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2.1  ยระว ั ต ั ความเป็นมาของรรคพิษ?[นัขป้ า ( 2 8 , 2 9 )

รรคพิษสุนัขบ้ าเป็นรรคทั ่ เก ิ ดกั บสั ตว ์ เลยงถูกดั วยนมรวมทงมนุษย่  รรค 

ปีเป็นทั ่  f  จ ั กก ันมาต ั ้ งแส ่ สม ั ยเมรสรบเตเป ี ย ส่อมา'ใบ้ปี บันปีกเถึยวกับรรคพิษสุนัข 

บ ้ า^อี กหลายสมัย อาทิ เช่น ไนสมัยของ A r i s t o t l e  (211 ปีส่ อนคf สตกาล)  

และ Ce 1 sus (100 ปีส่ อนคf สตกาล)  ได ั บ ันทิกอาการทางคลินิ กตลอดจน 

อ า ก า ร จ ฯ เ พ า ะ ข อ ง ร ร ค  และย ั ง !จ ั กว ิ ป ี ร ั กบาบาตแผลทั ่ ถ ู กก ั ดรดยการเด ั วยความ 

รัอน ( c a u t e r i z a t i o n )

ระหว ์ างป ี  ค ศ . 1880 ถึง 1893 P a s t e u r  และคณะ ไดัสื กษาถึ ง 

รรคพิษสุนัขบ้ าอย่ างจริ งจั ง และพบแอจ ุ ลบ ้ พท ั ่ เป ็ นสา เหต ุฃองรรคไนสมองส ั ตว ์  

นอกจากปี  ย ั งพบว ่ าไวร ั สพ ิษส ุ น ั ขบ ้ าจะเพาะเล ํ ้ ยงได ั ในสมองของส ั ตว ์ เท ิ านนรดย 

ทดลองฉีดไวร ั สทั ่ แยกไดั จากสมองสุน ัขเบ ้ าสมองของสัตว ์ชนิดอน เช่น กระส ่ าย 

บ้ ฯหลาย ๆ ครง ซึ ่ งไนบั จจุ บ ันยั งเป็นร ิ ร ิ ท ั ่ เล ี ยนแบบมารบ้ ไนการดัดแบลง แ อ

จุลบ้พให้ส ่ อนฤทริ ลงรนครงแรก ๆ ระยะฟักต ั วต ั ้ งแส ่ฉ ี ดไวร ั สจนกระส ่ ายป ี อาการ 

แ ละ ตา ย จะ ก ิ น เว ลา บร ะม า พ 21 วัน ในครงหล ั งระยะฟักต ั วจะต ั ้ นลงจนกระท ั ่ ง  

ถึ งบระมาถเครงทั ่  50 ระยะฟักตั วจะคงทั ่ ค ื อ ตายทุก ๆ 7 วัน แสดงว ่ าไวร ั ส  

ได ั เบลี ่ ยนแบลงไบจนคงทั ่ ซ ึ ่ งเร ิ ยกว ่ า f i x e d  v i r u s  เพื ่ อไ{ณตกส่ างจาก

ไวร ั สทั ่ แยกไดั จากธรรมชาตั ใหม่  ๆ หริอ s t r e e t  v i r u s  แบ้ ว ่ าคณะของ 

P a s t e u r  จะพบแอจ ุ ลบ ้ พท ั ่ เล ี ทมากชน ิดหนงซึ ่ ง เป ็ นสาเหต ุของรรค แส่ ป็ยั ง

ไม ่ สามารถสร ุ บได ั ว ่ าเป ็ นชนิด,ไต จนกระทั ่ ง R e m l i n g e r  ( ค ส . 1903)  พิสูจนั 

ว่า แ อด ั งกล ิ าว  เป ็ นไวร ั ส เพราะสามารถผ ่ านเ  คร ี ่ ' องกรองแบคทิ เร ิ ยไดั



2 . 2  ช่ว วัทยา ของไวรัสหษ?[{เขบ้ า

2 . 2 . 1  รูปร่ างลักษณะ

ไวรัสพิษสุนัขบ้ าจัดอยู ่ ใน genus L y s s a v i  r u s  น ึ ่ ง เป ็ นสมาเก 

ของวงล ี  Rhabdov i  r i dae  ไวร้สใน'วงลีนึ ่ พบไตัทั ้ งไนฟืช แมลง ล ั ตว ั เส ื อดเบ ้น 

แ ละ ล ั ด ] เส ื อต^น  ( 30 )  ไวรสแฝ ็ ร ู บร ่ างน ึ ่ จำเพาะ กผ่ าวฅอปีลั กษณะคลั ายฐกปีน 

ปลายตั านหนึ ่ งรตั งมนสวนปลายอีกตั านหนึ ่ งตั ดตรง ป ี ขนาดเล ันผ่ า0นอีกลางรดย 

เฉลยประมาณ 180x75 run. ( 31 )  ลักษณะ genome^ ของไวร ั สเบ ้ น RNA สาย 

เต ิ ยวขดอÿ ตั วยกันประมาณ 30-35  ขด 'น่ึง genome ท้ถู กสั อมรอบตั วย

capsomer  และปี  e n v e l o p e  ห่อบ้มอีกชนหนึ ่ ง บนฝ็ วตั านนอกของ e n v e l o p e  

ปี p r o j e c t i o n  หเอ s p i k e  ขนาด 6 -7  nm. ส ์นออกมารดยรอบยกเล ัน ■ 

ตรงสวนต ั านปลายต ั ดน ึ ่ งจะแา เช ่ าไปช ่ างไน ( 32 )  นอกจากจะพบไวรั สนึ ่ ป ี ร ู บ 

ร ่ างจำเพาะด ั งกผ ่ าวแล ั ว  ในเฃลผ่นึ ่ ป ี การตัดเนึ ่ อนานหลายวันอาจพบไวร ั สนึ ่ ฝ ็ ร ู ป 

ร ่ างฝ็ ดปกติหลาย ๆ แบบาตั  เช่นเบ้น p a r t i c l e  ขนาดส ันหเอยาวกว,าปกติ  

หเออาจป ี ร ู ปร ่ างแบบอ ั กษร X หเอ y (33)

2 . 2 . 2  ล ั วนประกอบทางเคฝ ึ

ไวรสประกอบต ั วยกรดไรรบน ิ วคล ี อ ิ ก ( RNA) เ อ ย ละ 3 . 9  ร บ รติน 

เ อ ย ละ 67 ไขม ั นเอยละ 26 แ ละ ป ี ค าร ่ รบ ไ ฮ เ ด รตบร ะ ม า ณ 'เอยละ 3 ( 3 4 )

จากการล ี กษารดยใช่  c h e m i c a l  d i s s e c t i o n  ( 3 5 , 3 6 , 3 7 )  พบ 

ร่ าไวรั สฟ้ษ?[{เขบ้ าประกอบตั วยใบรติน 5 ช'ทด ไตัแผ่  g l y c o p r o t e i n ,

m a t r i x  p r o t e i n ,  n u c l e o p r o t e i n ,  n o n - s t r u c t u r a l  p r o t e i n  

และ p o l y m e r a s e  p r o t e i n  ตามลำดับ
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2 . 2 . 3  โค?งสร ้ างแคะหห ้ าค ืของโบรต ันต ั าง ๆ

G l y c o p r o t e i n  หรื,อ G p r o t e i n

G p r o t e i n  เป็นโบรตันคืฝ็ฃนาดใหห้ เ ปี it ฯ หนั กโมเลก ุ ลบระบาณ 

78- 80  kd โ บ รต ั นป ี เป ็ นองค ื บ ระกอบของ s u r f a c e  p r o j e c t i o n  ( 38 )  ปี 

หปีาปีปีส"าคัญคือ กระตันให้ เก ิ ด n e u t r a l i z i n g  a n t i b o d y  และเป ็นต ั วไห้  

{เฝ็ ตั มกันในสัตวทดลองและฅนสืกตั วย ( 39 )  แอนตับอตัตั อ G p r o t e i n  เส์อปี  

คอมพสื  เมนตั ร ่ วมตั ว ยจ ะ ทฯให้ เ  ชลส่ปีปี การตัด แ อนนแตกท"-เลา ยไตั  นอกจากปี

แอนตับอตัตัอ G p r o t e i n  ของไวรั สพับสุนัขบ้ ามั กไม่ทฯบบกิ ร่ ยา' îh มกับไวรั สตั ว 

อน ๆ ในก^ม r a b i e s - r e 1 a t e d  v i r u s

จากการส ื กษาลำด ับกรดอะป ี รนและลฯด ับป ี วคส ื รอไทด ัของ 

g l y c o p r o t e i n  จากไวร ั ส 3 สายพันธุ  ไตัแกิ  ERA, CVS และ PV ( 40 ,  

41,  42)  พบร่ า บ ร ะ กอบต ั วยกรดอะป ี โน 524 r e s i d u e s  และบร ่ เ วณ 

a n t i g e n i c  domain ปี ความเหปี อนกัน" ( h o mo l o g y )  บระมาณร ้ อยละ 94 

ตั าเกิ ดการกลายพันธุหร ี ’อ m u t a t i o n  ปีชุดใดชุดหป็ งบนบร้ เวณดั งกส่ าวจะปีผล 

ท"-าให้ p a t h o g e n i c i t y  นนเแส ั ยนแบลง ( 43 )  ด ั งจะไต ั กส ่ าวต ั อไบ

M a t r i x  p r o t e i n  หร่,9 M p r o t e i n

M p r o t e i n  เป็น,รบรตันปีฝ ็ขนาดเส ื กเส ุ ด ฝ ็ห ้ ฯหนักโมเลทุ ลบระมาณ 

22-25 kd บระกอบต ั วยกรดอะม ิ โน 202 r e s i d u e s  ทฯหป ี าป ี เป ็ นต ั วแอมต ั อ  

ระหร ่ าง  g l y c o p r o t e i n  และ n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n  ( 44 )
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R i b o n u c 1eop r o t e i ท นรี1อ N p r o t e i ท

N p r o t e i n  เป็นรบรดีนฉ้ฝ็นัฯ หนักรมเลก ุ ลบระมาณ 58-62 kd 

รบรตินขนัดฉ้อยู ่  เป ็นส ั วนบระกอบของ nue 1eocaps i d  ซึ ่ งจะรวมอยู ่ ก ั บ RNA 

อ ี งเร ั ยกว ่ า r i b o n u c 1e o c a p s i d  p r o t e i n  หเอ r i b o n u c 1e o p r o t e i n  

แอนfi บอดี  (/เอใบรตินนัจะใป็  complement  f i x i n g  a c t i v i t y  แตั ไม่ ๆป้  

n e u t r a l i z i n g  a c t i v i t y  ซ่ึง N p r o t e i n  นั จะช่ วย G p r o t e i n  รป้  

การส•ร้ าง n e u t r a l i z i n g  a n t i b o d y  นับระสืทนัภาพดีฝ็ งฉ้น และต ั วของ N 

p r o t e i n  รดดๆสามารถป้ องก ันรรครนส ัตว ่ทดลองไต ั รดยไม ่ฝานระบบแอนติบอด ี  

อย ่ างไรป ็ ตาม สามารถตรวจพบแอนติบอดี ส ิ อ N p r o t e  i ทไต ั ในนั ฯเหล ี องของ$ 

ทีไตัรับวัค'ไ!น ( 45 )  N p r o t e i n  จะ เกาะ เร ั ยงต ั วอย ู ่ ก ั บสาย RNA 'เฟ้อป้องกัน 

สาย RNA ไม ่ ใป้ ถ ู กทฯลายตั วขเอนไชม่  r i b o n u c l é a s e  และร ั กษาสภาพของ 

RNA genome ให้นั c o n f i g u r a t i o n  ท ี เหมาะสมก ับการ t r a n s c r i p t i o n  

และ r e p l i c a t i o n  (46)

จากการส ื กษาลำด ั บกรดอะม ิ รนและลฯด ับน ั วคล ี รอไทตัของ 

n u c l e o p r o t e i n  จากไวร ั ส 3 สายพันธุ  ไตัแม่  ERA, CVS และ PV ( 4 2 ,  

47,  48)  พบว่ า บระกอบต ั วยกรดอะม ิ รน 450 r e s i d u e s  และน ัความเหน ั อน 

กันร้ อยละ 98 -99  ซึ ่ งจะเป็นไตั ว ่ าเป็นรบรตินทีถู กอนุ ร ั กษ กม่ าวสื อ นัความ 

เหนั อนกันระหว ่ างไวร ั สสายพันธ ุต ิ าง ๆ มากทื ่ สุ ด

จากการส ื กษาส ิ อมาพบว ่ า N p r o t e i n  เป ็นรบรตินทีถ ู กเต ิ มฟอสเฟต 

( p h o s p h o r y l a t i o n )  ที s e r i n e  ตฯแหน่ ง 389 ( 49 )  นอกจากน N 

p r o t e i n  ของไวร ั สพัษสุนัขป้ ายั งนัความคลี ายคลึ งบางส์ วนกับ N p r o t e i n  

ของ r a b i e s - r e l a t e d  v i r u s  อีกตัวฆ
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Non s t r u c t u r a l  p r o t e i n  หเอ NS p r o t e i n

NS p r o t e i n  เป็นโบรตีน$ฝ็ขนาด 47 -55  kd ปีหน้ าVเคืสฯคัญ 

กส่ าวคือ เส ์ อรวมกับ L p r o t e i n  แล ึ วเป ็น a c t i v e  comp l ex  ชึ๋ งปีคุณ 

สมบ้ตี เป็น RNA p o l y m e r a s e  เอนไชมน้ รจ ั ในการ t r a n s c r i p t i o n  และ

r e p l i c a t i o n  ของไวร ั ส

จากการส ื กษาลำด ับกรดอะม ิ รนของ NS p r o t e i n  พบส่ า NS

p r o t e i n  บระกอบด ั วยกรดอะม ิ รน 297 r e s i d u e s  และม ี ความเหม ี อนก ัน 

เ อ ย ละ  92 - 98  ในสายพันธุดั าง ๆ กัน ไดัแกั  ERA, CVS และ PV (46)

The RNA-dependent  RNA p o l y m e r a s e  หเอ L p r o t e i n

L p r o t e i n  เป็นรบรตีนคืฝืฃนาดใหส่ เทํ ่ ส ุ ดของไวเส กส่ าวคือ ปี 

น ้ ฯหนั กรมเลกุ ลบระมาณ 244 kd บระกอบด ั วยกรดอะฝ ็ รน 2 , 1 4 2  r e s i d u e s  

สฯหรับ L gene น ั ้ นฝ ็ ความยาวบระมาณเอยละ 54 ของความยาว genome 

ทงหมด ( 50 )  L p r o t e i n  น ั ้ นจะทฯงานเวมก ับ NS p r o t e i n  เป็น 

เอนไชม์  RNA p o l y m e r a s e

L p r o t e i n  ของไวเสพิษสุนัขบ้ ามี ความเหฝ็ อนกันกับ L p r o t e i n  

ของ v e s i c u l a r  s t o m a t i t i s  v i r u s  ถ ง เ อ ย ล ะ  33 ชงนับส ่ ามความ 

เหปี อนกันมากกว่ ารนรตีนอน ๆ และนอกจากน้ย ั งป ี บางส่ วนทํ ่ คส ั ายคลึ งกั บ L 

p r o t e i n  ของ Sendai  v i r u s  และ N e w c a s t l e  d i s e a s e  v i r u s  ชื ่ งจัด 

อยู ่ ในวงส์  P a r a m y x o v i r i d a e  อกดั วย ( 51 )  ความคล ึ ายคลงของ L
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p r o t e i n  ไนกส่มของ unsegmented n e g a t i v e - s t r a n d  RNA v i r u s  น้ัน 

บ่งนั ้ ว่ า ไวร ั สกสุ มปีฝ ็ ว ิ ว ัฒนาการมาจากบรรพบุ ร ุษเด ี ยวกัน การรวัฒนาการนั ้ ย ั ง คง 

ดฯรง L p r o t e i n  ไวั  4งรบรต ีนฒ้บทบาทสฯค ัญในการ t r a n s c r i p t i o n  

และ r e p l i c a t i o n  ของไวร ั ส (52)

2 .3  Rab i es  v i r u s  genome s i z e  and o r g a n i z a t i o n

genome ของไวรัสพิทสุนัขน้ าปี ลัทบณะเน้น RNA สายเตียวปีฝ็นั ฯหนัก 

รมเลก ุ ลบระมาณ 4 .ÔX106 da 11on T o r d o  และคณะ ( 42 )  พบ'รืา สาย 

RNA ปีบระกอบนั ้ นจาก n u c l e o t i d e  จฯนวน 11 ,932  n u c l e o t i d e s  ไรง 

เน้นปี รวมของ 6 genes อันไดัแบ่  l e a d e r  gene และอีก 5 genes ปีอ N, 

NS, M, G และ L gene ตามลฯดับฃึ ๋ งจะเหปี อนกับลฯดับ gene ของ VSV

ขนาดความยาวของ gene แดั ละส่ วนนั ้ นไม่ เท่ ากัน เช่น L gene 

จะฝ็ฃนาค 56-58  n u c l e o t i d e s  นั ้นกับช ฉ ด ของ h o s t  ( 5 3 )  สฯหรับ 

gene N , NS, M, G และ L ของ ไวรัสพิษสุนัขน้ า 3 สาย พัน!} ERA, CVS- 

11 และ PV s t r a i n  น้ัน ฝ็ขนาดเท่ ากันกบ่ าวคื อ 1424,  991,  805,  

1675,  6426 n u c l e o t i d e s  ตามลฯดับ (ดั งรู บปี  1) รดยฝ็  i n t e r g e n i c

sequence ร ะ ! ฟ า ง  N- NS, NS-M, M-G และ G-L ขนาด 2, 5, 5 และ 

423 n u c l e o t i d e s  ตามลฯดับ ชึ ๋ งด ั างจาก VSV $ฝ ็ ความยาวของ

i n t e r g e n i c  sequence คงปี  ปีอ 2 n u c l e o t i d e s  รดยฝ็ลฯดับของ 

n u c l e o t i d e  เน้น GA หf a  CA เท่านั ้น ( 42 ,  47,  54)

ข้อ}Jลทางพันธุ กรรมชึ ่ งบรากฎอยู ่ บนสาย RNA นั ้ ถู กถอดรหัสหรื1อ

t r a n s c r i b e  และ t r a n s l a t e  ไบเน้นรบรส ืนดั าง ๆ ไดั  5 ชปีด ไ1งน้คอ 

รบรตีน N , NS, M, G และ L ดั งไตี กส่ าวแอั ว ( 5 5 ,  56,  57)

019231*
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2 . 4  วงปี ว ิ ต

วงชั เตของไวร'สพษสุนัขฟ้ า สามารถแปงได้หลายขนตอนคล ั ายก ั บไวร'ส 

ทัว ๆ ไป ได้แผ่ a d s o r p t i o n ,  f u s i o n ,  p e n e t r a t i o n ,  r e p l i c a t i o n ,  

t r a n s c r i p t i o n ,  t r a n s l a t i o n ,  e n v e l o pm en t  และ b u d d i n g  ( 58 ,

59)

เ ฟ ้ อ ไว เส เ กา ะก ั บ  r e c e p t o r  s i t e  ปน s u s c e p t i b l e  c e l l  

ช ง แ ย ก ' ) า  a d s o r p t i o n ,  e n v e l o p e  ของไวร ั สจะหลอมตั วรวมก ับเย ี ่ [อ 

เซลเ1ของ h o s t  ขนตอนฟ้ แยก' )า  f u s i o n  แป้ว genome ของไวร ั สผ ่ าน 

เฟ ้ าส ุ ช ั ยรตบลาสมของเซลลหเอท ี แยกว ่ า  p e n e t r a t i o n  หล ั งจาถนนจะเก ิ ด 

t r a n s c r i p t i o n  และตั อตั วย t r a n s l a t i o n  เ ฟ้อไป้ ได้  p r o t e i n s  นอก 

จากนิย ั งเก ิ ด r e p l i c a t i o n  ฃํ ้นด้วย

การกิกษาเก ื ่ ยวกับ r e p l i c a t i o n  ของไวเสพษสุน ัขป ้ านน มักจะ 

ไ ‘ร VSV เป้นแบบไนการกิกษา เฟ ้ องจาก VSV เป ็ นไวเสฟ ้ ไม ่ ม ื อ ั นตรายเาย 

แรงตัอมนุษย์  และ สามารถ เจ เญได ้ ด ี ใน เซล ลเ พา ะ เ ล ํ ้ ย ง  ดั งไตั กส่ าวแลั วว ่ า

genome ของไวเสในวงก ิ ท ั ้ เป ็ น n e g a t i v e - s t r a n d  RNA ฟ้ งหมายความ 

ว่า p a r e n t a l  RNA ไม ่ สามารถทฯหน้ าที เป ็ น messenger  RNA ไตั รวมทั ้ ง 

ไม ่ สามารถ r e p l i c a t e  ได้  น อกจากจะ ม ื การส เ าง  p o s i t i v e  sense

genome กัอน ไวเสในกส ่ มน ิ 3งม ื เอนไซม ์  RNA p o l y m e r a s e  อยู ่ ภายในตั ว 

ไวรั สด้ วย จากการทดลองก ั บ VSV ในหลอดทดลองในระบบ c e l l  f r e e  

รดยใชั  m i l d  d e t e r g e n t  ถฯจัด e n v e l o p e  ออกและ เต ั ม  n u c l e o s i d e  

t r i p h o s p h a t e ,  b u f f e r  และ s a l t  ในบเมาณและควบค ุ มสภาวะใน ้ เหมาะ  

สม จะพบว ่ าม ั การล ั ง เคราะห ์  p o s i t i v e - s t r a n d  RNA และ mRNA ทง 5 

ชนิดเหมือนกับทึ ่พบใน i n f e c t e d  c e l l  ซ๋ึง mRNA ท้ัง 5 ชนิ ดที ล ั งเคราะห์ ได้
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นิสามารถ t r a n s l a t e  ไบเป ็น,รบรสีน0แาง ๆ ไตัแกั  G, M, N, NS และ L 

p r o t e  i n  ( 55,  56,  60)

ไน!! 1980 L e p p e r t  และคณะ ( 61 )  ไ fl เ สนอ รม เดลขอ งการ  

t r a n s c r i p t i o n  และ r e p l i c a t i o n  ไนแว ่ ค ื ว ่ าท ั ้ งสองกระบวนการดฯเน ิน 

ไยรดยอาส ั ยเอนไชมชนิดเส ี ยวก ัน และ N p r o t e i n  จะเป ็นต ั วควบค ุ มกระบวน 

การทั ้ งสอง กส่ าวสี อกั า N p r o t e i n  ฝ็บ?มาณมาก พอจ ะ เ จ ั า จ ั บ ตรง บ ! เ วพ  

i n i t i a t i o n  s i t e  ของ l e a d e r  gene แ ละ เอนไชมสร ั าง สาย  p o s i t i v e  

s t r a n d  RNA อ ป ็ า ง ร ว ด แ ว  กระบวนการท ั ้ เร ็ ’ยกว่ า r e p l i c a t i o n  ไนทาง 

กลับกันกั าฅวามเจ ั มจ ันของ N p r o t e i n  ตั ฯลง ท0าไฟ้ไม่ป ิ N p r o t e i n  ไยจับ 

flสาย RNA ผลกิคื อฝ็การ t r a n s c r i b e  ไห่ mRNA ชนิดตั างๆรวมทั ้ ง N-mRNA 

ชึ ๋ งจะ t r a n s l a t e  ไตั เป็น N p r o t e i n  ตัอไบ ผลกิคื อรบรส ีนจะฝ็ความ 

เจ ั มจ ั นส ู ง$นทำไห่ เก ิ ดกระบวนการ r e p l i c a t i o n  ดั งรูยคื  2

นอกจากทั ้ เอนไชม RNA p o l y m e r a s e  ย ั งสามารถคะตะไลซ 

( c a t a l y s t )  ไตั ถีง 6 บ^ก ิ f ยา ไสีแกั  การสร ั างสาย RNA ( RNA

s y n t h e s i s )  po 1 yadeny  1 a t  i on และอี ก 4 ยแกิ f  ยาค ื เก ิ ยวจ ั องก ั บการ 

c a p p i n g  (62)

เมึ ่ เอฝ่ านกระบวนการ r e p l i c a t i o n  ไตั v i r u s  RNA และ 

t r a n s c r i p t i o n  ไตั โบรส ีนตั างๆ ค ื เป ็ นรครงสร ั างของไวร ั สแล ั ว

r i b o n u c 1e o c a p s i d  นิ จะไตั  e n v e l o p e  จากเส ์ อ เชลส ่ ของ  h o s t  คืฝ็ 

g l y c o p r o t e i n  แทรกอสู ่  ( i n c o r p o r a t e )  หล ั งจากนนตั วไวร ั สคู กบลดยส่ อย 

ออกสู นอกเชลส ่ รดยว ิ ! !การค ื เร ็ ’ยกว่ า b u d d i n g  จากการส ื กษาต ั วยกล ั อง

คุ ลทรรศนิอ ี เลคตรอนพบว่ าฝ็  f o c a l  l y s i s  เกิ ดเป็นแห่ ง ๆ ตรงก ับตฯแหน ่ง 

คืฝ็ ไวรั สสะสมอสู ่  ( 63 )
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2 .5  M o l e c u l a r  b a s i s  o f  v i r a l  p a t h o g e n e s i s

การด ิ ดแอไวร ั สพิ ษส ุน ั ขม ้ า ทั ้ งไนคนและสัต i  ส ่ วนใหci)เ f iคจากการพิ ่  

ไวร ้ สเบ ้ าส ุ ร ่ างกายทางบาดแผลหร ื อรอยถลอก เ ม ี ่ เ อ แ อ H h  ส ุ ร ่ างกายแล ั วจะ

ตรวจพบแอานบร ่ เวณนั ้ นระยะหพ ิ ่ ง  Dean และคณะ ( 6 4 )  ท ดล อง ฉ ี ด แ อ  

f i x e d  v i r u s  เบ ้ าร ุ ง เท ้ าหy แลั วตั ดขาบ้ างนั ้ นออกภายใน 4 ซบ. ทฯทห้หy 

ไม่ปวยเป็นรรคพิษสุนัขบ้ า คณะของ S c h i n d l e r  ( 65 )  สามารถตรวจพบ 

แอนด ิ เจนรดยรร FAT ภายทน 6 ขม.หลั งฉี ด f i x e d  v i r u s  การ•สืกบา 

ในส ู กแฮมสเตอร ็ แรกเก ิ ดให ้ ความกระบ ้ างมากเนเม ี ่ ! อ  Murphy ( 3 ,  4,  66,  

67)  ฉ ี ดไวร ั สเบ ้ ากล ั ามเน ั ้ อขๆของส ู กแฮมสเตอร ็ แล ั วตรวจพบไวร ั สเพ ิ ่ มจำนวน 

ในกลั ามเนั ้ อบร ่ เวณนั ้ น เ ร ่ มจากเป ็ น เ ป ็ นจ ุ ด เ ร ื องแสง เส ื ก  ๆ านกลั ามเนั ้ อกิ อน 

ตั อมาเพิ ่ มขนาด เ น เป็นเป็นกสุ ม เม่ีเอนำไปตรวจฐต ั วยกล ั องจ ุ ลทรรศน ั อเลคตรอน 

พบไวร ั สออกจาก p lasma-membrane ของกล ั ามเน ั ้ อใดยการ b u d d i n g

การตรวจพบไวร ั สน ั ้ จะพบเป ็นระยะเวลาหพ ิ ่ ง  จากนั ้ นไวร ั สจะหายไท 

เป ็นระยะม ี ่ แร ื ยกว ่ า e c l i p s e  p e r i o d  ท ี ่ ! งระยะน ั ้ ไวร ั สอาจเร ่ มเด ินทางตาม 

แขนงประสาทส ุ ระบบประสาทส ่ วนกลางก ิ ไต ั  Baer  และคณะ( 6 8 ,  69)  พบว่ า 

ไ วร ั ส เ ด ิ น ทาง ต ั ว ยอ ั ตราแ วป ระ มาณ 3 มม.ต ั อ ชม.ในระยะน ั ้ บ ้ า เล ั นประสาท 

ค ู กตั ดออกกิ จะทำให้ล ั ตว ่ทดลองนั ้ นไม่ ด ิ ดแอ

ไวร ั สเด ิ นทางตามแขนงประสาทส ุ ระบบประสาทส ่ วนกลาง  และ เพิ ่ม 

จำนวนครงแรกมี ่ !ตำแหน่ ง s p i n a l  g a n g l i a  หรื  อ d o r s a l  r o o t  

g a n g l i o n  ที ่ รงสามารถตรวจพบไตัตั วยร่ ร ื  FAT จากน ั ้ นไวร ั สจะกระจายเบ ้ า  

ส ุ สมองส่ วนตั าง ๆ อย ่ างรวดเร ็ วรดยผ ่ านทาง  b r a i n s t e m



การแพร ่ กระจายของาวร ั สในระบบแระสาทส ่ วนกลางน ั ้ นรวดเว ั วมาก 

fl สำลัญคื อการแพร่ จากเชลส่หฉ้ งไบยั งอ ึ กเซลส่หนึ ่ ง ( c e l l  t o  c e l l  

t r a n s m i s s i o n )  หเอรดย t r a n s y n a p t i c  s p r e a d  4งฝ็หล ั กฐานจาก 

ก า ร fl I w a s a k i  และคณะ ( 70 )  ได ัทดลองในสูกหy รดยฉีด f i x e d  v i r u s  

จำนวนมากเ  ฟ้ าสมองแลั ว แอ แพร ่ ไ หอ ส ่ า ง รว ด เว ั ว  การแพร ่ ด ั งกส ่ าวฝ่ านทาง

r e t r o g r a d e  f a s t  a x o n a l  t r a n s p o r t  ( 2 0 0 - 4 0 0  ม ม . / ร ั น )  จาก 

การทดลองเด ั ยวก ั นฉ้  ย ั งสามารถตรวจพบไวร ั ส  b u d d i n g  ออกจาก p lasma 

membrane ใ น ร ะ ย ะ แ ร ก ข อ ง ก า ร ด ั ด แ อ  และพบไวร ั สใน i n t e r c e l l u l a r  

space ซ ึ ๋ งอาจเป ็ นย ั กทางหนึ ๋ งก ิ ไวร ั สสามารถฝ่ านไบส ุ เซลส ่ทงไกลและใกส ั ได ั  

นอกจากฉ้  ในการทดลองของ S c h n e i d e r  ( 71 )  รดยฉ ีดไวร ั สเฟ ้ าสมองหy 

แทนก ิ จะพบการด ั ดแอในเซลส ่ บร ื เ วถแฟ ้ มแทง กลับพบการดัดเ  เ อ เ ก ิ ด เ น ใ น

เซลส ่ สมองทงสองฟ้ างพว ั อม ๆ กัน,ในต'ฯแหน่ งกิตรงกัน แ ละ พ บก า ร ด ั ด แ อ ใ น  

ไขลันหลั งดั วย รวมทงจากรายงานของ  Kent  ( 75 )  $สามารถแยกไวร ั สจาก 

นั ำไขลันหลั งของ$ป่ วยรรคพิษสุนัขท้ าในระยะดันไดั  ทำใท้ค ื ดร ่ าไวร ั สน่ าจะ

กระจายทางนั ฯไขลันหลั งได ั ด ั วย อส ่ างไรก ิ ตามการแพร ่ทางนั ฯไขลันหลั งย ั งไป ่  

ได ั ร ั บการย ันย ั นจากการทดลองในระยะด ั อมานั ก

ไวร ั สก ิ เพ ิ มจำนวนในเซลส ์ บระสาทจะ เด ั นทางออกจากระบบประสาท 

ไบย ั งอร ั ยวะด ั าง ๆ ตามแขนงบระสาท ม ั กพบการด ั ดแอใน s e n s o r y

n e r ve  e n d i n g  ของฝ็ วหนั งบเ  เวณคืรษะซึ ่ ง เป ็นส ่ วนกิ ใกล ั ระบบป่ ระสาทสํ วน 

กลางมากก ิ ส ุ ดาด ั เสมอรดยเฉพาะๆนระยะท ้ ายของรรค นอกจากฉ้อว ั ยวะกิพบ

ไวร ั สรองจากระบบแระสาทค ื อ  ดั อมนั ำลาย

กส่ าวรดยสรุป่  การด ั ดแอไวร ั สพ ิษส ุน ั ขท ้ าในคนและล ั ตร ่ อาจแบ ่ ง  เป็น 

5 ระยะค ื อ 1) ระยะก ิ ไวร ั ส เฟ ้ าทางบาดแผลหร ื อเส ์ อบ ุ  2) ระยะก ิ ไวร ั ส เด ั น  

ทางจากตำแหน ่ งก ิ เฟ ้ าส ุ ระบบแระสาทส ่ วนกลาง ( CNS) 3) ระยะ เพ ิ ่ มจำนวน
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ดั งไสั กส่ าวแสั วว ่ า G p r o t e i n  ป ี บทบาทสฯค ัญต ั อการด ั ดแอ

เฟ ้ องจากรบรดั นนั ้ เป ็นส่ วนบระกอบของ s p i k e  ดั ไวรั สใสิ ฮดดัดกับ r e c e p t o r  

s i t e  บน s u s c e p t i b l e  c e l  1 (73)  ดั งนั ้ นสิ งปี ! ' ]พยายามสืกษาถึ งรครงสรื าง 

ระด ั บรมเลก ุ ล หf a  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  กับหว่ 'ทดัทางสิ วภาพของ

g l y c o p r o t e i n  รดยใสิ  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  Iรนต ั วจฯแนกหเอ 

ว เ ค ร า ะ ห  e p i t o p e s  ของรบรด ันร ่ วมก ั บการส ื กษารดยอากั ย p h y s i c a l  

mapping พบว่ า n o n - p a t h o g e n i c  s t r a i n  หรือ m u t a n t  ซ ึ ๋ ง เก ิ ดจากการ 

s e l e c t i o n  รดย i m m u n o l o g i c  p r e s s u r e  จากการทดลองใส ่  mono­

c l o n a l  a n t i b o d y  หลายตั วเส ิ น m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  194-2 และ 

248-8  พบว่ า n o n - p a t h o g e n i c  s t r a i n  ไม่ถูก n e u t r a l i z e d  ทงนั ้ เฟ้ อง 

จาก n o n - p a t h o g e n i c  s t r a i n  ป ี การแทนดักรดอะปี รน (amino  a c i d  

s u b s t i t u t i o n )  ดัตฯแหน่ ง 333 โดยเบส ื ยนจาก a r g i n i n e  เป็น

g l u t a m i n e  ใน CVS s t r a i n  และ a r g i n i n e  ถ ู กเบส ื ยนเป ็น i s o l e u c i n e  

ใน ERA s t r a i n  (74)  ช ึ ๋ งจะเป ็นไส ั ว ่ าแป ีฝ ็ การเบส ื ยนแบลงเพ ี ยงตฯแหม ่ งใด 

ตฯแหม ่ งหฟ ้ งของกรดอะฝ ็ รนจะส ่ งผลถ ึ งการเ  บสืยนแบลงคุณลักษณะของแอนดั เจน 

( a n t i g e n  c h a r a c t e r i s t i c )  และคุณสมบัดัทางสิ วภาพ ( b i o l o g i c a l

c h a r a c t e r i s t i c )  ของไวร ้ ส (75)

ในระบบบระสาทส ่วนกลาง 4) ระย ะด ัไ วร ัส เส ิน ท างออ กจ ากระบ บ บระสาท

ส่วนกลาง และ 5) ระยะส ุด ท ้าย เป ็น การด ัดแอของอว ัยวะอ ื ่น  ๆ นอกระบบ

บระสาท (72)

การส ื กษาเก ื ่ ยวก ั บการแทนดั  a r g i n i n e  ดัตฯแหนง 333 น้ัน ท'ฯ 

รดยเปร ื ยบเด ั ยบความสามารถของ  p a t h o g e n i c  p a r e n t  CVS และ n o n -  

p a t h o g e n i c  CVS ( m u t a n t )  ในแร ่ของการแพร ่  ( s p r e a d )  ออกจาก
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i n o c u l a t i o n  s i t e  ท ง ใ น ส ั ต ว ท ด ล อ ง  ( j j n  v i v o  ) แ ล ะ ห ล อ ด ท ด ล อ ง  ( i n  

v i t r o )

หลั งจากฉีด p a r e n t  CVS และ m u t a n t  H h  สมองหy (76)  

พบว ่ าไม ่ ป ี ความแตกด ั างของการ d i s t r i b u t i o n  ในเซลล ั สมอง แด ั จะด ั างใน 

เ ฝ ข อ ง ค ว า ม ร ว ด แ ว ใ น ก า ร แ พ ร ่ ก ร ะ จ า ย ใ บ ท ว ส ม อ ง  จฯนวนเซลส ่ สมอง ม่ืดั ด แ อ  

และระด ั บของการ เก ิ ด  c e l l u l a r  n e c r o s i s  รี ่ รงจะดั ฯลงานห ถูม่ื ฉีดดัวย

mu ta n t  ดัลมา Kucera  และคณะ ( 77 )  i n o c u l a t e  ไวร ั ส เฟ ้ าตาห^ บ?เวณ 

a n t e r i o r  chamber เพอร ี ่ ! จะส ื กษาถ ึ งการเด ินทาง^สมองของไวร ั ส พบว่ า 

p a r e n t  s t r a i n  ฝ็ เลันทางรี ่ ! เ $ าส่  CNS และฝ ็ อ ั ตราการ s p r e a d  ดั าง 

จาก m u ta n t  ใดยปี  p a r e n t  s t r a i n  จะผ ่ าน^ CNS ทาง o c u l o m o t o r  

f i b e r  ( n e r v e  3 ) ,  r e t i n o p e t a l  f i b e r  และ o p h t h a l m i c  n e r v e  

( n e r v e  V j )  ขณะปี m u ta n t  น้ัน p e n e t r a t e  ผ่ านทาง n e r v e  V 1 

IV1ทนั้น และพบว ่ าฝ ็ การด ั ดแอป ี เลนส ์ ด ั วย นอกจากนั ้  T o r r e s ( 78 )  และคณะ 

พบว่ าเมื ่ อ i n o c u l a t e  m u ta n t  ลงบนลินของหถู  mice แ อ จ ะ  r e p l i c a t e  

และ d i f f u s e  ออกจากบ? เวณปี i n o c u l a t e  มาก ก ิ อนป ี จะเด ันทาง^สมอง

สฯหร ั บการทดลองในหลอดทดลอง เพื ่ อสื กษาว่ าการ s p r e a d  แบบ 

c e l l  t o  c e l l  ของ m u t a n t  แตกด ั างจาก p a r e n t  s t r a i n  หร ั อไม ่ ( 78 )  

ใดยใ'ร mouse n e u r o b l a s t o m a  c e l l  ( c  1300 c l o n e  NA) เป็นแบบใน 

การส ื กษา เพราะสะ  ปี อน'ให ้เป ็นถ ึง n e u r o n a l  c e l l  ของลัตว ่ มากปี ส ุ ด จาก 

การทดลองพบว ่ า mu ta n t  ไม ่ สามารถ s p r e a d  ?}เซลส่ ใกลั เส ื ยงปี ย ั งไม่ฝ ็  

การดัด แอร ี ่ รงด ั างจาก p a r e n t  s t r a i n  3รอบกพร่องของ m u t a n t  นั ้ อาจ 

เป ็นผลมาจากการถ ู กแทนปีของกรดอะปี ในป ีต0าแหน่ง 333

กส ่ าวใดยสร ุบ p a t h o g e n i c  p a r e n t  CVS และ m u ta n t  นนฝ็ 

ความแตกด ั างก ันหลายบระการร ี ่ รงความแตกด ั างเหส ่ าน ั ้ อาจเม ื ่ องมาจาก f u s i o n
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f u n c t i o n  ของ G p r o t e i n  ไน m u t a n t  เ ง เ บส ์ ยน แ บล งไ บ จา ก  p a r e n t  

s t r a i n  กิไติ

2 . 6  การติด!Aอ

การต ิ ดต ิ อ ส ํ วนไหญ่ เกิ ดจากการทื ่ ถ ู กสั ตว ์ชึ ๋ งฝ็ เ$ 0 ไว 

ไวร ้ สผ ่ านทางน ้ ฯลายเ$าส ุ บาดแผลห เ อ รอยถลอกห เ อ เยอบุ  

อาจเก ิ ด เนไต ิ  กส ่ าวฅ ื อรดยการหายไจ จากการสืกษาพบว่  

ไนธรรมชาต ิน ั ้ นสามารถตรวจพบไวร ั สไต ิ ไนทาง เด ินหายไจ 

แ อ ไวรสรดยหยอดจบุ กของหนุ  mice  ส า ม า ร ถ ต ร ว จ พ บ แ อ

ร ั สก ั ดหเอ เส ี ยและ 

การติดติ อทางอื ่ น 

า ต ิ า ง ค า ว Àต ิ ด แ อ  

และ เมี ่ เอทดลองติด 

ไติมี ่ แอื ่ อบุจบุกและ

O 1f a c t o r y  bu 1 b

ส ่ ว น ก า ร ต ิ ด แ อ ร ด ย ก า ร ก ิ น น ั ้ น  S o a v e  ( 7 9 )  ท ฯ ก า ร ท ด ล อ ง ไ น ห น ุ  

m i c e  แ ล ะ พ บ ว ่ า ไ ว ร ั ส พ ิ ษ ส ุ น ั ข ป ้ า ส า ม า ร ถ ต ิ ด ต ิ อ ร ด ย ก า ร ก ิ น ไ ต ิ

ก า ร ต ิ ด ต ิ อ ข อ ง ร ร ค ร ะ ห ว ่ า ง ค น ก ั บ ค น น ั ้ น เ ป ็ น า บ ไ ต ิ ไ น ก ร ณ ี ข อ ง ก า ร ผ ่ า ต ั ด  

เ บ ล ื ่ ย น ก ร ะ จ ก ต า  ร ด ย ไ ต ิ ร ั บ บ ร ิ จ า ค ถ ู ก ต า จ า ก ส ี ย ? ว ิ ต ต ิ ว ย ร ร ค พ ิ ษ ส ุ น ั ข ป ้ า ( 8 0 )  

ส ่ ว น ก า ร ต ิ ด ร ร ค ร ด ย แ อ ผ ่ า น ท า ง ร ก แ า ไ บ ส ุ  e m b r y o  เ ก ิ ด ไ ต ิ เ ฉ พ า ะ ไ น ส ั ต ว ์

เ V n น ั ้ นไนมน ุ ษป ็ ย ั งไม ่ ฝ ็ ร  า ย ง า น ว ่ า ฝ ็ ก า ร ต ิ ด  แ อ ไ น ค ร ร ก ั
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2 . 7  L a b o r a t o r y  d i a g n o s i s

การตรวจหาไวร ั สพิษส ุน ั ขบ ้ าทางฟ้ องบแบ้ด ั การฝ็ ความส0'าคัญมาก เฟ้อ 

เป็นการวิ  นั จฉ้ยแยกจากรรฅทั ่ ทำ'ใ ฟ้ เก ิ ดอาการทางสมองฟ ้น ๆ 4งปีลักษณะ 

คลั ายคสื งกัน รดยเฉพาะอย ่ างร ่ งไนกรส ื เของ P a r a l y t i c  r a b i e s  ๆเงปี 

ล ั กษณะคส ั ายรรคประสาทล ั วนบลายอ ั กเสบ สำหรับการตรวจนั ำไขลันหลั งๆนเ(เ

ปวยรรคพิษสุนัขฟ้ ารดยทั ่ 'วไบ ( 8 )  มั กไม่พบการเบลื ่ ขนแปลงทั ่ เด ั นชัด เช่น พบ 

แรงดันสุ งแนเส ั กนั อย จฯนวนเซลส ์  ระด ับนั ำตาล และระด ั บรบรด ั นเบส ื ยนแปลง 

ฟ้าง แดัมักอยู ่ ๆนเกณฑปกดั  ยกเร ั นรายทั ่ ป ี การอ ั กเสบของเฟ ้ อฟ ้ มสมองร ่ วมด ั วย 

ป ึ งพบจำนวนเป ็ ดเส ื อดขาวส ุ งแน 4งอาจส ุ งก ั ง  125 เ ซ ล ล ั / ม ม 3

การตรวจทั ่ จะช่ วยวินั จฉัยรรคพิษสุนัขฟ้ าฝ็หลายว!) เช่น v i r u s

i s o l a t i o n ,  FAT จากลั งล ั งตรวจอันไดั แก ั  เแอสมอง นั ำลาย หรัอฝ็ วหนั ง 

เ ป็นดัน

ไนปี  ค ศ . 1903 A 1 de 1c h i  N e g r i  ได ับรรยายกั งล ั กษณะของ

i n c l u s i o n  body ทั ่พบอยู ่ ไนซัยรตบลาสมของ เซลลับระสาททั ่ ด ั ดเชั อ าเงด ั อ มา 

ไดั ร ั บé อร่ า N e g r i  body ตาม$ ดันพบ N e g r i  body  จัดเป็นลักษณะ

p a t h o g n o m o n i c  ของรรคทั ่ ป ี ขนาดประมาณ 2 - 30  ท1ท. ร ู ปร ่ างกลมหร,อรูปไข่  

ด ั ดส ื บ ่ วงแดงเฟ้ อฟ ้ อมดัวย S e l l e r ' s  s t a i n  การตรวจพบ N e g r i  body  ไน 

เ แ อ ส ม อ ง แ ก ั อ เป็นลักษณะจำเพาะทั ่ ไชั ไนการวินิ จฉั ยรรคพิษสุนัขบ้ ามาจนกระทั ่ งกั ง 

ปี 1958 แด ั เฟ ้ องจากการ ฟ ้ อมดู N e g r i  body นนป ีความไวอย ู ่ ระหร ่ างร ั อยละ 

50 - 60  (81 ) ดั งนนปึ งฐกแทนทั ่ ด ั วยการทดสอบอนทั ่ ไฟ้ผลแม่นยำกร ่ าเช่น FAT, 

MIT,  d o t  i m m u n o b l o t ,  RTC IT  และ RREID เป็นดัน นอกจากแการ 

ตรวจไวรั สพิษสุนัขฟ้ ารดยาชั เทฅนัค n e s t e d  PCR ยั งเป ็นทางเส ื อกทั ่ ด ั สำหร ั บ 

ช่ วยวินั จฉัยรรคสืกทางหฟ้ งดั วย
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2 . 7 . 1  F l u o r e s c e n t  A n t i b o d y  T e s t  ( FAT)

FAT ถ ู กนฯมา,ใช่ตงแฟ้ปื  1950 รดย Coons และ K a p l a n  ( 82 )  

แ ล ะ 1$พัฒนาไช่ f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  รอม t i s s u e  ฟ้าง ๆ 

มากมาย ( 83 )  ฟ้อมาปี  1973 Dean และคณะด ัดแบลงแรไข FAT จน 

สามารถใช ่ เป ็ นว ิ เการตรวจไนห้ องบป ็บ ั ด ั การท ั ่ วไบไต ั  ( 84 )

FAT เป็นวิ ! )ทดสอบทางสิ มถูน กระท0าไตั รดยาช่แอนดันอดีฟ้ อไวรั ส

พิบ สู นัข บ้า ดัด ฉลาก ดัวย สาร เ ร' อง แสง บาง ช!เด เช่น f l u o r e s c e i n  i s o t h i o ­

c y a n a t e  และแอนด ั บอด ี ป ี ด ั ดฉลากต ั วยสารแองแสงป ิ จะ เกาะก ั บแอนด ั เจนของ 

ไวร ั สบนสไลฟ ้ เส ์ อถ ู ต ั วยกล ื องช ุ ลทรรศนแองแสง ( f l u o r e s c e n c e  —

m i c r o s c o p e  ) จะไห ้ แสงส ื เป ี ยวอมเหล ื อง  จากการส ื กษาของห ้ องบแบ ัด ั การ 

A l b a n y  ส หร ั ฐอ เม เ กา  ระหว ่ างป ี  1966-1970 รดยทดสอบก ั บสมองจฯนวน

15,000 ตั วอย่ าง พบว ่ าต ั วอย่ างป ี าห้ผลบวกตั วยว ิ เป ิ  802 จากตั วอย ่ างป ี บวก 

จริ ง 804 ตั วอย่ าง ชึ ่ งฝ็ เพยง 2 ต ั วอย่ างเท่ านนปี ไห้ผลลบ และนอกจากป ี  

FAT ย ั งไช ่ ตรวจล ื งส ํ งตรวจซป ีดอนนอกเหป ี อจากเส ิ อสมองไต ั  เช่น ฟ้อมปี ฯลาย 

และฝ็ วหนั ง เป็นตัน (85)  จากการส ื กษาของสถาบ ัน F r e n c h  N a t i o n a l  

R e f e r e n c e  C e n t e r  f o r  Rab ie s  เ บ เยบเป ี ยบ  FAT กับ RTCI T  รดย 

ตรวจก ันต ั วอย ่ างจำนวน 15 ,248 ตั วอย่ าง พบว่ าฝ็ความสั มพันธกันปี งร ั อยละ

99 .75  และไม่พบว่ า FAT ปี f a l s e  n e g a t i v e  ( 86 )

กลื าวรดยสร ุบ FAT เป ็นว ิ เป ็ สะดวก ร ว ด แ ว  และท่ าไช่ช่ ายไม่  

สูง แฟ้ อย่ างไรป็ตาม ไนกรณีของคนป ีคาดว ่ าไต ั ร ั บแอ (human e x p o s u r e )  

ส ื งสงตรวจป ี ไห้ผลลบตั วยว ิ เป ี ย ั งต ั องตรวจฝืนย ันต ั วยว ิ เอนฟ้อไบ
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2 . 7 . 2  Mouse I n o c u l a t i o n  T e s t  (MIT)

การทตสอบรดยฉีดเข ้ าส ั ตว ์ ทดลอง สามารถไข้ ส ั ตว ์ ทดลองหลายชนิด 

เช่น กระฟ้ าย หy ขาว และแสมสเตอร ิ เป ็ นต ั น ไนป็  1935 We b s t e r  และ 

คณะ( 87 )  แ ยก แ อไ ว ร ั ส โ ด ย ฉ ี ด เ ข ้ า ส ม อ ง ห y ขาวพันธุ  Swiss  a l b i n o  เพราะ 

หy ข า ว ไ ว ฟ ้ อ ก าร ร ั บแ อ  แพร่พันธุ ไตั รวดเร ิ ว เล ั ้ ยงร ่ าย ชึ ๋ งเป็นคุณสมบัติ ทื ่

เหมาะแฟ้การไข้ทดลองไนห้องบป็บ ั ต ิ การ

ว ิ !?ฉีดไวร ั สเข้ าสมองหy ขาวนิ  องฟ ้ การอนาม ั ยโลกไต ั แนะนๆไห ้ เป ็ น 

วิ ธีฟ้ ไข้ตรวจยันยันผลของ FAT มาตงแฟ้ปี  1973 ( 8 8 )  และบั จคุบันสถาน 

เสาวภา สภากาชาดไทย ยั งคงไข้วิ ธีฟ้ อยู ่  เ ฟ้ องจากเป ็นว ิ ธ ีฟ ้ ม ั ความไวสู ง

สามารถตรวจแยกแอฟ ้ม ั บร ิ มาฌห้อยจากต ั วอย ่ างฟ ้  FAT ไห้ผลลบไตั  ส ิ งสงตรวจ 

ฟ้ ไข ้ นอกเหนิ อจากเฟ้ อสมองแส ั วย ั งสามารถตรวจไต ั จากเฟ้ อเย ี ่ [อชนิดอน เช่น

ฟ้อมห้ ฯลาย เป็นตัน

MIT เป็นวิ ธี ฟ้ ร่ าย ฝ ็ ความไวและความจฯ เพาะส ู ง  แฟ้ตั องไข้

เวลานานฉ ี งจะทราบผล เฟ้ องจาก s t r e e t  r a b i e s  v i r u s  มั ระยะพักตั ว 

บระมาณ 7 - 20  วัน ร ี ่ เ งบกต ิ จะต ั องเผ ั าส ั ง เกตอาการท ุ กว ั นเป ็นเวลา 28 วัน 

หลั งฉีดไวริ 'ส

2 . 7 . 3  Dot  immunoassay

การตรวจทางน้ ฯเหล ี เอง เป ็ นการตรวจเฟ้ อหาระด ั บแอนติบอต ิฟ้ อน

และหลั งการฉีดว ั คข้น อาจไข้ ไนการพิส ู จน์ สายพันธ ุหร ิ อส ื กษาไนแร ่ของระบาด

วิทยา แฟ้ ไม ่น ิ ยมไข้ เฟ ้ อการว ิ น ิ จฉ ั ยการต ิ ดเฟ้ อเพราะเฟ้ อม ั การส ั มผ ั สโรคม ั กจะ

ตรวจไม่พบแอนติบอติฟ้ อเฟ้ อเฐม่ วยเร ิ ่ มม ั อาการแลั วฉี งตรวจพบแอนติบอติฃึ ๋ งจะสู ง
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ฃนเรี ่ 'อย ๆ จนถ ึ งระยะส ุ ดฟ ้ ายของรรค แ ri พบไดั เพี ยง 1 ไน 3 ของ$ ป่วยทั ่ ง 

หมด

การตรวจทาง  

สัต'ไ ทดลอง เช่น ห!เขา 

เพาะเล ํ ้ ยงนน S m i t h ,  

F l u o r e s c e n t  Focus 

ผลการทดสอบได ั ใน 24 

วิ? mouse n e u t r a l i z

{ เำ เหล ื องน ิ ยมไเว ิ ?  n e u t r a l i z a t i o n  รดยทฯไน 

ว ห? อใ นเ ซล ล ื เพ าะ เล ย ง  สำหร ั บการทดสอบานเชลส ่  

Yager  และ B a e r ( 8 9 )  ไดัพัฒนา R ap i d  

I n h i b i t i o n  T e s t  ( RFF I T ) ใน ิ สามารถรายงาน 

ชม. และในิผลดั เ  ท่า เนิ ยมกับการหาระดับฎนิฟ้ มกันรดย 

a t i o n  t e s t

H e b e r l i n g  และคณะ 

ใเสำหร ั บตรวจหาแอนด ั บอด ั  พบวิ า

( 9 0 , 9 1 )  ไดันำ d o t  immunoassay มา 

น ิ ความไวและความจำ เพาะส ู ง

แสัว หน่ว 

ตรวจหาแอ 

สมองบ? เ ว 

88 ชึ ๋ งจะ 

ทดสอบทั ่ จะ

นอกจาก do t  immunoassay จะใเตรวจหาแอนด ับอส ื ในน ิ ำ เหล ื อง  

ยวิ จั ยและพัฒนา สภากาชาดไทย ( 92 )  ไดัพัฒนาเป็นวิ ?นิ ใเสำหรับ 

นดั เจน'ของไวร ั ส จากการว ิ จ ั ยพบว่ า ก ั าส ื งสํ งตรวจนั ้ นเป็นเทั ่ อ 

ณ b r a i n s t e m  จะน ิ ความไวร ั อยละ 100 แ ละ คว ามจ ำ เ พา ะ ร ั อ ยละ  

เน ินได ั ว ่ าไม ่ สามารถนำมาทดแทน FAT ห?อ MIT ไดั  แนิ ว ่ าว ิ ?การ 

ใ แ ว ล า เ พ ี ย ง  6 ชม.ป ็ ตาม

2 . 7 . 4  Rab i es  T i s s u e  C u l t u r e  I n f e c t i o n  T e s t  ( RTCI T )

รดยทั ่ วไป MIT ใ เ สำหร ั บทดสอบ ร น ยันผลลบจาก FAT แดัน ิ เอเส ื ย 

เร ี ่ ' องเวลาด ั งได ั กส ่ าวแสัว สำหรับ RTCIT เป็นอีกการทดสอบหทั ่ งทั ่ สื  เทั ่ อง 

จ า ก ไ แ ว ล า เ พ ี ย ง  48 ชม. ไนเซลส ่ เพาะ เล ื ยงชน ิ ด  baby h a m s t e r  k i d n e y  

c e l l - 2 1  ห?อ BHK-21 ( 93 )  จากการทดลองในระยะแรกพบว ่ า  RTCIT 

เป ็นทารทดสอบทั ่ น ิ ฅวามไวเท่ าก ั บ MIT แด ั จากการส ื กษาด ั อมาบ ่ งเว ่ าต ั วอย ่ าง
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ปี เน ่ าสลาย (decomposed samp le )  จะฝ็  i n h i b i t o r y  s u b s t a n c e  ซ่ึง 

สามารถรบกวนการทดสอบป ิ ไต ั

ปี 1987 Rudd และคณะ ( 94 )  เปร ี ยบเป ี ยบความไวของการตรวจ 

ไวร ั สระหว ่ าง  BHK-21 กับ n e u r o b l a s t o m a  c e l l  l i n e  ( c  1300)  พบ 

ว่า n e u r o b l a s t o m a  c e l l  l i n e  ให ้ ความไวส ู งก i า เ ชลส ์ เพาะ เ ส ื ยงชน ั ด  

แรก แติ อย่ างไรกัตามอีก 2 ปิติ อมา Rudd ( 9 5 )  ราย งาน การตรว จไว ร ั ส  

รดยใ# n e u r o b l a s t o m a  c e l l  l i n e  ว ่ าป ี #อจฯก ั ดเฟ ้ อใ#ตรวจต ั วอปางป ี ป ี ง  

ไวั  3 วัน

2 . 7 . 5  Rap i d  Rab i e s  Enzyme Immunod i a g n o s i s ( RREI D )

P e r r i n  และคณะ( 96 )  ไต ั พัฒนาว ิ ร ี การตรวจ่หาแอนติ เจนของ

ไวร้สพัษสุนัขบ้ ารดยอาสัย enzyme l i n k e d  i mmunosor ben t  a s sa y  หรีอ 

ELISA แบบ s a nd w i c h  t e c h n i q u e  จากการทดสอบในห้ องป! !บ ั ต ิ การ 6 

แห ่ งรดยเปร ี ยบเป ี ยประหว ่ าง  FAT และ RREID พบว่ าฝ็ความสั มพันธรั อยละ

8 9 . 7 - 9 9 . 2

ว ิ ร ี น ั เหมาะก ั บห้ องปบ้บ ั ต ิ การป ี ไม ่ ฝ ็ กก ั องจ ุ ลทรรสนั เร ี องแสงหร ี อจฯนวน 

ตั วอย่ างปีบร ิ มาณมาก ซ่ึง RREID เป็นอี กวิ ! ]หนึ ๋ งปี อาจนๆมาทดแทน FAT ไตั 

แต ั ย ั งไม ่ สามารถนๆผลเฟ ้ อมาใ#ต ั ดส ืนใจในการให ้การร ั กษาไต ั  เฟ้ องจากยั งป ี

ความไวต ิ ฯกว ่ า FAT
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2 . 7 . 6  N es t ed  P o l y me r a se  c h a i n  R e a c t i o n  

( N es t ed  PCR)

ความฟ้ าวหน้ าทางพันธ ุ สาสตร ์ ระด ั บรมเลกล ไดั ร ุ ดหน้ าไปมากรดย

เฉพาะเทคนิคต ้ าน r e c o m b i n a n t  DNA และด ั านพันธ ุ ว ิ สวกรรม ทำไน้นัก 

ว ิ ทยาศาสตร ์ฝ ็ ความร ั ความเข ้ าใจส ื ฐ ่ งฃ ํ ้ นเก ั ยวก ั บการก ั ายทอดทางพันธ ุ กรรมและ 

วิ ว ัฒนาการของลั งฝ็ข้ ว ิ ต ตลอดจนสาเหตุของรรคทั ่ มนุษปีกำลั งเผข้ญอยู ่  รวมทั ่ ง 

การแสวงหาแนวทางฟ ้ องทนและบำบ ั ดร ั กษารรคด ั อไป

เทฅนัค p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  (PCR) เฟ้นวิ ! )การเพิ ่ ม 

DNA ไนหลอดทดลอง ค ื ด^นรดยนักว ิทยาสาสตร ์ชาวอเมร ิ ก ั น$ อ K a r y

Mu 1 l i s  เฟ้อปี  1985 (97 ,  98,  99)  ร ี ่ ! งหล ั กการเร ิ ่ มจากการเล ื อกข้ นสวน 

ของ DNA ท ื ่ ต ้ องการเพ ิ ่ มจำนวนและล ั งเคราะฟ ้  DNA เร ิ ่ มดันทื ่ จฯเพาะ 

( s p e c i f i c  p r i m e r )  นิปีขนาดประมาณ 15-30 n u c l e o t i d e  ( 100)  

รดยฝ ็ ลฯด ั บเบส c o m p l e m e n t a r y  กับ DNA สวนหั วและน้ ายของ gene ฟ้ เรา 

ต ้ องการเพิ ่ มจำนวนนน เฟ้ อใน้ความร ั อน 9 4 ° c  กับสาย DNA หริอ

s t a r t i n g  t e m p l a t e  จะท0าใน้ DNA 2 สายแยกออกจากก ัน เป ี ดทางไหั  

s p e c i f i c  p r i m e r s  เข้ าจับกับ DNA แต้ ละสายทั ่ อ ุณหฏปีพอเหมาะ รี ่ !งนับเฟ้น 

ช ุ ดเร ิ ่ มต ้นของการล ั งเคราะห ั สาย DNA และการล ั ง เคราะห ั ท ั ่ จะดำเน ิ นไปไต ้  

รดยอาก ั ยเอนไซม Taq DNA p o l y m e r a s e  ทั่ อุณหฎปี 7 2 ° c  เฟ้ อการ

ล ั ง เ คร าะ ห ั เ ส ! จล ั นลง ไน รอ บแ รก จะ ไต ้  DNA 2 รม เ ลก ล และจากหลักการทั ่  

จะเฟ้นไต้ ว ิ า ฟ้ าเร ิ ่ มต้นจาก DNA I copy เฟ ้ อฝ ่ านกระบวนการล ั ง เคราะฟ ้  

DNA ไนรอบ ท่ั ท จะทำไน ้ ไต ้ รมเลก ุ ลของ DNA เพิ ่ มมาก^นเฟ้นทวิ ฐณ คือ 2ก 

รดยทั ่ วไปการเพิ ่ มปร ิ มาณ DNA รดยเทคนิค PCR น ิ จะทำประมาณ 20- 30  

รอบ รี ่ !งจะไต้  DNA จำนวนมากหลายพ ั นส ั านรมเลก ุ ลภายไนเวลาเพ ี ยง  2 -3  

ช ม . เ น้า น้ัน (10 1)
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จึ งนับว ่ าเทคฉค PCR ป ี บระรยชน ั มากสฯหร ั บการตรวจหาสาร 

พันธุ กรรมของชุล?พจากลิ งสงตรวจพิ ่ ป ี ปร ิ มาณห้อย ชึ ๋ งจะป ีบระรยชนมหาศาลฟ้อ 

การช่ วยร ิน ั จฉับทางการแพทปี ในอนาคต

ดั งไดั กส่ าวแลั วว ่ า nue 1e o p r o t e i n  gene 

เป็น gene คื ฝ็ลักษณะอนุรักษ์  ( c o n s e r v a t i v e  gene)  

RNA ค ื เราด ั องการเพ ิ ่ มจฯนวน ( t a r g e t  r e g i o n )  คือ 

gene 4งฝ็{]บโเ v i r a l  RNA genome และ N-mRNA

ของไวรัสพัษสุนัขบ้ า 

( 2 4 )  ดั งนั ้ นสวนของ 

nue 1e o p r o t e  i n

เส์ องจากไวรั สพิษสุนัขบ้ าปี  genome เป็น RNA จ ึ งจฯด ั องเบส ื ยน 

RNA ไห้ เป็น cDNA เสืยฟ้อน รดยอาล ัย p r i m e r s  และบเ)กิ ร ิ ยา r e v e r s e  

t r a n s c r i p t i o n ,  p r i m e r  ตั วแรกนนฝ็4อว่ า TH1 ช่ึง c o m p le m e n t a r y  

กับบลาย 3 ’ ของ N gene บน RNA genome พิ่ ฝ็ลักษณะ เป็น n e g a t i v e -  

s t r a n d  RNA สวน p r i m e r  TH2 c o m p l e m e n t a r y  กับปลาย 3 ’ ของ N 

gene บน p o s i t i v e - s t r a n d  RNA และ N-mRNA cDNA คืคูกสรั างนั ้ นนั  

ร?เป็นแม่พิ มพัหริ อ t e m p l a t e  สฯหร ับการเพิ ่ มปร ิ มาณ DNA รดย เทคนัค PCR

Nes t ed  PCR หริอ d o u b 1 

( p r o d u c t )  พิ ่ ไดั จาก PCR ครั ้ งแรก 

นอกจากจะเพ ิ ่ มความไวแล ั วย ั ง เป ็ นการ 

ดัวย (รูบพิ่  3)

e PCR เป ็นการเพิ ่ มจฯนวนของผลิตผล 

รดยเพ ิ ่ ม เฉพาะสวนรนของ?น gene ฃ๋ึง 

ป ีนย ันความจฯเพาะและความถ ู กด ั องอ ี ก

เ ทคนัฅ

องคืบระกอบทสฯคัญ 

n e s t e d  PCR ไดัแฟ้

พิ ่ ม ื ผลฟ้อความจฯเพาะ และความถ ู กด ั องของ 

s p e c i f i c  p r i m e r s ,  PCR b u f f e r s ,
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Taq DNA p o l y m e r a s e  และ dNTP ดั งจะไตักส่ าวฟ้ อไ! !

P r i m e r s

P r i m e r s  คอ DNA สายสัน ๆ ขนาด 15-30  n u c l e o t i d e s  

( 100)  ม ี บทบาทสฯค ั ญทนการกฯหนดความสฯแจของการเพ ิ ่ มจฯนวน DNA

กส่ าวคือ ตัลง c o m p l e m e n t a r y  กับ gene เป ้ าหมาย คุณสมนัตัของ p r i m e r s  

รดยทั ่ วไปแส ื วม ี ความเ^มต ัน 0 . 1 - 1 . 0  UM, GC c o n t e n t  บระมาณเอยละ 

5 0 - 6 0 ,  ไม่ f o r m  ตั วเป้น p r i m e r  d i m e r  หเอ s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  

เช่น h a i r  p i n  เป้นตัน ( 101)  ‘

P r i m e r  sequence ทั ่ ไตั สฯหรับการวิ จ ั ยมีพั จารณาจาก N gene 

ของไวร ั สสายพันธุ  P a s t e u r  หรือ PV s t r a i n  (รูปทั ่  4)  รดยทั ่  p r i m e r  

$นอกนน ไตัแม่  TH1 มี GC c o n t e n t  เ อ ย ล ะ  53 บระกอบตั วย 17 

n u c l e o t i d e s  ดั งมี  5 ’ -CTACAATGGATGCCGAC-3’ ( 6 6 - 8 2 )  และ TH2

มี GC c o n t e n t  เ อ ย ล ะ  44 ประกอบตั วย 18 n u c l e o t i d e s  คือ 5 ’ -  

GAGTCACTCGAATATGTC-3 ’ ( 1 4 0 2 - 1 4 1 9 )  สฯหรับ p r i m e r  $ไนนน ไตั

แม่ TT3 มี GC c o n t e n t  เ อ ย ละ  58 บระกอบตั วย 19 n u c l e o t i d e s  คือ 

5 ’ -GACATGTCCGGAAGACTGG-3’ ( 3 1 9 - 3 3 7  ) และ TT4 ชึ๋ งมี GC c o n t e n t  

เ อ ย ละ  55 ประกอบตั วย 20 n u c l e o t i d e s

GTATTGCCTCTCTAGGGGTG-3’ ( 8 2 3 - 8 4 2 )  ตามลฯดับ

คือ 5 ’ -
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CG Ç AI I 26 I
RNA

AAT AAT CAG GTG GTC TCT T1G AAĜ CCT GAG ATT ATC GTG GAT
[

CAA
——N mRNA
TAT GAG TAC AAG

.ap
TAC

Ala
CCT

Aep
GCC

Lye
ATC

Ile
G

AAA

Val
176GAT

Phe 
TTG 1A » ทA an Gin Va l l'a l Sar Leu Lye Pro Glu lia Ile l'ai AepCln Tyr CI.I Tyr Lye Tyr ProA la Ile Lya AepLeu

ccc TGT ATA ACT 200CTA GGA AAG GCT CCC GAT TTA AAT AAA GCA TAC AAG TCA GTT TTA TCA TGC 260ATG AGC GCC GCC AAA 1Pro Cy lia Thr La นCly Lye A la Pro AapLeu A a ทLyaA la Tyr LyaSer Val LeuSar Cya Met ร* r A l a A l aLy 6 .
CCT GACHAT GT A TGT TCC TAT TTG GCG 300GCG GCA ATG CAG TTT TTT GAG GGG AC» TM CCG GAA GAC T GG ACC AGC TATProAspAap Va l Cya Ser Tyr LeuA la A la A la Ma t Gin PhePha Clu Cly TAr Cy* Pro GluAep rrp Thr Ser Tyr
GTG ATT GCA CGA AAA GGA GAT AAG ATC ACC CCA GGT TCT CT6 GTG 40CGAG ATA AAA CGT ACT GAT GTA GAA 6GG*»»T TGGVal lia A la Arg Lye Cly AapLye Ile 7>ir Pru Cly ร*r Le นfa Z Clu Ile Ly* Arp Thr Aap fai Giu Cly Aen Trp
ACA GGA GGC AT G* GAA CTG ACA AGA GAC ccc ACT GTC 476CCT GAG CAT GCG TCC TTA GTC GGT 600CTT CTC TTG AGT CTG TATThr Cly Gly Ma t Cl นLeu Thr Arg Aap Pro TAr Val Pro Clu nia A la ร*r Leu Val Gly La UL* น Leu Sar Leu Tyr
»GC*AA» ATA TCC GGG CAA AGC ACT GGT ssoAAC TAT AAG ACA AAC ATT GCA GAC AGG ATA GAG CAG ATT TTT GAG ACA GCC5Ser lya lia Sir Cly GinSar Thr Gly AenTyr Lya Thr Aen lia Ala A*p Arg Ile Glu Cln Ile Phe Clu Thr A la
GTT AAA ATC GTG GAA CAC 6 21 CAT ACT CTA ATG ACA ACT CAC AAA»K*TGT GCT AAT T GG AGT ACT ATA CCA AAC TTC AGAVal lya lia Val Glu nia nia Thr La น Met TA r Thr #i* Lye Mat CyaAla Aen Trp ร*r Thr / i * Pro Aar, Phe Are

GCC GGA ACC 700TAT GAC ATG TTT TTC TCC CGG ATT CTA TAT TCA GCA ATC AGA GTG7GGC ACA GTT GTC ACT GCTA la Cly Thr Tyr AapMat PhaPheSer Arg Ile Clu Al* Leu Tyr Ser Ala Ile Arg fai Cly Thr fai Vcl Thr A la
776GAC TGT TCA GGA CTG GTG TCA TTT 600ACT GGG TTC ATA AAA CAA ATC AAT CTĈ ACC GCT AGA GAG GCA ATA CTA TAT S60TTCAepCyaSar Cly La นl'ai Sar PheThr Gly Phe ท * Lya Gin Ile AenLa น Thr Ala Arg Clu Aia Ile Leu Tyr Phe
AAG AAC TTT GAG GAA GAG?ATA AGA AGA ATG TTT GAG CCA 900GGG CAG GAG ACA GCT GTT CCT CAC TCT 9 26 TAT TTC ATC CACly Aen Pha Glu Glu c lu I la Arg Arg Met PheClu Pro Cly Cln Clu Thr Ala Val Pro Lie Ser Tyr Phe / i £ ni 6
TCA CTA GGC*TTC AGT GGG AAA TCT CCT TAT TC»STCA AAT GCT GTT GGT CAC GTG TTC1 000 AAT CTC ATT CAC TTT GTA GGAร« r leu Cly LeuSar Gly Lye Ser Pro Tyr Sar Sar Aen Ala Val Gly Hie Val PheAen Leu Lie Hie Phe Val Cly
AT G 6GT CAA GTC AGA TCC CTA 10S0 AAT GCA ACG GTT ATT GCT GCA TGT GCT1076CCT CAT GAA ATG TCT GTT CTA GGG 1100 . GGC TATMa t Cly Gin l'a l Arg Ser Leu AenA la Thr l'ai /i* A la A la CyaAla Pro nie Clu Mc t Ser fai Leu Cly Cly Tyr

GAG GAA TTC TTC 1121 GGG AAA GGG ACA TTT GAA AGA AGA TTC1160TTC AGA GAT GAG AAA GAA C TT CAA GAA TAC GAG GCG GCTGlu Glu PhaPhe Gly Lye Gly Thr Phe Giu Arg PhePheArg Aep Clu Lye Glu Le นCln Giu Tyr Clu A i a A la
ACA AAG200ACT GAC GTA GCA CTG GCA GAT GAT1226GGA ACT GTC AAC TCT GAC GAC GAG GAC60TAC TTC TCA GGT GAA ACC AGAThr lye Thr Aap l'ai A la Le นA la A B PAap Cly TLr Val AonSe r Aep Aep Glu AepTyr PheSer Cly Cl น7Ar A rg

GAA GCT GTT TAT ACT CGA ATC1300ATA ATG AAT GGA GGT CGA CTG AAG AGÂ TCG CAC ATA CGG AGA TAT GTC 1360 TCA GTC AGT
GluA la l'a* Tyr Thr Arg I le Ile Met Aen Gly Cil/ A rg Leu Lya '''•ะ/ Scr nie Ile A rg Tyr fai Sc r fa i ScrGlu A la Val Tyr Thr Arg Ile Ile Met Aen Cly Gly Arg leu Lyu Arg Gcr HÏB Ile Arg Tyr Val Scr l'a Z Scr 6cr
CAI CAA GCI Cg/ cCA AAC TCA TTC GCC GAG ITT CTA AAĈ AAG ACA TAT TCG agi GAC TCA T AA'gAAGTTGAAT AACAAAATGCCGGAA»'HÏB Gin Ala Arg Pro Aon 1er l'he A la Glu l'he Leu Ar.n Lya Thr Tyr Srr Scr Ar.p Scr •*»HÏB Gin Ala Arg Pro Aon Ser l'he Ain Glu l'he leu Ar.n lu0 Thr Tyr Srr Scr Ar.p Scr
ctacggattgtgtpuatqcatcatgaaaaaaaCt  aacacccctcctttcg. ..

N mRNA—— I L -^M 1 mRNA

รบฟิ  4 แสดง nue 1 eo t  i d  

p o s i t i v e  s t r a n d  

v i r u s  สา!)พันธุ  Pa

e sequence ของ

ed DNA ขลง 1til) i e

St eu r
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PCR b u f f e r

รดยทั ่ วไป PCR b u f f e r  ประกอบด ั วยสารด ั าง   ๆ ดังปี  50 mM 

KC1, 10 mM T r i s - H C l  pH 8 . 3  ท่ั 20°c I n i s  (102) พบ' 

หากความเ'ห้ ม'ห้นของ KC1 เกิน 50 mM แสัว จะย ั บย ั ้ งการทฯงานของ

เอนไซม่  Taq DNA p o l y m e r a s e  ไดั

เท ั ่ องจากเอนไซม ่  Taq DNA p o l y m e r a s e  ปี เกิน magnesium 

dependent  enzyme กส่ าวคือ เอนไฃม ่ จะท0'างานไ$ดั อเส์ อปั  magnesium 

i o n  (Mg2 + ) ( 100)  ไนป!มาณทั ่ เหมาะสม ร ะ ห ! า ง  0 . 5 - 2 . 5  mM หาก 

ไ'!ร d i v a l e n t  i o n  อึ๋น เช่น manganese i o n  ห!อ  c a l c i u m  i o n  แทน 

magnesium i o n  พบว่ า การเพ ิ ่ มจฯนวน DNA จะลดลง  ห!อไม ่ฝ ็ การเพ ิ ่ ม 

ของ DNA ตามลฯดับ (103)

นอกจากปี สารด ั าง ๆ ไนกส์ม c h e l a t i n g  a gen t  เช่น EDTA ไน 

DNA sample ห!อสารทั ่ ป ็ ประชุ ลบ เช่น ฬอสเฬต จาก dNTP สื วนฝ็ผลดัอ 

f r e e  magnesium i o n  ทงสืน

Tag DNA p o ly m e r a s e

ไนระยะแรกของการพ ัฒนาเทคป ีค PCR นน เกิ ดปัญหาสำคัญประการ 

หทั่ ง ค ื อการไ'^ความ!อนส ู งเพ ิ ่ อทำไห ้  DNA แยกออกเป ็น 2 สาย ไน 

สภาวะท ั ่ ไช ่ ความ!อนส ู งด ั งกล ่ าวส ่ งผลไห ้ เอนไฃม ่  DNA p o l y m e r a s e  ทั ่ วไป 

ไม ่ สามารถคงสภาพและทำงานได ั  จนกระทั ่ งพบเอนไชม่  DNA p o l y m e r a s e  

ทั ่ สกัดไดั จากแบคปี เ !ยชปีดหทั ่ งทั ่ อ Thermus a q ua t  i eus s t r a i n  YT 1 

( 1 0 3 , 1 0 4 )  ซึ ๋ งอาคั ยอยู ่ ตามบ!เวณบ่อห้ ำ!อนทั ่ ฝ็ อ ุณหฎมิสู งกิ ง 70 -80  ๐C

เอนไชม่ จากแบคปี เ !ยชปีดนสิ งสามารถทำหห้ าทั ่ ไนสภาวะทั ่ ฝ ็ อ ุณห{ามิ ส ู งไดั
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จากการทดลองพบว่า เอนไชมิน้ัสามารถอยู่มิจุณหฎมิ 95°c เป็นเวลา 40 นามิ 

รดยมิ a c t i v i t y  ของเอนไชมิยังเหลืออยู่รัอยละ 50 (105)

เอนไซม Taq DNA p o l y m e r a s e  มิ ใจัอยู ่ ในบัจจุบันมิ  2 แบน 

รดยม ิ แบบแรกสก ั ดจากแบคม ิ แย Thermus a qua t  i c u s  s t r a i n  YT1 

สฯหรับแบบมิ  2 นั ้ นอาสั ยเทคนิคทางพันธ ุ ว ิ ศวกรรมใมิ  E . c o l i  ส ั ง เ ค ร า ะ ห  

เช่น A mp l i Ta q  ™  เอนไชม่  Taq DNA p o l y m e r a s e  ทง 2 แบบ เป็น 

รบรดันมิมิขนาด 94 kd มิฅณสมบัดัมิสฯคัญลือ สร ั าง DNA สายไหมิ ในมิศทาง 

เดั ยวเม่ านั ้ น เอนไชม ิ จะทฯงานรดยจ ั บบลาย 3 * OH ของ p r i m e r  และสร ั าง  

สาย DNA แฟ้ลย่ างไรป็ตามเอนไชมินั ้ ไม่ ม ิ ค ุ ทเสมบัดั ตรวจความฝ็ดพลาดของ DNA 

มิสรั างนั ้ นใหม่  หเอ p r o o f  r e a d i n g  ( 106)  ถ ี งแม ิ การทฯงานของเอนไซม ิ  

Taq DNA p o l y m e r a s e  จะม ิ ความจฯ เพาะส ู ง  แฟ้ความฝ็ดพลาดป็อาจเป็ ดนั ้ น 

ไดั  จากการส ื กบาของ S a i k i  ( 106)  พบว ่ าอ ั ตราความฝ ็ดพลาดของเอนไชม ิ  

ในการสร ั าง  DNA สายใหม ่บระมาณ 2 x l 0 - 4  n u c l e o t i d e  ฟ้อ c y c l e  

ความเจ ั มจ ั นม ิ เหมาะสมของเอนไชม ิ บระมาณ 1 - 2 . 5  u n i t

D e o x y n u c 1e o t i de t r i p h o s p h a t e s  (dNTPs)

D e o x y n u c 1e o t i de t r i p h o s p h a t e s  ไดัแป็  d e o x y a d e n o s i ne  

5 ’ - 1r i p h o s p h a t e  (dATP) ,  d e o x y c y t o s i n e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e  

(dCTP) ,  d e o x y g u a n o s i n e  5 ’ - t r i p h o s p h a t e  (dGTP) และ 

d e o x y t h y m i d i n e  5 ’ -  t r i p h o s p h a t e  ( dTTP) น ั ้ ง เป ็ นองล ื บระกอบ 

ของ DNA รดยทั ่ วไปความเจ ั มจ ันของ dNTPs ทง 4 จะรจ ั เม ่ าก ั น ลื อบระ 

มาณอย่ างละ 20 - 200  U M  นอกจากนิ  I n i s  ยั งพบว่ า dNTPs ม ิ ระด ั บความ

เจ ั มจ ันฟ้ ฯสามารถลด n o n - s p e c i f i c  a m p l i f i c a t i o n  ไดั
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