OIE, 2004) ที่ผ่านมาเคยมีรายงานในต่าง

ประเทศที่ทำการศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจวัด

ระดับแอนติบอดีต่อโรคพิษสุนัขบ้า โดยวิธี ELISA 

กับวิธีมาตรฐาน FAVN ซึ่งเป็นเป็นวิธีที่ใช้หลักการ

เดียวกันกับวิธี RFFIT แต่แตกต่างกันที่วิธีการอ่าน

ผล โดยพบว่า วิธี ELISA มีความจำเพาะที่ใกล้เคียง

กับการตรวจด้วยวิธี FAVN แม้ว่าการตรวจด้วยวิธี 

ELISA จะมีความไวต่อเชื้อน้อยกว่าวิธี FAVN ก็ตาม 

(Cliquet et al., 2004) อย่างไรก็ตามในประเทศไทย

ยังไม่เคยมีการศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจวัด

ระดับแอนติบอดีต่อโรคพิษสุนัขบ้า โดยวิธี ELISA 

กับวิธีมาตรฐาน RFFIT ในสุนัข


 	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ที่จะทำการตรวจ

และวิเคราะห์ระดับภูมิคุ้มกันโดยวิธี ELISA เพื่อ

เปรียบเทียบกับระดับภูมิคุ้มกันที่ตรวจได้จากวิธี 

RFFIT โดยผลทีไ่ดจ้ากการศกึษานีจ้ะเปน็ขอ้มลูพืน้ฐาน 

ที่จะสามารถนำไปใช้ในการประเมินระดับภูมิคุ้มต่อ

โรคพิษสุนัขบ้าอย่างคร่าวๆ ได้ ซึ่งจะช่วยให้ประหยัด

ค่าใช้จ่ายและเวลาได้มากขึ้น นอกจากนี้ยังเป็นจุด

เริ่มต้นของการศึกษาวิจัยเพื่อประเมินประสิทธิภาพ

ของการใช้โปรแกรมวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าใน

อนาคตต่อไป


สุนัขบ้า โดยวิธี RFFIT ที่กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

กระทรวงสาธารณสขุ ขณะรอการตรวจจะเกบ็ซรีัม่ทัง้ 2 

ส่วนไว้ที่อุณหภูมิ -20๐C


	 4.การตรวจหาแอนติบอดี ที่จำเพาะต่อโรค

พษิสนุขับา้โดยวธิ ีindirect enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA) ทำการตรวจหาแอนติบอดี

ทีจ่ำเพาะตอ่โรคพษิสนุขับา้โดยใชช้ดุทดสอบสำเรจ็รปู 

(Serelisa™ Rebies Ab Mono Indirect, Synbiotics) 

เพื่อตรวจหาแอนติบอดีที่มีความจำเพาะต่อเชื้อพิษ

สนุขับา้ (anti-rabies immunoglobulins) กบัแอนตเิจน 

(inactivated Rabies virus) ที่ coat อยู่ที่ก้นหลุม 

ELISA plate จากนัน้ทำการวดัปรมิาณของแอนตบิอด ี

ที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าโดยการเติม protein A-

peroxidase conjugate และตามดว้ยการเตมิ substrate 

วิธีดำเนินงาน






	 1.สุนัขทดลอง ทำการคัดเลือกสุนัขทดลอง 

2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มลูกสุนัข (puppy) ซึ่งเป็นลูกสุนัขที่

ยังไม่เคยได้รับวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้ามาก่อน 

จำนวน 10 ตัว โดยมีอายุระหว่าง 10-12 สัปดาห์ ไม่

จำกัดพันธุ์ เพศและลักษณะการดูแล กลุ่มสุนัขโต 

(adult) เป็นสุนัขทดลองที่เคยได้รับวัคซีนป้องกันโรค

พิษสุนัขบ้ามาก่อนหน้าแล้ว จำนวน 20 ตัว โดยมี 

อายุระหว่าง 1-7 ปี ไม่จำกัดพันธุ์ เพศและลักษณะ

การดูแล และยังไม่ได้รับการกระตุ้นวัคซีนป้องกัน

โรคพิษสุนัขบ้ามาเป็นเวลาอย่างน้อย 1 ปีทำการ

ตรวจและจดบันทึกรายละเอียดของสุนัขแต่ละตัว 

ได้แก่ อายุ เพศ ลักษณะภายนอก (สีขน ลาย และ

ตำหนอิืน่ๆ) พรอ้มทัง้ทำหมายเลข และระเบยีนประวติั 

ประจำตัวสุนัขแต่ละตัว ทำการตรวจสุขภาพเบื้องต้น

และตรวจเลือด (CBC) ก่อนการฉีดวัคซีนป้องกันโรค

พิษสุนัขบ้า


	 2.การฉีดวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า ฉีด

วคัซนีปอ้งกนัโรคพษิสนุขับา้ชนดิเชือ้ตาย Nobivac lot 

no. 74110D (Intervet) โดยฉดีเขา้ชัน้ใตผ้วิหนงั 1 ครัง้ 

ให้กับสุนัขทุกกลุ่มอายุ ในวันที่เริ่มการศึกษา (wk 0)


	 3.การเก็บตัวอย่างเลือด เก็บตัวอย่างซีรั่ม 

2 ครั้ง ครั้งที่ 1 เก็บก่อนการฉีดวัคซีนป้องกันโรคพิษ

สุนัขบ้า (wk 0) และ ครั้งที่ 2 เก็บสัปดาห์ที่ 4 หลัง

การฉีดวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า (wk 4) โดยเจาะ

เก็บเลือดจาก cephalic vein ของสุนัข เก็บเลือดครั้ง

ละ 5 มล. โดยใชห้ลอดเกบ็เลอืดสญูญากาศ (Vacuette, 

Greiner bio-one) ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง รอให้เลือด

แข็งตัวแล้วจึงทำการปั่นแยกซีรั่ม โดยปั่นที่ความเร็ว 

1,500 รอบ/นาที อุณหภูมิ 20๐C 10 นาที แล้วใช้

ไมโครปิเปตดูดแยกซีรั่มออกมา แบ่งเป็น 2 ส่วน 

ส่วนที่ 1 ปริมาตร 0.5 มล. เก็บในหลอด eppendorf 

เพื่อการทดสอบโดยวิธี ELISA ส่วนที่ 2 ปริมาตร 2 

มล. เก็บในหลอด eppendorf ขนาดใหญ่ และ

ทำการส่งเพื่อตรวจค่าระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษ

(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine;TMB) เพื่อให้เกิด

ปฏิกิริยาที่ทำให้เกิดสี อ่านผลโดยใช้ spectrophoto-

meter ที่ความยาวคลื่น 450 nm และวิเคราะห์ผล

ตามเอกสารแนะนำของบริษัทผู้ผลิต โดยทุกครั้งที่ทำ 

การตรวจตวัอยา่ง จะทำการทดสอบตวัอยา่งควบคมุลบ 

(negative serum control) และบวก (positive serum 

control) ควบคู่ไปด้วย


	 5.การคำนวณหาความไว (sensitivity) 
และความจำเพาะ (specificity) ทำการคำนวณ

หาค่าความไวและค่าความจำเพาะของระดับ

แอนติบอดีที่จำเพาะต่อโรคพิษสุนัขบ้าจากวิธี 

ELISA เปรียบเทียบกับผลที่ได้จากวิธี RFFIT โดย

แสดงผลในรูปแบบตารางที่ 1 


ตารางที่ 1 แสดงการคำนวนหา sensitivity และ specificity


หมายเหตุ RFFIT ; cut-off = 0.5 IU/ml และ ELISA ; cut-off = 0.6 EU/ml
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	 1.ข้อมูลทางสุขภาพทั่วไปของสุนัขทดลอง
 

จากการตรวจสุขภาพทั่วไปของลูกสุนัขพบสุนัขที่มี

คา่ body condition score นอ้ยกวา่ปกตจิำนวน 1 ตวั 

(10%) และพบสุนัขที่มีภาวะแห้งน้ำ (ผิวหนังและ

เยื่อเมือกแห้ง) จำนวน 2 ตัว (20%)  สุนัขกลุ่ม adult 

สขุภาพทัว่ไปอยูใ่นเกณฑป์กต ิ ผลการตรวจเลอืดของ

สุนัขทั้ง 2 กลุ่ม พบสุนัขในกลุ่ม puppy จำนวน 2 ตัว 

มีเชื้อ Hepatozoon spp. ส่วนค่าผลเลือดโดยทั่วไป

ของสุนัขทั้ง 2 กลุ่มอยู่ในเกณฑ์ปกติ


	 2.ผลการตรวจวัดระดับแอนติบอดีด้วยวิธี 

RFFIT ผลการตรวจวัดระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษ

สุนัขบ้า จากซีรั่มของสุนัขก่อนการให้วัคซีนโรคพิษ

สุนัขบ้า (wk 0) จำนวน 30 ตัวอย่าง พบว่า ซีรั่มของ

สนุขักลุม่ puppy ใหผ้ลบวก (1/10) นอ้ยกวา่สนุขักลุม่ 

ผลการทดลอง
 adult (16/20) (ตารางที่ 2) โดยสุนัขในกลุ่ม puppy 

มีค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อพิษ

สุนัขบ้า 0.12±0.21 IU/ml ในขณะที่สุนัขกลุ่ม adult  


มีค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อพิษ

สุนัขบ้า 1.20±1.09 IU/ml


	 ผลการตรวจวัดระดับแอนติบอดีจากซีรั่ม

ของสุนัขหลังการให้วัคซีนโรคพิษสุนัขบ้า (wk 4) 

จำนวน 30 ตัวอย่าง พบว่า สุนัขทุกตัวให้ผลบวกต่อ

การตรวจวดัระดบัแอนตบิอดดีว้ยวธิ ี RFFIT (ตารางที ่ 3) 

โดยสุนัขกลุ่ม puppy มีค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดี

ทีจ่ำเพาะตอ่เชือ้พษิสนุขับา้ 5.28±3.50 IU/ml ในขณะ 

ที่สุนัขกลุ่ม adult มีค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีที่

จำเพาะตอ่เชือ้พษิสนุขับา้ 58.85±38.90 IU/ml  เมือ่ทำ 

การวิเคราะห์ผลการตรวจทั้งหมด พบว่าวิธี RFFIT 

ให้ผลบวก จำนวน 47 ตัวอย่าง (78.33%) ให้ผลลบ 

จำนวน 13 ตัวอย่าง (21.67%) 


	 3.ผลการตรวจวัดระดับแอนติบอดีด้วยวิธี 

ELISAผลการตรวจวัดระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษ

สุนัขบ้าก่อนการให้วัคซีนโรคพิษสุนัขบ้า (wk 0) ด้วย

วิธี ELISA จำนวน 30 ตัวอย่าง พบว่า ซีรั่มของสุนัข

กลุ่ม puppy ให้ผลลบทั้งหมด ส่วนสุนัขกลุ่ม adult 

ให้ผลบวกเพียง 1 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4) สุนัขกลุ่ม 

puppy มีค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ

เชือ้พษิสนุขับา้ 0.05±0.03 EU/ml ในขณะทีส่นุขักลุม่ 

adult มีค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อ

เชื้อพิษสุนัขบ้า 0.20±0.50 EU/ml ผลการตรวจวัด   


ระดับแอนติบอดีจากซีรั่มของสุนัขหลังการให้วัคซีน

โรคพิษสุนัขบ้า (wk 4) จำนวน 30 ตัวอย่าง พบว่า 

สุนัขในกลุ่ม puppy ให้ผลบวก จำนวน 9 ตัวอย่าง 

(90%) (ตารางที ่ 5) โดยมคีา่เฉลีย่ของระดบัแอนตบิอดี 

ทีจ่ำเพาะตอ่เชือ้พษิสนุขับา้ 1.80±1.04 EU/ml ในขณะที ่  

สุนัขกลุ่ม adult ให้ผลบวกทุกตัว โดยมีค่าเฉลี่ยของ

ระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า 7.40

±2.74 EU/ml โดยเมือ่ทำการรวมตวัอยา่งทัง้หมด (60 ตัว

อย่าง) พบว่าวิธี ELISA ให้ผลบวก จำนวน 30 

ตวัอยา่ง (50%) ใหผ้ล negative จำนวน 30 ตวัอยา่ง 

(50%) 



 

ตารางที่ 2 ผลการตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า จากซีรั่มของสุนัขทดลองก่อนการ
ให้วัคซีนโรคพิษสุนัขบ้าโดยวิธี RFFIT


a   จำนวนตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อวิธี RFFIT  x 100 จำนวนตัวอย่างทั้งหมดของแต่ละกลุ่ม 
b   จำนวนตัวอย่างที่ให้ผล negative ต่อวิธี RFFIT  x 100 จำนวนตัวอย่างทั้งหมดของแต่ละกลุ่ม

ตารางที่ 3 ผลการตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าจากซีรั่มของสุนัขทดลองในสัปดาห์ที่ 
4 หลังการให้วัคซีนโรคพิษสุนัขบ้าโดยวิธี RFFIT


a, b ดูการคำนวณจากตารางที่ 2

ตารางที่ 4 ผลการตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า จากซีรั่มของสุนัขทดลองก่อนการ
ให้วัคซีนโรคพิษสุนัขบ้าโดยวิธี ELISA


a, b ดูการคำนวณจากตารางที่ 2

ตารางที่ 5 ผลการตรวจระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าจากซีรั่มของสุนัขทดลองในสัปดาห์ที่ 
4 หลังการให้วัคซีนโรคพิษสุนัขบ้าโดยวิธี ELISA


a, b ดูการคำนวณจากตารางที่ 2
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ตารางที่ 6 ผลจากการตรวจโดยวิธี ELISA เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี RFFIT


	 จากการวเิคราะหแ์จกแจงคา่ RFFIT titer และ 

% ผลลบลวง (false negative) ของการตรวจวัด

ระดับแอนติบอดีโดยวิธี ELISA พบว่า ช่วงค่า RFFIT 

titer ที่วิธี ELISA ให้ผล % ผลลบลวง สูงสุด (50%) 

คือ ช่วง RFFIT titer ที่ 0.00-2.50 รองลงมา คือ ช่วง 

RFFIT titer ที่ 2.50-5.00 แสดงได้ว่า เมื่อตัวอย่างมี

ระดับแอนติบอดีต่ำๆ อาจจะทำให้ได้ผลลบลวงสูง

ขึ้นเมื่อใช้การตรวจด้วยวิธี ELISA (ตารางที่ 7) ผล

จากการศึกษานี้จึงสรุปได้ว่าวิธี ELISA จะมีความไว

ต่ำกว่าวิธี RFFIT เมื่อใช้ตรวจตัวอย่างที่มีระดับ

แอนติบอดีที่น้อยกว่า 5 IU/ml


ตารางที่ 7 การแจกแจงระดับแอนติบอดีที่ตรวจวัดโดยวิธี RFFIT และผล % ผลลบลวงที่ได้ 
จากการตรวจวัดระดับแอนติบอดีโดยวิธี ELISA  


a จำนวนตัวอย่างที่ให้ผล positive ต่อวิธี RFFIT แต่ให้ผล negative ต่อวิธี ELISA ในช่วง RFFIT titer นั้น   x 100 จำนวนตัวอย่าง
  ทั้งหมดในช่วง RFFIT titer นั้น   







	 ในปัจจุบันการตรวจวัดระดับแอนติบอดีต่อ

โรคพษิสนุขับา้โดยวธิมีาตรฐาน FAVN และวธิ ีRFFIT 

ที่ใช้กันอย่างแพร่หลายยังมีข้อจำกัดอยู่หลายด้าน 

จึงได้มีการพัฒนาชุดทดสอบที่อาศัยหลักการของวิธี 

ELISA มาใช้ในการตรวจวัดระดับแอนติบอดีต่อโรค

พิษสุนัขบ้า โดยชุดทดสอบ ELISA ได้รับการยอมรับ

จาก OIE ให้เป็นวิธีที่ใช้ตรวจระดับแอนติบอดีต่อโรค

พษิสนุขับา้เพือ่การขนยา้ยสตัวข์า้มประเทศ (OIE, 2004) 

ซึ่งจะทำให้มีความสะดวก เนื่องจากไม่ต้องทำการ

เลี้ยงเชื้อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าในห้องปฏิบัติการ ซึ่งไม่

สามารถทำได้ในห้องปฎิบัติการทั่วไป มีความรวดเร็ว 

โดยวิธี ELISA ใช้เวลาประมาณ 4 ชั่วโมง เมื่อเทียบ

กับวิธี RFFIT ซึ่งใช้เวลามากกว่า 48 ชั่วโมง อีกทั้งวิธี 

ELISA ยังมีค่าใช้จ่าย (300-500 บาท/ตัวอย่าง) ถูก

กว่าวิธี RFFIT (1,500-2,000 บาท/ตัวอย่าง)


	 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อที่จะ

ศึกษาความเป็นไปได้ของการนำเทคนิค ELISA มา

ใช้เพื่อการตรวจหาระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัข

บ้าในประชากรสุนัขในประเทศไทย โดยทำวิเคราะห์

ผลการตรวจหาระดับแอนติบอดีโดยวิธี ELISA  

เปรียบเทียบกับระดับแอนติบอดีที่ตรวจได้จากวิธี

มาตรฐาน (RFFIT) แม้ว่าระดับแอนติบอดีต่อโรคพิษ

สุนัขบ้าที่ได้จากการตรวจโดยวิธี ELISA ไม่สามารถ

นำมาเทียบกับระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าที่

ได้จากการตรวจโดยวิธีมาตรฐาน RFFIT ได้โดยตรง 

เนือ่งจากวธิ ี ELISA เปน็การตรวจวดัระดบัแอนตบิอดี 

ทีจ่บักบัแอนตเิจนของเชือ้ไวรสัโรคพษิสนุขับา้ ในขณะ 

ที่วิธี RFFIT เป็นการตรวจวัดระดับ neutralizing 

antibody ทีจ่ำเพาะตอ่เชือ้ไวรสัโรคพษิสนุขับา้ทำให ้

ระดบัแอนตบิอดจีากสองวธินีีม้คีวามแตกตา่งกนับา้ง 

ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ Simani (2006) 

ที่รายงานว่า ค่าเฉลี่ยของระดับแอนติบอดีต่อโรคพิษ

สุนัขบ้าที่ได้จากการตรวจโดยวิธี ELISA จะต่ำกว่า

วิธี RFFIT อย่างมีนัยสำคัญ


วิจารณ์และสรุป
  	 ผลจากงานวิจัยนี้พบว่าผลการตรวจด้วยวิธี 

ELISA และวธิ ีRFFIT มคีวามสอดคลอ้งกนั (concor- 

dance) 71.67% (ตารางที่ 6) ซึ่งต่ำกว่ารายงานเดิม

ที่รวบรวมผลการศึกษาจากห้องปฏิบัติการ 2 แห่ง ที่

ใช้ชุดทดสอบชนิดเดียวกันเพื่อการตรวจวัดระดับ

แอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าจากซีรั่มของ

สุนัขและแมว 3 กลุ่มตัวอย่าง จำนวนทั้งสิ้น 2,360 

ตัวอย่าง ซึ่งให้ค่าความสอดคล้องเฉลี่ยเมื่อเทียบกับ

วิธี FAVN 88.26% (Cliquet et a., 2004) ค่าความ

สอดคล้องที่ค่อนข้างต่ำในการศึกษานี้ น่าจะมาจาก

จำนวนตัวอย่าง และลักษณะการกระจายตัวของ

ระดับแอนติบอดีในตัวอย่างที่ต่างกันค่อนข้างมาก

ระหว่างการศึกษาในครั้งนี้เมื่อเทียบกับการศึกษาใน

ต่างประเทศ อย่างไรก็ตามผลการศึกษาในครั้งนี้พบ

ว่า วิธี ELISA มีความจำเพาะสูงที่เป็นที่น่าพอใจ โดย

ไม่พบผลบวกลวงในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งเป็นไปใน

ทิศทางเดียวกันกับรายงานที่ผ่านมา ซึ่งรายงานว่าวิธี 

ELISAให้ผลบวกลวงต่ำเฉลี่ยเพียง 0.71% เมื่อเทียบ

กับวิธี FAVN (Cliquet et al., 2004)


 	 ผลจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าวิธี ELISA มี

ความไวเมื่อเทียบกับ neutralization assay ที่ค่อน

ข้างต่ำ (64%) เมื่อเทียบกับการรายงานก่อนหน้านี้

โดย Cliquet และคณะ (2004) (เฉลี่ย 86%) ซึ่งอาจ

เกิดจากจำนวนตัวอย่างที่น้อยกว่าในการศึกษานี้ 

หรืออาจเกิดจากวิธีมาตรฐานที่ใช้ในการเปรียบเทียบ

แตกต่างกัน คือ วิธี RFFIT กับวิธี FAVN โดยที่ผ่าน

มามรีายงานวา่วธิ ีRFFIT มคีวามไวมากกวา่วธิ ีFAVN 

ทำให้ผลการตรวจระดับแอนติบอดีได้ผลบวกมาก

กว่า (Cliquet et al., 1998) ดังนั้นค่า sensitivity ของ

วิธี ELISA เปรียบเทียบกับวีธี RFFIT จึงมีค่าน้อยกว่า

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัวธิ ี FAVN อยา่งไรกต็ามการศกึษา 

ครั้งนี้ พบว่า วิธี ELISA ให้ผลลบลวงโดยรวมที่สูงถึง 

28.33% โดยจะมีโอกาสการให้ผลลบลวงสูงมากในซี

รั่มที่มี RFFIT titer ต่ำกว่า 5.00 IU/ml (ตารางที่ 7) 

ซึง่สอดคลอ้งกบัการทดลองทีผ่า่นมาของ Servat และ 

Cliquet (2006) ทีท่ำการศกึษาเพือ่ประเมนิการทดสอบ 
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วิธี ELISA ในการติดตามผลการทำวัคซีนป้องกันโรค

พษิสนุขับา้ในสนุขัและแมว ซึง่พบผลลบลวงมากทีส่ดุ 

ในชว่ง 0.5-1.0 IU/ml ในขณะทีร่ายงานการทดลองของ 

Cliquet และคณะ (2004) วิเคราะห์ระดับแอนติบอดี

ต่อโรคพิษสุนัขบ้าโดยวิธี ELISA เปรียบเทียบกับวิธี 

FAVN และพบว่าวิธี ELISA จะมีโอกาสให้ค่าผลลบ

ลวงสูงขึ้น ถ้าซีรั่มมีระดับแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อ

พิษสุนัขบ้าต่ำกว่า 2.85 IU/ml เนื่องจากในการศึกษา

นี้ที่มีการกำหนดวันที่เก็บเลือดหลังจากได้รับวัคซีน

โรคพิษสุนัขบ้าที่แน่นอน ทำให้ระดับ titer ที่ได้ค่อน

ข้างเกาะกลุ่มกัน อีกทั้งมีจำนวนตัวอย่างที่น้อยกว่า 

จึงทำให้จัดแบ่งช่วงการกระจายตัวของ RFFIT titer 

ไดน้อ้ยกวา่การศกึษาในตา่งประเทศ การศกึษาศกัยภาพ 

ของวิธี ELISA ในประเทศไทยในอนาคต จึงควรใช้

จำนวนตวัอยา่งมากขึน้ และใชต้วัอยา่งทีม่กีารกระจาย

ตัวของระดับแอนติบอดีไตเตอร์ที่มีช่วงกว้างและ

หลากลายกว่าการศึกษาในครั้งนี้


	 เนื่องจากวิธี ELISA (Serelisa™ Rabies) ที่

ใช้ในการศึกษานี้ ใช้ inactivated rabies virus ใน

การ coat ลงบน ELISA plate ซึ่งอาจประกอบไป

ด้วยแอนติเจนหลากหลาย สามารถจับกับแอนติบอดี

ทั้งชนิด neutralizing และ non-neutralizing ปัจจัยนี้

จงึอาจเปน็ขอ้จำกดัของวธิ ีELISA (Serelisa™ Rabies) 

เมื่อนำผลมาเปรียบเทียบกับวิธี RFFIT ซึ่งตรวจหา 

neutralizing antibody เป็นหลัก ในช่วงที่ผ่านมาจึง

มีการพัฒนาชุดตรวจสอบ ELISA (Platelia Rabies 

II kit, Biorad) โดยใช้ purified glycoprotein G ของ

เชื้อพิษสุนัขบ้า ซึ่งเป็นแอนติเจนหลักที่การกระตุ้น

การสร้าง anti-Rabies neutralizing antibody มาใช้ 

coat ลงบน ELISA plate แทน โดยผลการศึกษาที่

ผ่านมาพบว่า ชุดทดสอบดังกล่าวมีประสิทธิภาพดี

มากเมือ่นำมาใชต้รวจหาแอนตบิอดตีอ่เชือ้พษิสนุขับา้

ในซีรั่มของสุนัข แมว และสุนัขจิ้งจอก โดยพบว่ามี

ความไวและความจำเพาะทีส่งูกวา่ชดุทดสอบ Serelisa 

ที่รายงานโดย Cliquet และคณะ (2004) อีกทั้งยังมี

ความไวในการตรวจหาระดับแอนติบอดีระดับต่ำๆ ที่

ดีกว่าอีกด้วย แม้ว่าจะยังคงให้ผลลบลวงค่อนข้างสูง

ในกรณีที่มีระดับแอนติบอดีต่ำกว่า 2 IU/ml (Seryat 

et al., 2007) นอกจากนี้ชุดทดสอบนี้ยังให้ผลเป็นที่

น่าพอใจเมื่อนำมาใช้ตรวจหาระดับแอนติบอดีที่

จำเพาะตอ่เชือ้พษิสนุขับา้ในซรีัม่มนษุย ์ (Feyssaquet 

et al., 2007) ผลการศึกษาเหล่านี้ชี้ถึงศักยภาพของ

การนำวิธี ELISA มาใช้เพื่อตรวจหาแอนติบอดีต่อ

เชื้อพิษสุนัขบ้าได้เป็นอย่างดี แต่อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยัง

มีข้อจำกัดเมื่อนำมาใช้ตรวจตัวอย่างที่มี ระดับ

แอนติบอดีในระดับต่ำมากๆ


 	 ผลจากการศกึษานีแ้ละจากรายงานทีผ่า่นๆ มา 

แสดงให้เห็นว่า ผลจากการตรวจโดยวิธี ELISA มีค่า

ความจำเพาะ (specificity) ที่สูงมาก โดยมีโอกาสใน

การเกิดผลบวกลวงได้น้อยมาก ทำให้ผลบวกที่ได้มี

ความน่าเชื่อถือ ดังนั้นถึงแม้ว่าจะมีโอกาสเกิดผลลบ

ลวงอยูบ่า้ง แตไ่มท่ำใหเ้กดิความเสีย่งทางระบาดวทิยา

ของโรคพิษสุนัขบ้า เพราะเมื่อผลการตรวจเป็นลบ

สามารถนำตัวอย่างดังกล่าวไปตรวจซ้ำอีกครั้งด้วยวิธี

มาตรฐาน RFFIT หรือทำการฉีดวัคซีนโรคพิษสุนัขบ้า

เพือ่กระตุน้ภมูคิุม้กนัใหมไ่ด ้  กลา่วโดยสรปุวธิ ี ELISA 

เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และราคาไม่สูงนัก และน่า

จะเป็นทาง เลือกหนึ่ งสำหรับการศึกษาระดับ

ภูมิคุ้มกันต่อโรคพิษสุนัขบ้าในประชากรสัตว์จำนวน

มากได้


	 ผลจากการตรวจระดับแอนติบอดีที่จำเพาะ

ต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าในกลุ่มลูกสุนัขอายุ 10-12 สัปดาห์ 

ก่อนการให้วัคซีนพบว่า ซีรั่มของลูกสุนัขส่วนใหญ่ให้

ผลลบ และมีค่าเฉลี่ยของแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัข

บ้าต่ำกว่า 0.5 IU/ml ซึ่งชี้ว่าระดับภูมิคุ้มกันถ่ายทอด

จากแม่ในสุนัขทดลองกลุ่มนี้ได้ลดต่ำลงจนไม่น่าจะมี

ผลรบกวนต่อให้วัคซีนเมื่ออายุ 10-12 สัปดาห์ ซึ่ง

สอดคล้องกับระดับภูมิคุ้มกันที่เพิ่มสูงขึ้นภายหลัง

การให้วัคซีน ผลการศึกษานี้สอดคล้องไปในทิศทาง

เดียวกันกับรายงานก่อนหน้านี้ ซึ่งทำการศึกษาระดับ

ภมูคิุม้กนัในลกูสนุขัในวยักอ่นไดร้บัวคัซนีจำนวน 32 ตวั 

โดยตรวจไม่พบแอนติบอดีโดยวิธี RFFIT (Kasempi-

molporn et al., 1996) อกีทัง้ทีผ่า่นมาในอดตีมรีายงาน 

ยืนยันว่าลูกสุนัขไทยอายุ 11-16 สัปดาห์ สามารถ

ตอบสนองต่อการให้วัคซีนพิษสุนัขบ้าได้ดี โดยไม่มี

การรบกวนจากภูมิคัมกันถ่ายทอดจากแม่ (Songsri 

et al., 1966) นอกจากนีอ้ญัญารตัน ์และคณะ (2543) 

รายงานค่าเฉลี่ยระดับแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า

โดยวิธี RFFIT ในลูกสุนัขจำนวน 90 ตัว อายุ 1, 2  

และ 3 เดือน เท่ากับ 0.63, 0.14 และ 0.04 ตาม

ลำดับ โดยลูกสุนัขอายุ 3 เดือน ทุกตัว ที่มีระดับ 

RFFIT titer ระหว่าง <0.03-0.25 IU/ml ในวันที่ได้รับ

วคัซนี สามารถตอบสนองตอ่การใหว้คัซนีไดเ้ปน็อยา่งด ี

ผลการศกึษาเหลา่นีช้ีว้า่ โปรแกรมการใหว้คัซนีปอ้งกนั 

โรคพิษสุนัขบ้าเข็มแรกเมื่ออายุ 2.5-3 เดือน ยังถือ

เป็นช่วงเวลาที่มีความเหมาะสม อย่างไรก็ตามเป็นที่

น่าสังเกตจากการศึกษาครั้งนี้ว่า ระดับแอนติบอดีไต

เตอร์เฉลี่ยของลูกสุนัข มีค่าต่ำกว่าระดับแอนติบอดี

เฉลี่ยในกลุ่มสุนัขโตอย่างมาก ทั้งนี้น่าจะมาจากการ

ที่สุนัขโตเคยได้รับวัคซีนพิษสุนัขบ้ามาก่อนแล้วใน

ช่วงชีวิตที่ผ่านมา นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าลูกสุนัข

อายุต่ำกว่า 1 ปี อาจมีการตอบสนองต่อการให้วัคซีน

ที่ไม่ดีเท่าสุนัขที่โตเต็มไว (Kenedy et al., 2007) สิ่ง

ที่พึงระลึกไว้เสมอคือ โดยทั่วไปแล้วระดับแอนติบอดี

ที่จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าในสุนัขจะเพิ่มสูงขึ้นภาย

หลงัการไดร้บัวคัซนี โดยจะขึน้ถงึระดบัสงูสดุประมาณ 

1 เดือนภายหลังได้รับวัคซีน จากนั้นจะลดต่ำลงอย่าง

รวดเรว็โดยมรีะดบัแอนตบิอดตีำ่กวา่ 0.5 IU/ml ภายใน 

เวลา 6 เดือน (Tepsumethanon et al., 1991) ดังนั้น

การเก็บตัวอย่างซีรั่มสุนัขเพื่อประเมินสถานภาพทาง

ภูมิคุ้มกันต่อโรคพิษสุนัขบ้าในกลุ่มประชากรใดๆ จึง

ควรมขีอ้มลูการไดร้บัวคัซนีครัง้ลา่สดุประกอบดว้ยเสมอ
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Comparison of the levels of anti-Rabies virus antibodies 
determined by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) and rapid fluorescent focus inhibition test 
 

(RFFIT) in Thai dogs.


Piyaporn Wattanapirom 1)   Umaporn Pantsiri 1)   Wirada Wiriyakitja 1)   and Sanipa Suradhat 2) #

      This study compared the levels of anti-Rabies virus antibodies determined by enzyme-linked im-

munosorbent assay (ELISA) and the gold standard test, rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT) 

from 60 dog sera. The result revealed that the ELISA gave concordant results to those of the RFFIT 

in 43 samples (71.67%) with no false-positive. However, the assay gave false-negative results in 17 

samples (28.33%). The overall sensitivity and specificity of the ELISA in comparison with RFFIT were 

64% and 100% respectively.  The ELISA test yielded lower sensitivity for samples with RFFIT titers of 

less than 5 IU/ml.  Although the ELISA has a lower sensitivity than the RFFIT test, it is a convenient 

and inexpensive tool and can be an alternative test for determining of the levels of anti-rabies anti-

body titers in large number of animals.

 

Keywords: Rabies, ELISA, RFFIT, anti-Rabies virus antibodies
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ค. จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลลบต่อวิธี RFFIT และวิธี   


    ELISA/ จำนวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผลลบต่อวิธี    


    RFFIT
 

ง. จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลลบต่อวิธี RFFIT และวิธี     


    ELISA/ จำนวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผลบวกต่อวิธี 


    RFFIT





5. ผลจากการศึกษาครั้งนี้พบว่า
 

ก. วิธี ELISA ให้ผลการตรวจดีเทียบเท่าวิธีมาตรฐาน
 

ข. วิธี ELISA มีค่าความจำเพาะและความไวสูงเสมอ 


    โดยไม่ขึ้นกับระดับแอนติบอดีไตเตอร์
 

ค. วธิ ีELISA มคีา่ความไวสงูแตม่คีา่ความจำเพาะตำ่มาก
 

ง. วิธี ELISA มีค่าความจำเพาะสูง แต่จะมีค่าความ 


    ไวลดลงเมื่อใช้ตรวจตัวอย่างที่มีระดับแอนติบอดี 


    ไตเตอร์ต่ำๆ
 







คำถามท้ายเรื่อง


1.วิธีมาตรฐานสำหรับตรวจหาแอนติบอดีที่

จำเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าที่ใช้ในประเทศไทย

ในปัจจุบัน


ก. rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT)
 

ข. indirect fluorescent antibody technique (IFA)
 

ค. complement-fixation test (CF)
 

ง. enzyme-lined immunosorbent assay (ELISA)



 

2.หลักการตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า

โดยชุดทดสอบ ELISA ที่ใช้ในการศึกษานี้


ก. ตรวจหา neutralizing antibody ที่สามารถยับยั้ง	  


    การเข้าสู่เซลล์ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า 
 

ข. ตรวจหา neutralizing antibody ที่จับกับเชื้อไวรัส  


    พิษสุนัขบ้าที่ coat อยู่ที่ก้นหลุมของ ELISA plate
 

ค. ตรวจหา antibody ที่จับกับเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าที่ 


    coat อยู่ที่ก้นหลุมของ ELISA plate
 

ง. ตรวจหา antibody ที่สามารถยับยั้งการเข้าสู่เซลล์


    ของเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้า


 


3.ข้อดีของวิธี ELISA เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี

มาตรฐาน RFFIT


ก. มขีัน้ตอนไมยุ่ง่ยาก และใชเ้วลาในการทดสอบสัน้กวา่
 

ข. ไม่จำเป็นต้องเพิ่มจำนวนเชื้อไวรัสพิษสุนัขบ้าใน  


    ห้องปฏิบัติการ
 

ค. ต้นทุนถูกกว่า  
 

ง. ถูกทุกข้อ 





4.วิธีการคำนวณค่าความไว (sensitivity) ของวิธี 

ELISA เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน RFFIT


ก. จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อวิธี RFFIT และวิธี  


    ELISA/ จำนวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผลบวกต่อวิธี    


    RFFIT
 

ข. จำนวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อวิธี RFFIT และวิธี   


    ELISA/ จำนวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผลลบต่อวิธี    


    RFFIT
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ทบทวนเรื่องโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์เลี้ยง


ประวีณา กิติคุณ 1) #

	 โรคพิษสุนัขบ้าเป็นโรคติดเชื้อที่ส่งผลต่อระบบประสาท มีอันตรายร้ายแรงถึงชีวิต สามารถก่อโรคได้ใน

สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทุกชนิด อีกทั้งยังเป็นโรคสัตว์สู่คนหรือสัตว์เลี้ยงสู่คนที่สำคัญในประเทศ การทำวัคซีน

ป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์เลี้ยงอย่างถูกวิธีและอย่างต่อเนื่องรวมทั้งการเฝ้าระวังป้องกันไม่ให้สัตว์เลี้ยงไป

ถูกกัดโดยสุนัขหรือแมวจรจัด เป็นวิธีการป้องกันและควบคุมโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์เลี้ยงอย่างได้ผล ดังนั้น

สตัวแพทยจ์งึควรใหค้วามรูพ้ืน้ฐานดา้นอาการแสดงของโรค แหลง่รงัโรคและการตดิตอ่ของโรคแกเ่จา้ของสตัวเ์ลีย้ง 

เพื่อช่วยในการเฝ้าระวังโรคในสัตว์ รวมทั้งควรได้แนะนำให้เจ้าของได้ตระหนักถึงการทำวัคซีนในสัตว์เลี้ยงของ

ตนอย่างต่อเนื่อง เพื่อเป็นการป้องกันอันตรายจากโรคทั้งในสัตว์เลี้ยงเจ้าของเอง


 


คำสำคัญ: โรคพิษสุนัขบ้า สัตว์เลี้ยง โรคสัตว์สู่คน การติดต่อ

1)
 ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

# ผู้รับผิดชอบบทความ   หมายเลขโทรศัพท์  02-218-9655  Email address: Pravina.k@chula.ac.th

	 โรคพษิสนุขับา้ (Rabies) หรอืเรยีกอกีชือ่หนึง่

ว่า โรคกลัวน้ำ (Hydrophobia) เป็นโรคที่รู้จักกันมา

นานกว่า 5,000 ปี ถึงแม้ว่าวิทยาการด้านการแพทย์

จะพัฒนาก้าวหน้าทำให้รู้จักเชื้อไวรัสสาเหตุของโรค

มากขึ้น และมีการผลิตวัคซีนที่ใช้ได้ผลเป็นอย่างดีทั้ง

ในคนและสัตว์เลี้ยง แต่ก็ยังพบว่าในปัจจุบันโรคพิษ

สุนัขบ้ายังคงคร่าชีวิตผู้คนประมาณ 50,000-55,000 

คนต่อปีทั่วโลก และยังมีคนจำนวนกว่า 3 พันล้าน

คนในกว่า 100 ประเทศที่ยังจัดเป็นกลุ่มที่เสี่ยงต่อ

การติดเชื้อ พบว่ามากกว่าร้อยละ 95 ของคนที่ติด

เชื้อพิษสุนัขบ้าอยู่ในทวีปเอเชียและแอฟริกาและ

กลุม่อายขุองคนทีต่ดิเชือ้มกัจะเปน็เดก็ทีถ่กูสนุขับา้กดั  

(Wunner and Briggs, 2010) เมื่อต้นปีพ.ศ. 2553 

มีข่าวการเสียชีวิตของเจ้าของสุนัขที่ถูกสุนัขของ

ตนเองกัดแล้วเป็นโรคพิษสุนัขบ้าในประเทศไทย 

เจ้าของสุนัขเองก่อนเสียชีวิตได้ยืนยันว่าสุนัขได้รับ

วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าแล้วโดยตนเป็นผู้ทำ

วัคซีนให้เอง ดังนั้นในเวลาต่อมาเมื่อสุนัขดังกล่าว

รวมทั้งสุนัขตัวอื่นๆ ในบ้านตายเจ้าของจึงไม่นึกว่า

โรคพิษสุนัขบ้าจะเป็นสาเหตุ จึงไม่ได้ปฏิบัติตนตาม

แนวทางการรักษากรณีผู้ป่วยถูกสัตว์ที่เป็นโรคพิษ

สุนัขบ้ากัดซึ่งอาจที่จะป้องกันโรคแก่ตนเองได้ทัน

ท่วงที เหตุการณ์ดังกล่าวได้นำความตื่นตระหนกมา

สู่คนไทย ในขณะเดียวกันยังสะท้อนให้เห็นว่าโรคพิษ

สุนัขบ้ายังคงมีอยู่ในประเทศ และการควบคุมและ

ป้องกันโรคนี้ทั้งในสัตว์และคน ต้องอาศัยความรู้พื้น

ฐานเกี่ยวกับเชื้อสาเหตุ การแพร่กระจายของเชื้อ 

บทความนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะทบทวนความรู้พื้น

ฐานเกี่ยวกับเชื้อสาเหตุของโรคพิษสุนัขบ้า  ลักษณะ

อาการแสดงในสัตว์เลี้ยง การตรวจวินิจฉัย และการ

ป้องกันโรคในสัตว์เลี้ยง เพื่อเป็นความรู้ในการวาง

มาตรการป้องกันและเฝ้าระวังโรคในสัตว์เลี้ยงเพื่อ

การจัดการป้องกันการติดเชื้อข้ามจากสัตว์สู่คน



 

สาเหตุการแพร่กระจายของเชื้อ

	 โรคพิษสุนัขบ้านั้นจะก่อให้เกิดการอักเสบ

ของเยื่อหุ้มสมองและประสาทส่วนกลางในสัตว์เลี้ยง

ลกูดว้ยนมทกุชนดิ อกีทัง้ยงัเปน็โรคสตัวส์ูค่น (zoonosis) 

ทีร่า้ยแรง การตดิเชือ้มกัเกดิจากการถกูสตัวท์ีเ่ปน็โรค 

กดั ข่วน เลีย หรือการที่น้ำลายของสัตว์ป่วยเข้าทาง

บาดแผลหรือเยื่อเมือกตา นอกจากนี้ยังมีรายงาน

การติดเชื้อในคนไข้ที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะจาก

คนที่ติดเชื้อ (Kumar, 2009) สาเหตุของโรคเกิดจาก

เชื้อไวรัส rabies เป็น negative sense RNA virus  

ซึง่อยูใ่น  genus  Lyssavirus family Rhabdoviridae 

มีเปลือกหุ้มไวรัส และรูปร่างของเชื้อที่เห็นภายใต้

กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนเป็น bullet shape สัตว์

หรือคนที่ติดเชื้อจะถึงชีวิตอย่างรวดเร็วภายหลังเริ่ม

แสดงอาการปว่ย ปจัจบุนัยงัไมส่ามารถรกัษาโรคนีไ้ด ้

แต่สามารถป้องกันอาการแสดงได้หากได้รับวัคซีน

ป้องกันโรคร่วมกับอิมมูโนโกลบุลิน (Post exposure 

prophylaxis) อย่างทันท่วงทีก่อนที่เชื้อจะเข้าสู่ปลาย

ประสาท (peripheral nerves)


	 โดยส่วนใหญ่คนมักที่จะติดเชื้อพิษสุนัขบ้า

จากสัตว์เลี้ยงที่เป็นโรค เช่น สุนัขและแมว ปัจจุบัน

ประเทศที่พัฒนาแล้ว เช่น อเมริกาเหนือ พบรายงาน

ของโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์เลี้ยงลดลงมากจนเหลือ

จำนวนไม่กี่ร้อยรายต่อปี เนื่องจากการรณรงค์การทำ

วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าอย่างจริงจังและได้ผล

ในช่วง ค.ศ. 1940-1950 ส่วนโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์

เลี้ยงในประเทศที่พัฒนาแล้วมักจะได้รับเชื้อไวรัส

จากสัตว์ป่า เช่น สุนัขจิ้งจอก สกั๊งค์ และแรคคูน ซึ่ง

ถือเป็นแหล่งรังโรคที่สำคัญ พบว่าภายในช่วงสอง

ทศวรรษที่ผ่านมารายงานโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์ป่า

ของประเทศอเมรกิาเหนอืมปีระมาณ 7,000-8,000 ราย 

(Blanton et al., 2007) และในปัจจุบันโรคพิษสุนัข

บ้าในสัตว์ป่าก็ยังคงเป็นปัญหาที่ทำให้การกำจัดโรค

นี้ในประเทศอเมริกาเหนือไม่เป็นผลสำเร็จ สำหรับ

ประเทศไทยถึงแม้ว่าจะพบการติดเชื้อพิษสุนัขบ้าได้

ในสตัวห์ลายชนดิเชน่ หน ูโค สกุร แพะ หรอืกระทัง่ ชา้ง 

บทนำ
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การติดเชื้อจากสัตว์สู่คนก็มักที่จะเกิดจากการถูก

สัตว์เลี้ยงเช่นแมวและสุนัขโดยเฉพาะสุนัขจรจัดกัด 

ดังนั้นจึงถือได้ว่าสัตว์เหล่านี้เป็นแหล่งรังโรคที่สำคัญ

ในประเทศ ซึ่งที่ผ่านมาการสำรวจจำนวนสุนัขและ

สุนัขจรจัดเฉพาะในเขตกรุงเทพมหานครมีจำนวน

มากถึง 823,520 และ 130,000 ตัวตามลำดับ (กรม

ปศุสัตว์, 2550) ผลการสำรวจชนิดสัตว์จากจำนวน

สัตว์ 142 ตัวที่ให้ผลบวกต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าในเขต

กรุงเทพมหานครในปีที่ผ่านมา พบว่า 94.4% (134 

ตัว) เป็นสุนัขและ 5.6% (8 ตัว) เป็นแมว นอกจากนี้ 

66.9% (95/142) เป็นสัตว์มีเจ้าของและที่น่าสังเกต

คือมีเพียง 14.8% (21/142) ของจำนวนทั้งหมดที่มี

ประวัติได้รับวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้า  (กิติภัทท์ 

และคณะ, 2552) รายงานสำนักระบาดวิทยาช่วงปี 

พ.ศ. 2549-2551 พบว่าข้อมูลจำนวนผู้ป่วยและเสีย

ชวีติดว้ยโรคพษิสนุขับา้ในประเทศไทยมแีนวโนม้ลดลง 

คือจาก 26 รายในปีพ.ศ. 2549 เป็น 8 ราย ในปี 

พ.ศ. 2551 อย่างไรก็ตามข้อมูลในช่วงปี พ.ศ. 2552 

ที่ผ่านมาพบว่ามีผู้ป่วยและเสียชีวิตด้วยโรคพิษสุนัข

บา้ถงึ 24 รายและในจำนวนนัน้ 20 รายอยูใ่นภาคกลาง 

(จังหวัดกรุงเทพมหานคร 8 ราย คิดเป็น 33.3% ของ

ทั้งหมด) นอกจากนี้ตั้งแต่เดือน มกราคม-มิถุนายน 

พ.ศ. 2553 ที่ผ่านมาพบผู้ป่วยและเสียชีวิตด้วย   

โรคพิษสุนัขบ้า 13 รายแล้ว ซึ่ง 6 รายอยู่ในเขต

กรงุเทพมหานคร และกวา่ครึง่หนึง่มปีระวตัถิกูกดัโดย 

สุนัขที่มีเจ้าของ


  
 

อาการของโรค

	 อาการแสดงของโรคพษิสนุขับา้ในสนุขั มสีอง 

รปูแบบดว้ยกนัคอื แบบดรุา้ย (excitatory หรอื furious) 

และแบบซึม (paralytic หรือ dumb) ภายหลังการ

ติดเชื้ออาการแสดงจะแบ่งได้เป็น 3 ระยะด้วยกันคือ 

prodromal, excitement และ paralytic ซึ่งระยะ

ต่างๆ ดังกล่าวในสัตว์แต่ละตัวอาจไม่เท่ากัน ระยะ 

prodromal ประมาณ 2-3 วัน สุนัขมักจะมีพฤติกรรม

ที่เปลี่ยนไปจากเดิมซึ่งเจ้าของที่เลี้ยงอย่างใกล้ชิดจึง

จะสังเกตเห็นได้ สุนัขจะมีไข้ ม่านตาตอบสนองต่อ

แสงช้ากว่าปกติ และอาจมีการกัดแทะบริเวณรอย

แผลที่ถูกกัด ระยะ excitement บางครั้งอาจกินเวลา

ยาวนานถึงหนึ่งสัปดาห์ แต่บางกรณีสัตว์บางตัวอาจ

ข้ามจากระยะ prodromal ไปสู่ระยะ paralysis ทันที 

สัตว์ที่แสดงระยะที่สองชัดเจนจะมีอาการหงุดหงิด 

ดุร้าย ไวแสง ไวเสียง เห่าสิ่งต่างๆ กัดสิ่งของ วิ่งชน 

ซึ่งเมื่ออาการของโรคเข้าสู่ช่วงท้ายคือช่วง 2-4 วัน

ก่อนตาย สัตว์จะแสดงอาการเจ็บขาโดยเฉพาะขา

ข้างที่ถูกกัด จากนั้นจึงเกร็งที่คอและหัว น้ำลายไหล

ยืดและเป็นฟอง ขากรรไกรค้าง ไม่สามารถใช้ลิ้นเลีย

น้ำได้ ในที่สุดสุนัขที่ติดเชื้อจะเข้าสู่ภาวะซึมและตาย

เนื่องจากระบบหายใจล้มเหลว ทั้งสามช่วงในสุนัข

มักจะใช้เวลา 3-8 วัน (Kumar, 2009) อาการแสดง

ของโรคพิษสุนัขบ้าในแมวคล้ายคลึงกับที่พบในสุนัข 

แต่มักจะพบแบบดุร้ายมากกว่าในสุนัข และแมวที่

เป็นโรคมักจะชอบหลบซ่อนตัว เนื่องจากแมวมักมี

นิสัยที่ชอบออกท่องเที่ยวนอกบ้าน และชอบล่าสัตว์

ชนิดต่างๆ เป็นอาหาร ดังนั้นในต่างประเทศมักพบว่า

โอกาสที่แมวจะติดเชื้อจากสัตว์ป่าเช่น แรคคูนหรือ

ค้างคาวสูงกว่าสุนัข การสำรวจในต่างประเทศพบว่า 

44% ของคนที่มารับการรักษาแบบ post-exposure 

ด้วยอิมมูโนโกลบุลินเนื่องจากถูกแมวที่สงสัยว่าติด

เชื้อพิษสุนัขบ้ากัด (Gordon et al., 2004) อาการ

แสดงของโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์เล็กชนิดอื่นๆ เช่น 

กระต่าย คือ มีไข้ เบื่ออาหาร ขาอ่อนแรง หัวเอียง

และกระตกุเลก็นอ้ย เยือ่ตาขาวอกัเสบ ขบฟนั กระตา่ย 

มักจะตายภายใน 3-4 วันหลังแสดงอาการป่วย



 

การส่งสัตว์ตรวจชันสูตร

	 ถา้เปน็สตัวข์นาดเลก็ (แมว กระรอก กระตา่ย) 

ใหส้ง่ทัง้ตวั ถา้สตัวข์นาดใหญใ่หต้ดัเฉพาะหวัเพือ่นำสง่ 

โดยผู้ตัดต้องระมัดระวังการกระเด็นของเลือดและ

น้ำลายจากซาก นำถุงพลาสติกครอบปากสัตว์ก่อน

ตัด ในขณะทำต้องสวมถุงมือ นำซากใส่ถุงพลาสติก 

ผูกให้แน่นกันน้ำเข้า แล้วใส่โฟมหรือภาชนะที่เก็บ

ความเย็น โดยแช่บนน้ำแข็ง นำส่งห้องชันสูตรโดย

เร็วที่สุด (ภายใน 24 ชั่วโมง) กรอกข้อมูลในแบบ

ส่งตัวอย่างให้ละเอียด เช่น ประวัติการทำวัคซีน การ

กัดคนหรือสัตว์ รวมทั้งชื่อ ที่อยู่และเบอร์โทรศัพท์

ของผู้นำส่งติดไว้ที่ตัวอย่างด้วย ปัจจุบันห้องปฏิบัติ

การชันสูตรโรคพิษสุนัขบ้า ได้แก่ สถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย คณะแพทยศาสตร์ ศิริราชพยาบาล 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ นนทบุรี





การตรวจวินิจฉัยเชื้อพิษสุนัขบ้า

 	 อาการแสดงของสัตว์จะเป็นตัวบ่งชี้ถึงการ

ติดเชื้อได้ดี ดังนั้นจึงมักจะทำการกักขังสัตว์ที่สงสัย

การตดิเชือ้พษิสนุขับา้เพือ่เฝา้ระวงัอาการ (อยา่งนอ้ย 

10 วัน) (Grill, 2009) อย่างไรก็ตามวิธีการตรวจ

วินิจฉัยที่ให้ผลได้แม่นยำและรวดเร็วมีความจำเป็น

อย่างยิ่ง โดยเฉพาะเมื่อต้องนำผลที่ได้มาใช้ประกอบ

การพิจารณาในการให้การรักษาผู้ป่วย ในปัจจุบันวิธี

การตรวจเชื้อพิษสุนัขบ้ามีด้วยกันหลายวิธีดังต่อไปนี้ 
 

	 Direct fluorescent antibody assay (dFA) 

เป็นวิธีการที่นิยมใช้มากที่สุดในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ

พิษสุนัขบ้า (WHO, 2007) ตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจ

มักจะเป็น brain smear หรือ brain imprint ของสัตว์

ที่สงสัยการติดเชื้อ แล้วนำมาย้อมกับ fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated-anti-rabies N 

antibodies เพื่อดูการเรืองแสงของตัวอย่างในกรณีที่

ตัวอย่างเป็นบวก วิธีการนี้ให้ผลรวดเร็ว ราคาไม่แพง 

และที่สำคัญมีความไวสูง


 	 Direct rapid immunohistochemistry test 

(dRIT) เปน็วธิทีีพ่ฒันาโดย Center of Disease Control 

and Prevention (CDC) (Lembo et al., 2006) ซึ่ง

ใช้ตรวจตัวอย่างสมองของสัตว์ที่ติดเชื้อ ตัวอย่างจะ

ถูก fix ด้วย 10% formalin (แทน acetone หรือ 

methanol)  จากนั้นจะย้อมตัวอย่างด้วย anti-rabies 

N monoclonal antibody สามารถอ่านผลได้ด้วย 

light microscope ความไวและความจำเพาะของ

การตรวจดว้ยวธินีีส้งูเชน่เดยีวกนักบัวธิ ีdFA ทกุประการ
 

	 Virus Isolation เป็นการเพาะแยกและเพิ่ม

จำนวนเชือ้ไวรสัโดยใชก้ารนำ supernatant จากสมอง 

บดของสตัวท์ีส่งสยัฉดีเขา้สมองหน ู จากนัน้สมองของ 

หนูทดลองจำนวน 2 ตัวจะถูกนำไปตรวจหาเชื้อพิษ

สุนัขบ้าด้วยวิธี dFA ทุกๆ  2 วันจนกระทั่งถึง 20 วัน

หลงัการใหเ้ชือ้ วธินีีเ้ปน็วธิทีีท่าง WHO แนะนำใหเ้ปน็

วิธี confirm การติดเชื้อพิษสุนัขบ้าในกรณีที่ dFA ให้

ผลลบ (Webster et al., 1976) ปัจจุบันการเพาะ

แยกเชื้อสามารถทำได้ โดยใช้ เซลล์ เพาะเลี้ยง 

(neuroblastoma cells) ซึ่งเป็นวิธีที่มีความไวสูงเช่น

เดียวกันกับการฉีดหนูทดลอง แต่ระยะเวลาในการ

ให้ผลบวกน้อยกว่าการฉีดหนู (Zanoni et al., 1990)
 

	 Reverse Transcriptase Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) เปน็วธิกีารทีถ่กูพฒันาขึน้มาไม่

นานเหมาะ สำหรับการตรวจกรณีที่จำนวนตัวอย่าง

มีจำกัด เช่น นำ้ลาย นำ้ไขสนัหลงั (WHO, 2007) วธินีี้

รหสัพนัธกุรรม ของเชื้อจะถูกเพิ่มจำนวนขึ้นโดยการ

ใช้ primers ที่จำเพาะต่อ N ยีนซึ่งมีความจำเพาะ

ต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าสูงที่สุด (highly conserved) วิธี

การ RT-PCR มีความรวดเร็วเหมือน dFA และความ

ไวเช่นเดียวกันกับการเพาะแยกเชื้อโดยการฉีด

สมองหนู RT-PCR เป็นวิธีที่ใช้กันอย่างกว้างขวางใน

การสำรวจทางระบาดวิทยาของเชื้อโดยเฉพาะใน

กรณีที่เกิดโรคระบาดขึ้น สามารถนำท่อนพันธุกรรม

ที่เพิ่มจำนวนได้ไปถอดรหัสเพื่อทำการจัดกลุ่มเชื้อที่

อยู่ในท้องที่ได้ ทำให้สามารถจัดจำแนกสายพันธุ์

ของเชื้อในสัตว์


	 Histopathology and Immunohistochemistry 

มักทำโดยการตรวจสมองสัตว์ที่สงสัยการติดเชื้อ โดย

หารอยโรคทีบ่ง่ชึถ้งึการตดิเชือ้ ซึง่ไดแ้ก ่ lymphocytic 

inflammation, perivascular cuffing, gliosis, และ 

neurodegeneration ซึง่มกัจะไมร่นุแรงนกั และไมใ่ช ่

รอยโรคทีจ่ำเพาะตอ่เชือ้พษิสนุขับา้ สว่นการพบ Negri 

bodies ซึ่งเป็น intracytoplasmic inclusions ที่มี

ลักษณะเป็น ovid eosinophilic ถือเป็น hall mark 

ของรอยโรคพิษสุนัขบ้า (Butts et al., 1984) อย่างไร

ก็ตามอาจไม่พบ Negri bodies ในสมองสัตว์ป่วย
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 การตรวจภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อพิษสุนัขบ้า

	 เนื่องจากสัตว์ต้องใช้ระยะเวลาในการสร้าง

ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า ดังนั้นการตรวจระดับ

แอนติบอดี้ที่จำเพาะต่อเชื้อไวรัสมักไม่เป็นที่นิยมใน

การตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อในสัตว์ การตรวจมักจะ

ทำเพื่อดูการตอบสนองต่อการทำวัคซีนป้องกันโรค

พิษสุนัขบ้ามากกว่า ปัจจุบันมีด้วยกันหลายวิธี เช่น  

วิธี Enzyme Link Immunosorbant Assay (ELISA) 

ทีต่รวจวดัระดบัแอนตบิอดีท้ีจ่ำเพาะตอ่เชือ้พษิสนุขับา้ 

(Mebatsion et al., 1989) หรือ Rapid fluorescent 

focus inhibition test (RFFIT) ซึ่งถือเป็น gold 

standard ในการตรวจวัดระดับแอนติบอดี้ที่ป้องกัน

การติดเชื้อ (neutralizing antibody) (Budzko et 

al.,1983; Moore and Hanlon) ซึ่งจากการทดลอง

ใหเ้ชือ้พษิในสตัวเ์พือ่ศกึษาระดบัภมูคิุม้กนัทีส่ามารถ 

ป้องกันการติดเชื้อในสัตว์พบว่า ค่า cut off ที่บ่งชี้

การ seroconvert ตอ่การทำวคัซนีทีว่ดัดว้ยวธิ ีRFFIT 

ควรเป็น 0.1 IU/ml และ 0.2 IU/ml ในแมวและสุนัข

ตามลำดับ (Aubert, 1992) แต่ในกรณีที่จะนำเข้า

สุนัขหรือแมวเข้าประเทศที่ปลอดโรคพิษสุนัขบ้าให้

ใช้ค่า 0.5 IU/ml เพื่อบ่งชี้ถึงการตอบสนองที่ได้ผลต่อ

วคัซนีปอ้งกนัโรคพษิสนุขับา้ (Briggs and Schweitzer, 

2001)



 

การควบคุมและป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์
เลี้ยง

	 การป้องกันไม่ให้สัตว์เลี้ยงถูกกัดโดยสุนัข

หรือแมวจรจัด (หรือสัตว์ป่ากรณีอยู่ต่างประเทศ) 

ร่วมกับการให้วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าเป็นวิธี

การเดียวที่สามารถควบคุมและป้องกันการเกิดโรค

พิษสุนัขบ้าในสัตว์เลี้ยงอย่างได้ผล ดังแสดงในการ

ศึกษาเปรียบเทียบอุบัติการณ์โรคพิษสุนัขบ้าในกลุ่ม

จังหวัดที่ได้ทำวัคซีนป้องกันโรคในสุนัขและแมวถึง 

80% ของเป้าหมายที่กรมปศุสัตว์ได้วางไว้ เปรียบ

เทียบกับจังหวัดที่ทำวัคซีนได้ต่ำกว่าเป้าหมาย พบว่า

กลุ่มจังหวัดที่ทำวัคซีนได้ถึง 80% ของเป้าหมาย 

(80% ของจำนวนสัตว์ที่มีในท้องที่) มีอุบัติการณ์ของ

โรคพิษสุนัขบ้าต่ำกว่ากลุ่มจังหวัดที่ไม่ถึงเป้าอย่างมี

นัยสำคัญ (กุลภาและวีรพงศ์, 2550) วัคซีนป้องกัน

โรคที่มีใช้กันอยู่ในปัจจุบันเป็นชนิดเชื้อตาย สำหรับ

สัตว์เลี้ยงเช่น สุนัขและแมวควรให้วัคซีนครั้งแรกที่

อายุ 3 เดือน และควรทำวัคซีนซ้ำเมื่อครบอายุ 1 ปี 

จากนั้นควรให้วัคซีนซ้ำอย่างต่อเนื่องขึ้นอยู่กับกฏ

หมายและชนิดวัคซีนที่มีใช้ในแต่ละประเทศ สำหรับ

ประเทศไทยให้ทำวัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าซ้ำทุก

ปี (สันนิภา, 2552) เนื่องจากโรคนี้เป็นโรคที่ร้ายแรง

และสามารถติดสู่คนได้ ดังนั้นการรักษาสัตว์เลี้ยงที่

ถูกกัดโดยสัตว์ที่ป่วยด้วยโรคพิษสุนัขบ้าหรือสงสัยว่า

ตดิเชือ้เปน็สิง่ทีไ่มแ่นะนำเนือ่งจากใหผ้ลทีไ่มแ่นน่อน 

อย่างไรก็ตามมีข้อแนะนำว่า หากสัตว์เลี้ยงเคยทำ

วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้ามาก่อน ให้ทำวัคซีน

ป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าซ้ำแล้วกักขังสัตว์เพื่อดูอาการ

เป็นเวลา 90 วัน ในกรณีที่สัตว์เลี้ยงไม่เคยได้รับวัค

ซีนมาก่อนควรทำการุณฆาตและนำส่งตัวอย่าง

สมองเพื่อตรวจวินิจฉัยโรค หากเจ้าของไม่ยินยอมใน

การทำการุณฆาตควรกักขังสัตว์เพื่อเฝ้าระวังอาการ

เป็นระยะเวลา 6 เดือนและทำวัคซีนป้องกันโรคพิษ

สุนัขบ้า 1 เดือนก่อนปล่อยออกจากที่กักขัง (Lackay 

et al., 2008)
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Review of rabies in pet animals
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        Rabies is an infectious neuropathic fatal disease of mammalian species including humans. In 

addition, it is considered a serious zoonotic disease with a common pet-to-human route of transmis-

sion in Thailand. Prevention and control of rabies in pet animals can be highly achieved through 

continue rabies vaccination and control of pets from being bitten by stray dogs and cats. Veterinar-

ians can contribute to the control of the disease in the community by providing basic knowledge to 

the owners regarding the causative agent, route of transmission and susceptible species. Such 

knowledge will help owners monitor for the disease and encouragement of rabies vaccination from 

veterinarians will help sustain protection from the disease in both pet animals and owners them-

selves.
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Abstract

5.กรณีสุนัขในบ้านถูกแมวที่เป็นพิษสุนัขบ้ากัด



ก. หากเคยทำวัคซีนมาก่อนให้ทำซ้ำ แล้วกักขังดู

อาการเป็นเวลา 90 วัน
 

ข. หากเคยทำวัคซีนมาก่อนไม่ต้องทำวัคซีนซ้ำแต่

ต้องกักขังดูอาการเป็นเวลา 90 วัน
 

ค. ควรต้องทำการุณฆาตกรณีเดียว
 

ง. ควรต้องกักขังเพื่อดูอาการเป็นเวลา 6 เดือนจาก

นั้นจึงทำวัคซีนซ้ำก่อนปล่อย 1 เดือน





คำถามท้ายเรื่อง


1.โรคพิษสุนัขบ้าเกิดจากเชื้อ


ก. RNA virus, Lyssavirus family Orthomyxoviridae



ข. DNA virus Lyssavirus, family Orthomyxoviridae



ค. DNA virus Lyssavirus  family Rhabdoviridae



ง. RNA virus Lyssavirus family Rhabdoviridae






2.โรคพิษสุนัขบ้าสามารถติดได้ในสัตว์ชนิดใด

บ้าง


ก. สัตว์ทดลอง เช่น หนู กระต่าย เฟอร์เร็ต
 

ข. สัตว์เลี้ยงขนาดเล็ก เช่น สุนัข แมว
 

ค. คน
 

ง. ถูกทุกข้อ


 


3.เชื้อพิษสุนัขบ้าก่อรอยโรคอะไรที่เป็นรอย

โรคเฉพาะ


ก. Cytoplasmic inclusion body (Negri bodies) 
 

ข. Perivascular cuffing
 

ค. Neurodenegeration
 

ง. Apoptosis of neurons





4.การป้องกันโรคในสัตว์เลี้ยง


ก. วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้ามีชนิดเชื้อตายแต่

ประสิทธิภาพไม่ดีเท่าวัคซีนเชื้อเป็น
 

ข. วัคซีนป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าชนิดเชื้อตายให้ผลดี 

โดยสัตว์ควรรับวัคซีนครั้งแรกเมื่ออายุ 3 เดือนและ

ต้องฉีดซ้ำเมื่อครบ 1 ปี จากนั้นจึงฉีดทุกๆ ปี
 

ค. การกักกันไม่ให้สัตว์เลี้ยงออกนอกบ้านเพื่อ

ป้องกันการติดเชื้อจากสุนัขตัวอื่นๆ ก็เพียงพอที่จะ

ป้องกันการเกิดโรคได้แล้ว
 

ง. ไม่ควรทำวัคซีนเพราะจะทำให้สับสนในการตรวจ

วินิจฉัยโรค
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การแยกเพศในนกสวยงาม


ชนาธิป ธรรมการ 1 ) #

	 ปจัจบุนันกสวยงามเปน็สตัวเ์ลีย้งทีไ่ดร้บัความนยิมอยา่งกวา้งขวาง ในประเทศไทยนกทีน่ยิมเลีย้งแบง่ได ้

เปน็ 4 กลุม่ ไดแ้ก ่นกแกว้หรอืนกปากขอ (Psittaciformes)  นกปากตรงขนาดเลก็หรอืนกเกาะคอน (Passeriformes)   

เป็ดสวยงาม (Ornamental waterfowl) และสัตว์ปีกชนิดอื่นๆนอกเหนือจาก 3 ชนิดแรก  การแยกเพศในนก

สวยงามถือเป็นปัจจัยที่สำคัญอย่างหนึ่งในการเพาะขยายพันธุ์  ซึ่งวิธีการแยกเพศนั้นสามารถทำได้โดยวิธีการ

ดจูากลกัษณะภายนอก การคลำตรวจลกัษณะทางกายวภิาคของชอ่งเชงิกรานและทวารรวม การสงัเกตพุฤตกิรรม 

การส่องตรวจอวัยวะเพศโดยใช้กล้องผ่านทางช่องท้องการตรวจหาระดับสเตียรอยด์ฮอร์โมนในพลาสม่าหรือ

สิ่งขับถ่าย การตรวจวิเคราะห์โครโมโซมและ การตรวจแยกเพศด้วยการใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่  ปัจจุบันวิธีการตรวจ

แยกเพศนกที่ได้รับความนิยมคือการใช้กล้องส่องตรวจอวัยวะเพศผ่านทางช่องท้อง ซึ่งถือว่าเป็นวิธีที่มีความ

แม่นยำสูงที่สุด นอกจากนี้การพีซีอาร์ที่อาศัยเทคนิคการใช้ยีน chd เป็นเครื่องตรวจสอบก็เป็นทางเลือกที่ได้

รับความนิยมเช่นกัน 


 


คำสำคัญ: นกสวยงาม  วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่  การแยกเพศ 


1)  สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์และประมง  คณะเทคโนโลยีการเกษตร  สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง กรุงเทพฯ 10520
#
 ผู้รับผิดชอบบทความ







	 ปัจจุบันนกสวยงามถือเป็นสัตว์เลี้ยงที่ได้รับ

ความนิยมมากชนิดหนึ่ง   มีการเลี้ยงอย่างแพร่หลาย

โดยได้รับความนิยมทั้งที่เลี้ยงเพียงไม่กี่ตัวเพื่อเป็น

สัตว์เลี้ยงภายในบ้าน หรือเลี้ยงเป็นจำนวนมากเพื่อ

วัตถุประสงค์ในเชิงการค้าในรูปแบบของฟาร์มหรือ

สวนสัตว์ มีการพัฒนาสายพันธุ์ รูปแบบการเลี้ยง

และการจัดการ ตลอดจนการตลาดซึ่งมีมูลค่าซื้อขาย

สูงจนอาจถือได้ว่านกสวยงามเป็นสัตว์เศรษฐกิจทาง

เลือกชนิดหนึ่ง ซึ่งในอนาคตอาจมีการพัฒนาจนเป็น

สัตว์เศรษฐกิจที่สำคัญในอนาคต   


	 สำหรับวิธีการเพาะขยายพันธุ์นกสวยงามนั้น

ปัจจุบันพบว่านกหลายชนิดสามารถเพาะขยายพันธุ์

ได้ภายในฟาร์มเพาะเลี้ยง นกแต่ชนิดจะมีวิธีและ

เทคนิคในการเพาะขยายพันธุ์ที่แตกต่างกันไป วิธีที่

นิยมใช้ในการเพาะขยายพันธุ์คือการจับคู่ผสมพันธุ์   

โดยปกติแล้วนกที่อยู่ตามธรรมชาติสามารถจับคู่ผสม

พันธุ์กันเองได้โดยอิสระ  แต่เมื่อมีการนำนกเหล่านั้น

มาเลี้ยงในพื้นที่จำกัดก็จะส่งผลให้นกเหล่านี้ไม่มี

โอกาสทีจ่ะเลอืกจบัคูไ่ดด้ว้ยตวัเอง  การจบัคูห่รอืเลอืก

คู่ผสมให้แก่นกนั้นส่วนใหญ่จะกระทำโดยเจ้าของนก   


	 โดยทั่วไปแล้วลักษณะที่แสดงออกภายนอก 

(phenotype) ของนกนั้นอาจบ่งบอกถึงลักษณะเพศ

หรือไม่ก็ได้นิดจะมีลักษณะภายนอกที่แตกต่างกัน

ระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมยี (sexual dimorphism) แตก่ม็ ี

นกจำนวนไม่น้อยที่ลักษณะภายนอกไม่มีความแตก

ตา่งกนัระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมยี (sexual monomor-

phism) ซึง่การทีไ่มส่ามารถแยกความแตกตา่งระหวา่ง

เพศผูแ้ละเพศเมียนี้เองทำให้พบว่าบ่อยครั้งที่การจับ

คูโ่ดยเจา้ของนกเกดิความผดิพลาด นกในกรงเดยีวกนั 

ทีเ่จา้ของเปน็คนเลอืกคูใ่หอ้าจเปน็เพศเดยีวกนั   ทำให้ 

การเพาะและขยายพันธุ์ไม่ประสบความสำเร็จ   และ

บางครั้งอาจทำให้นกที่นำมาเข้าคู่กันนั้นบาดเจ็บจาก

การทำร้ายกันเอง  อันเป็นผลมาจากเป็นเพศเดียวกัน

และอยูใ่นวยัเจรญิพนัธุ ์ นกหลายชนดิโดยเฉพาะอยา่งยิง่ 

บทนำ
 นกปากขอขนาดใหญ่ซึ่งมีมูลค่าสูง ต้องใช้ระยะเวลา

นานกว่าจะถึงวัยเจริญพันธุ์ โดยบางพันธุ์อาจต้อง

อาศัยเวลาเกือบสิบปี   หากมีการจับคู่โดยเจ้าของ

ไม่ถูกต้องแล้วก็อาจทำให้เสียเวลาในการเพาะเลี้ยง

โดยไม่ได้ผลผลิต   ดังนั้นการตรวจแยกเพศนกเพื่อ

ทำการจับคู่และผสมพันธุ์จึงมีความสำคัญสำหรับ

เจ้าของนกเป็นอย่างมาก











	 นกสวยงามที่นิยมเลี้ยงในประเทศไทยแบ่ง

เป็นกลุ่มใหญ่ๆ ได้ 4 ประเภท ดังนี้


	 1.นกแก้วหรือนกปากขอ (psittaciformes)  
 

เอกลักษณ์ของนกชนิดนี้คือมีจงอยปากที่ค่อนข้าง

แขง็แรง  ปากดา้นบนใหญก่วา่ดา้นลา่งและงุม้ลงคลา้ย

ตะขอ นกในกลุม่นีท้ีไ่ดร้บัความนยิมมตีัง้แตข่นาดเลก็ 

เช่น นกหงส์หยก (budgerigar; Melopsittacus 

undulatus) นกเลฟิเบริด์ (lovebird; Agapornis spp.)  

นกคอกคาเทล (cockatiel; Nymphicus hollandicus) 

นกแกว้คอแหวน (ringnecked parakeet; Psittacula 

krameri) หรอืนกในกลุม่คอนวัรต์า่งๆ (conures) เปน็ตน้   

นกขนาดกลาง เชน่ อาฟรกินัเกรย ์(African grey parrot; 

Psittacus erithacus) นกแกว้อเมซอน (Amazon parrot; 

Amazona spp.) อเิลคตสั (Eclectus parrot; Eclectus 

roratus) เป็นต้น หรือนกที่มีขนาดใหญ่ซึ่งเป็นกลุ่ม

นกมาคอว์ (macaw) เช่น บูลโกลด์มาคอว์ (blue 

and gold macaw; Ara ararauna)  กรีนวิงมอคอว์ 

(green - winged macaw; Ara chloropterus) สการเ์ลต็ 

มาคอว์ (scarlet macaw; Ara macao) เป็นต้น


 	 ปัจจุบันนกปากขอได้รับความนิยมมากขึ้น

เรื่อยๆ เนื่องจากเป็นนกที่มีสีสันสวยงามและมีความ

ฉลาด หากนำมาเลี้ยงตั้งแต่อายุยังน้อย (ลูกป้อน) 

มักจะแสดงพฤติกรรมคุ้นเคยกับคนซึ่งถือเป็นเสน่ห์

ดึงดูดใจผู้เลี้ยงจนทำให้ได้รับความนิยมมากที่สุดเมื่อ

เทียบกับนกสวยงามกลุ่มอื่นๆ


  
 

ประเภทของนกที่นิยมเลี้ยงในประเทศไทย
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รวมเพื่อตรวจดูอวัยวะเพศ  แต่สำหรับนกขนาดเล็ก

แลว้อาจปฏบิตัไิดย้ากและไมเ่ปน็ทีน่ยิม ในสตัวป์กีเพศผู้ 

ในกลุม่เดยีวกบัไก ่(galliformes) หงส ์(anseriformes) 

และ นกกระจอกเทศ (ratite) นั้นอาจสามารถมอง

เหน็อวยัวะเพศไดช้ดัเจนโดยการตรวจทีบ่รเิวรทวารรวม  

ในขณะที่สัตว์ปีกเพศผู้ในกลุ่มของนกพิราบ (colum- 

biformes)  และนกปากตรงขนาดเลก็นัน้อาจพบเพยีง 

ตุ่มขนาดเล็กที่บริเวณทวารรวม  ซึ่งหากทวารรวมไม่

เปิดกว้างก็อาจยากในการแยกเพศด้วยวิธีนี้


	 วิธีการแยกเพศโดยการคลำตรวจลักษณะ

ทางกายวิภาคนี้กระทำได้เฉพาะนกที่มีขนาดเล็กซึ่ง

สามารถประคองไว้ในอุ้งมือได้เท่านั้น  อาจปฏิบัติได้

ยากในนกทีม่ขีนาดใหญเ่พราะปญัหาเรือ่งการจบับงัคบั    

	 2.นกปากตรงขนาดเล็กหรือนกเกาะคอน 

(passeriformes) นกในกลุ่มนี้ได้รับความนิยมใน

การเลีย้งมากเชน่กนั  มลีกัษณะแตกตา่งจากกลุม่แรก 

ชัดเจนคือปากมีขนาดเล็กและตรง  นกในกลุ่มนี้ที่ได้

รับความนิยม ได้แก่ นกฟินซ์เจ็ดสี หรือนกสายรุ้ง 

(gouldian finch; rainbow finch; Erythrura gouldiae) 

นกคีรีบูน (canary; Serinus canaria) เป็นต้น


	 3.เปด็สวยงาม (ornamental waterfowl) สำหรบั 

ประเทศไทยแล้วแม้ว่าสัตว์ปีกสวยงามในกลุ่มนี้จะมี

ไม่มากเท่าสองกลุ่มแรก  แต่ก็นับได้ว่ารับความนิยม

พอสมควร โดยเป็ดสวยงามที่นิยมเลี้ยง ได้แก่ เป็ด

แมนดารนิ (Mandarin duck; Aix galericulata) วดูดัก๊ 

(wood duck; Aix sponsa) และ หงส์ดำ (black 

swan; Cygnus atratus) เป็นต้น


	 4.สตัวป์กีชนดิอืน่ๆ นอกจากสตัวป์กีชนดิตา่งๆ 

ที่ได้กล่าวมาแล้ว ยังมีสัตว์ปีกสวยงามอีกหลายชนิด

ทีไ่ดน้ำมาเลีย้งเพือ่ความสวยงาม เชน่ นกกระจอกเทศ 

(ostrich; Struthio camelus) ไก่ฟ้า (pheasant; 

Phasianidae family) และนกชนิดอื่นๆ นอกเหนือ

จากที่กล่าวมาแล้วข้างต้น





วิธีการแยกเพศในนกสวยงาม

	 สำหรับวิธีการแยกเพศในนกสวยงามนั้นใน

ปัจจุบันสามารถทำได้หลายวิธีดังนี้


	 1.การแยกเพศโดยดูจากลักษณะภายนอก 

(external appearance)


  	 วิธีนี้ใช้ได้กับนกบางประเภทที่มีลักษณะ

ภายนอกแตกต่างกันอย่างชัดเจนระหว่างนกเพศผู้

และเพศเมยี เชน่ นกแกว้อเิลคตสั  ซึง่เพศผูม้ขีนตวัสเีขยีว

ในขณะที่เพศเมียมีขนตัวสีแดง  หรือ  นกแก้วเรดรั้ม 

(red - rumped parrot; Psephotus haematonotus) 

ซึง่เพศผูจ้ะมขีนสแีดงบรเิวณสะโพก ในขณะทีเ่พศเมยี

จะไม่มีสีแดงที่บริเวณดังกล่าว เป็นต้น แต่ก็มีนก

จำนวนไม่น้อยที่ไม่สามารถแยกเพศได้จากลักษณะ

ภายนอก นกบางชนิดสามารถแยกความแตกต่างได้

จากลักษณะภายนอก แต่ต้องอยู่ในช่วงอายุที่เหมาะ

สมจึงจะสามารถแยกเพศได้เพราะจะแสดงลักษณะ

ที่แตกต่างกันออกมาให้เห็น  เช่น นกแก้วคอแหวนซึ่ง

ตัวผู้จะมีแถบรอบคอหรือที่เรียกว่าแหวน  ซึ่งจะพบ

ได้เมื่อนกเข้าสู่วัยเจริญพันธุ์ นกหงส์หยกซึ่งเพศผู้เมื่อ

เข้าสู่วัยเจริญพันธุ์บริเวณจมูกจะมีสีฟ้า  ในขณะที่

เพศเมยีจะมสีนีำ้ตาลออ่น เปน็ตน้ จากการศกึษาของ 

Greij (1973) ซึ่งทำการทดลองในนกเป็ดน้ำ blue – 

winged teal (Anas discors) พบว่าการเปลี่ยนแปลง

ของสีขนในนกนั้นอาจมีอิทธิพลมาจากระดับของ

ฮอร์โมนเอสโตรเจนและเทสโทสเตอร์โรน


	


	 2.การคลำตรวจลักษณะทางกายวิภาค

ของช่องเชิงกรานและทวารรวม (examination of 

the pelvic girdle and cloaca)


  	 เป็นวิธีการที่ทำได้โดยการจับคลำบริเวณอุ้ง

เชิงกรานด้านล่างของนก   ปกติแล้วนกเป็นสัตว์ที่มี

อุ้งเชิงกรานด้านล่างไม่เชื่อมติดกัน (Bone, 1988)   

ซึง่ตา่งกบัสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมทีก่ระดกูเชงิกรานดา้นลา่ง 

เชือ่มกนัสนทิ ทัง้นีเ้ปน็เพราะกระบวนการววิฒันาการ 

เพือ่การปรบัตวัทางกายวภิาคของรา่งกายใหเ้หมาะสม

กบัการวางไข ่ นกเพศเมยีจะมลีกัษณะของอุง้เชงิกราน 

ทีข่ยายกวา้งมากกวา่เพศผู ้  หากผูป้ฏบิตัมิคีวามชำนาญ

มากพอก็อาจจะแยกแยะความแตกต่างระหว่างนก

เพศผู้และเพศเมียได้จากการคลำตรวจบริเวณนี้    

แต่วิธีนี้มีโอกาสผิดพลาดสูงพอสมควรขึ้นอยู่กับ

ประสบการณ์ของผู้ปฏิบัติ    นอกจากนี้อายุของนกก็

มีผลเป็นอย่างมากต่อการตรวจแยกเพศด้วยวิธีนี้   

เนื่องจากนกที่อายุน้อยอุ้งเชิงกรานจะไม่ขยาย ทำให้

การแยกแยะความแตกต่างระหว่างเพศผู้และเพศ

เมียกระทำได้ยาก


     	 ในสัตว์ปีกบางชนิดสามารถแยกเพศได้จาก

การตรวจดูอวัยวะเพศ  ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถกระทำได้

ในนกที่มีขนาดเล็กโดยการตรวจดูอวัยวะเพศบริเวณ

ทวารรวม (cloaca) โดยตรวจดกูารปรากฏของอวยัวะ 

เพศผู้ (phallus) วิธีนี้เป็นวิธีที่ปฏิบัติโดยทั่วไปในการ

ดูเพศลูกไก่หรือเป็ดซึ่งกระทำโดยการบีบช่องทวาร

รวมเพื่อตรวจดูอวัยวะเพศ  แต่สำหรับนกขนาดเล็ก


รูปที่ 1 ภาพบนแสดงความแตกต่างระหว่างนกแก้วคอแหวนเพศผู้และเพศเมียซึ่งเพศผู้จะพบ 
วงแหวนรอบคอ (ลูกศร) ภาพล่าง แสดงถึงนกบลูแอนโกลด์มาคอว์เพศผู้และเพศเมียซึ่งมีลักษณะ
ภายนอกที่ คล้ายกันมากจนแยกความแตกต่างได้ยาก

นอกจากนีจ้ากการทดลองของ Boersma and Davies 

(1987) พบว่านกที่ไม่ได้อยู่ในวัยเจริญพันธุ์นั้นการ

แยกเพศด้วยวิธีนี้ไม่สามารถใช้ได้ผล เนื่องจากนกที่

ไม่ได้อยู่ในวัยเจริญพันธุ์นั้นเพศเมียจะมีขนาดของ

ช่องทวารรวมใกล้เคียงกับเพศผู้



































	


	 3.การสงัเกตพุฤตกิรรม (behavioral obser- 

vation)


  	 วิธีนี้ใช้ได้เมื่อนกอยู่ในช่วงวัยเจริญพันธุ์ โดย

นกอาจจะแสดงพฤตกิรรมบางอยา่งทีบ่ง่บอกลกัษณะ

เพศ เช่น นกคอกคาเทลเพศผู้มักจะมีพฤติกรรมส่ง

เสียงร้องบ่อยครั้งซึ่งบางคนอาจเรียกว่า “ร้องเพลง”   

หรอืในนกหลายๆ ชนดินกตวัผูอ้าจจะแสดงพฤตกิรรม

การเกีย่วพาราส ี หรอืขึน้ผสมพนัธุ ์ แตก่อ็าจพบนกทีม่ ี

พฤตกิรรมเกีย้วพาราสหีรอืขึน้ผสมพนัธุน์กเพศเดยีวกนั



 

	 4.การส่องตรวจอวัยวะเพศโดยใช้กล้อง

ผา่นทางชอ่งทอ้ง (laparoscopy)


	 เป็นวิธีที่ถือว่ามีความแม่นยำมากที่สุด  

กระทำโดยใช้กล้องขนาดเล็ก (rigid endoscope) 

ส่องผ่านเข้าไปในช่องท้องเพื่อดูอวัยะเพศ วิธีนี้ยังมี

ข้อดีคือสามารถบอกได้ว่านกอยู่ในระยะเจริญพันธุ์

หรือไม่ แต่ก็มีข้อเสียคือกระทำได้เฉพาะในนกขนาด

ใหญเ่ทา่นัน้ เนือ่งจากกลอ้งมขีนาดใหญพ่อสมควรและ 

นกที่จะตรวจด้วยวิธีนี้ต้องอยู่ภายใต้ภาวะสลบ


รูปที่ 2 แสดงวิธีการแยกเพศนกด้วยวิธีการคลำช่องเชิงกราน 
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	 5.การตรวจวัดระดับสเตียรอยด์ฮอร์โมน

ในพลาสมา่หรอืสิง่ขบัถา่ย (measurement of steroid 

level in plasma or excrement)


	 การตรวจหาระดับของฮอร์โมนเอสโตรเจน

และแอนโดรเจนในพลาสม่าหรือสิ่งขับถ่ายนั้น

สามารถนำมาใช้ได้ในนก แต่ปริมาณของสเตียรอยด์

ฮอร์โมนที่ถูกผลิตนั้นจะแปรผันไปตามอายุ ฤดูกาล 

และกจิกรรมทางเพศ ซึง่จากการศกึษาระดบัสเตยีรอยด ์

ฮอรโ์มนจากอจุจาระของหา่น Greyleg geese (Anser 

anser) โดย Hirschenhauser et al. (1999) พบว่า

ระดับของสเตียรอยด์ฮอร์โมนในอุจจาระจะขึ้นอยู่กับ

กิจกรรมต่างๆ ทางเพศ เช่น ช่วงการจับคู่หรือไม่จับ

คู่ผสมพันธุ์ การฟักไข่และเลี้ยงลูก  เป็นต้น


      	 จากความผันแปรของระดับฮอร์โมนดังกล่าว

ทำให้เกิดความยุ่งยากในการแปลผลอัตราส่วนของ

ระดับฮอร์โมนเอสโตรเจนต่อแอนโดรเจน นอกจากนี้

ยังเป็นวิธีที่ใช้เวลานานและมีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง  

ทำให้ปัจจุบันวิธีนี้ไม่ได้รับความนิยมในการใช้แยก

เพศนก


	


	 6.การตรวจวเิคราะหโ์ครโมโซม (karyotype)
 

	 เป็นการตรวจดูลักษณะของโครโมโซมเพศ

ซึ่งมีความแตกต่างกันระหว่างนกเพศผู้และเพศเมีย  

โดยนกเพศผู้จะมีลักษณะโครโมโซมเพศเป็น ZZ ซึ่งมี

ลกัษณะเหมอืนกนัของคูโ่ครโมโซม (homogametic sex) 

ในขณะที่นกเพศเมียจะมีลักษณะโครโมโซมเพศเป็น 

ZW ซึง่มลีกัษณะทีแ่ตกตา่งกนัของคูโ่ครโมโซม (hetero- 

gametic sex) โดยจะพบว่าโครโมโซม Z จะมีขนาด

ใหญใ่นขณะทีโ่ครโมโซม W จะมขีนาดเลก็กวา่ (Archa- 

waranon,2004) เนือ่งจากในกระบวนการววิฒันาการ 

นั้นโครโมโซม W จะมีการสูญเสียยีนบางส่วนไปส่ง

ผลให้โครโมโซม W มีขนาดสั้นลง การแยกเพศนก

ดว้ยวธินีีค้อ่นขา้งยุง่ยากและใชเ้วลานานในการเตรยีมตวั 

อยา่งโครโมโซม   ปจัจบุนัมกัใชเ้ฉพาะในงานวจิยัเทา่นัน้






















































































	


	 7.การตรวจแยกเพศด้วยการใช้ปฏิกิริยา

ลกูโซ ่(Polymerase Chain Reaction: PCR method)


	 ได้มีการนำเทคโนโลยี PCR มาประยุกต์ใช้

ในการตรวจแยกเพศนกอยา่งกวา้งขวาง การตรวจเพศ 

ดว้ยเทคนคิทางอนชูวีโมเลกลุมหีลายวธิ ีเชน่ Random 

Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), 

Amplification Fragment Length Polymorphism 

(AFLP) และ CHD (chromo-helicase-DNA-binding) 

-based sex identification (Dubiec and Zagalska 

-Neubauer, 2006) วิธีที่ได้รับความนิยมมากที่สุดใน

ปัจจุบัน คือ CHD - based sex identification 

เพราะเปน็วธิทีีง่า่ย มคีวามแมน่ยำสงู นกเจบ็ตวันอ้ย

และมคีา่ใชจ้า่ยในการตรวจไมส่งูมากนกั การตรวจดว้ย

วธินีีต้อ้งการเลอืดเพยีงปรมิาณเลก็นอ้ยเพือ่นำไปสกดั

รูปที่ 3  แสดง karyotype ของนกขุนทอง (Hill mynah; Gracula religiosa) เพศผู้ซึ่ง
มีโครโมโซมเพศเป็น ZZ (รูปบน) และ เพศเมียซึ่งมีโครโมโซมเพศเป็น ZW (รูปล่าง) 
(Archawaranon, 2004)

ดเีอน็เอ โดยอาจใชเ้ลอืดทีเ่กบ็ในสารละลาย EDTA หรอื

อาจใชห้ยดเลอืดเพยีงเลก็นอ้ยทีซ่บัดว้ยกระดาษกรองก็

สามารถใหป้รมิาณดเีอน็เอทีม่ากพอเนือ่งจากเมด็เลอืด

แดงของสตัวป์กีจะมนีวิเคลยีสซึง่เปน็ทีอ่ยูข่องดเีอน็เอ

































































	





	 เทคนคินีถ้กูนำมาใชห้ลงัจากที ่ Griffiths and 

Tiwari (1995) ได้พบยีนที่เกี่ยวกับการสร้างโปรตีน 

CHD บน W Chromosome ของนก  ซึ่งต่อมาพบว่า

มียีนลักษณะเดียวกันนี้บน Z Chromosome เช่นกัน 

(Griffiths and Korn, 1997)  โดยพบว่ายีนดังกล่าวมี

คุณสมบัติที่ดีในการใช้ตรวจแยกเพศนก เนื่องจาก

เป็นยีนที่มีวิวัฒนาการช้า และแม้จะเป็นสัตว์ปีกต่าง

ชนิดกันก็สามารถพบยีนนี้ได้ยกเว้นสัตว์ปีกในกลุ่ม 

ratites ซึ่งได้แก่ นกกระจอกเทศ  และนกอีมู (emu; 

Dromaius novaehollandiae) เป็นต้น


รูปที่ 4 แสดงเส้นเลือด wing vein (ลูกศร) ซ่ึงเป็นตำแหน่งท่ีง่ายท่ีสุดในการเก็บเลือดนก (บน) และ 
เลือดนกที่ถูกซับด้วยกระดาษกรองและเก็บไว้ในหลอดเก็บเลือดเพื่อรอการตรวจ (ล่าง)

  	 ยีน chd มีส่วนประกอบที่เป็นส่วนที่ไม่ถูก

ถอดรหัส (intron) อย่างน้อย 2 ส่วน ซึ่งเป็นส่วนที่มี

วิวัฒนาการได้รวดเร็วและเป็นส่วนที่มีขนาดของเบส

ที่ต่างกันระหว่างโครโมโซม Z และ W ซึ่งอยู่ระหว่าง

สว่นทีถ่กูถอดรหสั (exon) หลกัการแยกเพศโดยอาศยั

ยีน chd นั้นอาศัยหลักพื้นฐานของความยาวที่แตก

ต่างกันของความยาวของอินทรอนระหว่างโครโมโซม

เพศทั้งสองชนิดการออกแบบไพรเมอร์ที่เหมาะสม

เพื่อสร้างสายดีเอ็นเอในตำแหน่งที่ครอบคลุมส่วนอิน

ทรอนของยีน chd จะส่งผลให้สามารถแยกความ

แตกต่างของชิ้นส่วนของยีน chd W และ chd Z ได้

เมือ่นำไปผา่นกระบวนการ gel electrophoresis โดย

เพศผู้จะพบแบนของผลผลิตพีซีอาร์ 1 แบน และเพศ

เมียพบ 2 แบน (รูปที่ 5, 6) แต่ก็อาจพบได้ว่าการใช้

ไพรเมอร์บางชุดกับนกบางชนิดอาจให้ผล 1 แบน

เหมือนกันทั้งเพศผู้และเพศเมีย  แต่จะมีขนาดของ

ผลผลิตพีซีอาร์ที่แตกต่างกันในเพศผู้และเพศเมีย  

เหตุที่เป็นเช่นนี้เป็นเพราะไพรเมอร์มีความชอบที่จะ

ขยายชิ้นส่วนของยีน chd W ซึ่งมีขนาดสั้นกว่า  ส่ง

ผลให้ในนกเพศเมียซึ่งมีทั้งยีน chd W และ chd Z 

นั้นไม่มีการขยายชิ้นส่วนของยีน chd Z ขึ้นมา แต่

การใช้ไพรเมอร์บางชุดในนกเพศเมียก็อาจพบว่าไพร

เมอรอ์าจจะขยายชิน้สว่นของยนี chd Z แทนเนือ่งจาก 

มขีนาดทีส่ัน้กวา่  ซึง่ในกรณนีีก้อ็าจทำใหเ้ขา้ใจผดิคดิ

วา่เปน็เพศผูท้ัง้ทีใ่นความเปน็จรงินกทีต่รวจเปน็เพศเมยี 

ในนกบางสปีชี่ส์การใช้เจลชนิด polyacrylamide 

สามารถแยกความแตกต่างของชิ้นยีนได้ดีกว่าเจล 

agarose  ทั้งนี้เนื่องจากเจล polyacrylamide นั้นมี

ความละเอยีดของเนือ้เจลมากกวา่เจล agarose ทำให้

สามารถแยกความแตกต่างของชิ้นยีนที่มีขนาดใกล้

เคยีงกนัมากจากการใชไ้พรเมอรบ์างชดุไดด้ ี (Dubiec  

and Zagalska - Neubauer, 2006) แต่ในทาง

ปฏิบัติแล้วการใช้เจล polyacrylamide นั้นไม่เป็นที่

นิยมเนื่องจากมีความยุ่งยากในการเตรียม


   	 แม้ว่าการแยกเพศโดยอาศัยยีน chd จะมี

ความสะดวก แต่ก็มีข้อจำกัดในนกบางชนิด เช่น นก

แร้ง (vulture; Gyps spp.) และนกชนิดอื่นๆในแฟมิ
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ลี่ Accipitridae นั้นพบว่าผลผลิตพีซีอาร์ของ chd W 

และ chd Z นัน้มขีนาดใกลเ้คยีงกนั สง่ผลใหไ้มส่ามารถ

แยกความแตกต่างระว่างเพศผู้และเพศเมียได้ จึงได้

มีการพัฒนาเทคนิคในการตรวจโดยการใช้เอนไซม์

ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) มาใช้ร่วมกับการ

ใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่ ทำให้สามารถแยกต่างเพศผู้และ

เพศเมยีไดเ้มือ่ผา่นกระบวนการ gel electrophoresis 

(Reddy et al., 2007)


สรุป


รูปท่ี 5 แสดงหลักการการแสดงออกของผลผลิต PCR ท่ีแตกต่างกันของนกเพศผู้และ 
เพศเมียที่ปรากฏบนเจล agarose อันเป็นผลมาจากขนาดของนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกัน 
ของนกเพศผู้และเพศเมีย (Grant, 2001)

รูปที่ 6 แสดงผลการตรวจแยกเพศด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ที่เมื่อแสดงผล
บนเจล agarose ซึ่งเรืองแสงอุลตร้าไวโอเลตแล้วเพศผู้จะปรากฏเพียงแบนเดียว 
ในขณะที่เพศเมียจะปรากฏสองแบน (M = marker DNA , m = เพศผู้ , f = เพศเมีย) 
(ชนาธิป และคณะ, 2550) 

รูปที่ 7 แสดงผลการตรวจแยกเพศด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยชุดไพรเมอร์บางชุดที่เมื่อ 
แสดงผลบนเจล agarose ที่เรืองแสงอุลตร้าไวโอเลตแล้วได้ขนาดของชิ้นส่วนของ 
ยีนที่แตกต่างกันน้อยมากระหว่างนกเพศผู้หรือเพศเมีย (M = marker DNA, f = 
เพศเมีย, m = เพศผู้, GC = Green-cheeked conure; Pyrrhura molinae, SC = 
Sun conure; Aratinga solstitialis และ RN =  Ringnecked) (Jirajaroenrat and 
Thammakarn, 2007) 

	 แม้ว่าปัจจุบันเจ้าของนกจะมีความรู้ในการ

เลีย้งและการจดัการนกชนดิตา่งๆ มากขึน้กวา่ในอดตี  

แต่การแยกเพศในนกก็ยังถือเป็นเรื่องสำคัญที่ทำให้

ผู้เลี้ยงประสบความสำเร็จ โดยในระดับผู้เลี้ยงการ

แยกเพศอาจทำได้โดยวิธีการดูจากลักษณะภายนอก  

การคลำตรวจลักษณะทางกายวิภาคของช่องเชิง

กรานและทวารรวม  และการสงัเกตพุฤตกิรรม  ซึง่เปน็

วธิทีีง่า่ยแตก่ม็คีวามผดิพลาดสงู   สำหรบันกทีม่ขีนาด

ใหญ่โดยเฉพาะในกลุ่มมาคอว์นั้นนิยมตรวจแยกเพศ

โดยการใช้กล้องส่องตรวจอวัยวะเพศผ่านทางช่อง

ท้องเนื่ องจากเป็นวิธีที่มีความแม่นยำสูงที่ สุด 

นอกจากนี้ปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้เทคนิคทางห้อง

ปฏิบัติการต่างๆ มาใช้ในการแยกเพศนก วิธีที่ได้รับ

ความนิยมมากวิธีหนึ่งคือการใช้เทคโนโลยีพีซีอาร์

โดยเฉพาะเทคนคิทีอ่าศยัยนี chd เปน็เครือ่งตรวจสอบ 

ซึ่งนับเป็นทางเลือกที่ได้รับความนิยมเช่นกัน   แต่ก็

ยังพบว่ายังมีความผิดพลาดเกิดขึ้นได้บ้างอันอาจ

เป็นผลมาจากการเลือกใช้ไพร์เมอร์ที่ไม่เหมาะสมกับ

ชนดิของนก การเลอืกใชป้รมิาณสารเคมแีละอณุหภมู ิ

สำหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ รวมไปถึงการแปลผลที่ได้   

ปัจจุบันยังคงมีการค้นคว้าวิจัยเพื่อหาเทคนิคและวิธี

การที่เหมาะสมในการแยกเพศนก โดยมุ่งเน้นถึง

ความแม่นยำของผลที่ได้และความสะดวกรวดเร็วใน

การตรวจ ซึ่งจะช่วยให้ผู้เลี้ยงมีโอกาสประสบความ

สำเร็จในการเลี้ยงมากขึ้น 
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Sex Identification in Pet Birds


Chanathip Thammakarn 1)  #

        Pet birds are favorite companion animals. In Thailand, pet birds can be divided in to 4 groups 

composed of Psittaciformes, Passeriformes, ornamental waterfowl and miscellaneous birds. Sex 

identification is very important issue. It is a key to successful in aviculture. There are many methods 

to identify sex of bird consisting of external appearance, examination of the pelvic girdle and cloaca, 

behavioral observation, laparoscopy, measurement of steroid level in plasma or excrement, karyo-

type and polymerase chain reaction method.  Nowadays, laparoscopy is a favorite method, because 

it gives the best accurate result. The PCR technology by using chd gene as DNA marker that is ad-

mirable method for sex identification in pet birds.

Keywords: pet birds, polymerase chain reaction method, sex identification 
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	 ภาวะเสยีดทอ้ง (colic) ในมา้ หมายถงึอาการ

ปวดทอ้งซึง่เกดิจากโรค หรอืเปน็ผลมาจากพยาธสิภาพ

ของโรค เชน่ การอดุตนั การบดิ การอกัเสบของอวยัวะ

ในระบบทางเดินอาหาร และอวัยวะอื่นๆ เช่น ตับ 

มา้ม ไต และมดลกู จากการศกึษาความชกุและปจัจยั

เสี่ยงของการเกิดภาวะเสียดท้องในสหรัฐอเมริกาของ 

White (2005)  พบว่าประชากรม้า 100 ตัวมีโอกาส

เกิดการเสียดท้อง 4-10 ตัว ใน 1 ปี และ พบการ

เสยีดซำ้ 10-15% สาเหตขุองการเสยีดทอ้งในมา้สว่น

ใหญ่เกิดจากการอัดแน่นภายในลำไส้ใหญ่ ลำไส้เล็ก 

และไส้ติ่ง ตามลำดับ ความรุนแรงของการเสียดท้อง

มีตั้งแต่หายได้เองจากการรักษาเบื้องต้นของเจ้าของ 

(30%) จนถึงขั้นเสียชีวิต (6.7%)


 	 การอัดแน่นของทรายในลำไส้ เป็นสาเหตุ

หนึ่งที่ทำให้ม้ามีภาวะเสียดท้อง การอัดแน่นในลำไส้

นี้ส่วนใหญ่เกิดจากการที่ม้ากินอาหารที่ตกอยู่ที่พื้น 

การเล็มหญ้าที่มีขนาดสั้น หรือการกินน้ำในบ่อโคลน 

ซึ่งมีการปนเปื้อนทราย หรือหินกรวด (Macro, 2009) 

หากได้รับเพียงเล็กน้อย ม้าจะสามารถขับถ่ายออก

มาได้และไม่ก่อให้เกิดอันตรายแก่ม้า ในกรณีที่

สถานที่เลี้ยงเป็นพื้นทราย การจัดการอาหารที่ไม่

เหมาะสม หรือม้ามีพฤติกรรมผิดปกติ ทำให้ได้รับ

ทรายหรือหินกรวดและสะสมอัดแน่นภายในลำไส้ 

ม้าจะแสดงอาการเสียดท้องเนื่องจากน้ำหนักทรายที่

อัดแน่นในลำไส้จะกดทับหลอดเลือดที่ไปเลี้ยงลำไส้

บรเิวณนัน้เปน็เวลานาน ทำใหเ้กดิการปวดทอ้งหนว่ง

อยูต่ลอดเวลา การกนิไดล้ดนอ้ยลง (Korolainen and 

Ruohoniemi, 2002)  นอกจากนี้น้ำหนักของทราย 

จะถ่วงลงและเสียดสีกับพื้นด้านล่างของผนังลำไส้

ทำให้เกิดการลอกหลุดของเยื่อบุลำไส้ชั้นในและเกิด

การอักเสบ ม้าจะแสดงอาการท้องเสีย และทรายยัง

ขดัขวางการทำงานของลำไส ้ ทำใหม้า้ผอมลง (Macro, 

2009)





ภาวะอัดแน่นในลำไส้ใหญ่ม้าไทย


ขนิษฐา เพชรอุดมสินสุข 1) #   อารีย์ ไหลกุล 1)   วราภรณ์ อ่วมอ่าม 1)   สุขุมาลย์ พฤกษ์อุดม 2)

	 ม้าไทยจำนวน 5 ตัว มาเข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลสัตว์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต

กำแพงแสน เนื่องจากม้าตัวที่หนึ่งได้แสดงอาการปวดท้อง ไม่มีแรง น้ำหนักตัวลด จากการตรวจวินิจฉัยเบื้อง

ต้นพบว่าอัตราการเต้นของหัวใจสูงขึ้น เสียงการบีบตัวของลำไส้ลดลงจนถึงไม่พบเสียง ล้วงตรวจทางทวาร

หนักพบอุจจาระมีสีดำ ลักษณะไม่เป็นก้อนคล้ายอุจจาระวัว เมื่อบีบดูพบลักษณะคล้ายทรายละเอียดแทรกอยู่ 

และพบถุงพลาสติกปนอยู่ในกองอุจจาระ ม้าได้เสียชีวิตภายหลังการรักษา 1 สัปดาห์ ผลการชันสูตรซากพบ

หินกรวดและถุงพลาสติกอัดแน่นภายในลำไส้ใหญ่  การวินิจฉัยภาวะกรวดและทรายอัดแน่นในลำไส้ม้าตัวที่

เหลือทำโดยตรวจหาปริมาณทรายที่ออกมากับอุจจาระ ร่วมกับ การทำอัลตร้าซาวน์ช่องท้องและหรือ การถ่าย

ภาพรังสี ม้าตัวที่ 2 ถูกเมตตาฆาตเนื่องจากแสดงอาการโรคบาดทะยักร่วม ม้า 2 ตัวได้รับการผ่าตัดและ 1 ตัว

ได้รับการรักษาด้วย phyllium muciloid เพื่อแก้ไขภาวะหินกรวดและทรายอัดแน่นในลำไส้ใหญ่ ม้าทั้งหมดมี

การฟื้นตัวด้วยดีภายใน 1 เดือนหลังจากได้รับการรักษา 


คำสำคัญ: หินกรวด ทราย อัดแน่น ลำไส้ใหญ่ ม้า

1) คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม 73140
2) คลินิกม้า โรงพยาบาลสัตว์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม 73140

# ผู้รับผิดชอบบทความ

	 การวินิจฉัยว่าม้ามีทรายหรือหินกรวดอัด

แน่นในลำไส้ สามารถทำได้ด้วยการฟังเสียงการ

เคลือ่นตวัของทรายภายในลำไส ้(Ragle et al., 1989) 

การตกตะกอนอุจจาระ (fecal sand sedimentation 

test) (Husted et al., 2005) โดยทำการเก็บก้อน

อุจจาระ 6-8 ก้อน จากการล้วงจากช่องทวารหนัก 

นำมาละลายนำ้แลว้คนจนเขา้กนัด ีปลอ่ยใหต้กตะกอน 

5-10 นาที แล้วดูปริมาณทรายและหินกรวดที่ปนอยู่ 

ซึง่ปกตแิลว้ไมค่วรมเีกนิ 1 ชอ้นชา การถา่ยภาพรงัส ี

และการอัลตร้าซาวน์ที่บริเวณส่วนล่างของช่องท้อง

ตลอดส่วนของแกนกลางช่องท้องไปจนถึง กระดูก

อ่อนใต้ท้อง (xiphoid) ซึ่งจะทำให้เห็นถึงทรายที่อยู่

ในลำไสใ้หญส่ว่น ventral (Ruohoniemi et al., 2001; 

Korolainen and Ruohoniemi, 2002; Mair et al., 

2002; Keppie et al., 2008)  การถา่ยภาพรงัสบีรเิวณ

ช่องท้องสามารถบอกปริมาณทรายที่สะสมอยู่ใน

ลำไสโ้ดยแบง่เปน็เกรด  และเปน็วธิทีีใ่ชใ้นการตดิตาม

ผลการรักษาทางยา (Korolainen and Ruohoniemi, 

2002; Keppie et al., 2008;  Macro, 2009) อยา่งไร

ก็ตามปริมาณทรายภายในลำไส้ที่จะทำให้ม้าแสดง

อาการนั้นมีความแตกต่างกันในม้าแต่ละตัว (Ragle 

et al., 1989; Kendall et al., 2008)


	 การผ่าตัดเป็นวิธีการรักษาการอัดแน่นของ

ลำไส้ใหญ่จากกรวดหรือทรายในรายที่รุนแรง กรณีที่

มกีารสะสมของทรายและหนิกรวด การใชย้า psyllium 

mucilloid ซึง่เปน็ผงสกดัจากพชืในขนาดทีส่งูกวา่ขนาด

เพือ่การปอ้งกนั (McFadden, 2010) สามารถระบาย

ทรายออกไปได้ ยา psyllium mucilloid มีคุณสมบัติ

เป็นยาระบายและสารหล่อลื่น ออกฤทธิ์โดยการดูด

ซับน้ำเข้าตัวสาร (hydrophilic bulking agent) และ 

พองตัวขึ้นเป็นเจลดักจับกับทรายในระบบทางเดิน

อาหารเพื่อระบายออกไปและมีผลในการกระตุ้น

ระบบทางเดินอาหาร


	 การป้องกันภาวะทรายอัดแน่นในลำไส้

สามารถทำได้โดยการป้องกันไม่ให้ม้ากินทรายเขา้ไป 

การลดปัจจัยเสี่ยง โดยการดูแลจัดการอาหารที่ดี      

บทนำ




78

รายงานสัตว์ป่วย


Vol. 21  No. 4  October - December  2009 79Vol. 21  No. 4  October - December  2009

ใหส้ารอาหารทีค่รบถว้น ปรมิาณเหมาะสม มไีฟเบอรส์งู 

มีก้อนเกลือแร่เสริมให้กับม้า และหลีกเลี่ยงการให้ม้า

อยู่ในคอกที่เป็นดินหรือทรายในช่วงที่หิว ม้าที่เลี้ยง

ในบริเวณที่เป็นทรายหรือดินปนทรายอาจจำเป็นต้อง

ให้ยา phyllium muciloid กินต่อเนื่อง 1 สัปดาห์เป็น

ประจำทุกเดือนเพื่อช่วยระบายทรายที่ปนเปื้อน

เข้าไป (Macro, 2009)


	 จุดประสงค์ของรายงานสัตว์ป่วยครั้งนี้ เพื่อ

นำเสนอการวินิจฉัยทางคลินิก แนวทางในการรักษา

และผลการรักษาภาวะหินกรวดและทรายอัดแน่นใน

ลำไส้ใหญ่ม้า














ม้าตัวที่ 1

  	 ม้าพันธุ์ไทย เพศเมีย อายุ 5 ปี  น้ำหนัก 145  

กิโลกรัม จากการซักประวัติพบว่า ไม่มีแรง น้ำหนัก

ลดและแสดงอาการอ่อนเพลียมาประมาณ 1 เดือน 

บางครั้งมีอาการกระวนกระวายร่วมด้วย หลังจากนั้น

ม้าเริ่มผอมลงและล้มลงนอนได้มาประมาณ 2 วัน 

จึงได้นำมารักษาที่โรงพยาบาล   โดยพบว่าเวลานอน

มักหันหัวเข้าหาลำตัว ทำการล้วงตรวจทางทวารหนัก 

พบอุจจาระมีสีดำไม่เป็นก้อนและพบถุงพลาสติกอัด

แน่นอยู่ จึงให้การรักษาด้วยการกรอกน้ำมันพาราฟิน 

และอิเล็กโตรไลท์ผ่านทางท่อสอดจมูก ให้สารน้ำเข้า

ทางหลอดเลือด (50 มล./กก./วัน) ทุกวัน แต่หลังจาก

ให้การรักษาเป็นเวลา 7 วัน ม้าได้เสียชีวิตและได้

ชนัสตูรซากในวนัถดัมา พบหนิกรวดและทรายจำนวน

มากอดัแนน่ภายในลำไสใ้หญส่ว่นdorsal and ventral 

ซึ่งเมื่อนำมาชั่งพบว่ามีน้ำหนักประมาณ 3 กิโลกรัม 

และพบถุงพลาสติกจำนวน 2 ใบ (รูปที่ 1)





ม้าตัวที่ 2

 	 ม้าพันธุ์ไทย เพศเมีย อายุประมาณ 5 ปี น้ำ

หนักตัวลด ก้าวเดินลำบาก ไม่มีประวัติการบาดเจ็บ

ประวัติสัตว์ป่วย ผลการตรวจ 

และการรักษา


มากอ่น มา้เดนิขาแขง็ ลม้ลงนอนกอ่นมาโรงพยาบาล 

1 วนั และแสดงอาการทางระบบประสาทชกัและเหยยีด

เกร็ง กล้ามเนื้อสั่น เมื่อนำไฟส่องไปที่ดวงตาไม่พบ

การตอบสนองต่อแสง หนังตาที่สามโผล่ยื่น และมี

การกระตกุของลกูตา (nystagmus) หชูีแ้ละหางยกขึน้ 

วนิจิฉยัวา่มา้ตดิเชือ้บาดทะยกั และพจิารณาทำเมตตา 

ฆาต ผลการชันสูตรซาก พบหินกรวด ทราย อัดแน่น

อยู่ในลำไส้ใหญ่ส่วน dorsal และ ventral มีน้ำหนัก

ประมาณ 2 กโิลกรมั และพบถงุพลาสตกิในลำไสใ้หญ่ 

จำนวน 3 ใบ





































ม้าตัวที่ 3

	 มา้พนัธุไ์ทย เพศเมยี อายปุระมาณ 5 ป ีนำ้หนกั 

154 กโิลกรมั มอีาการซมึ กนิอาหารลดลง นำ้หนกัตวัลด 

พบอจุจาระมสีดีำ ลกัษณะไมเ่ปน็กอ้นคลา้ยอจุจาระววั 

เมื่อบีบดูพบลักษณะคล้ายทรายละเอียดแทรกอยู่ 

ทำการล้วงตรวจทางทวารหนักพบการอัดแน่นของ

ลำไส้ใหญ่ และพบเศษถุงพลาสติกและเชือกไนลอน 

ม้ามีอัตราการหายใจและอัตราการเต้นของหัวใจอยู่

ในเกณฑ์ปกติ เสียงการทำงานของลำไส้ลดลง เยื่อ

เมอืกมสีชีมพอูอ่นและคอ่นขา้งแหง้ คา่ capillary refilling 

time (CRT) ประมาณ 3 วินาที และการคืนตัวของ

ผิวหนังลดลง แสดงถึงภาวะขาดน้ำ ผลการตรวจค่า

โลหิตวิทยา พบค่า pack cell volume และ จำนวน

เม็ดเลือดแดงลดลง, neutrophilia, lymphopenia 

รูปที่ 1 ลักษณะหินกรวด และทรายอัดแน่นในลำไส้ใหญ่จากการชันสูตรซาก

และ hyperproteinemia แสดงถึงภาวะโลหิตจาง

และเกิดภาวะ stress leukogram ร่วมด้วย ผลการ

ถ่ายภาพทางรังสีบริเวณช่องท้องโดยการใช้เครื่อง

ถ่ายภาพรังสี (Tanka, RC-1100, Japan) ที่ความ

ต่างศักย์ 90 kv และ กระแสไฟฟ้าที่ 15 mA พบว่า

ลำไส้บริเวณด้านล่างของช่องท้องของม้าตัวที่ 3 มี

ความทึบรังสี (opacity) เพิ่มขึ้นโดยเมื่อทำการแบ่ง

เกรดการสะสมของทรายตามระบบของ Korolainen 

และ Ruohoniemi (2002) พบว่า ม้าตัวที่ 3 มีทราย

สะสมภายในลำไส้ในเกรด 1 (น้อยกว่า 5 × 5 ซม.)  

ผลการทำอัลตร้าซาวน์ช่องท้อง (Aloka รุ่น SD500, 

Japan) โดยใช้หัวตรวจแบบเป็นแนวยาว (linear) 

ความถี ่5 MHz พบวา่มลีกัษณะเปน็จดุเลก็ๆ กระจาย

คล้ายฝุ่นดาว (starburst) อยู่ภายในลำไส้ และผล

การตรวจปริมาณทรายจากการตกตะกอนอุจจาระ 

พบว่ามีปริมาณทรายและหินกรวดที่ตกตะกอน

ประมาณ 2 ช้อนชา


 	 ม้าตัวที่ 3 ได้รับการผ่าตัดเพื่อแก้ไขภาวะ

ลำไส้ใหญ่อัดแน่นด้วยทรายและหินกรวดโดยทำการ

งดอาหาร และให้สารน้ำ (lactate ringer solution 

ขนาด 50 มล./กก./วัน) เข้าทางหลอดเลือดดำก่อน

การผา่ตดั 24 ชัว่โมง มา้ถกูเหนีย่วนำสลบดว้ย acepro-

mazine 0.05 มก./กก. เข้าทางหลอดเลือดดำและ 

xylazine 1.1 มก./กก. เข้าทางหลอดเลือดดำและ

ทำให้สลบ ด้วย ketamine 2.2 มก./กก. เข้าทาง

หลอดเลือดดำ ร่วมกับ diazepam 0.1 มก./กก. เข้า

ทางหลอดเลือดดำ และ คงภาวะการสลบด้วย 2% 

isoflurane จัดม้าให้อยู่ในท่านอนหงาย (dorsal 

recumbency) และเปดิชอ่งทอ้ง (celiotomy) (Hanson, 

2002) ยกลำไส้ส่วน large colon ออกมาภายนอก

ช่องท้องอย่างเบามือโดยใช้แขนสอดช้อนลำไส้แทน

การยกด้วยนิ้วมือ สัมผัสและคลำลำไส้เพื่อตรวจสอบ

ความผิดปกติและตรวจหาบริเวณที่มีการอัดแน่นของ

สิง่แปลกปลอม กรดีเปดิลำไสส้ว่น ventral colon ข้าง

ซ้ายบริเวณห่างจาก pelvic flexure เล็กน้อย โดย

กรีดยาวประมาณ 12-15 ซม. (รูปที่ 2) และนวดให้ 

content  ในลำไส้ออกมา จากนั้นล้างด้วยน้ำสะอาด

เพื่อให้กรวดและทรายที่ตกค้างจากลำไส้ออกมา เย็บ

ปิดลำไส้ด้วย Parkerkarr โดยใช้วัสดุเย็บชนิดละลาย 

polyglactin (Vicryl®, Ethicon, United Kingdom) 

ขนาด 2-0  ล้างช่องท้องด้วยน้ำเกลืออุ่นก่อนนำลำไส้

ทัง้หมดกลบัเขา้สูช่อ่งทอ้งตามปกต ิ เยบ็ชัน้ peritoneum, 

muscle sheath และ subcutaneous ด้วยวัสดุเย็บ

ชนิดละลาย polyglactin ขนาด 0 ด้วย simple 

interrupted bury knot  pattern และเย็บปิดผิวหนัง

ด้วยวัสดุเย็บชนิดไม่ละลาย nylon (Jin Huan®, 

Shanghai Pudong Jinhuan Medical Products 

Co., Ltd., China)  ขนาด 0 ด้วย cross mattress 

pattern


 	 ภายหลงัผา่ตดั ทำการงดอาหารเปน็เวลา 2 วนั 

เพื่อพักการทำงานของลำไส้ โดยให้สารน้ำ 50 มล./

กก./วัน และเริ่มให้หญ้าสดทีละน้อย 0.25 กรัม/กก. 

ทุก 2 ชั่วโมง และให้อาหารตามปกติภายใน 2-3 

สัปดาห์หลังการผ่าตัด ให้ยาปฏิชีวนะชนิด cefazolin 

2 มก./ กก. เข้าหลอดเลือดดำวันละ 2 ครั้งเป็นเวลา 

7 วัน และ gentamicin 6.6 มก./กก. เข้าหลอดเลือด

ดำวนัละครัง้เปน็เวลา 3 วนั แลว้ตอ่ดว้ย 6.6 มก./ กก.  

เข้าหลอดเลือดดำทุก 36 ชม.เป็นเวลา 2 ครั้ง ยาแก้

อักเสบและบรรเทาปวดชนิด flunixin meglumin 

0.25 มก./ กก. เข้าหลอดเลือดดำทุก 8 ชม.เป็นเวลา 

3 วัน ทำความสะอาดแผลด้วย tincture iodine 

ทำการตรวจรา่งกายของมา้และเฝา้ระวงัภาวะแทรกซอ้น 

ต่างๆ เช่น แผลผ่าตัดติดเชื้อ ผนังช่องท้องอักเสบ 

ลำไส้ตีบตัน และไส้เลื่อน เป็นต้น


 	 ผลการผา่ตดัมา้ตวัที ่3 พบวา่ หนิกรวดขนาด

ไมเ่กนิ 1 ซม. อดัแนน่ภายในลำไสส้ว่น dorsal colon 

และ ventral colon ข้างขวา การผ่าตัดสามารถ

ระบายหินกรวดได้จากส่วน ventral colon แต่ไม่

สามารถระบายออกมาจากลำไสต้ำแหนง่ dorsal colon 

ข้างขวาได้ และเมื่อนำ content จากลำไส้ที่ได้จาก

การผ่าตัดไปตกตะกอน พบหินกรวดปริมาณ 0.75  

กิโลกรัม ภายหลังการผ่าตัด ม้าสามารถฟื้นจากการ
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วางยาสลบได้ดี แต่หลังผ่าตัด 4 ชั่วโมง ม้าแสดง

อาการปวดเกร็งช่องท้อง กล้ามเนื้อสั่น และหายเป็น

ปกติภายหลังได้รับยาแก้ปวด flunixin meglumine 

1 มก./ กก. วันละ 2 ครั้ง โดยสภาพร่างกาย การกิน

และการขับถ่ายกลับคืนสู่ปกติภายในเวลา 3 สัปดาห์






ม้าตัวที่ 4

	 มา้พนัธุไ์ทย เพศผู ้อายปุระมาณ 4 ป ีนำ้หนกั 

120 กิโลกรัม มีอาการซึม กินอาหารลดลง น้ำหนัก

ตัวลด พบอุจจาระมีสีดำ ลักษณะไม่เป็นก้อนคล้าย

อุจจาระวัว เมื่อบีบดูพบลักษณะคล้ายทรายละเอียด

แทรกอยู่ จากการล้วงตรวจทางทวารหนัก พบการอัด

แนน่ของลำไสใ้หญ ่แตไ่มพ่บถงุพลาสตกิหรอืเชอืกปน 

ม้ามีค่าสัญญาณชีพและค่าโลหิตวิทยาเป็นใน

ทิศทางเดียวกันกับม้าตัวที่ 3 ผลการถ่ายภาพทาง

รังสีบริเวณช่องท้องพบว่าลำไส้บริเวณด้านล่างของ

ช่องท้อง มีความทึบรังสี (opacity) เพิ่มขึ้น และมีการ

สะสมทรายในลำไส้ในเกรด 4 (มากกว่า 5 × 15 ซม. 

หรอื มากกวา่ 15 × 5 ซม.)  ผลการทำอลัตรา้ซาวนช์อ่ง

ท้องของม้าตัวที่ 4 มีลักษณะเป็นจุดเล็กๆ กระจาย

คล้ายฝุ่นดาว (starburst) อยู่ภายในลำไส้เช่นเดียว

กับม้าตัวที่ 3 ผลการตกตะกอนอุจจาระพบว่า ม้าตัว

ที่ 4 มีปริมาณทรายและหินกรวดประมาณ 4 ช้อนชา



ม้าตัวที่ 4 ได้รับการผ่าตัดเพื่อแก้ไขภาวะลำไส้ใหญ่

อัดแน่นด้วยทรายและหินกรวดโดยวิธีเดียวกันกับม้า

ตัวที่ 3 ผลการผ่าตัดม้าตัวที่ 4 พบการอัดแน่นอยู่

บริเวณส่วน ventral colon และเมื่อนำ content จาก

ลำไส้ที่ได้จากการผ่าตัดไปตกตะกอน พบหินกรวด 

(ขนาดไม่เกิน 1 ซม.) และทรายปริมาณรวม 3.3 

กิโลกรัม (รูปที่ 2) ภายหลังการผ่าตัดม้าสามารถฟื้น

จากการวางยาสลบได้ดี แต่ภายหลังผ่าตัดม้าแสดง

อาการเสียดท้อง และหายเป็นปกติภายหลังการ

รักษาภาวะเสียด โดยสภาพร่างกาย การกินและการ

ขับถ่ายกลับคืนสู่ปกติภายในเวลา 4 สัปดาห์




























































ม้าตัวที่ 5

	 ม้าพันธุ์ไทย เพศผู้ อายุประมาณ 10 ปี น้ำ

หนัก 176 กิโลกรัม มีอาการซึม น้ำหนักตัวลด แต่กิน

อาหารได้ดี และก้อนอุจจาระมีลักษณะปกติ มีค่า

สญัญาณชพีและคา่โลหติวทิยาปกต ิผลการทำอลัตรา้

ซาวนช์่องท้องพบว่ามีลักษณะเป็นจุดเล็กๆ กระจาย

คล้ายฝุ่นดาว (starburst) อยู่ภายในลำไส้เช่นเดียว

กับม้าตัวที่ 3 และ 4 พบปริมาณทรายที่ได้จากการ

ตกตะกอนอุจจาระในเกณฑ์ปกติไม่เกิน 1 ช้อนชา 

แต่เนื่องจากม้าตัวที่ 5 มีขนาดตัวที่ใหญ่และหนาเกิน

กว่ากำลังของเครื่องถ่ายภาพทางรังสีจึงไม่สามารถ

ทำการถ่ายภาพได้ จากการล้วงตรวจทางทวารหนัก

ไมพ่บสิง่แปลกปลอมในอจุจาระ และมา้แสดงอาการ

ปกต ิจงึเลอืกการรกัษาทางยา โดยการใหย้า phyllium 

mucilloid 1 กรัม/ กก. (Hanson, 2002) ผ่านทางท่อ

สอดจมูกวันละ 1 ครั้งติดต่อกัน 7 วัน และทำการตก

ตะกอนอุจจาระทุกวัน โดยหลังการให้ยา phyllium 

mucilloid พบกรวดขนาดไม่เกิน 1 ซม. และทรายปน

ออกมากับอุจจาระเป็นบางวัน โดยในปริมาณที่พบ

รูปที่ 2 ตำแหน่งระบายสิ่งแปลกปลอมออกจากลำไส้ใหญ่

กรวดและทรายไม่เกิน 1 ช้อนชา ต่อเนื่องตลอด 7 วัน

ที่ได้รับยา ม้าสามารถกินและขับถ่ายได้เป็นปกติ ไม่

แสดงอาการเสียดท้อง และท้องเสีย แต่มีน้ำหนักตัว

ลดลง โดยสภาพรา่งกายสามารถกลบัคนืสูป่กตภิายใน 

3 สัปดาห์หลังการรักษาทางยา











	 ขอขอบคุณเจ้าของม้าที่อนุญาตให้เปิดเผย

ขอ้มลู และขอขอบคณุนสิติสตัวแพทยศาสตรช์ัน้ปทีี ่6 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ที่ช่วยดูแลอภิบาลสัตว์

อยา่งใกลช้ดิตลอดระยะเวลาทีม่า้เขา้รบัการรกัษาทีโ่รง

พยาบาลสัตว์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์วิทยาเขต
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Impaction in large colon in Thai pony horses


      Five Thai pony horses were referred to Kasetsart University Veterinary Teaching hospital with a 

history of depression, weakness, weight loss, black soft stool with sand, tachycardia, and decreasing 

gut sound. Physical examination of the first horse revealed increasing heart rate, decreasing gut 

sound. All horses were diagnosed having sand impaction by fecal sedimentation, sonography and/or 

abdominal radiography.  The first horse died after colic treatment for one week and necropsy finding 

revealed bag, gravel and sand impaction in large colon. The second horse was euthanized because 

of tetanus. Two horses were successful treated by pelvic flexure enterotomy. The last horse was 

treated by phyllium muciloid and was clinically normal in 1 month. 

Keywords: gravel, sand, impaction, colon, horse
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               “ผศ.น.สพ.ดร.ณุวีร์  ประภัสระกูล”
         	 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะสัตวแพทย์ศาสตร์
		  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
		  ถนนอารีย์ดูนังต์ แขวงวังใหม่ เขตปทุมวัน
		  กทม. 10330

ปิดแสตมป์



ไม่ถึงผู้รับโปรดส่งคืน

	   

	   ส่ง
    		  สมาคมสัตวแพทย์ผู้ประกอบการบำบัดโรคสัตว์แห่งประเทศไทย
		  559/2 ถนนประดิษฐมนูญธรรม
	 แขวงวังทองหลาง  เขตวังทองหลาง
		 กรุงเทพฯ
	 10310

ปิดแสตมป์






