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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 สิทธิโชค ลาชโรจน์ : การตรวจไวรสัมะเร็งเมด็เลือดขาวในแมวท่ีรวดเร็วด้วยวิธี RECOMBINASE 

POLYMERASE AMPLIFICATION (RPA). ( RAPID DETECTION OF FELINE LEUKEMIA VIRUS 
(FeLV) BY RECOMBINASE POLYMERASE AMPLIFICATION (RPA)) อ.ที่ปรึกษาหลัก : รศ. ดร.
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โรคติดเชื้อไวรัสมะเร็งเมด็เลอืดขาวในแมว (Feline Leukemia Virus : FeLV) เป็นโรคติดเชื้อไวรัสใน

แมวที่ส าคัญที่เป็นสาเหตุของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว และ มะเร็งต่อมน้ าเหลือง การตรวจหา FeLV RNA  และ
โปร ไ ว รั ส  ด้ ว ย วิ ธี ท า งอณู ชี ว วิ ทย ามี ค ว ามส า คั ญ ในกา รแยกระยะต่ า งๆของ โ รค  ซึ่ ง วิ ธี  Rapid 
immunochromatographic assay ที่นิยมใช้ตรวจแอนติเจนนั้นสามารถตรวจได้เพียงการติดเช้ือระยะ 
Progressive ที่มี Viremia เท่านั้น งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเทคนิค Recombinase polymerase amplification 
(RPA) แ ล ะ  Nested RPA เ พื่ อ ต ร ว จ  exogenous FeLV Provirus DNA แ ล ะ  RT-RPA เ พื่ อ ต ร ว จ  FeLV 
RNA   และทดสอบตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 122 ตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่าเทคนิค RPA สามารถตรวจหา 
FeLV Provirus ได้ที่ขีดจ ากัด 1 ng/µl และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับเช้ือก่อโรคในแมว มีความไว ความจ าเพาะ 
เทียบกับเทคนิค PCR ที่ร้อยละ 95.89 และ 100 ตามล าดับ ขณะที ่Nested RPA เทียบกับเทคนิค Nested PCR 
มีความไว ความจ าเพาะ ที่ร้อยละ 98.89 และ 96.88 ตามล าดับ การตรวจหา FeLV RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 
มีขีดจ ากัดที่ 0.1 ng/µl เมื่อเทียบกับเทคนิค RT-PCR และ Rapid Immunochromatographic assay มีความ
ไว ร้อยละ 93.75 และ 95.24 ตามล าดับ และ ความจ าเพาะร้อยละ 100  ค่าความสอดคล้องของเทคนิค RPA ทั้ง
สามวิธีอยู่ในเกณฑ์ดีมาก มีค่าสถิติ kappa เท่ากับ 0.949, 0.958, 0.934 และ 0.951 ตามล าดับ  นอกจากน้ันยัง
สามารถวิเคราะห์ผลผลิต RPA ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I ซึ่งมีความจ าเพาะสูงถึงร้อยละ 100 แต่มี
ความไวด้อยกว่าการวิเคราะห์ด้วยการแยกบนวุ้นภายใต้กระแสไฟฟ้า อีกทั้งพบว่าเทคนิค RPA และ เทคนิค 
Nested RPA  สามารถตรวจพบแมวที่ติดเช้ือในระยะ Regression จากตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยเทคนิค Rapid 
immunochromatographic assay ถึงร้อยละ 11.9 และ 45.8 ตามล าดับ ดังนั้นการตรวจ FeLV Provirus ด้วย
เทคนิค RPA หรือ Nested RPA และ FeLV RNA ด้วยเทคนิค  RT-RPA ที่พัฒนาขึ้นจึงเป็นวิธีที่มีความไว 
ความจ าเพาะ สูง รวดเร็วใช้เวลาไม่เกิน 20 นาที ที่อุณหภูมิเดียว สะดวกใช้เพียงเครื่องมือให้ความร้อนทั่วไปใน
การท าปฏิกิริยา จึงสามารถใช้ในการตรวจระยะของการติดเช้ือ FeLV ในคลินิกสัตวแพทย์และโรงพยาบาลสัตว์
ทั่วไปเพื่อใช้ติดตามพยาธิสภาพการเกิดโรคของแมวที่ติดเช้ือ รวมทั้งการป้องกันและควบคุมการแพร่เชื้อทั้งแบบ
แนวระนาบและแนวดิ่งได้ 
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Feline Leukemia Virus (FeLV) is a major viral disease in cats causing leukemia and 

lymphoma. Molecular detections of FeLV RNA and provirus are important for characterization of 
disease stages. However, the common use of rapid immunochromatographic assay for antigen 
detection could detect viremia in progressive infection only. In this study, recombinase 
polymerase amplification (RPA) and Nested RPA were developed for exogenous FeLV provirus 
DNA detection and RT-RPA for FeLV RNA detection and tested with 122 blood samples collected 
from cats.  The results showed that RPA had limit of detection for FeLV provirus at 1 ng/µl and 
no cross reaction with other feline pathogens. In comparison to PCR, the sensitivity and specificity 
of RPA were 95.89% and 100%, respectively.  While, Nested RPA compared with Nested PCR had 
sensitivity and specificity of 98.89% and 96.88%, respectively. FeLV RNA detection by RT-RPA 
had limit of detection at 0.1 ng/µl. In comparison to RT-PCR and rapid immunochromatographic 
assay had the sensitivity of 93.75% and 95.24%, respectively and 100% specificity. The 
concordance of three RPA assays were very good with kappa = 0.934, 0.958, 0.934 and 0.951, 
respectively. In addition, RPA could be detected by naked eye using SYBR I with high specificity 
of 100% but lower sensitivity than agarose gel electrophoresis. Moreover, both RPA and Nested 
RPA  assays could detect the infected cats in the regression phase from negative samples using 
rapid immunochromatographic assay up to 11.9% and 45.8%, respectively. Therefore, FeLV 
proviral detection by RPA or Nested RPA and FeLV RNA detection by RT-RPA had high sensitivity 
and specificity, rapid amplification within 20 minutes at isothermal,  convenient by using general 
heating instruments, which are promising for FeLV diagnosis in veterinary clinics and hospitals for 
prognosis, prevention and control of both horizontal and vertical transmission. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย  

 แมว เป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและเป็นสัตว์เลี้ยงที่นิยมอีกชนิดหนึ่งของมนุษย์ตั้งแต่อดีตถึง

ปัจจุบัน มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า  Felis catus โรคติดเชื้อในแมวที่ไม่ติดต่อสู่คน ได้แก่ ไข้หัดแมวหรือโรค

ล าไส้อักเสบในแมว (Feline panleukopenia: FPV) โรคติดเชื้อไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว 

(Feline leukemia virus: FeLV) โรคเอดส์แมว (Feline immunodifficientcy virus : FIV) โรคช่อง

ท้องอักเสบติดต่อในแมว (Feline infectious peritonitis : FIP) และโรคติดเชื้อในแมวที่สามารถ

ติดต่อสู่คน เช่น โรคพิษสุนัขบ้า (Rabies virus) 

 โรคติดเชื้อไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว (FeLV) เป็นโรคติดเชื้อที่ส าคัญในแมว  นอกจาก

ก่อให้เกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ยังเป็นสาเหตุของมะเร็งต่อมน้ าเหลืองในแมวหรือในสัตว์ตระกูลแมว

อีกด้วย (1, 2) พบการกระจายของโรคในประเทศต่างๆ ทั่วโลก โดยพบได้ทั้งในแมวบ้าน โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งในแมวจร แมวที่ติดเชื้อมักจะป่วยด้วยโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ได้แก่ Acute myeloid 

leukemia (AML) (3) มะเร็งต่อมน้ าเหลือง เช่น Thymic lymphoma, Multicentric lymphoma 

(1) และโรคทางโลหิตวิทยา อาทิเช่น Myelodysplastic syndromes (MDS), Aplastic anemia (4) 

โดยอาจติดเชื้อร่วมกับ Feline Infectious Peritonitis Virus (FIPV) และพบว่ากว่าร้อยละ 90 ของ

แมวที่ติด เชื้ อนี้ จะแสดงอาการป่วย (5 )  นอกจากนี้ เคยมีรายงานติด เชื้ อร่ วมกับ Feline 

Immunodeficiency Virus (FIV) ประมาณร้อยละ 3.5 (6) ซึ่งแม้จะมีอุบัติการณ์ต่ า แต่ก็เป็นสาเหตุที่

ท าให้แมวป่วยจากการติดเชื้อแทรกซ้อนได้  

 FeLV แบ่งเป็นกลุ่มย่อยได้ทั้งหมด 7 Subgroups ได้แก่ FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C, FeLV-

T, FeLV-AC และ FeLV-D เมื่อเร็วๆ นี้ ได้ค้นพบ Subgroup ใหม่ ได้แก่ FeLV-TG35 เพ่ิมอีกหนึ่ง

ชนิด (7) แต่ Subgroup ที่มีความส าคัญทางคลินิกมีอยู่ 3 Subgroups คือ FeLV-A, FeLV-B และ 

FeLV-C (8) โดย FeLV-A พบได้มากที่สุด ความรุนแรงของโรคอาจไม่สูงนักแต่มีอัตราการแพร่เชื้อ

ค่อนข้างสูง และเป็นสาเหตุของการป่วยด้วยโรคฉวยโอกาสจากภาวะกดภูมิคุ้มกัน FeLV-B เกิดจาก 
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Recombinant ระหว่าง exogenous FeLV-A กับ Endogenous retrovirus sequence ในแมว (9) 

มักไม่แพร่เชื้อและกว่าครึ่งหนึ่งมักพบติดเชื้อร่วมกับ FeLV-A ซึ่งเป็นการเพ่ิมความเสี่ยงของโรคที่จะ

พัฒนาไปเป็นมะเร็งต่อมน้ าเหลืองมากกว่าการติดเชื้อ FeLV-A เพียงชนิดเดียว (10) ส่วน FeLV-C 

เกิดจากการกลายพันธุ์ ของ FeLV-A ซึ่งเป็นสาเหตุของภาวะโลหิตจางชนิด Nonregenerative 

anemia แต่จะไม่มีการเพ่ิมจ านวนและแพร่เชื้อ (11) ความรุนแรงของโรคจะเพ่ิมขึ้นหากพบว่าติดเชื้อ

ร่วมกับ FeLV-A  

 FeLV สามารถติดต่อกันได้ง่ายโดยทางน้ าลาย เลือด หรือสารคัดหลั่งต่างๆ ของแมว 

แม้กระทั่งอุจจาระ ผ่านทางพฤติกรรมของแมว เช่น การเลีย การกัด ปัจจุบันการรับเชื้อมีความเสี่ยง

เพ่ิมขึ้นจากการถ่ายเลือด (Blood transfusion) การรักษาในปัจจุบันท าได้เพียงรักษาตามอาการของ

แมวแต่ละตัว เช่น แมวที่มีภาวะกดการท างานของภูมิคุ้มกัน ติดเชื้อง่าย อาจต้องให้ยาปฏิชีวนะและ

ยาต้านไวรัสในการรักษา (12) แมวที่เป็นโรคมะเร็ง อาจรักษาด้วยการให้เคมีบ าบัด (13) เป็นต้น 

ในขณะทีก่ารป้องกันท าได้ด้วยการฉีดวัคซีนให้กับแมวที่ยังไม่ได้ติดเชื้อ  

 เมื่อแมวได้รับเชื้อตามธรรมชาติ เช่น จากน้ าลายของแมวที่ติดเชื้อด้วยการเลีย หรือกัดกัน 

ไวรัสจะเข้ าสู่ เนื้ อ เยื่ อน้ า เหลือง Oropharyngeal lymphoid tissue และมีการเ พ่ิมจ านวน 

(Replication) เข้าสู่กระแสเลือด เกิดการติดเชื้อไวรัสในกระแสเลือดแบบ Transient viremia ใน

ระยะนี้ร่างกายของแมวอาจก าจัดไวรัสออกไปได้ภายใน 3 สัปดาห์ (14) ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับระบบภูมิคุ้มกัน

ของแมวแต่ละตัว แต่ถ้าหากไม่สามารถก าจัดเชื้อได้ ไวรัสจะเข้าสู่เซลล์เป้าหมายที่อยู่ในกระแสเลือด 

ได้แก่ เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟซัยท์ และโมโนซัยท์ เซลล์ที่ติดเชื้อเหล่านี้เมื่อเข้าระบบน้ าเหลือง ก็

จะเข้าสู่ต่อมน้ าเหลือง และเพ่ิมจ านวนอีกครั้งปล่อยไวรัสเข้าสู่กระแสเลือดอีก จนกระท่ังไวรัสเข้าสู่ไข

กระดูกและเพ่ิมจ านวน หากยังคงตรวจพบไวรัสในกระแสเลือดภายหลังการติดเชื้อไปแล้ว 16 สัปดาห์ 

จะเข้าสู่ระยะ Persistent viremia (14, 15) ซึ่งแมวที่ได้รับเชื้อนี้อาจจะพบเชื้ออยู่ในร่างกายได้

ยาวนานตลอดช่วงชีวิต โดยประมาณร้อยละ 50 จะตายภายใน 2 ปี และร้อยละ 80 จะตายภายใน 3 

ปี (16)  

 การวินิจฉัยโรค FeLV มีความส าคัญในทางคลินิก รวมถึงการป้องกันและควบคุมโรค สามารถ

ท าได้หลายวิธีด้วยกัน ได้แก่ วิธี Rapid immunochromatographic assay ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช้ วิธี 
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Indirect immunofluorescent assay (IFA) วิธี Viral isolation และ ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส 

(Polymerase chain reaction : PCR) โดยวิธี PCR สามารถแยกระยะของโรคได้ การตรวจหา 

Provirus ด้วยวิธี PCR จะตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสที่ผ่านกระบวนการ Reverse transcription 

เป็น Viral DNA และท่ีแทรกรวมกับดีเอ็นเอของเซลล์เจ้าบ้าน ส าหรับวิธีการตรวจหา Viral RNA ด้วย

วิธี Reverse transcription PCR (RT-PCR) สามารถตรวจหาไวรัสในกระแสเลือดในระยะ Viremia 

ได้   

 เทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA) เป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยอุณหภูมิเพียงอุณหภูมิเดียว (Isothermal amplification) ที่ได้รับการพัฒนาขึ้นมาครั้ง

แรกในปี ค.ศ. 2006 ใช้เวลาเพียง 20 – 40 นาที ที่อุณหภูมิระหว่าง 37 – 42 องศาเซลเซียส ในการ

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม จึงสามารถใช้เครื่องมือให้ความร้อนทั่วไปในห้องปฏิบัติการ เช่น กล่องร้อน 

ตู้บ่ม อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได้อย่างรวดเร็ว (17) ปัจจุบันมีการ

ประยุกต์ใช้ตรวจหาเชื้อก่อโรคในมนุษย์ ทั้งแบคทีเรียหรือไวรัส เช่น Mycobacterium tuberculosis 

(18) และ Dengue virus (19) เป็นต้น หรือแม้แต่ในทางสัตวแพทย์เองก็เริ่มน าเทคนิคนี้มาใช้ในการ

ตรวจหาเชื้อก่อโรคในสัตว์ เช่น เชื้อ Canine parvovirus ที่ท าให้เกิดโรคล าไส้อักเสบในสุนัข (20) 

Feline herpesvirus-1 (FHV-1) ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคระบบทางเดินหายใจส่วนบน และโรคติดเชื้อ

ในตาของแมว (21) 

 งานวิจัยนี้มุ่งที่จะพัฒนาการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยวิธี RPA และ Nested RPA โดย

การเปรียบเทียบกับวิธี  Conventional PCR และ ตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยวิธี  RT-RPA 

เปรียบเทียบกับวิธี  Immunochromatographic assay และ RT-PCR เพ่ือน าไปใช้ในการตรวจระยะ

ของการติดเชื้อ FeLV ได้อย่างรวดเร็ว ง่าย สะดวก ณ จุดดูแลสัตว์ป่วย โดยไม่จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่ซับซ้อนและมีราคาแพง สามารถน าไปใช้ตรวจวินิจฉัยไวรัส FeLV ใน

สถานพยาบาลสัตว์ต่างๆ และยังพัฒนาต่อยอดเป็นชุดทดสอบส าเร็จรูปที่อ่านด้วยตาเปล่าได้ใน

อนาคต 
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2. ค าถามงานวิจัย  

 1. เทคนิค RPA และ Nested RPA สามารถตรวจหา FeLV Provirus และเทคนิค RT-RPA 

สามารถตรวจหา FeLV Viral RNA ได้หรือไม ่

 2. เทคนิค RPA และ Nested RPA มีความไวและความจ าเพาะเทียบเท่าเทคนิค PCR และ 

Nested PCR หรือไม่  

 3. เทคนิค RT-RPA มีความไวและความจ าเพาะเทียบเท่า เทคนิค RT-PCR และ Rapid 

immunochromatographic assay หรือไม ่

3. สมมติฐานการวิจัย 

 1. เทคนิค RPA และ Nested RPA สามารถตรวจหา FeLV Provirus และเทคนิค RT-RPA 

สามารถตรวจหา FeLV Viral RNA ได ้

 2. เทคนิค RPA และ Nested RPA มีความไวและความจ าเพาะเทียบเท่าเทคนิค PCR และ 

Nested PCR 

 3. เทคนิค RT-RPA มีความไวและความจ าเพาะเทียบเท่า เทคนิค RT-PCR และ Rapid 

immunochromatographic assay  

4. วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 1. เ พ่ือพัฒนาการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และ Nested RPA และ

ตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 

 2. เพ่ือเปรียบเทียบความไวและความจ าเพาะของการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค 

RPA และ Nested RPA กับเทคนิค PCR และ Nested PCR และการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วย

เทคนิค RT-RPA กับเทคนิค RT-PCR และชุดตรวจ Immunochromatographic assay 

5. ขอบเขตงานวิจัย  

 ตัวอย่างเลือดแมวที่สงสัยว่าติดเชื้อ FeLV จ านวน 122 ตัวอย่าง ได้มาจากโรงพยาบาลสัตว์

เ ล็ ก  คณะสั ตวแพทยศาสตร์  จุ ฬาลงกรณ์มหาวิ ทย าลั ย  น ามาตรวจคั ดกรองด้ ว ย วิ ธี   
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Immunochromatographic assay ท าการพัฒนาเทคนิค RPA และ Nested RPA ในการตรวจหา

เชื้อ FeLV Provirus เปรียบเทียบกับวิธี PCR และตรวจหา FeLV Viral RNA เปรียบเทียบกับวิธี RT-

PCR และ Immunochromatographic assay 

6. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย  

 1. น าเทคนิค RPA ไปใช้ในการตรวจหาเชื้อ FeLV ในกระแสเลือด เพ่ือวินิจฉัยโรคติดเชื้อ

ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว รวมทั้งช่วยในการวางแผนการรักษา ควบคุม และป้องกันโรคติดเชื้อ

ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว 

 2. สามารถน าไปใช้ตรวจหาเชื้อ FeLV ในแมว ณ จุดดูแลสัตว์ป่วย ณ สถานพยาบาลสัตว์ ที่

ไม่มีเครื่องมือ และอุปกรณท์างห้องปฏิบัติการทางอณูชีววิทยา 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
1. ลักษณะทั่วไปทางไวรัสวิทยา 

จากหลักฐานวิวัฒนาการของล าดับนิวคลีโอไทด์ ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว (Feline 

Leukemia Virus: FeLV) นา่จะถือก าเนิดขึ้นราว 10 ล้านปีมาแล้ว จากไวรัสในบรรพบุรุษของสัตว์

จ าพวกตระกูลหนูที่อาศัยอยู่ในทะเลทรายบนดินแดนของทวีปอเมริกาเหนือ และติดต่อสู่บรรพบุรุษ

สัตว์ตระกูลแมวจากการกินหนูเป็นอาหารหรือถูกหนูกัด มีหลักฐานพบว่าแมวกินหนูที่ติดเชื้อไวรัส

มะเร็งเม็ดเลือดขาวในหนู (Murine Leukemia Virus: MuLV) เกิดการติดเชื้อโดยพบล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ของ MuLV แทรกอยู่ในล าดับนิวคลีโอไทด์ของเซลล์ร่างกายและเซลล์สืบพันธุ์ของแมว และมีการ

ถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่น (14) 

FeLV ได้มีรายงานครั้งแรกในปี ค.ศ. 1964 โดย William Jarrett และคณะ โดยการแยก

เชื้อไวรัสจากพลาสมาของแมวที่ติดเชื้อ (22) ปัจจุบันจัดอยู่ใน Family Retroviridae (23) เป็นไวรัสใน

กลุ่ม Gammaretrovirus (10) โดยมีโครงสร้างแบบ Enveloped RNA viruses และมีสารพันธุกรรม

เป็นแบบ Single-stranded RNA บรรจุอยู่ภายใน Capsid (10) ดังภาพที่ 1 (24) 

 

ภาพที่ 1 แสดงองค์ประกอบของ FeLV  
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RNA ของเชื้อ FeLV แบ่งออกได้เป็น 3 ส่วนหลักๆ คือ gag pol และ env ดังภาพที่ 2 

(25)  บริเวณส่วนปลายของ Single-stranded RNA ทั้ง 2 ข้าง ยังประกอบไปด้วยส่วนที่เรียกว่า U3, 

R และ U5 Long Terminal Repeats (LTRs) ส่วน U3 เกี่ยวข้องกับกระบวนการแสดงออกของยีน 

โดยมีส่วนส าคัญท่ีเรียกว่า Transcriptional enhancer และ Transcriptional promoter (25)  

gag ควบคุมการสร้าง Core proteins ที่ส าคัญได้แก่ p27 p15c และ p10 (23) ซึ่งมี

ความส าคัญในการสร้าง capsid protein โดยเฉพาะ p27 เป็นโปรตีนที่ใช้ในตรวจวินิจฉัยด้วยซีรั่ม

วิทยา เช่น วิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),  Immunochromatographic 

assay, Direct fluorescence antibody assay เป็นต้น (26) pol ควบคุมการสร้างเอ็นไซม์ Reverse 

transcriptase และ env ควบคุมการสร้าง Envelop proteins ที่ส าคัญคือ Surface (SU) 

glycoprotein gp70 เป็นแอนติเจนที่จ าเพาะของ Subgroups A, B, C และ T ท าให้ไวรัสจับกับตัวรับ

ที่จ าเพาะบนผิวของเซลล์เจ้าบ้าน นอกจากนี้ gp70 ยังเป็นบริเวณท่ีตอบสนองต่อกระบวนการ 

Neutralizing antibody จากระบบภูมิคุ้มกันของแมวอีกด้วย (10) env ยังมีอีกส่วนที่ส าคัญคือ p15E 

ซึ่งมีหน้าที่ในการสร้าง Transmembrane protein (10)  

 
 

ภาพที่ 2 แสดงองค์ประกอบของยีนและหน้าที ในสายนิวคลีโอไทด์ของ FeLV 

2. การจัดกลุ่มของเชื้อ  

FeLV สามารถแบ่งเป็นกลุ่มย่อยได้ทั้งหมด 7 Subgroups คือ FeLV-A, FeLV-B, FeLV-

C, FeLV-T, FeLV-AC, FeLV-D และ FeLV-TG35 เมื่อแบ่งตามการแสดงออกของยีนบน env ที่

ควบคุมการสร้าง Envelop proteins ที่จ าเพาะกับตัวรับบนผิวเซลล์เจ้าบ้านพบว่า Thiamine 

transporter THTR1 เป็นตัวรับที่จ าเพาะส าหรับ FeLV-A (27) ในขณะที่ตัวรับที่จ าเพาะบนผิวเซลล์

ของ FeLV-B คือ Phosphate symporter Pit-1 (28) และ Pit-2 (29) ส าหรับตัวรับที่จ าเพาะบนผิว
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เซลล์ของ FeLV-C คือ Heme exporter FLVCR (30) ส่วน FeLV-T มีตัวรับที่จ าเพาะบนผิวเซลล์ของ 

FeLV-T คือ Pit-1 และต้องการ FeLV Infectivity X-accessory (FeLIX) เป็น co-factor (25, 27, 

31) FeLV-A พบได้มากท่ีสุด แต่ความรุนแรงของโรคน้อย มีอัตราการแพร่เชื้อค่อนข้างสูง และเป็น

สาเหตุของการป่วยด้วยโรคฉวยโอกาสจากภาวะกดภูมิคุ้มกัน FeLV-B เกิดจาก Recombinant 

ระหว่าง exogenous FeLV-A กับ Endogenous retrovirus sequence ในแมว (9, 32, 33) มักไม่

แพร่เชื้อและกว่าครึ่งหนึ่งมักพบติดเชื้อร่วมกับ FeLV-A ซึ่งเป็นการเพ่ิมความเสี่ยงของโรคที่จะพัฒนา

ไปเป็นมะเร็งต่อมน้ าเหลืองมากกว่าการติดเชื้อ FeLV-A เพียงชนิดเดียว (10) FeLV-C เกิดจากการ

กลายพันธุ์ของ FeLV-A ซึ่งเป็นสาเหตุของภาวะโลหิตจางชนิด Nonregenerative anemia แต่จะไม่มี

การเพ่ิมจ านวนและแพร่เชื้อ (11) FeLV-T นั้นพบได้น้อยมาก เกิดจากการกลายพันธุ์บริเวณต าแหน่ง 

SU ของ env gene โดยกวา่ร้อยละ 96 ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ FeLV-T เหมือนกับ FeLV-A, 

FeLV-B และ FeLV-C (33, 34) โดย FeLV-T สามารถชักน าให้เกิดภาวะกดภูมิคุ้มกันในตัวอ่อน (35) 

FeLV-D เกิดจากการถ่ายทอด env gene แบบ transduction จาก endogenous retrovirus ในแมว

บ้าน จนเกิดเป็น  endogenous FeLV (enFeLV) ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ของ env gene แตกต่างไป

จากเดิม (35) FeLV-TG35 เกิดจากการกลายพันธุ์ของ FeLV-A เช่นเดียวกับ FeLV-C  (35) ส่วน 

FeLV-AC เป็นลูกผสมระหว่าง FeLV-A กับ FeLV-C บริเวณ env gene (36) 

3. วงจรชีวิต 

 เมื่อ FeLV เข้าจับกับเซลล์เป้าหมาย เช่น ลิมโฟซัยท์ โมโนซัยท์ จะมีการเชื่อมระหว่างผิว

เซลล์กับ Envelope ของไวรัสเข้าเป็นเนื้อเดียวกัน ส่วนของ Nucleocapsid จะแตก ปล่อย RNA เข้า

สู่เซลล์ เอนไซม์ Reverse transcriptase เปลี่ยน RNA เป็น DNA ในขั้นตอนนี้ เอนไซม์ Reverse 

transcriptase ที่ใช้ มีคุณสมบัติแบบ Exonuclease activity นั่นคือ ในระหว่างการต่อสายนิวคลีโอ

ไทด์ อาจมีเบสซึ่งไม่ใช่เบสคู่สมกับ RNA แม่แบบของไวรัสเข้ามา และไม่ได้รับการแก้ไขให้ถูกต้อง ซึ่ง

อาจท าให้เกิดการกลายพันธุ์ของไวรัสได้ (31) จากนั้นจะเข้าสู่นิวเคลียสของเซลล์เจ้าบ้านและแทรก 

DNA ของไวรัสเข้าไปรวมกับ DNA ของเซลล์เจ้าบ้าน ดังนั้นเมื่อ DNA ของเซลล์เจ้าบ้านท าการ

ถอดรหัสและแปลรหัส DNA ของไวรัสจะได้รับการถอดรหัสและแปลรหัสด้วยเช่นกัน mRNA ที่ได้จะ

ออกสู่ Cytoplasm เพ่ือสังเคราะห์โปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของไวรัส โดย Envelope protein ถูก

สร้างและส่งออกไปที่ผิวของเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์เจ้าบ้าน Capsid protein ที่สังเคราะห์ได้จะจับตัว
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กันและหุ้ม (Encapsulation) ส่วนของ RNA ที่จับกันเป็นไดเมอร์ ได้เป็น Nucleocapsid จากนั้นจะ

เคลื่อนตัวไปที่ใต้ชั้น Lipid bilayer ของเยื่อหุ้มเซลล์ ซึ่งมี  Envelope protein บนผิวของเยื่อหุ้ม

เซลล์นั้นอยู่ก่อนแล้ว จากนั้นจึงดันเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์เจ้าบ้านจนปูดและหลุดออกมาในลักษณะ

ของการ Budding ได้เป็นไวรัสอนุภาคใหม่ (Virion)  ดังภาพที่ 3 (37) 

 

ภาพที่ 3 แสดงวงจรชีวิตของเชื้อ FeLV เมื่อเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน 

4. ช่องทางการติดต่อของโรค 

 FeLV สามารถติดต่อกันได้ระหว่างแมวโดยทางน้ ามูก น้ าลาย เช่น การเลียกัน หรือ กัดกัน 

แสดงให้เห็นว่ามีการปล่อยเชื้อออกมาผ่านทางน้ าลายในปริมาณสูงจากแมวที่ติดเชื้อ โดยมีการศึกษา

เพ่ือตรวจหา p27 antigen Viral RNA ในน้ าลายและพลาสมา ของแมวที่ได้รับการฉีดเชื้อ FeLV-A 

สายพันธุ์ Glasgow  ด้วยวิธี ELISA พบว่า ในน้ าลายให้ผลบวกร้อยละ 83.5 ส่วนในพลาสมา ให้

ผลบวกร้อยละ 91.5 (38)  เชื้อยังสามารถถูกปล่อยออกมาสู่สิ่งแวดล้อมทางอุจจาระ ซึ่งได้มีการ
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ทดสอบโดยการท า Rectal swab และแยกเชื้อไวรัสด้วยเซลล์เพาะเลี้ยง QN10S พบว่าเกิด 

Cytopathic effect (CPE) ขึ้น แล้วท าการตรวจยืนยันโดยการน าน้ ายาเลี้ยงเซลล์จากเซลล์เพาะเลี้ยง

มาตรวจด้วยวิธี Real-time RT-PCR และ ELISA (p27 antigen) รวมถึงยังมีการตรวจหา Provirus 

ด้วยวิธี Real-time PCR โดยทั้งหมดนี้ได้ท าการเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่ได้มาจากเลือดของแมวที่ติด

เชื้อ FeLV ซึ่งพบว่า ปริมาณไวรัสที่ปล่อยออกสู่สิ่งแวดล้อมผ่านทางอุจจาระมีปริมาณน้อย โดยเฉพาะ 

Provirus ซึ่งมีปริมาณน้อยมากที่ถูกปล่อยออกมา (39) อย่างไรก็ตาม หากเลี้ยงแมวรวมกันหลายตัว

และมีตัวใดตัวหนึ่งรับเชื้อมา โดยที่ยังใช้กระบะทรายในการขับถ่ายอุจจาระและของเสียร่วมกันมี

โอกาสที่จะแพร่เชื้อและรับเชื้อระหว่างกันได้ รวมทั้งแมวที่ออกสู่สิ่งแวดล้อมภายนอกมีโอกาสที่จะไป

แพร่เชื้อสู่สิ่งแวดล้อมหรือรับเชื้อเข้ามาได้ด้วยเช่นกัน เชื้อยังสามารถแพร่ทางปัสสาวะได้ด้วย (39) 

การติดต่อผ่านทางเลือด จากการถ่ายเลือด หรือจากการตั้งครรภ์โดยถ่ายทอดเชื้อจากแม่สู่ลูก และยัง

สามารถแพร่เชื้อได้โดยผ่านพาหะจ าพวกปรสิตภายนอกท่ีดูดเลือดเป็นอาหาร อาทิเช่น หมัดแมว (Cat 

flea; Ctenocephalides felis) โดยสามารถตรวจพบ Viral RNA ของ FeLV จากหมัดแมวและ

อุจจาระของหมัดแมวที่ดูดเลือดแมวที่ติดเชื้อ FeLV และมีไวรัสอยู่ในกระแสเลือด (40) ดังนั้น 

พฤติกรรมการเลียขนให้กันของแมวอาจเพ่ิมความเสี่ยงในการได้รับเชื้อ FeLV ผ่านทางปากจาก

อุจจาระของหมัดแมวได้ นอกจากนี้ จากการศึกษาในแม่แมวที่ติดเชื้อ FeLV แบบแฝง พบว่าเชื้อ 

FeLV สามารถติดต่อจากแม่สู่ลูก และยังผ่านทางน้ านมได้ด้วย (41)  

5. ระบาดวิทยา (Epidemiology) 

 มีการศึกษาเกี่ยวกับไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวอย่างมากมายและแพร่หลายทั่วโลก อุบัติการณ์

ของการเกิดโรคพบว่าบางประเทศมีอุบัติการณ์ต่ า โดยเฉพาะในกลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้ว บาง

ประเทศมีอุบัติการณ์สูงซึ่งมักพบในกลุ่มประเทศที่ก าลังพัฒนา  เช่น พบในแคนาดาเพียงร้อยละ 3.4 

(42)  ในทวีปยุโรป เช่น เยอรมนี พบเพียงร้อยละ 3.6 (43) ขณะที่ในกลุ่มประเทศแถบตะวันออกกลาง 

เช่น อิหร่าน พบร้อยละ 14.2 (44) มาเลเซียพบสูงถึงร้อยละ 31.3 (45) ในประเทศไทย ในปี ค.ศ. 2009 

พบอุบัติการณ์ร้อยละ 24.5 (46) และในระหว่างปี ค.ศ. 2013 - 2014 พบร้อยละ 16.5 (6) 

 มีการศึกษาพบเชื้อ FeLV ในสัตว์ป่าจ าพวกเสือ เช่น ประเทศสหรัฐอเมริกา พบ FeLV 

ระบาดในเสือพูม่า (Puma concolor coryi) ในช่วงระหว่างปี ค.ศ. 2002 – 2005 พบว่า ลักษณะ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 11 

ทาง Genotype ของ FeLV ที่ได้จากเสือพูม่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมากกับลักษณะทาง Genotype 

ของ FeLV subgroup A ที่พบจากแมวบ้านในสหรัฐอเมริกา ซึ่งสามารถยืนยันได้ถึงการติดเชื้อข้าม

สายพันธุ์ของ FeLV (47) ในประเทศไทย จากการศึกษาในเสือและแมวป่า ในปี ค.ศ. 2004 – 2005 

ด้วยวิธี Rapid immunochromatographic assay พบเชื้อร้อยละ 6.67 จากตัวอย่างของกลุ่มเสือ

และแมวป่าที่มีสุขภาพดี และเมื่อตรวจหา FeLV provirus ด้วยวิธี Nested PCR จากตัวอย่างกลุ่ม

เดียวกัน พบว่าให้ผลบวกสูงถึงร้อยละ 66.67 (48)  

6. พยาธิก าเนิด พยาธิสภาพ และการก่อโรค 

ไวรัสชนิดนี้เป็นสาเหตุส าคัญสาเหตุหนึ่งของการเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว ซึ่งเกิดจาก

ยีนส่วนที่เรียกว่า Viral oncogene มีล าดับเบสใกล้เคียงกับ Proto-oncogenes ที่พบได้ในเซลล์ปกติ

ของเซลล์เจ้าบ้าน เมื่อไวรัสเข้าไปในเซลล์จะท าการเพ่ิมจ านวนโดยใช้เอนไซม์ Reverse 

transcriptase เปลี่ยน RNA สายเดี่ยว เป็น DNA สายคู่ เรียกว่า Provirus DNA ซึ่งจะแทรกรวมกับ 

DNA ของเซลล์เจ้าบ้าน ในบริเวณท่ีใกล้เคียงหรือชิดกับต าแหน่ง Proto-oncogene เช่น c-myc, 

bmi-1, pim-1 เป็นต้น ในแมวที่ป่วยเป็นโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลืองพบว่า Proto-oncogene เหล่านี้ 

เป็น Integration sites ที่พบล าดับเบสของ FeLV แทรกอยู่ การที ่ DNA ของไวรัสเข้าไปแทรกตัว

บริเวณดังกล่าว จะไปกระตุ้นให้ Proto-oncogene ท างาน หรือไปกดการท างานของ Tumor 

suppressor gene ท าให้การท างานของเซลล์เจ้าบ้านนั้นผิดปกติเกิดเป็นเซลล์มะเร็ง (15, 25) 

7. ระยะของการติดเชื้อ 

 ระยะการติดเชื้อแบ่งตามการตรวจพบเชื้อไวรัสและสารพันธุกรรมในกระแสเลือด ได้ 3 ระยะ 

ดังสรุปในตารางที ่1 คือ 

7.1 Abortive infection โดยปกติแล้ว FeLV Provirus และ FeLV Viral RNA สามารถ

ตรวจพบได้ภายใน 1 สัปดาห์ ภายหลังการติดเชื้อ (14) และพบ Viral RNA ในกระแสเลือดได้นาน 2-

3 สัปดาห์ หลังจากแมวได้รับเชื้อ แมวที่มีภูมิคุ้มกันดีจะสามารถก าจัดเชื้อออกไปได้และหายเป็นปกติ

โดยไม่มีเชื้ออยู่เลย ซึ่งลักษณะการติดเชื้อแบบนี้เรียกว่า Abortive infection (49) พบว่าสาเหตุหนึ่ง

อาจเป็นเพราะแมวได้รับเชื้อเข้าไปจ านวนไม่มากนัก (15, 50)  
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 7.2 Regressive infection ในแมวบางตัวเชื้ออาจอยู่ในกระแสเลือดและมีการเพ่ิมจ านวนใน

ระยะเวลาสั้นๆ จนระบบภูมิคุ้มกันไม่สามารถก าจัดได้ อาจก่อนหรือหลังไวรัสเข้าสู่เซลล์ไขกระดูก 

exogenous viral RNA จะถอดรหัสเป็น Proviral DNA และแทรกตัวเข้ากับจีโนมของโฮสต์ ท าให้

ตรวจไม่พบไวรัสในกระแสเลือด เรียกว่า การติดเชื้อแฝง (Latent infection) ซึ่งมักเกิดข้ึนได้หลังจาก

ที่แมวได้รับเชื้อในกระแสเลือดนานมากกว่า 3 สัปดาห์ (16, 51, 52) และเรียกแมวที่ติดเชื้อในระยะนี้

ว่า Regressor cat (14) แต่หากชิ้นส่วน DNA ของ Provirus มีการแทรกเข้าไปอยู่ในเซลล์ต้นก าเนิด

ของเซลล์สืบพันธุ์ (Germ cells) แล้วถ่ายทอดจากรุ่นพ่อ แม่ สู่รุ่นลูก (Vertical transmission) เป็น 

endogenous FeLV (enFeLV) ซึ่งไม่มีคุณสมบัติในการเหนี่ยวน าให้ก่อโรค (35) enFeLV สามารถ

ตรวจพบได้ตั้งแต่แมวยังเป็นตัวอ่อนในครรภ์ (Embryo) และยังคงอยู่จนลูกแมวนั้นโตเป็นตัวเต็มวัย 

(53)  enFeLV ไม่อยู่ในรูปของอนุภาคไวรัส (Virions) จึงไม่สามารถแพร่เชื้อติดต่อกันได้ แต่หากแมว

ที่มี enFeLV อยู่แล้ว ได้รับ Exogenous FeLV-A (exFeLV-A) จะเกิดการ Recombination ขึ้น ได้

เป็น FeLV- B (54)  

อย่างไรก็ตามเชื้ออาจกลับเข้าสู่กระแสเลือดท าให้แมวแสดงอาการป่วยได้อีก โดยมีสาเหตุ

เหนี่ยวน า เช่น ภาวะกดภูมิคุ้มกันหรือระดับแอนติบอดีลดต่ าลง (15) หากเกิดการติดเชื้อร่วม FeLV - 

FIV (Feline Immunodeficiency Virus) จะเพ่ิมความรุนแรงของการเกิดโรค  เช่น พบภาวะ 

Thymic atrophy Lymphopenia Neutropenia รวมถึงความผิดปกติของนิวโทรฟิลล์  การลดลง

ของ CD4+ และ CD8+ (55) นอกจากนี้การได้รับสารกลุ่ม Glucocorticoids มีส่วนเหนี่ยวน ากระตุ้น

ให้ไวรัสกลับเข้าสู่กระแสเลือดได้ (14)  

7.3 Progressive infection การติดเชื้อในระยะนี้ จะสามารถตรวจพบ FeLV Viral RNA 

ในกระแสเลือดได้นานเกินกว่า 16 สัปดาห์จากวันที่ได้รับเชื้อ (15)  

การแบ่งระยะจากการตรวจทางห้องปฏิบัติการโดยสรุป คือ ภายในระยะเวลา 3-16 

สัปดาห์แรก อาจตรวจพบไวรัสในกระแสเลือดแบบ Transient viremia หรืออาจตรวจไม่พบเชื้อ

ภายหลังจากท่ีได้รับเชื้อมาแล้ว 16 สัปดาห์ แสดงว่าแมวมีการติดเชื้อแบบ Regressive infection แต่

ถ้ายังคงตรวจพบไวรัสในกระแสเลือด หลังจากได้รับเชื้อมาแล้ว 16 สัปดาห์ แสดงว่าแมวมีการติดเชื้อ
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แบบ Persistent viremia ซึ่งเป็นการติดเชื้อในระยะ Progressive infection (15) ดังสรุปในตารางที่ 

1 (15) 

ตารางที่ 1 ระยะของการติดเชื้อ FeLV และ การพบเชื้อและสารพันธุกรรมในแต่ละระยะ 

ระยะของการติด

เชื้อ 

FeLV p27 

antigen จาก

เลือด 

การเพาะแยกเชื้อ

ไวรัสจากเลือด 

การตรวจหา 

Viral RNA จาก

เลือด 

การตรวจหา 

Viral DNA จาก

เลือด 

Progressive Positive Positive Positive Positive 

Regressive Negative Negative Negative Positive 

Abortive Negative Negative Negative Negative 

 

8. อาการทางคลินิก 

อาการที่พบได้บ่อยที่สุดของแมวที่ติดเชื้อ FeLV คือ ภาวะโลหิตจางและภาวะกดภูมิคุ้มกัน 

และพบว่ามักป่วยเป็นโรคมะเร็ง รวมถึงความผิดปกติของระบบเลือดอ่ืนๆ นอกจากนี้ยังมีโรคที่

เกี่ยวกับเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน อาจพบโรคทางระบบประสาทร่วมด้วย  (15) จะเห็นได้ว่าอาการทาง

คลินิกของแมวที่ติดเชื้อ แสดงออกมาได้หลากหลาย ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับระบบภูมิคุ้มกันของแมวแต่ละตัว

รวมถึงชนิดของ FeLV เช่น ตดิเชื้อ FeLV subgroup A ร่วมกับ FeLV subgroup B มักพบว่าแมวมี

โอกาสที่จะป่วยเป็นมะเร็งต่อมน้ าเหลืองร่วมด้วย FeLV subgroup C มักพบโรคโลหิตจางชนิด 

Nonregenerative anemia เป็นต้น (14) 

โรคมะเร็งที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ FeLV ของแมวที่พบได้บ่อย ได้แก่ มะเร็งต่อมน้ าเหลือง 

ชนิด Mediastinal lymphoma หรือ Thymic lymphoma (15) สามารถตรวจพบ FeLV Proviral 

DNA ได้จากก้อนมะเร็งต่อมน้ าเหลืองในแมวที่ให้ผลลบต่อการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ FeLV  (15, 

56) มะเร็งเม็ดเลือดขาว จากการติดเชื้อ FeLV (Provirus) ในเซลล์ต้นก าเนิดที่ไขกระดูก ท าให้สร้าง

เซลล์เม็ดเลือดขาวออกมาในปริมาณสูงผิดปกติ แต่ในแมวบางตัวอาจสร้างออกมาในปริมาณต่ า ท าให้
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แมวติดโรคแทรกซ้อน มีการสร้างเซลล์เม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดในปริมาณต่ า เกิดภาวะโลหิตจาง 

และเกล็ดเลือดต่ าได้ มะเร็งชนิดอื่นที่พบได้คือ มะเร็งชนิด Fibrosarcoma (15)  

ภาวะกดภูมิคุ้มกันเป็นสาเหตุให้แมวติดเชื้อฉวยโอกาสได้ง่าย พบว่าเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด

นิวโทรฟิลล์มีความสามารถในการก าจัดสิ่งแปลกปลอมแบบฟาโกไซโตซิสและการเคลื่อนที่แบบ 

Chemotactic ลดลง เม็ดเลือดขาวชนิด CD4+ helper T-cells และ CD8+ cytotoxic T-cells มี

จ านวนลดลง (15, 57) ส่งผลต่อปริมาณของ Cytokines ที่จ าเป็นในการกระตุ้นการท างานของ B-

cells ลดลงด้วย (15, 58) 

9. แนวทางการป้องกันและรักษา  

 โรคติดเชื้อ FeLV จะมุ่งเน้นไปที่การป้องกันและการจัดการทั้งแมวที่ยังไม่ได้รับเชื้อและแมวที่

ติดเชื้อ การป้องกันที่ดีที่สุดคือการเลี้ยงแมวในระบบปิด ป้องกันการติดเชื้ออันเกิดจากพฤติกรรมที่

เสี่ยงต่อการติดเชื้อของแมว นอกจากนี้เรายังสามารถป้องกันการติดเชื้อได้โดยการจ ากัดพฤติกรรม

ของแมว เช่น การออกนอกบ้าน การไม่น าแมวที่ยังไม่ทราบประวัติชัดเจนเข้ามาเลี้ยงรวมกับแมวที่

เลี้ยงอยู่ก่อนแล้ว เป็นต้น การตรวจหาเชื้อในแมวที่มาบริจาคเลือด ช่วยป้องกันการแพร่กระจายของ

เชื้อเช่นกัน (52)  

การฉีดวัคซีน เป็นการป้องกันการติดเชื้อจากโรคดังกล่าวที่ดีที่สุด ถึงแม้ว่าจะไม่ได้ผล 100% 

ก็ตาม  วัคซีนที่ใช้ ได้แก่ วัคซีนเชื้อตาย ชนิดตัวเชื้อทั้งตัวหรือบางส่วนของเชื้อ (Subunit) วัคซีนเชื้อ

เป็นชนิด Canarypox virus vector ซึ่งประกอบไปด้วยยีนส่วน gag env และ บางส่วนของ pol ของ

เชื้อ สามารถฉีดได้โดยไม่ต้องพ่ึงพาสารเสริมฤทธิ์ (Adjuvant) เชื้อจะเข้าไปเพ่ิมจ านวนได้ภายในเซลล์ 

แต่ขาดความสมบูรณ์ เนื่องจากจะมีการแสดงออกของยีนเพียง 2 ยีน คือ gag และ env จึงไม่

ก่อให้เกิดโรค สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของแมวทั้งระบบภูมิคุ้มกันแบบเซลล์ และระบบ

ภูมิคุ้มกันแบบสารน้ า (10, 59) ในขณะที่การรักษาแมวที่ติดเชื้อจะรักษาตามอาการ ทั้งการให้เคมี

บ าบัดในกรณีที่มีการพัฒนาของโรคเป็นมะเร็ง การรักษาด้วยการใช้ยาต้านไวรัส และการรักษาด้วย

การสร้างระบบภูมิคุ้มกันหรือกดภูมิคุ้มกัน  (Immunomodulator) ซึ่งทั้งหมดได้รับการพัฒนาและใช้

กันอย่างแพร่หลายมากขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 2 (52) 
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ตารางที่ 2 แสดงการใช้ยาต้านไวรัส สารเคมี หรือชีววัตถุ เพ่ือรักษาแมวที่ติดเชื้อ FeLV 

ยา หรือสารเคมี ประเภทของการออกฤทธิ ์

Acemannan ออกฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กัน 

Didanosine ยาต้านไวรัส 

Diethylcarbamazine ออกฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กัน 

Feline interferon omega ออกฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กัน และเป็นยาต้านไวรัส 

Lavamisole ออกฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กัน 

Lymphocyte T-cell immunomodulator ออกฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กัน 

Recombinant human interferon alpha ออกฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กัน และเป็นยาต้านไวรัส 

Suramin ยาต้านไวรัส 

Zidovudine ยาต้านไวรัส 

 

10. การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ FeLV 

 10.1 วิธีการตรวจหาเชื้อไวรัส  

  10.1.1 การตรวจหาแอนติเจนของไวรัส FeLV 

  เป็นวิธีการตรวจในงานประจ าวันทั้งในโรงพยาบาลสัตว์และคลินิกสัตว์เลี้ยง โดย

ตรวจหา FeLV p27 antigen ซึ่งเป็นส่วนของ Capsid protein วิธีการตรวจมีหลายวิธี อาทิเช่น  

วิธี Direct immunofluorescence assay เป็นวิธีดั้งเดิมท่ีใช้ตรวจหาเชื้อ FeLV บนเซลล์ที่ติด

เชื้อ แต่วิธีนี้ไม่สามารถใช้ตรวจหา FeLV ในช่วงสัปดาห์แรกของติดเชื้อในกระแสเลือด (14) วธิ ี

Rapid immunochromatographic assay มักใช้เพื่อตรวจกรองไวรัสในกระแสเลือดในงาน

ประจ าวันจาก เลือด พลาสมา ซีรั่ม โดยใช้ชุดตรวจส าเร็จรูป ซึ่งง่าย สะดวก และประหยัดเวลา 

นอกจากนี้ยังใช้ในการตรวจหาไวรัสที่ถูกปล่อยออกมา (Shedding) ในน้ าลายได้ด้วย (38)    
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10.1.2 การตรวจหาสารพันธุกรรม  

   10.1.2.1 ตรวจหา Provirus (Viral DNA) สามารถแยกการติดเชื้อในระยะ 

Regressive ได้ โดยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่บริเวณ U3 ในส่วน Long terminal 

repeats (LTRs) (U3LTRs) ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญระหว่าง Exogenous FeLV 

(exFeLV) และ Endogenous FeLV (enFeLV) จึงสามารถตรวจแยก exFeLV ออกจาก 

enFeLV (53) เทคนิคที่ใช้ ได้แก่ Conventional PCR, Nested PCR (60-63) , Real-time PCR 

(qPCR) (26, 49) พบว่าประมาณร้อยละ 5 – 10 ของแมวที่ให้ผลลบต่อการตรวจหาแอนติเจน

ของ FeLV จะให้ผลบวกเม่ือตรวจด้วยวิธ ีPCR (14) อย่างไรก็ตามปัจจุบันการตรวจหา Provirus 

ในประเทศไทยยังไม่ได้รับความนิยม เนื่องจากต้องใช้เครื่องมือเฉพาะทางอณูชีววิทยาและ

ผู้เชี่ยวชาญ ที่มรีาคาแพง ใช้เวลานานกว่า มีความยุ่งยาก ไม่สะดวก และไม่สามารถตรวจได้ทันที 

ณ จุดดูแลสัตว์ป่วย 

   10.1.2.2 การตรวจหา Viral RNA โดยการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่บริ เวณ 

U3LTR ของเชื้อ FeLV เทคนิคที่ใช้ ได้แก่ RT-PCR, Nested RT-PCR (62, 64) Real-time RT-

PCR (qRT-PCR) (65, 66) ซึ่งสามารถตรวจหาเชื้อ FeLV ได้ในเชิงปริมาณ  

  10.1.3 การเพาะแยกเชื้อไวรัส  

 เป็นวิธีดั้งเดิมท่ีใช้เป็นมาตรฐานในการตรวจยืนยันการติดเชื้อ แต่ข้อเสียคือ วิธีการ

ยุ่งยาก ใช้เวลานาน และต้องใช้ห้องปฏิบัติการเฉพาะทาง  โดยเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสในเซลล์

เพาะเลี้ยง ได้แก่ Feline embryonic fibroblast cell line (FEA) (67, 68) จึงไม่นิยมใช้ในงาน

ประจ าวัน  

10.2 การตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ FeLV 

 วิธีนี้ไม่สามารถแยกระหว่างแมวที่ติดเชื้อและแมวที่ได้รับวัคซีน  ดังนั้นหากไม่ทราบ

ประวัติวัคซีนของแมวจะไม่สามารถบอกได้ว่าแอนติบอดีที่ตรวจพบเกิดขึ้นจากสาเหตุใด การ

ตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ FeLV ยังไม่สามารถแยกระยะของการติดเชื้อได้ ดังนั้นการตรวจหา
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แอนติบอดีต่อเชื้อ FeLV จึงไม่มีประโยชน์ในการพยากรณ์โรคและการรักษา แต่ละวิธีมีข้อดีและ

ข้อเสียดังสรุปได้ในตารางที่  3 

ตารางที่ 3 แสดงข้อดีและข้อเสียของวิธีที่ใช้ในการวินิจฉัยการติดเชื้อ FeLV ในแมวที่พบในปัจจุบัน 
 

11. เทคนิค Recombinase Polymerase Amplification (RPA) 

 เทคนิค RPA สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่เราสนใจ ได้ในเวลาเพียง 20 – 40 นาที ที่

อุณหภูมิ 37 – 42 องศาเซลเซียส ปฏิกิริยาเริ่มจากไพรเมอร์ (Forward primer และ Reverse 

primer) ที่จ าเพาะกับต าแหน่งที่สนใจ จับกับเอนไซม์รีคอมบิเนส ได้เป็นสายนิวคลีโอโปรตีน สามารถ

แทรกเข้าไปจับกับเบสคู่สมใน DNA สายคู่ที่เป็น DNA แม่แบบได้ ท าให้บริเวณนั้นโป่งออกเหมือน

อักษร D (D loop) จากนั้น Single strand binding protein (SSB) จะจับกับ DNA สายเดี่ยวอีกเส้น

บริเวณตรงข้ามไพรเมอร์ ซึ่งจะท าให้บริเวณดังกล่าวมีความเสถียรและคงสภาพเป็น DNA สายเดี่ยว 

ท าให้เอนไซม์โพลิเมอร์เรสสามารถต่อสายนิวคลีโอไทด์จากไพรเมอร์ สร้างเป็น DNA สายใหม่ได้ โดย

เอนไซม์โพลิเมอร์เรสที่ใช้ในปฏิกิริยา RPA ได้แก่ suaDNA polymerase ซึ่งผลิตจากแบคทีเรีย 

Staphylococcus aureus และในขณะที่มีการต่อสายนิวคลีโอไทด์ เอนไซม์รีคอมบิเนสจะแยกออก

วิธีการตรวจ Free virus 

(Viral RNA) 

Provirus 

(Viral DNA) 

ความสะดวก อุปกรณ์ และ
บุคลากร 

ระยะเวลาที่ใช้
ในการตรวจ 

Viral Isolation พบ ไม่พบ ต้องใช้บุคลากรที่มีความช านาญ 
และอุปกรณ์จ านวนมาก 

2-3 สัปดาห์ 

IFA พบ ไม่พบ ต้องใช้บุคลากรที่มีความช านาญ 
และอุปกรณ์ จ านวนมาก 

1-2 วัน 

Immunochro-
matographic 
assay  

พบ ไม่พบ สะดวก ไม่จ าเป็นต้องมีบุคลากร
ที่มีความช านาญ และอุปกรณ์
จ านวนมาก 

10 นาที 

PCR ไม่พบ พบ ต้องใช้บุคลากรที่มีความช านาญ 
และอุปกรณ์จ านวนมาก 

1-2 วัน 

RT-PCR พบ ไม่พบ ต้องใช้บุคลากรที่มีความช านาญ 
และอุปกรณ์จ านวนมาก 

1-2 วัน 
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จากไพรเมอร์ ด้วยกระบวนการ ATP hydrolysis ท าให้เอนไซม์รีคอมบิเนสสามารถกลับมาจับกับไพร

เมอร์ที่เหลือในปฏิกิริยา และด าเนินปฏิกิริยาตามกระบวนการเดิมของปฏิกิริยาได้ ส่วนโมเลกุลของ 

SSB จะมาจับกับ DNA สายเดี่ยวจนยาวขึ้นเรื่อยๆ เพ่ือให้การต่อสายนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ฝั่งตรง

ข้ามยังคงด าเนินต่อไป โดยโมเลกุลของ SSB จะหลุดออกจาก DNA สายเดี่ยว เมื่อเอนไซม์โพลิเมอเรส

ต่อสายนิวคลีโอไทด์จากไพรเมอร์ที่จับกับเบสคู่สมบน DNA สายเดี่ยวเส้นเดียวกันนั้น ต่อสายนิวคลีโอ

ไทด์มาถึง SSB จะถูกแทนที่ด้วยเบสคู่สม ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นซ้ าแบบทวีคูณ ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ของ

ปฏิกิริยา RPA (RPA product) ดังภาพที่ 4 (17) การออกแบบไพรเมอร์ของ RPA ความยาวไพรเมอร์

ควรมีขนาด 30 – 35 เบส สัดส่วนของเบส G และ C ควรอยู่ระหว่างร้อยละ 30 – 70 และให้ผลผลิต 

RPA ระหว่าง 80 – 400 คู่เบส ขนาดผลผลิต RPA ที่เหมาะสมที่สุดอยู่ระหว่าง 100 – 200 คู่เบส 

(17, 69) 

 

ภาพที่ 4 แสดงหลักการของปฏิกิริยา RPA (RPA cycle) 
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12. การประยุกต์ใช้เทคนิค RPA 

 ปัจจุบันมีการน าเทคนิค RPA ไปใช้กันอย่างหลากหลาย เช่น การตรวจหาไวรัส Yam Mosaic 

ด้วยวิธี RT- exo RPA การตรวจหาจุลชีพในน้ าส าหรับการบริโภค การตรวจหาจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนใน

อาหาร เช่น เชื้อ Salmonella, Listeria และ Campylobactor การตรวจคัดกรองผู้ติดเชื้อไวรัสอีโบ

ลา ไวรัสเดงก่ีในมนุษย์ ในทางสัตวแพทย์ ได้มีการน าเทคนิค RPA มาใช้ในการตรวจไวรัสที่เป็นสาเหตุ

ของโรคปากและเท้าเปื่อยในสัตว์กีบ (Foot-and-mouth disease virus: FMDV) ด้วยวิธี RT- RPA 

exo probe เปรียบเทียบกับวิธี Real-time RT-PCR พบว่า มีความไวในการตรวจวินิจฉัยที่ร้อยละ 98 

และ 100 ตามล าดับ และ RT- RPA exo probe สามารถตรวจพบเชื้อ FMDV เมื่อปฏิกิริยาด าเนินไป

ได้ 3.7 – 7 นาที (70) การตรวจหาเชื้อไข้หวัดนก (Avian influenza) สายพันธุ์ H5N1 โดยตรวจยีน 

Hemagglutinin subtype H5 ด้วยวิธี RT-RPA exo probe พบว่าสามารถตรวจหายีน H5 ภายใน 7 

นาที ขณะที่วีธี Real-time RT-PCR ต้องใช้เวลาอย่างน้อย 90 นาที RPA มีความไวร้อยละ 100 และ

มีความจ าเพาะเท่ากับ  Real-time RT-PCR (71) การตรวจหาไวรัส PRRS ชนิดที่  2 (Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome virus type 2 : PRRSV-2) ด้ ว ย วิ ธี  RT-RPA exo 

probe โดยใช้ไพรเมอร์ และ exo probe ที่จ าเพาะต่อยีนที่ควบคุมการแสดงออกของ Nucleocapsid 

ของไวรัส ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที พบว่าความไวของการตรวจ

ด้วยวิธี RT-RPA exo probe เท่ากับ 690 copies แต่ขาดความจ าเพาะเนื่องจากเกิดปฏิกิริยาข้าม

กลุ่ม (Cross-reaction) กับเชื้อ Classical PRRSV และ Highly pathogenic PRRSV (20) การตรวจ

ยีน VP2 ซึ่งเป็น Conserved region ของเชื้อ Canine parvovirus ชนิดที่ 2 (CPV-2) กลุ่มย่อย a 

(CPV-2a) และ b (CPV-2b) ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคล าไส้อักเสบในสุนัข ด้วยวิธี RPA พบว่า สามารถ

ตรวจยีนได้ในปริมาณเพียง 10 copies ต่อปฏิกิริยา และมีความจ าเพาะต่อเชื้อ CPV-2a และ CPV-

2b เท่านั้น ขณะที่วิธี PCR ต้องม ีDNA อย่างน้อย 100 copies ต่อปฏิกิริยา (20) 

 การตรวจหาเชื้อก่อโรคในแมว พบว่าได้มีผู้ที่ศึกษาและพัฒนาการตรวจด้วยเทคนิค RPA 

เช่นกัน ได้แก่ เชื้อ Feline herpes virus ชนิดที่ 1 (FHV-1) ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ

ส่วนบนและโรคตาในแมว โดยตรวจหายีน Thymidine kinase (TK gene) ของเชื้อ FHV-1 ด้วยวิธี 

RPA exo probe โดยท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที พบว่าสามารถ

ตรวจหายีนได้ในปริมาณอย่างน้อย 100 copies ต่อปฏิกิริยา ซึ่งเท่ากับวิธี  real-time PCR มี
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ความจ าเพาะสูงเนื่องจากให้ผลตรวจเป็นลบต่อเชื้อก่อโรคอ่ืนๆ (21) การตรวจหาเชื้อ Feline 

parvovirus (FPV) ซึ่งเป็นสาเหตุของการป่วยด้วยโรคไข้หัดแมวด้วยเทคนิค Lateral flow dipstick 

RPA (LFD-RPA) โดยใช้ไพรเมอร์และโพรบที่จ าเพาะต่อยีน VP2 พบว่าเทคนิคดังกล่าวมีความไวและ

ความจ าเพาะสูง ใช้เวลาในการท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เพียง 15 นาที โดยขีดจ ากัด

ในการตรวจอยู่ที่ 100 copies และมีความไวมากกว่าเทคนิค PCR (72) 

 ในการศึกษาครั้งนี้สนใจที่จะพัฒนาเทคนิค RPA และ RT-RPA เพ่ือตรวจ Provirus และ 

Viral RNA ในกระแสเลือดของแมวได้ ซึ่งน่าจะมีความสะดวกและรวดเร็ว ไม่ต้องใช้เครื่องมือทาง

ห้องปฏิบัติการที่จ าเพาะ สามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเชื้อ  FeLV ในแมว ณ จุดดูแลสัตว์ป่วย 

เช่น ในคลินิกสัตวแพทย์หรือโรงพยาบาลสัตว์  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สารเคมีและน้ ายา 

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการสกัดสารพันธุกรรม DNA และ RNA ประกอบด้วย ชุดสกัด

ส าเร็จรูป QIAamp® cador® Pathogen จากบริษัท QIAGEN ประเทศเยอรมนี  ใช้สกัดสาร

พันธุกรรมจากตัวอย่างทดสอบ ชุดน้ ายา NucleoSpin® RNA Virus จากบริษัท MACHEREY-NAGEL 

ประเทศเยอรมนี ส าหรับสกัดสารพันธุกรรมจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว และก าจัด

การปนเปื้อนของ DNA รวมถึงการเตรียม RNA ให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป TURBO DNA – 

freeTM Kit จากบริษัท ThermoFisher SCIENTIFIC (Invitrogen) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR ประกอบด้วย ชุด

น้ ายาส าเร็จรูป GoTaq® Green จากบริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา เพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมด้วยเทคนิค RT-PCR ด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป AccessQuickTM RT-PCR System จากบริษัท 

Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา และไพรเมอร์ที่สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Bioneer Corporation 

ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค RPA และ RT-RPA

ประกอบด้วย ชุดน้ ายา TwistDxTM Basic kit จากบริษัท TwistDxTM ประเทศสหราชอาณาจักร และ

ไพรเมอร์ที่สั่งสังเคราะห์จากบริษัท Bioneer Corporation ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี  

 สารเคมีและน้ ายาที่ใช้ตรวจสอบผลผลิตในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ประกอบด้วย ชุด

น้ ายา NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up จากบริษัท MACHEREY-NAGEL ประเทศเยอรมนี 

ส าหรับการเตรียมผลผลิตให้บริสุทธิ์ วุ้นอะกาโรส จากบริษัท SERVA ประเทศเยอรมนี ผงบัฟเฟอร์

ส าเร็จรูปชนิด TBE (Tris-Borate-EDTA)  จากบริษัท VWR® Life Science ประเทศสหรัฐอเมริกา 

DNA มาตรฐานชนิด 100 bp GeneDireX® จากบริษัท BIO-HELIX สาธารณรัฐจีน (ไต้หวัน) DNA 

มาตรฐานชนิด 50 bp และ 6X loading dye จากบริษัท Biotechrabbit ประเทศเยอรมนี 

 วัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว Nobivac® Feline 2-FeLV จากบริษัท Merck 

Animal Health/ Intervet Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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2. เครื่องมือ 

 ชุดทดสอบส าเร็จรูป Anigen Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test Kit จากบริษัท BIONOTE

ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม ThermoScientific NanoDrop Lite  จาก

บริษัท ThermoFisher SCIENTIFIC ประเทศสหรัฐอเมริกา เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

TECHNE รุ่น 3Prime จากบริษัท Cole-Parmer ประเทศสหราชอาณาจักร เครื่อง Gel 

electrophoresis MUPID®-EXu จากบริษัท TaKara ประเทศญี่ปุ่น และเครื่อง Gel 

Documentation AlphaInnotech - AlphaImager Mini จากบริษัท ProteinSimple ประเทศ

สหรัฐอเมริกา   

3. วิธีการทดลอง 

3.1  การเก็บตัวอย่าง  

 โครงการวิจัยผ่านการรับรองจริยธรรมการท าวิจัยในสัตว์จากคณะกรรมการก ากับดูแลการ
เลี้ยงและการใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที่
รับรอง CU-ACUC 1831010 

 คัดเลือกแมวที่แสดงอาการป่วยและสงสัยว่าจะติดเชื้อ FeLV หรือป่วยเป็นมะเร็งต่อม

น้ าเหลือง หรือมะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยไม่ระบุเพศ อายุ จากแมวที่เข้ารับการรักษาที่ศูนย์ความเป็นเลิศ

ด้านโรคแมวและคลินิกโรคมะเร็ง โรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย โดยมีรายละเอียดเกณฑ์คัดเลือกแมวที่แสดงอาการป่วยทางคลินิกดังนี้  

  3.1.1 กลุ่มที่มีเนื้องอกหรือมะเร็ง เช่น ต่อมน้ าเหลืองโตผิดปกติทั้งบางบริเวณและ

ทั่วร่างกาย เนื้องอกท่ีช่องอก เนื้องอกในระบบทางเดินอาหาร 

  3.1.2 กลุ่มท่ีป่วยด้วยโรคติดเชื้อ FIV และโรคติดเชื้ออ่ืนๆ  

  3.1.3 กลุ่มของแมวที่ป่วยง่าย มีไข้ รักษาให้หายยาก และไวต่อการติดเชื้อแทรกซ้อน

ต่างๆ อันเนื่องมาจากภาวะการกดการท างานของภูมิคุ้มกัน  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23 

  3.1.4 กลุ่มที่แสดงอาการทางระบบเลือด เช่น ภาวะโลหิตจาง มะเร็งเม็ดเลือดขาว

ชนิด (Acute Myeloblastic Leukemia: AML) รวมถึงกลุ่มอาการที่เรียกว่า Myelodysplastic 

syndrome (MDS) 

  3.1.5 กลุ่มที่มาเข้ารับวัคซีนป้องกันโรคติดเชื้อไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมวหรือ

เข้ารับการตรวจสุขภาพ 

 ค านวณหาขนาดตัวอย่างด้วยสูตรของ N.M. Buderer (73) โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

  N1 = จ านวนตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ เมื่อก าหนดความคาดหวังค่าความไวในการ

ตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค RPA ทีร่้อยละ 95  

  N2 = จ านวนตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ เมื่อก าหนดความคาดหวังค่าความความจ าเพาะ

ในการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค RPA ทีร่้อยละ 95 

  Zα/2 = ค่าคะแนนมาตรฐานเมื่อก าหนดให้ระดับนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นร้อย

ละ 95 คือ 1.96 

  SN = ก าหนดความคาดหวังค่าความไวในการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค RPA ที่

ร้อยละ 95 

  SP = ก าหนดความคาดหวังค่าความจ าเพาะในการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค 

RPA ทีร่้อยละ 95 

  P = อัตราส่วนของการเกิดอุบัติการณ์ ในที่นี้คือ 16.5/100 = 0.165 

   W = ก าหนดช่วงความกว้างของค่าความเชื่อมั่นที่ร้อยละ 95 (95% CI) ความไวใน

การตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค RPA ทีร่้อยละ 10 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 24 

N1 =
Zα/2

2 SN(1 − SN)
W2

P
  

  จะได้ N1 =
1.9620.95(1−0.95)

0.12

0.165
  = 110.59 หรือ 111 ตัวอย่าง 

N2 =
Zα/2

2 SP(1 − SP)
W2

(1 − P)
  

  จะได้ N2 =
1.9620.95(1−0.95)

0.12

(1−0.165)
 = 21.85 หรือ 22 ตัวอย่าง 

 จากการค านวณ N1 มีค่ามากกว่า N2 ดังนั้นจึงใช้จ านวนตัวอย่างทดสอบ ในการ

พัฒนาตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค RPA อย่างน้อย 111 ตัวอย่าง ในการศึกษาครั้งนี้เก็บ

ตัวอย่างจากแมวจ านวนทั้งสิ้น 122 ตัวอย่าง โดยเจาะเลือดแมวประมาณ 0.5 – 1 มิลลิลิตร (ml) 

ใส่ในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด Ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) แล้วเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.2 การตรวจหา Viral RNA (p27 Antigen) ด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูป  

 น าเลือดที่เจาะเก็บจากแมวที่สงสัยว่าจะติดเชื้อ FeLV มาตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA  เพ่ือ

ดูว่าแมวมีการติดเชื้อแบบ Progressive infection หรือไม่ ด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูป Anigen Rapid 

FIV Ab/FeLV Ag Test Kit (ได้รับความอนุเคราะห์จาก บริษัท เบสท์อะโกรคอมพาเนี่ยน จ ากัด) ซ่ึง

อาศัยหลักการ Immunochromatographic assay ท าการทดสอบตามวิธีของเอกสารค าแนะน าการ

ใช้ชุดทดสอบ โดยหยดตัวอย่างเลือด 1 หยด หรือ ประมาณ 10 ไมโครลิตร (µl) ลงในหลุมส าหรับหยด

ตัวอย่าง (สัญลักษณ์ S) ทั้ง 2 หลุม จากนั้นหยด FIV Ab/FeLV Ag Assay Diluent หลมุละ 2 หยด 

หรือประมาณ 60 µl จับเวลา 10 นาท ี 

 การอ่านผล ผลบวกจะปรากฏเส้นสีแดงตรงตัวอักษร T (Test) และ C (Control) ผลลบจะ

ปรากฏเส้นสีแดงตรงตัวอักษร C เท่านั้น ดังภาพที่ 5 
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ภาพที่ 5 แสดงผลการตรวจด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูป Antigen Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test Kit 
(ภาพประกอบจากคู่มือการใช้งานชุดทดสอบส าเร็จรูป Antigen Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test Kit) 

3.3  การสกัด DNA และ RNA จากตัวอย่างเลือดแมว  

 น าเลือดที่เจาะเก็บจากแมวที่สงสัยว่าจะติดเชื้อ FeLV ปริมาตร 200 µl มาสกัด DNA และ 

RNA ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป QIAamp® cador® Pathogen (QIAGEN ประเทศเยอรมันนี) เริ่มจาก

เติม Proteinase K ปริมาตร 20 µl บัฟเฟอร์ VXL ปริมาตร 100 µl ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า 

Vortex บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาเติมบัฟเฟอร์ ACB ปริมาตร 350 µl แล้ว

เขย่าด้วย Vortex จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดลงใน QIAamp Mini column ที่อยู่ใน Collection 

tube  ปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างด้วยบัฟเฟอร์ AW1 

ปริมาตร 600 µl ปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างอีกครั้งด้วย

บัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 600 µl ปั่นที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปั่น

ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือให้ Membrane filter แห้ง ย้าย QIAamp Mini 

column ลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 ml จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ AVE ปริมาตร 70 µl บ่ม

ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ปั่นที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที วัดปริมาณ 

DNA และ RNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัด Thermo Scientific NanoDrop Lite เก็บรักษา DNA และ 

RNA ที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส  

3.4 การเตรียม RNA ให้บริสุทธิ์  

 แบ่งสารพันธุกรรมที่สกัดได้ในข้อ 3.3 ปริมาตร 30 µl มาใช้เตรียม RNA ให้บริสุทธิ์ด้วยชุด

น้ ายาส าเร็จรูป TURBO DNA – freeTM Kit (Invitrogen ประเทศ สหรัฐอเมริกา) เริ่มจากเติมบัฟเฟอร์ 
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10x DNase ปริมาตร 3 µl และเอ็นไซม์ TURBO DNase ปริมาตร 1 µl (2U) เขย่าด้วย Vortex แล้ว

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมน้ ายา DNase Inactivation Reagent 

ปริมาตร 3 µl เขย่าด้วย Vortex บ่มที่อุณหภูมิห้องอีก 5 นาที ระหว่างบ่มพลิกหลอด 2-3 ครั้ง และ

เมื่อครบเวลาเขย่าด้วย Vortex อีกครั้ง แล้วจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 x g นาน 1 นาที 30 

วินาที ดูดส่วนใสใส่ลงในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 ml วัดปริมาณ RNA ที่ผ่านการท าให้

บริสุทธิ์ ด้วยเครื่องวัด Thermo Scientific NanoDrop Lite  

3.5 การวัดปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเครื่อง Nanodrop 

 ดูดตัวอย่าง DNA หรือ RNA ที่สกัดปริมาณ 1 µl หยดตรงต าแหน่งที่อ่านค่าการดูดกลืนแสง

ของเครื่องวัด Thermo Scientific NanoDrop Lite  วัดปริมาณ DNA ที่ความยาวคลื่น 260 nm 

เครื่องจะค านวณปริมาณ DNA โดยอัตโนมัติ มีหน่วยเป็น ng/µl และแสดงอัตราส่วนระหว่างค่าการ

ดูดกลืนแสง A260/A280 ความบริสุทธิ์ของ DNA ที่สกัดได้ควรมีค่าระหว่าง 1.7 - 1.9 และความบริสุทธิ์

ของ RNA ที่สกัดได้ควรมีค่ามีค่าประมาณ 1.9 - 2.1  

3.6 การโคลนยีนบริเวณ U3LTR ของ FeLV Provirus 

 โคลนยีนบริเวณต าแหน่ง U3LTR  ซึ่งจ าเพาะกับการตรวจหา exFeLV (25, 74) เพ่ือใช้โคลน 

DNA ในการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และ

เป็น DNA ควบคุมบวกในการตรวจหา FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

3.6.1 การเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ U3LTR ของ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR  

น า DNA ที่สกัดจากเลือดแมวที่ยืนยันแล้วว่าติดเชื้อ FeLV  มาเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมบริเวณ U3LTR ของ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ

บริเวณ U3LTR ของ exogenous FeLV ที่ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Tandon และคณะ ในปี 

2005 (75) ดังนี้  U3F RPA: 5´- AAACAGCAGAAGTTTCAAGGCCGCTACCAG-3´ และ U3R 

RPA: 5´-CTGATGGCTCGTTTTATAGCAGAAAGCGCGCG-3´ ใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป GoTaq® 

Green (Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา) ในปริมาตรรวม 25 µl ประกอบด้วย Master Mix 

ปริมาตร 12.5 µl ไพรเมอร์ความเข้มข้น 10 pmole/µl ปริมาตรเส้นละ 0.5 µl DNA ความ
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เข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 1 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 10.5 µl ท าปฏิกิริยาที่สภาวะดังนี้ 

อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที 65 องศา

เซลเซียส 1 นาที 73 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 40 รอบ และท่ี 73 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

5 นาที ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (TECHNE รุ่น 3Prime ประเทศสหราชอาณาจักร) 

จากนั้นน าผลผลิต PCR ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส

เข้มข้น 1.5% โดยให้ผลผลิตขนาด 145 bp จากนั้นน าผลผลิต PCR ปริมาตร 25 µl มาท าให้

บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายา NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL ประเทศ

เยอรมนี) โดยผสมให้เข้ากันกับสารละลายบัฟเฟอร์ NTI 50 µl จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลง

ใน NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g 

เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นล้างผลผลิต PCR ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ NT3 ปริมาตร 700 µl 

สองครั้ง แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g ครั้งละ 30 วินาที จากนั้นชะผลผลิต PCR ด้วย

สารละลายบัฟเฟอร์ NE ปริมาตร 30 µl โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 1 นาที จะ

ได้ผลผลิต PCR ที่บริสุทธิ์ แล้วจึงน าไปวัดปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธีการดังข้อ 3.5  

3.6.2 การโคลนยีนส่วนของ U3LTR   

น าผลผลิต PCR ส่วนของ U3LTR จากข้อ 3.6.1 ปริมาณ 7.25 ng ปริมาตร 1 µl  ผสม

ลงใน 2xT4 DNA ligation buffer ปริมาตร 5 µl พลาสมิด pGEMT®-T Easy Vector ปริมาณ 

50 ng ปริมาตร 1 µl เอนไซม์ T4 DNA Ligase ความเข้มข้น 3 Weiss units/µl ปริมาตร 1 µl 

และเติม Nuclease free water ปริมาตรรวมสุดท้าย 10 µl ผสมให้เข้ากัน แช่ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส ข้ามคืน  

น า DNA ลูกผสมเข้าสู่ Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 ด้วยวิธี Transformation  

ด้วยชุด Competent cells เริ่มจากละลาย competent  E.coli ปริมาตร 200 µl บนน้ าแข็ง 

จากนั้นเติม DNA ลูกผสมปริมาตร 20 µl แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที บ่มที่ 42 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที และแช่ในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติม LB broth 

ปริมาตร 800 µl บ่มในตู้บ่มแบบเขย่า เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ดูดเชื้อปริมาตร 100 µl Spread ลงบน LB agar ที่ผสม Ampicillin ที่
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ความเข้มข้นสุดท้าย 100 µg/ml และมี IPTG เข้มข้น 100 mM ปริมาตร 100 µl กับ 4% X-

Gal ปริมาตร 50 µl บนหน้าอาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง  

คัดเลือกโคโลนีสีขาว ซึ่งคาดว่าเป็น E. coli ที่ได้รับ DNA ลูกผสมเข้าสู่เซลล์ เพาะเลี้ยง

ใน LB broth ปริมาตร 3 ml ที่ผสม Ampicillin ความเข้มข้นสุดท้าย 100 µg/ml บ่มในตู้บ่ม

แบบเขย่า เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-24 ชั่วโมง 

แล้วสกดัพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด DNA ส าเร็จรูป Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit โดย

ดูดเชื้อที่เพาะเลี้ยง ปริมาตร 600 µl ผสมกับ 7X lysis buffer ปริมาตร 100 µl จากนั้นเติม 

Neutralization Buffer ที่เย็น ปริมาตร 350 µl ผสมให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 

11,000 x g นาน 3 นาที เมื่อครบเวลา ดูดส่วนใสใส่ลงใน Zymo-Spin™ IIN column น าไปปัน่

เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 15 วินาที ล้างด้วย Endo-Wash Buffer ปริมาตร 200 µl 

แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 15 วินาท ีล้างพลาสมิดที่สกัดได้อีกครั้งด้วย Zyppy™ 

Wash Buffer ปริมาตร 400 µl แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 30 วินาที จากนั้นจึง

ชะพลาสมิด DNA ออกมาด้วย Zyppy™ Elution Buffer ปริมาตร 30 µl ปั่นเหวี่ยงที่ 11,000 x 

g นาน 15 วินาที ตรวจสอบความถูกต้องของพลาสมิด U3LTR ด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ต่อไป 

3.6.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

เตรียมพลาสมิด DNA จากข้อ 3.6.2 แล้วส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ไปยังบริษัท 

BIONEER Corporation ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี บันทึกข้อมูลลงในแบบฟอร์มของบริษัท 

ได้แก่ ประเภทของสารพันธุกรรมที่ส่งวิเคราะห์ ปริมาตร ความเข้มข้น โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ

กับพลาสมิด  pGEMT®-T Easy Vector ได้ แก่  SP6 และมีล าดับนิ วคลี โอไทด์ดั งนี้  5´-

ATTTAGGTGACACTATAG -3 จากนั้นน าผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน FeLV LTR ในฐานข้อมูลโดยใช้โปรแกรม NCBI BLAST 

3.7 การสกัด FeLV Viral RNA จากวัคซีนเพื่อใช้เป็น RNA ควบคุมบวก  

 สกัด FeLV Viral RNA จากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว Nobivac® Feline 2-

FeLV (Merck Animal Health/ Intervet Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา) ด้วยชุดน้ ายา NucleoSpin® 
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RNA Virus (MACHEREY-NAGEL ประเทศเยอรมนี) เพ่ือใช้เป็น RNA ในการทดสอบหาสภาวะที่

เหมาะสมในการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และเป็นตัวควบคุมบวกในการ

ตรวจหา FeLV Viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมว โดยเติมวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

150 µl ลงในสารละลายบัฟเฟอร์ RAV1 ที่มีส่วนผสมของ Carrier RNA ปริมาตร 600 µl ผสมให้เข้า

กัน แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เติมเอทานอลบริสุทธิ์ 600 µl ผสม

ให้เข้ากัน แล้วดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงใน NucleoSpin® RNA Virus Columns จากนั้นน าไปปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 x g นาน 1 นาที ล้าง RNA ที่สกัดได้ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ RAW 500 µl 

1 ครั้ง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 x g นาน 1 นาที แล้วล้างด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ RAV3 อีก 2 

ครั้ง ครั้งแรกใช้ปริมาตร 600 µl ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 x g นาน 1 นาท ีและ ครั้งที่ 2 ปริมาตร 

200 µl ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 5 นาที ชะ RNA ที่สกัดได้ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ RE 

ที่อุ่นร้อนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ปริมาตร 50 µl  แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที ปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 1 นาท ีวัดปริมาณ RNA ที่สกัดได้ตามขั้นตอนในข้อ 3.5 แล้วเก็บ

รักษา RNA ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

3.8 การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR  

 น า DNA ที่สกัดจากแมวที่สงสัยว่าจะติดเชื้อ FeLV  ในข้อ 3.3 มาตรวจหา FeLV Provirus 

ด้วยเทคนิค PCR ตามวิธีดังข้อ 3.6.1 ซึ่งจะให้ผลผลิตขนาด 145 bp 

3.9 การแยกขนาด DNA ภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

 เตรียมวุ้นอะกาโรส (SERVA ประเทศเยอรมนนี) ความเข้มข้น 1.5% โดยผสมผงวุ้นอะกาโรส

กับสารละลายบัฟเฟอร์ TBE (Tris-Borate-EDTA) (VWR® Life Science ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

ความเข้มข้น 0.5 เท่า พร้อมด้วยสี Ethidium bromide (AppliChem ประเทศสหรัฐอเมริกา ที่ความ

เข้มข้นสุดท้ายในวุ้นอะกาโรสเท่ากับ 5% เมื่อวุ้นพร้อมใช้ท าการแยกขนาด DNA ภายใต้กระแสไฟฟ้า 

100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ด้วยเครื่อง Gel electrophoresis (MUPID®-EXu ประเทศญี่ปุ่น) เมื่อ

ครบเวลาตรวจสอบผลผลิตภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตและบันทึกภาพด้วยเครื่อง Gel 

Documentation (AlphaInnotech - AlphaImager Mini ประเทศสหรัฐอเมริกา)   
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3.10 การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR  

 จากงานวิจัยของ Tozon และคณะ ในปี 2008 พบว่า เทคนิค Nested PCR เพ่ิมความไว 

และความจ าเพาะในการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค PCR (76) ในงานวิจัยนี้จึงได้ท าการตรวจหา

เชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค Nested PCR บริเวณต าแหน่ง U3LTR ของเชื้อ FeLV โดยน าผลผลิต PCR ที่

ให้ผลลบจากจากวิธี PCR ในข้อ 3.8 มาตรวจหา FeLV Provirus  โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณ

ภ า ย ใ น  U3LTR ข อ ง  exogenous FeLV ดั ง นี้  U3F3 RPA:  5´- 

AAATTTCAAGGCCGCTACCAGCAGTCTCCAGG- 3´ แ ล ะ  U3R4 RPA:  5´-

AGAAGCGAGAGGCGTGGGGATTGGTTAGTTAA-3´ ท าปฏิกิริยา  PCR ด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป 

GoTaq® Green ในปริมาตรรวม 25 µl ประกอบด้วย Master Mix ปริมาตร 12.5 µl ไพรเมอร์ความ

เข้มข้น 10 pmole/µl ปริมาตรเส้นละ 0.5 µl ผลผลิต PCR ปฐมภูมิที่เจือจางด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจาก

เชื้อ10 เท่า ปริมาตร1 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 10.5 µl ท าปฏิกิริยาที่สภาวะดังนี้ อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 65 องศาเซลเซียส 45 นาที 

73 องศาเซลเซียส 45 วินาที จ านวน 40 รอบ และที่ 73 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ด้วยเครื่อง

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม TECHNE จากนั้นน าผลผลิต PCR ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาด

ภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% โดยจะให้ผลผลิตขนาด 101 bp 

3.11 การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA  

3.11.1 การทดสอบปฏิกิริยา RPA  

  ท าปฏิกิริยา RPA ด้วยชุดน้ ายา TwistDxTM Basic kit (บริษัท TwistDx ประเทศส

หราชอาณาจักร) ในปริมาตรรวม 50 µl ประกอบด้วยไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิค PCR เช่นเดียวกับ

ข้อ 3.8 ความเข้มข้น 10 µM ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา Rehydration buffer 29.5 µl DNA โคลน 

U3LTR จากข้อ 3.6 ความเข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 1 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 12.2 µl 

ดูดส่วนผสมทั้งหมดเติมลงใน Freeze-dried RPA pellets จากนั้นเติม Magnesium acetate 

ความเข้มข้น 280 mM ปริมาตร 2.5 µl ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา 8 - 10 ครั้ง 

Spin down แล้วบ่มใน Heat block โดยท าการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค RPA 

ได้แก่ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ อุณหภูมิ และ เวลา  
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3.11.2 การท าผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์  

  น าผลผลิต RPA มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายา NucleoSpin® Gel and PCR Clean-

up โดยผสมสารละลายบัฟเฟอร์ NTI 100 µl จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงใน NucleoSpin® 

Gel and PCR Clean-up Columns แล้วน าไป ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g เป็นเวลา 30 

วินาที ล้างผลผลิต RPA ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ NT3 ปริมาตร 700 µl สองครั้ง แล้วปั่นเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 11,000 x g ครั้งละ 30 วินาที จากนั้นชะผลผลิต PCR ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ NE 

ปริมาตร 30 µl โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 1 นาที จะได้ผลผลิต RPA ที่บริสุทธิ์ 

น าไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% โดยให้

ผลผลิตขนาด 145 bp ดังข้อ 3.9 

 3.11.3  การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา RPA  

3.11.3.1 การทดสอบความเข้มข้นไพร์เมอร์ที่เหมาะสม 

  เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.11.1 ทดสอบความเข้มข้นไพร

เมอร์ที่ 10, 5 และ 2.5 µM บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

ท าผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้า

ในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 

  3.11.3.2 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

  เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.11.1 โดยเลือกใช้ไพรเมอร์

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 3.11.3.1 บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิต่างๆ ดังนี้ 37, 38, 39 

และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วท าผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และ

ตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 

  3.11.3.3 การทดสอบหาเวลาที่เหมาะสม  

   เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.11.1  โดยเลือกใช้ไพรเมอร์

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 3.11.3.1 บ่มใน Heat block ภายใต้อุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 
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3.11.3.2 บ่มที่เวลาต่างๆดังนี้ 10, 20, 30 และ 40 แล้วท าผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 

และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 

3.11.4 การทดสอบหาความเข้มข้นของสี SYBR green I ที่เหมาะสมในการตรวจ

วิเคราะห์ผลการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค RPA  

เนื่องจาก SYBR green I มีคุณสมบัติในการจับกับดีเอ็นเอสายคู่ และให้สีที่มองเห็น

ได้ด้วยตาเปล่าอย่างรวดเร็ว (77) ในงานวิจัยนี้จึงท าการตรวจสอบผลผลิต RPA ด้วยสี SYBR 

green I โดยน าผลผลิต RPA มาเติมสี SYBR green I ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 300X, 200X, 

100X, 75X, 50X และ 25X ปริมาตร 2 µl ผสมให้เข้ากัน อ่านผลด้วยตาเปล่าทันที โดยใช้ผู้อ่าน

ผลจ านวน 3 คน และอ่านผลภายใต้แสงสีขาวจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ การอ่านผลผลบวกจะ

เห็นสีเขียว ผลลบจะเห็นสีส้ม  

3.11.5 การทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA 

เจือจาง DNA โคลน U3LTR  ในข้อ 3.6 ที่ความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 

ng/µl ตามล าดับ น า DNA ที่เจือจางปริมาตร 1 µl มาท าปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl 

ดังข้อ 3.11.1 ใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ อุณหภูมิ และ เวลาที่เหมาะสมจากข้อ 3.11.3.1 - 

3.11.3.3 ใช้น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ จากนั้นน าผลผลิตไปท าให้บริสุทธิ์ดังข้อ 

3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 

3.9 

3.11.6 ทดสอบความจ าเพาะของการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA  

น า DNA และ cDNA ปริมาตร 1 µl ของไวรัสชนิดอื่นที่เป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อ

ไวรัสในแมว ดังนี้ Feline calicivirus (FCV), Feline immunodeficiency virus (FIV), Feline 

coronavirus (FCoV), Feline herpesvirus (FHV), Feline morbillivirus (FeMV) และ DNA 

ของเชื้อ Mycoplasma haemofelis ท าปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.11.1 ใช้

ความเข้มข้นของไพรเมอร์ อุณหภูมิ และ เวลาที่เหมาะสมจากข้อ 3.11.3.1 - 3.11.3.3 ใช้ DNA 

โคลน U3LTR  เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แล้วน าผลผลิต



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 33 

ไปท าให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกา

โรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 ว่าพบแถบ DNA จากปฏิกิริยาที่ไม่จ าเพาะต่อเชื้อ FeLV Provirus 

หรือไม่    

3.11.7 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RPA  

น า DNA จากตัวอย่างเลือดแมว จ านวน 122 ตัวอย่าง มาตรวจหาเชื้อ FeLV 

Provirus ด้วยเทคนิค RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.11.1 ใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 

อุณหภูมิ และ เวลาที่เหมาะสมจากข้อ 3.11.3.1 - 3.11.3.3 เติม DNA ความเข้มข้น 20 ng/µl 

ปริมาตร 1 µl ใช้ DNA โคลน U3LTR  เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัว

ควบคุมลบ แล้วน าผลผลิตไปท าให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 และตรวจสอบด้วยสี SYBR green I อ่าน

ผลด้วยตาเปล่า โดยใช้ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 3.11.4  

3.12 การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA 

 นอกจากการพัฒนาเทคนิค RPA ในการตรวจหาเชื้อ FeLV งานวิจัยนี้ยังสนใจพัฒนาเทคนิค 

Nested RPA เพ่ือเปรียบเทียบความไว และ ความจ าเพาะ กับเทคนิค  RPA และ เทคนิค 

Nested PCR ในการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus 

3.12.1 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Nested RPA 

   เตรียมปฏิกิริยาRPA ด้วยชุดน้ ายา TwistDxTM  Basic kit ในปริมาตรรวม 50 µl 

ประกอบด้วยไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิค Nested PCR เช่นเดียวกับข้อ 3.10 ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา 

Rehydration buffer 29.5 µl ผลผลิต RPA ที่เจือจางด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 10 เท่า 

ปริมาตร 2 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 13.6 µl แล้วดูดส่วนผสมทั้งหมดเติมลงใน Freeze-

dried RPA pellets จากนั้นเติม Magnesium acetate ความเข้มข้น 280 mM ปริมาตร 2.5 

µl ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา 8 - 10 ครั้ง Spin down แล้วบ่มใน Heat block ที่

อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 30 นาที ทดสอบสภาวะที่เหมาะสม ดังนี้ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 
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อุณหภูมิ และ เวลา เตรียมผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยก

ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% ดังข้อ 3.9 โดยมีผลผลิตขนาด 101 bp 

3.12.1.1 การทดสอบความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม 

 เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.12.1 ทดสอบไพรเมอร์ที่ความ

เข้มข้น 10, 7.5 และ 5 µM ปริมาณ 1.2 µl บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที แล้วเตรียมผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยก

ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% ดังข้อ 3.9 

  3.12.1.2 การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

  เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.12.1 โดยเลือกใช้ไพรเมอร์

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ  3.12.1.1 บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิต่างๆดังนี้ 37, 39 และ 

41 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วเตรียมผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และ

ตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% ดังข้อ 3.9 

  3.12.1.3 การทดสอบหาเวลาที่เหมาะสม  

  เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.12.1 โดยเลือกใช้ไพรเมอร์

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ  3.12.1.1 บ่มใน Heat block ภายใต้อุณหภูมิที่เหมาะสมจาก

ข้อ 3.12.1.2 บ่มที่เวลาต่างๆดังนี้ 10, 20 และ 30 นาที แล้วเตรียมผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดัง

ข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% ดัง

ข้อ 3.9 

  3.12.1.4 การทดสอบหาปริมาณผลผลิต RPA ปฐมภูมิ ที่เหมาะสม  

เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.12.1 โดยเลือกใช้ไพรเมอร์

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ  3.12.1.1 ผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่เจือจาง  10 เท่า ปริมาตร 1, 

2 และ 3 µl บ่มใน Heat block ภายใต้อุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 3.12.1.2 และใช้เวลาบ่นที่
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เหมาะสมจากข้อ 3.12.1.3 แล้วเตรียมผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วย

การแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% ดังข้อ 3.9  

  3.12.1.5 การทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดของผลผลิต RPA ปฐมภูมิ  

เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.12.1 โดยเลือกใช้ไพรเมอร์

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ  3.12.1.1 ผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่เจือจาง 10-1 ถึง 10-10 

ตามล าดับ ที่ปริมาตรที่เหมาะสมจากข้อ 3.12.1.4 บ่มใน Heat block ภายใต้อุณหภูมิที่

เหมาะสมจากข้อ 3.12.1.2 และใช้เวลาบ่มที่เหมาะสมจากข้อ 3.12.1.3 แล้วเตรียมผลผลิต RPA 

ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส

เข้มข้น 2% ดังข้อ 3.9  

      3.12.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของสี SYBR green I ที่เหมาะสมในการตรวจ

วิเคราะห์ผลการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค Nested RPA  

น าผลผลิต RPA มาเติมสี SYBR green I ที่ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 300X, 200X, 

100X, 75X, 50X และ 25X ปริมาตร 2 µl ผสมให้เข้ากัน อ่านผลด้วยตาเปล่าทันที การอ่านผล

ผลบวกจะเห็นสีเขียว ผลลบจะเห็นสีส้ม  

3.12.3 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค Nested 

RPA  

น าผลผลิต RPA ที่ให้ผลลบจากการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus เมื่อตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส ในข้อ 3.11.7  มาท าปฏิกิริยา 

Nested RPA  ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.12.1 โดยใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์ อุณหภูมิ เวลา 

และ ปริมาณผลผลิต RPA ปฐมภูมิ ที่เหมาะสม จากข้อ 3.12.1.1-3.12.1.4 แล้วเตรียมผลผลิต 

RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกา

โรสเข้มข้น 2% ดังข้อ 3.9 และ สี SYBR green I อ่านผลด้วยตาเปล่า และใช้ความเข้มข้นของสี 

SYBR green I ที่เหมาะสมดังข้อ 3.12.2 
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 3.13 การตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-PCR แบบ One-Step  

ตรวจหา FeLV Viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 122 ตัวอย่าง โดยท าปฏิกิริยา  

RT-PCR ด้ วยชุดน้ ายาส า เ ร็ จรูป  AccessQuickTM RT-PCR System (Promega ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณ U3LTR ของ exogenous FeLV เช่นเดียวกับ

ในข้อ 3.8 เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 25 µl ประกอบด้วย Master Mix ปริมาตร 12.5 µl 

ไพรเมอร์ความเข้มข้น 10 pmole/µl ปริมาตรเส้นละ 0.75 µl RNA จากข้อ 3.4 ปริมาตร 1.5 

µl น้ ายา AMV 0.5 µl  และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 9 µl ท าปฏิกิริยาที่สภาวะดังนี้ อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที ตามด้วยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ต่อด้วย

อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที 65 องศาเซลเซียส 1 นาที 73 องศาเซลเซียส 1 นาที 

จ านวน 40 รอบ และที่ 73 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม TECHNE จากนั้นน าผลผลิต PCR ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 โดยให้ผลผลิตขนาด 145 bp 

3.14 การตรวจหา FeLV viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 

3.14.1 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา RT-RPA 

  เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA ด้วยชุดน้ ายา TwistDx Basic RT kit ในปริมาตรรวม 50 

µl ประกอบด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณ U3LTR ของ exogenous FeLV เช่นเดียวกับข้อ 

3.8 ความเข้มข้น 10 µM ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา Rehydration buffer 29.5 µl RNA ควบคุม

บวกจากข้อ 3.7 ความเข้มข้น 10 ng/µl ปริมาตร 1 µl น้ ายา RNase Inhibitor ความเข้มข้น 

0.4 U/µl ปริมาตร 2.5 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 9.7 µl แล้วดูดส่วนผสมทั้งหมดเติมลงใน 

Freeze-dried RPA pellets จากนั้ น เติ ม  Magnesium acetate ความ เข้ มข้น  280 mM 

ปริมาตร 2.5 µl ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา 8 - 10 ครั้ง Spin down แล้วบ่มใน 

Heat block ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยทดสอบสภาวะที่เหมาะสม 

ดังนี้ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ อุณหภูมิ และ เวลา เตรียมผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 

และตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9  

โดยให้ผลผลิตขนาด 145 bp 
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3.14.1.1 การทดสอบความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม 

 เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.14.1 ทดสอบไพรเมอร์ที่

ความเข้มข้น 10, 5 และ 2.5 µM µM บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที แล้วเตรียมผลผลิต RPA ให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 และตรวจสอบด้วยการแยก

ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9  

   3.14.1.2 การทดสอบหาเวลาที่เหมาะสม 

   เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.14.1 โดยเลือกใช้ไพรเมอร์

ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 3.14.1.1 และบ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลาต่างๆ

ดังนี้ 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นน าผลผลิตไปท าให้บริสุทธิ์เช่นเดียวกับข้อ 3.11.2 และ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 

  3.14.1.3. การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

   เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA ในปริมาตรรวม 50 µl ดังข้อ 3.14.1 โดยบ่มที่อุณหภูมิ

ต่างๆดังนี้ 40, 41 และ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลาที่เหมาะสมดังข้อ 3.14.1.2 จากนั้นน าผลผลิต

ไปท าให้บริสุทธิ์เช่นเดียวกับข้อ 3.11.2 และตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 

 3.14.2 การทดสอบหาความเข้มข้นของสี SYBR green I ทีเ่หมาะสมในการตรวจ

วิเคราะห์ผลการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยเทคนิค RT-RPA  

น าผลผลิต RPA มาเติมสี SYBR green I ที่ความเข้มข้นต่างๆดังนี้ 240X, 160X, 80X 

และ 40X ปริมาตร 2 µl ผสมให้เข้ากัน อ่านผลด้วยตาเปล่าทันที การอ่านผลผลบวกจะเห็นสี

เขียว ผลลบจะเห็นสีส้ม  

 3.14.3 การทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดในการตรวจ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-

RPA 
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   เจือจาง RNA ที่เตรียมจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวดังในข้อ 3.7 ที่

ความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 ng/µl ตามล าดับ ท าปฏิกิริยา RT-RPA ดังข้อ 3.14.1 

ใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ เวลา และอุณหภูมิที่เหมาะสมดังข้อ 3.14.1.1-3.14.1.3 ใช้น้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบจากนั้นน าผลผลิตไปท าให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 แล้วตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9  

 3.14.4 การตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RT-RPA 

   น า RNA ที่สกัดจากตัวอย่างเลือดแมว จ านวน 122 ตัวอย่าง มาตรวจหาเชื้อ FeLV 

Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA ดังข้อ 3.14.1 ใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ เวลา และอุณหภมูิ

ที่เหมาะสมดังข้อ 3.14.1.1-3.14.1.3  ใช้ RNA ที่เตรียมจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ด

เลือดขาวดังข้อ 3.7  เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แล้วน า

ผลผลิตไปท าให้บริสุทธิ์ดังข้อ 3.11.2 แล้วตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ดังข้อ 3.9 และ สี SYBR green I อ่านผลด้วยตาเปล่า 

โดยใช้ SYBR green I ปริมาตร 2 µl ที่ความเข้มข้นจากข้อ 3.14.2  

3.15 การค านวณหาความไว (Sensitivity) ความจ าเพาะ (Specificity) ค่าท านาย
ผลบวก (Positive Predictive Value: PPV) และค่าท านายผลลบ (Negative Predictive 
Value: NPV) ของการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และ Nested RPA และ 
FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 

 ค านวณหาความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ ที่ระดับ

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 โดยใช้โปรแกรม MEDCALC® 

(https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php) จากสูตรการค านวณดังนี้ (78)  

  ความไว = A / (A+C) 

  ความจ าเพาะ = D / (B+D) 

  ค่าท านายผลบวก (PPV) = A / (A+B) 

  ค่าท านายผลลบ (NPV) = D / (C+D) 

https://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 39 

 โดยเปรียบเทียบระหว่าง (1) เทคนิค RPA และ PCR (2) เทคนิค Nested RPA และ 

Nested PCR (3) วิเคราะห์ผลร่วมระหว่างเทคนิค RPA ร่วมกับ Nested RPA และ PCR ร่วมกับ 

Nested PCR  (4) เทคนิค RT-RPA และ RT-PCR (5) เทคนิค RT-RPA และ เทคนิค Rapid 

immunochromatographic assay ตามล าดับ ดังตารางที่ 4 - 8 

ตารางที่ 4 แสดงผลการตรวจด้วยเทคนิค RPA แล้ววิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR 

ผลการตรวจ ผลผลติจากเทคนิค PCR  
ที่ให้ผลเป็นบวก  

ผลผลติจากเทคนิค PCR  
ที่ให้ผลเป็นลบ 

ผลผลติจากเทคนิค RPA  
ที่ให้ผลเป็นบวก  

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True positive (A) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False positive (B) 

ผลผลติจากเทคนิค RPA  
ที่ให้ผลเป็นลบ 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False negative (C) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True negative (D) 

 

ตารางที่ 5 แสดงผลการตรวจด้วยเทคนิค Nested RPA แล้ววิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาด

ภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เมื่อเปรียบเทียบกับ

เทคนิค Nested PCR 

ผลการตรวจ ผลผลติจากเทคนิค Nested PCR  
ที่ให้ผลเป็นบวก  

ผลผลติจากเทคนิค Nested PCR  
ที่ให้ผลเป็นลบ 

ผลผลติจากเทคนิค Nested RPA  
ที่ให้ผลเป็นบวก  

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True positive (A) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False positive (B) 

ผลผลติจากเทคนิค Nested RPA  
ที่ให้ผลเป็นลบ 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False negative (C) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True negative (D) 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 40 

ตารางที่ 6 แสดงผลการวิเคราะห์ร่วมระหว่างเทคนิค RPA ร่วมกับ Nested RPA แล้ววิเคราะห์

ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR ร่วมกับ Nested PCR 

ผลการตรวจ ผลผลติจากเทคนิค PCR และ 
Nested PCR ที่ให้ผลเป็นบวก  

ผลผลติจากเทคนิค PCR และ 
Nested PCR ที่ให้ผลเป็นลบ 

ผลผลติจากเทคนิค RPA และ 
Nested RPA ที่ให้ผลเป็นบวก  

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True positive (A) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False positive (B) 

ผลผลติจากเทคนิค RPA และ 
Nested RPA ที่ให้ผลเป็นลบ 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False negative (C) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True negative (D) 

 

ตารางที่ 7 แสดงผลการตรวจด้วยเทคนิค RT-RPA แล้ววิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค RT-

PCR 

ผลการตรวจ ผลผลติจากเทคนิค RT-PCR  
ที่ให้ผลเป็นบวก  

ผลผลติจากเทคนิค RT-PCR  
ที่ให้ผลเป็นลบ 

ผลผลติจากเทคนิค RT-RPA  
ที่ให้ผลเป็นบวก  

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True positive (A) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False positive (B) 

ผลผลติจากเทคนิค RT-RPA  
ที่ให้ผลเป็นลบ 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False negative (C) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True negative (D) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 41 

ตารางที่ 8 แสดงผลการตรวจด้วยเทคนิค RT-RPA แล้ววิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I  เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค 

Rapid immunochromatographic assay 

ผลการตรวจ Rapid 
immunochromatographic 
assay ที่ให้ผลเป็นบวก 

Rapid 
immunochromatographic 
assay ที่ให้ผลเป็นลบ 

ผลผลติจากเทคนิค RT-RPA  
ที่ให้ผลเป็นบวก 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True positive (A) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False positive (B) 

ผลผลติจากเทคนิค RT-RPA  
ที่ให้ผลเป็นลบ 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
False negative (C) 

จ านวนตัวอย่างทั้งหมดที่ให้ผล 
True negative (D) 

 

3.16 การค านวณหาค่าความสอดคล้องกันของผลการตรวจโดยใช้ค่าสถิติ Kappa 

 ท าการวิเคราะห์ความสอดคล้องกันของผลการตรวจระหว่างเทคนิค RPA และ PCR, RPA 

ร่วมกับ Nested RPA และ PCR ร่วมกับ Nested PCR, RT-RPA และ RT-PCR, RT-RPA และ Rapid 

immunochromatographic assay เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าใน

วุ้นอะกาโรสและด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I โดยใช้ค่าสถิติ Kappa ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อย

ละ 95 ด้วยโปรแกรม GraphPad (https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/) ดังตาราง

ที่ 9 และ 10 โดยค่าที่ได้จะมีค่าระหว่าง 0 – 1 และประเมินความสอดคล้องกันด้วยเกณฑ์ดังต่อไปนี้ 

ตามแนวทางของ Landis และ Koch (79) 

 น้อยกว่า 0 ไม่มีความสอดคล้องกัน (Poor) 

 0 – 0.20  มีความสอดคล้องกันเล็กน้อย (Slight) 

 0.21 – 0.40 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์พอใช้ (Fair) 

 0.41 – 0.60 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ปานกลาง (Moderate) 

 0.61 – 0.80 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ด ี(Substantial) 

 0.81 – 1 มีความสอดคล้องกันในเกณฑ์ดีมาก (Almost perfect) 

 

 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa1/
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โดยมีสูตรการค านวณดังนี้ 

K = P
a 
– P

e 
/ 1- P

e
   

P
a 
= [A / (A+B+C+D)] + [D / (A+B+C+D)] 

P
e
 = [

A+C

A+B+C+D
  

A+B

A+B+C+D
 ] + [

B+D

A+B+C+D
  

C+D

A+B+C+D
 ] 

ตารางที่  9 แสดงข้อมูลผลการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และ Nested RPA 

เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR และ Nested PCR เพ่ือหาความสอดคล้องกันของผลการตรวจ ด้วย

ค่าสถิติ Kappa  

ผลการตรวจ จากเทคนิค RPA และ 
Nested RPA  

จากเทคนิค RPA และ 
Nested RPA  

ผลรวม 

จากเทคนิค PCR และ 
Nested PCR  

ผลบวก / ผลบวก 
 (A) 

 ผลบวก / ผลลบ 
(B) 

(A + B) 

จากเทคนิค PCR และ 
Nested PCR  

ผลลบ / ผลบวก 
(C) 

 ผลลบ / ผลลบ 
(D) 

(C+D) 

ผลรวม (A + C) (B + D) (A + B + C + D) 

 

ตารางที่ 10 แสดงข้อมูลผลการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA เปรียบเทียบกับ

เทคนิค RT-PCR และ Rapid immunochromatographic assay เพ่ือหาความสอดคล้องกันของผล

การตรวจ ด้วยค่าสถิติ Kappa 

ผลการตรวจ จากเทคนิค RT-RPA จากเทคนิค RT-RPA ผลรวม 

จากเทคนิค RT-PCR และ Rapid 
immunochromatographic assay  

ผลบวก / ผลบวก 
 (A) 

 ผลบวก / ผลลบ 
(B) 

(A + B) 

จากเทคนิค RT-PCR และ Rapid 
immunochromatographic assay  

ผลลบ / ผลบวก 
(C) 

 ผลลบ / ผลลบ 
(D) 

(C+D) 

ผลรวม (A + C) (B + D) (A + B + C + D) 
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บทที่ 4 

ผลการด าเนินการวิจัย 

1. ลกัษณะทั่วไปของกลุ่มตัวอย่าง   

เก็บตัวอย่างเลือดจากแมวที่เข้ารับการรักษาที่ศูนย์ความเป็นเลิศด้านโรคแมวและคลินิก

โรคมะเร็ง โรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จ านวน 122 ตัว 

โดยแบ่งเป็นแมวทีป่่วยด้วยกลุ่มอาการที่มีเนื้องอกหรือป่วยด้วยโรคมะเร็ง จ านวน 56 ตัว คิดเป็นร้อย

ละ 45.90 กลุ่มที่พบความผิดปกติของระบบเลือดและน้ าเหลืองจ านวน 10 ตัว คิดเป็นร้อยละ 8.20 

กลุ่มที่ป่วยด้วยโรคติดเชื้อ FIV โรคติดเชื้ออ่ืนๆ ที่ส าคัญในแมว จ านวน 17 ตัว  คิดเป็นร้อยละ 13.93 

กลุ่มท่ีป่วยเรื้อรังและยังไม่สามารถหาสาเหตุของโรคได้จ านวน 25 ตัว คิดเป็นร้อยละ 20.49 และกลุ่ม

ที่มารับวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวและตรวจสุขภาพจ านวน 14 ตัว คิดเป็นร้อยละ 

11.48 ดังตารางที ่11 

2. การตรวจหา Viral RNA (p27 Antigen) ด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูป  

 น าเลือดที่เจาะเก็บจากแมวที่คาดว่าจะติดเชื้อ FeLV และแมวที่คาดว่าจะตรวจไม่พบเชื้อ 

FeLV จ านวน 122 ตัว มาตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูป Anigen Rapid FIV 

Ab/FeLV Ag Test Kit เพ่ือดูว่าแมวมีการติดเชื้อแบบ Progressive infection หรือไม่  พบว่าให้

ผลบวก 63 ตัวอย่าง และให้ผลลบ 59 ตัวอย่าง ดังนั้นการตรวจหา Viral RNA (p27 Antigen) ด้วยชุด

ทดสอบส าเร็จรูป พบตัวอย่างเลือดแมวที่น่าจะติดเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive infection จ านวน 

63 ตัวอย่าง และ ตัวอย่างเลือดแมวที่ไม่น่าติดเชื้อ FeLV หรือ เป็น Abortive infection หรือ เป็น 

regressive infection จ านวน 59 ตัวอย่าง  
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ตารางที่ 11 แสดงจ านวนตัวอย่างเลือดแมวจากแมวที่แสดงอาการป่วยทางคลินิก แมวที่มาเข้ารับการ

ตรวจสุขภาพ และรับวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว 

กลุ่มอาการทางคลินิก หรือสาเหตกุารป่วยของแมว จ านวน (ตัว) ร้อยละ 
1. กลุ่มที่มีเนื้องอกหรือป่วยด้วยโรคมะเร็ง เช่น มะเร็งต่อมน้ าเหลือง 
มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
2. กลุ่มที่พบความผิดปกติของระบบเลือดและน้ าเหลือง 
3. กลุ่มที่ป่วยด้วยโรคติดเช้ือไวรสั FIV และโรคติดเชื้ออื่นๆ ได้แก่ FHV, 
FCV, FIP และ Mycoplasma haemofelis  
4. กลุ่มที่ป่วยโรคเรื้อรัง เช่น โรคไต โรคหัวใจ โรคผิวหนัง โรคความ
ผิดปกติของระบบทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ และระบบสืบพันธุ์ 
รวมถึงแมวที่ป่วยและยังไม่สามารถระบุสาเหตุของโรคได้ เช่น น้ าหนัก
ลด ซึม เบื่ออาหาร 
 5. กลุ่มที่มารับวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวและตรวจ
สุขภาพ 

56 
 

10 
17 
 

25 
 
 
 

14 

45.90 
 

8.20 
13.93 

 
20.49 

 
 
 

11.48 

รวม 122 100.00 

 
3. การสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอย่างเลือดแมว 

สกัด DNA และ RNA ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป QIAamp® cador® Pathogen  จากตัวอย่าง

เลือดแมว 122 ตัวอย่าง  อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงของ DNA ที ่A260/A280 อยู่ในช่วง 1.7 – 1.9  คือ 

DNA มีคุณภาพดี จ านวน 9 ตัวอย่าง ค่าการดูดกลืนแสง>1.9 คือม ีRNA ปนเปื้อนหรือใช้สารละลาย

ส าหรับสอบเทียบไม่เหมาะสม จ านวน 80 ตัวอย่าง และ ค่าการดูดกลืนแสง <1.7 คือมีปริมาณ DNA 

น้อยหรืออาจมีการปนเปื้อนของโปรตีน จ านวน 33 ตัวอย่าง อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงของ RNA ที ่

A260/A280 อยู่ในช่วง 1.9 – 2.1 คือ RNA มีคุณภาพดี จ านวน 51 ตัวอย่าง ค่าการดูดกลืนแสง >2.1 คือ

อาจใช้สารละลายส าหรับสอบเทียบที่ไม่เหมาะสม จ านวน 29 ตัวอย่าง และ ค่าการดูดกลืนแสง< 1.9 

คือมีปริมาณ RNA น้อยหรืออาจมีการปนเปื้อนของโปรตีน จ านวน 42 ตัวอย่าง น าตัวอย่าง DNA และ 

RNA ที่สกัดได้ไปตรวจวิเคราะห์ FeLV Provirus และ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา

ต่อไป 
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4. การโคลนยีนบริเวณ U3LTR ของ FeLV Provirus 

โคลนยีนบริเวณ U3LTR ของ FeLV Provirus ขนาด 145 bp เข้าสู่พลาสมิด pGEMT®-T 

Easy Vector และ ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่  Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 ด้วยวิธี 

Transformation เนื่องจากต้องใช้ DNA ของเชื้อ FeLV Provirus ในปริมาณมาก  เพ่ือใช้เป็นตัว

ควบคุมบวกในการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA 

และเป็นตัวควบคุมบวกในการตรวจหา FeLV Provirus ผลการตรวจสอบโคลน U3LTR ด้วยวิธี PCR 

พบผลผลิตขนาด 145 bp ดังภาพที่ 6 และผลการส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด ์แล้วน าข้อมูลที่ได้มา

วิ เคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลี โอไทด์กับยีน  Feline leukemia virus LTR, partial 

sequence (Accession number:  FJ476268)  ยืนยันว่าโคลนที่ ได้ เป็นยีน  U3LTR ของ FeLV 

Provirus 

 

ภาพที่ 6 แสดงแถบ DNA ที่ได้จากผลผลิต RPA ในวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 %; M คือ 100 

bp DNA ladder เลนที่ 1 คือ โคลน U3LTR และเลนที่ 2 คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 

5. การตรวจหา FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค PCR 

เนื่องจาก FeLV Provirus สามารถตรวจพบได้ทั้งในแมวที่มีการติดเชื้อแบบ Progressive 

infection และ Regressive infection ดังนั้นแมวที่ให้ผลการตรวจด้วยชุดทดสอบส าเร็จรูปเป็นลบ 

จึงอาจเป็นแมวที่ไม่ติดเชื้อ FeLV หรือติดเชื้อแบบ Abortive infection หรือ Regressive infection 

การตรวจหา FeLV Provirus เป็นวิธีที่ใช้ตรวจยืนยันการติดเชื้อแบบ Regressive infection หรือ 

latent infection การศึกษานี้ได้ท าการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR กับ DNA ที่สกัด
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จากแมวที่สงสัยว่าจะติดเชื้อ FeLV  จ านวน 122 ตัวอย่าง โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณ 

U3LTR ของ exogenous FeLV และใช้ DNA โคลน U3LTR เป็นหลอดควบคุมบวก และใช้น้ ากลั่นที่

ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ น าผลผลิต PCR ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 61 ตัวอย่าง ที่ให้ผลผลิต

ขนาด 145 bp ตามที่คาดหวังไว้ อย่างไรก็ตามมีตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 10 ตัวอย่าง ที่ให้ผลผลิต

ขนาดประมาณ 200 bp และมีตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 2 ตัวอย่าง ที่ให้ผลผลิตทั้ง 2 ขนาด คือ 145 

bp และประมาณ 200 bp ดังภาพที ่7 

 

ภาพที่ 7 แสดงผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5% (A) แสดงผลผลิตขนาด 200 bp 

และ 145 bp จากตัวอย่างเลขที่ S44 และ S45 (B) แสดงผลผลิตขนาด 200 bp และ 145 bp จาก

ตัวอย่างเลขที่ S33; M คือ 100 bp DNA ladder; C+ คือ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus 

เป็นหลอดควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ 

เพ่ือยืนยันว่าตัวอย่างทั้งหมด 12 ตัวอย่าง ที่ให้ผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 200 bp เป็น

บริเวณ U3LTR ของ exogenous FeLV Provirus หรือไม่ จึงท าการตัดวุ้นอะกาโรสที่บริเวณต าแหน่ง

ดังกล่าวใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (Microtube) แล้วเติมน้ ายา NTI จากชุดน้ ายาในข้อ 3.6.1 บ่มที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที แล้วน ามาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดน้ ายาดังข้อ 3.6.1 แล้วส่ง

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์กับยีน 

Feline leukemia virus, LTR complete sequence (Accession number:  AY374189)  พบว่า

ตัวอย่างทั้ง 12 ตัวอย่าง เหมือนกัน100% และ เป็นยีน U3LTR ของ exogenous FeLV Provirus 
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ดังนั้น ผลการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR พบผลบวกทั้งสิ้น 73 ตัวอย่าง และ ผลลบ

ทั้งสิ้น 49 ตัวอย่าง  ดังผลสรุปในตารางที่ 12 

ตารางที่ 12 แสดงผลสรุปการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR จากตัวอย่างเลือดแมว 

จ านวน 122 ตัวอย่าง 

ผลการตรวจ จ านวน รวม (122) 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ PCR ขนาด 145 bp 61  

 

73 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ PCR ขนาด 200 bp 10 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ PCR ขนาด 145 และ 200 bp 2 

ตัวอย่างที่ให้ผลลบ 49 49 

 

6. ก า ร เ ป รี ย บ เ ที ย บ ผ ล ก า ร ต ร ว จ  FeLV Viral RNA ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Rapid 

Immunochromatographic Assay กับ การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR 

พบว่าจ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวิธี Rapid immunochromatographic assay จ านวน 

63 ตัวอย่าง ให้ผลบวกด้วยวิธี PCR ทั้งหมด ขณะที่จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยเทคนิค Rapid 

immunochromatographic assay จ านวน 59 ตัวอย่าง ให้ผลลบด้วยเทคนิค PCR จ านวน 49 

ตัวอย่าง และ ให้ผลบวกด้วยวิธี PCR จ านวน 10 ตัวอย่าง  ดังแสดงในตารางที่ 13 ดังนั้น ตัวอย่าง

เลือดแมวที่น่าจะติดเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive infection และ Regressive infection มี

จ านวน 73 ตัวอย่าง ส่วนตัวอย่างเลือดแมวที่น่าจะไม่ติดเชื้อ FeLV หรือ เป็น Abortive infection มี

จ านวน 49 ตัวอย่าง อย่างไรก็ตามเพ่ือยืนยันว่าตัวอย่างเลือดแมวที่ให้ผลลบเป็นตัวอย่างที่ไม่ติดเชื้อ  

FeLV จึงท าการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR ด้วย 
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ตารางที่ 13 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค Rapid 

immunochromatographic assay เปรียบเทียบกับการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus เทคนิค PCR 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล
บวกด้วยเทคนิค PCR 

จ านวนตัวอย่างที่
ให้ผลลบด้วยเทคนิค 
PCR 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic assay 

63 0 63 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ ด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic assay 

10 49 59 

รวม 73 49 122 

 
7. การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR 

เนื่องจากมีงานวิจัยที่พบว่าการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR มีความไว

และความจ าเพาะสูงกว่าเทคนิค PCR (76) จึงได้ท าการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested 

PCR ด้วย โดยน าผลผลิต PCR ปฐมภูมิ (Primary PCR) ของตัวอย่างที่ให้ผลลบจากการตรวจหาเชื้อ 

FeLV Provirus จ านวน 49 ตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ U3LTR ด้วยเทคนิค Nested PCR โดย

ใช้ผลผลิต PCR ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นหลอดควบคุมบวก และ 

ผลผลิต PCR ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ น าผลผลิตไปตรวจสอบด้วยการ

แยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% พบผลผลิต Nested PCR ตามขนาดที่

คาดหวัง คือ 101 bp ดังภาพที ่8 โดยผลการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR ดัง

สรุปในตารางที ่14 พบตัวอย่างที่ให้ผลบวกจ านวน 17 ตัวอย่าง และให้ผลลบจ านวน 32 ตัวอย่าง  
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ภาพที่ 8 แสดงผลผลิต PCR บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 2% พบผลผลิตขนาด 101 bp จาก

ตัวอย่างหมายเลข S14 S16 S24 และ S25; M คือ 50 bp DNA ladder ; C+ คือ ผลผลิต PCR ปฐม

ภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นหลอดควบคุมบวก และ C- คือ ผลผลิต PCR 

ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ 

ตารางที่ 14 แสดงผลสรุปการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR จากตัวอย่างเลือด

แมวที่ให้ผลลบด้วยเทคนิค Rapid immunochromatographic assay และเทคนิค PCR จ านวน 49 

ตัวอย่าง 

ผลการตรวจ จ านวน 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ PCR ขนาด 101 bp 17 
ตัวอย่างที่ให้ผลลบ 32 

รวม 49 

 
8. ก า ร เ ป รี ย บ เ ที ย บ ผ ล ก า ร ต ร ว จ  FeLV Viral RNA ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Rapid 

Immunochromatographic Assay กับ การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR 

ร่วมกับ Nested PCR  

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค Rapid immunochromatographic assay และ 

PCR มี ทั้งสิ้น 63 ตัวอย่าง จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค PCR อย่างเดียว จ านวน 10 

ตัวอย่าง และ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค Nested PCR อย่างเดียว จ านวน 17 ตัวอย่าง 

ดังนั้นตัวอย่างเลือดแมวที่น่าจะที่ติดเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive infection หรือ Regressive 
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infection จึงมีจ านวนทั้งสิ้น 90 ตัวอย่าง และตัวอย่างเลือดแมวที่น่าจะไม่ติดเชื้อ FeLV หรือ เป็น 

Abortive infection มีจ านวน 32 ตัวอย่าง ดังตารางที ่15 

ตา ร า งที่  15 แสด งผล ส รุ ป ขอ ง ก า ร ต ร ว จห า เ ชื้ อ  FeLV Viral RNA ด้ ว ย เ ทคนิ ค  Rapid 

immunochromatographic assay เปรียบเทียบกับการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค 

PCR ร่วมกับ Nested PCR 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างรวมที่ให้ผล
บวกด้วยวิธี PCR และ 

Nested PCR 

จ านวนตัวอย่างรวมที่
ให้ผลลบด้วยวิธี PCR 
และ Nested PCR 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวิธ ี
Rapid immunochromatographic assay 

(PCR) 63 0 63 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ ด้วยวิธ ี
Rapid immunochromatographic Assay 

(PCR) 10 
(Nested PCR) 17 

32 59 

รวม 90 32 122 

 

9. การตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-PCR แบบ One-Step 

 ท าปฏิกิริยา  RT-PCR ด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป AccessQuickTM RT-PCR System  ดว้ยไพร

เมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณ U3LTR ของ exogenous FeLV เช่นเดียวกับการตรวจหา FeLV Provirus 

กับอาร์เอ็นเอที่สกัดจากตัวอย่างเลือดแมว จ านวน 122 ตัวอย่าง โดยใช้ RNA ที่สกัดจาก FeLV Viral 

RNA ในวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็น RNA ควบคุมบวก และใช้น้ ากลั่นที่ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ แล้วน าผลผลิต PCR ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าใน

วุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% โดยมีขนาดผลผลิตที่คาดหวังไว้คือ 145 bp  อย่างไรก็ตามพบว่ามีผลผลิต

ขนาดประมาณ 200 bp เกิดขึ้นในบางตัวอย่างเช่นเดียวกับ PCR ดังภาพที ่9 พบว่าตัวอย่างที่ให้ผล

บวกขนาด 145 bp มีจ านวน 53 ตัวอย่าง ตัวอย่างที่ให้ผลบวกขนาด 200 bp มีจ านวน 7 ตัวอย่าง 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกท้ังขนาด 145 และ 200 bp มีจ านวน 4 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 16 
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ภาพที่ 9 แสดงผลผลิต RT-PCR บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5% ผลผลิตขนาด 200 bp และ 

145 bp จากตัวอย่างเลขที่ S105  ผลผลิตขนาด 200 bp จากตัวอย่างเลขที่ S114 และผลผลิตขนาด 

145 bp จากตัวอย่างเลขที่ S107 และ S110 – S113; M คือ 100 bp DNA ladder ; C+ คือ RNA 

ที่สกัดจาก FeLV Viral RNA ในวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นตัวควบคุมบวก และ C- 

คือน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

ตารางที่ 16 แสดงจ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกและผลลบ ด้วยเทคนิค RT-PCR 

ผลการตรวจ จ านวน รวม (122) 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ  
RT-PCR ขนาด 145 bp 

53  
 

64 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ  
RT-PCR ขนาด 200 bp 

7 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ  
RT-PCR ขนาด 145 และ 200 bp 

4 
 

ตัวอย่างที่ให้ผลลบ 58 58 

10. การเปรียบเทียบผลการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-PCR และ การตรวจหา

เ ชื้ อ  FeLV Provirus ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  PCR ร่ ว ม กั บ  Nested PCR กั บ  Rapid 

Immunochromatographic Assay 

พบว่าจ านวนตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจเป็นบวกด้วยเทคนิค RT-PCR มีมากกว่าจ านวน

ตัวอย่างให้ผลการตรวจเป็นบวกด้วยวิธี Rapid immunochromatographic assay 1 ตัวอย่าง โดยที่
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ตัวอย่างดังกล่าว ให้ผลบวกด้วยเทคนิค PCR เช่นกัน ดังแสดงในตารางที ่17 ดังนั้นเมื่อพิจารณาผลการ

ตรวจร่วมกับเทคนิค PCR และ Nested PCR ตัวอย่างเลือดแมวที่น่าจะติดเชื้อ FeLV ในระยะ 

Progressive infection มีจ านวน 64 ตัวอย่าง ตัวอย่างเลือดแมวที่น่าจะติดเชื้อ FeLV ในระยะ 

Regressive infection มีจ านวน 26 ตัวอย่าง และ ตัวอย่างเลือดแมวที่ไม่น่าติดเชื้อ FeLV หรือเป็น 

Abortive infection มีจ านวน 32 ตัวอย่าง 

ต า ร า ง ที่  17 แ ส ด ง ผ ล ก า ร ต ร ว จ ห า เ ชื้ อ  FeLV Viral RNA ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Rapid 

Immunochromatographic Assays เปรียบเทียบกับเทคนิค RT-PCR 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล
บวกด้วยเทคนิค RT-PCR 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล
ลบด้วยเทคนคิ RT-PCR 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic assay 

63 0 63 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic assay 

1 58 59 

รวม 64  58 122 

11. การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA 

ส่วนผสมในปฏิกิริยาของเทคนิค RPA ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์เช่นเดียวกันกับที่ใช้ใน

เทคนิค PCR ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา Rehydration buffer 29.5 µl DNA โคลน U3LTR เพ่ือใช้เป็น

ตัวควบคุมบวก ความเข้มข้น 20 ng/µl ปริมาตร 1 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 12.2 µl ส่วนผสม

ทั้งหมดเติมลงใน Freeze-dried RPA pellets จากนั้นเติม Magnesium acetate ความเข้มข้น 280 

mM ปริมาตร 2.5 µl ได้ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µl บ่มใน Heat block โดยท าการทดสอบสภาวะที่

เหมาะสมของเทคนิค RPA ได้แก่ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ อุณหภูมิ และเวลา 

11.1 การทดสอบความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมในปฏิกิริยา RPA  

เตรียมปฏิกิริยา RPA โดยใช้ไพร์เมอร์ที่ความเข้มข้น 10, 5 และ 2.5 µM ทดสอบกับ DNA 

โคลน U3LTR ความเข้มข้น 20 ng/µl โดยใช้น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ จากนั้นน า

ผลผลิต RPA ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
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นาที ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% โดยผลผลิต 

RPA ที่ได้มีขนาด 145 bp พบว่าที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ในปฏิกิริยาที่ 5 µM มีความเหมาะสม

ที่สุด เนื่องจากยังคงให้ผลผลิต RPA ที่เข้มชัดเจน และหลอดควบคุมลบพบแถบ DNA ของไพรเมอร์ได

เมอร์น้อยกว่าที่ความเข้มข้นไพร์เมอร์ 10 µM ดังแสดงในภาพที่ 10 

 

ภาพที่ 10 แสดงผลผลิตที่ได้จากการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้ไพรเมอร์ที่

ความเข้มข้น 10, 5 และ 2.5 µM บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 % ; M คือ 100 bp DNA 

ladder ; C+ คือ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นหลอดควบคุมบวก และ C- คือ น้ า

กลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ 

11.2  การทดสอบหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมในปฏิกิริยา RPA  

เตรียมปฏิกิริยา RPA โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 5 µM ทดสอบกับ DNA โคลน 

U3LTR ความเข้มข้น 20 ng/µl บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 4 อุณหภูมิ ดังนี้ 37, 38, 39 และ 40 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วท าผลผลิต RPA ที่ได้ให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าผลผลิต RPA ที่ได้ไป

ตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบว่าอุณหภูมิที่

เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา RPA คือ 37 องศาเซลเซียส เนื่องจากยังคงให้ผลผลิต RPA ที่เข้มชัดเจน 

และหลอดควบคุมลบพบแถบ DNA ของไพรเมอร์ไดเมอร์น้อยกว่าที่อุณหภูมิอ่ืน ดังแสดงในภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11 แสดงผลผลิตที่ได้จากการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA ที่อุณหภูมิในการบ่ม

ที่ 37, 38, 39 และ 40 องศาเซลเซียส บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 % ; M คือ 100 bp DNA 

ladder ; C+ คือ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

11.3 การทดสอบหาเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา RPA ที่เหมาะสม  

เตรียมปฏิกิริยา RPA โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 5 µM ทดสอบกับดีเอ็นเอโคลน 

U3LTR ความเข้มข้น 20 ng/µl บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10, 20, 

30 และ 40 นาที แล้วท าผลผลิต RPA ที่ได้ให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าผลผลิต RPA ที่ได้ไปตรวจสอบด้วย

การแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบว่าเวลาในการบ่มปฏิกิริยา RPA ที่

เหมาะสมที่สุดคือ 20 นาที เนื่องจากยังคงให้ผลผลิต RPA ที่เข้มชัดเจน และหลอดควบคุมลบพบแถบ 

DNA ของไพรเมอร์ไดเมอร์ที่น้อยกว่าเวลาบ่ม 30 และ 40 นาที ดังแสดงในภาพที่ 12 
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ภาพที่ 12 แสดงผลผลิตที่ได้จากการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA ที่ใช้เวลาในการบ่มที่ 

40, 30, 20 และ 10 นาที บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 % ; M คือ 100 bp DNA ladder ; 

C+ คือ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจาก

เชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

จากผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหา FeLV Proviral ด้วยเทคนิค RPA สรุป

ได้ว่า ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม คือ 5 µM ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา Rehydration buffer 

29.5 µl DNA ที่ใช้ทดสอบ ปริมาตร 1 µl น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 12.2 µl และ Magnesium acetate 

ความเข้มข้น 280 mM ปริมาตร 2.5 µl ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µl ท าปฏิกิริยาโดยการบ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี

 11.4 การทดสอบความเข้มข้นของสี SYBR green I ที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์ผล 

RPA  

เตรียมปฏิกิริยา RPA ในปริมาตรรวม 50 µl บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 

นาที น าผลผลิต RPA มาเติมสี SYBR green I ที ความเข้มข้นต่างๆดังนี้ 25X 50X 75X 100X 200X 

และ 300X พบว่าความเข้มข้นของสี SYBR green I ที ให้ความแตกต่างระหว่างผลบวกกับผลลบที 

ชัดเจนที สุดคือที ความเข้มข้น 75X ดังแสดงในภาพที่ 13  
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ภาพที่ 13 แสดงผลการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และตรวจสอบผลผลิต ด้วยสี 
SYBR green I ที่ความเข้มข้นของสี SYBR green I ที่ 25X 50X 75X 100X 200X และ 300X ; C+ 
คือ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นหลอดควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจาก
เชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ 

11.5 การทดสอบหาขีดจ่ากัดต ่าสุดของการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA 

การทดสอบปริมาณ DNA ที่น้อยที่สุดของการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA โดย

เจือจาง DNA โคลน U3LTR  ที่ความเข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 ng/µl ตามล าดับ และใช้

น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา RPA จากนั้นตรวจสอบผลผลิต RPA ที่ท าให้

บริสุทธิ์แล้ว ด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบว่าปริมาณ DNA 

ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจหา FeLV Provirus ได้ คือ 1 ng/µl ในขณะที่ความเข้มข้น 0.1 ng/µl พบ

แถบ DNA ที่จางกว่าและเกิดไพรเมอร์ไดเมอร์ ส่วนที่ความเข้มข้น 0.01 และ 0.001 ng/µl พบแต่

แถบ DNA จางๆ ของไพรเมอร์ไดเมอร์เช่นเดียวกันกับในหลอดควบคุมลบ ดังแสดงในภาพที่ 14 

11.6 การทดสอบความจ าเพาะของการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA 

น า DNA และ cDNA ของไวรัสชนิดอ่ืนที่เป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อไวรัสในแมว ได้แก่ Feline 

calicivirus (FCV), Feline immunodeficiency virus (FIV), Feline coronavirus (FCoV), Feline 

herpesvirus (FHV) และ Feline morbillivirus (FeMV) รวมถึงเชื้อ Mycoplasma haemofelis 

(M.  haemofelis) ท าปฏิกิริยา  RPA และตรวจสอบผลผลิต  RPA ด้วยการแยกขนาดภายใต้
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กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ปรากฏว่าไม่พบการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับเชื้อก่อโรคที่

เป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อท่ีส าคัญในแมว ดังแสดงในภาพที่ 15 

 

ภาพที่ 14 แสดงการทดสอบปริมาณ DNA ทีน่้อยที่สุดของการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA 

บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5% ; M คือ 100 bp DNA ladder ; เลนที่ 1-4 คือ DNA โคลน 

U3LTR ของ FeLV Provirus ความเข้มข้น 1-0.001 ng/µl ตามล าดับ และเลนที่ 5 คือ น้ ากลั่นที่

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

 

ภาพที่ 15 แสดงแถบ DNA ที่ได้จากผลผลิต RPA ของเชื้อก่อโรคท่ีเป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อบนวุ้นอะ

กาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 %; M คือ 100 bp DNA ladder เลนที่ 1 คือ น้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็น

ตัวควบคุมลบ เลนที่ 2 คือ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV provirus เป็นตัวควบคุมบวก เลนที่ 3 – 

8 คือ เชื้อ FIV, FCV, FHV, FeMV, FCoV และ H. haemofelis ตามล าดับ 
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11.7 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RPA และ

วิเคราะห์ผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

น า DNA ที่สกัดจากตัวอย่างเลือดแมวที่สงสัยว่าจะติดเชื้อ FeLV จ านวน 122 ตัวอย่าง มา

ตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นตัว

ควบคุมบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ จากนั้นน าผลผลิต RPA ที่ได้ไปตรวจสอบ

ด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบแถบ DNA ที่มีขนาดผลผลิต 

145 bp ตามท่ีคาดหวังไว้ จ านวน 58 ตัวอย่าง อย่างไรก็ตาม พบว่ามีผลผลิตขนาดประมาณ 200 bp 

จ านวน 8 ตัวอย่าง และพบผลผลิต RPA ทั้ง 2 ขนาด คือ 145 bp และ 200 bp จ านวน 4 ตัวอย่าง 

ดังภาพที ่16 ผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RPA ให้ผลบวก 

จ านวน 70 ตัวอย่าง และให้ผลลบ จ านวน 52 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที ่18 

 

ภาพที่ 16 (A) แสดงผลผลิตปฏิกิริยา RPA จากตัวอย่างเลือดแมว ตัวอย่างเลขที่ S42 - S45 S109 บน

วุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5%; M คือ 100 bp DNA ladder; C+ คือ DNA โคลน U3LTR ของ 

FeLV Provirus เป็นหลอดควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ โดย

ผลผลิต RPA จากตัวอย่างเลขที่ S44 มีขนาดประมาณ 200 bp และตัวอย่างเลขที่ S45 มีขนาด 145 

bp (B) แสดงผลผลิตปฏิกิริยา RPA จากตัวอย่างเลือดแมว ตัวอย่างเลขที่ S101 S102 และ S105 – 

S109 บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5%; M คือ 100 bp DNA ladder; C+ คือ DNA โคลน 

U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นหลอดควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอด

ควบคุมลบ โดยผลผลิต RPA จากตัวอย่างเลขที่ S105 มีขนาดผลผลิตทั้งขนาดประมาณ 200 bp และ 

145 bp ตัวอย่างเลขที่ S101 และ S107 มีผลผลิตขนาด 145 bp 
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ตารางที่ 18  แสดงผลสรุปการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมวด้วยเทคนิค RPA 

วิเคราะห์ผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส จ านวน 122 ตัวอย่าง 

ผลการตรวจ จ านวน รวม (122) 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ RPA 
ขนาด 145 bp 

58  
 

70 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ RPA 
ขนาด 200 bp 

8 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ RPA 
ขนาด 145 และ 200 bp 

4 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ 52 52 

11.8 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RPA และ

วิเคราะห์ผลด้วย SYBR green I 

น าผลผลิต RPA จากตัวอย่างเลือดแมวมาตรวจสอบด้วยตาเปล่า โดยใช้สี SYBR green I 

ความเข้มข้น 75X พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกจะมีสีเขียวอ่อน ขณะที่ตัวอย่างที่ให้ผลเป็นลบจะมีสี

ส้มจางๆ ดังแสดงในภาพที่ 17 ผลการทดสอบผลผลิต RPA จากตัวอย่างเลือดแมว จ านวน 122 

ตัวอย่าง พบว่าให้ผลบวกจ านวน 62 ตัวอย่าง และให้ผลลบ จ านวน 60 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 19  

 
ภาพที่ 17 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RPA และ

วิเคราะห์ผลด้วย SYBR green I ของตัวอย่างหมายเลข S2 ถึง S14; C+ คือ DNA โคลน U3LTR ของ 

FeLV provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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ตารางที่ 19 แสดงผลสรุปการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และตรวจสอบผลผลิต

ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

ผลการตรวจ จ านวน 
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 62 

ตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 60 
รวม 122 

11.9 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และวิเคราะห์ผลโดยการแยก

ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และ SYBR green I เปรียบเทียบกับ เทคนิค PCR  

การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA เทียบกับ เทคนิค PCR  และวิเคราะห์

ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส พบว่าเทคนิค RPA ให้ผลลบลวง 3 ตัวอย่าง 

ส่วนการตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I พบว่าเทคนิค RPA ให้ผลลบลวง 11 

ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 20 และ 21 โดยค่าทางสถิติที่ค านวณได้เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยการ

แยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เป็นดังนี้ ความไวร้อยละ 95.89 (95% CI 88.46% - 

99.14%) ความจ าเพาะร้อยละ 100.00 (95% CI 92.89% – 100.00%) ค่าการท านายผลบวกร้อย

ละ 100.00 และค่าการท านายผลลบร้อยละ 94.23 (95% CI 84.36% - 98.02%) และค่าทางสถิติที่

ค านวณได้เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เป็นดังนี้ ความไวร้อยละ 84.93 

(95% CI 74.64% - 92.23%) ความจ าเพาะร้อยละ 100.00 (95% CI 92.75% – 100.00%) ค่าการ

ท านายผลบวกร้อยละ 100.00 และค่าการท านายผลลบร้อยละ 81.67 (95% CI 72.10% - 88.48%) 

จะเห็นได้ว่าการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA มีความจ าเพาะไม่แตกต่างกับเทคนิค 

PCR  

ท าการทดสอบความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค 

RPA วิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และเทคนิค PCR เมื่อค านวณ

ค่าทางสถิติ โดยใช้ค่าสถิติ kappa (k) พบว่าที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ค่า k = 0.949: CI 0.893 

– 1.000 ทั้ง 2 เทคนิค ให้ผลสอดคล้องกันในระดับดีมาก (มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81 – 1.00)     และเมื่อ

ทดสอบความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA วิเคราะห์ผล

ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I และเทคนิค PCR ค่าสถิติ kappa (k) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 
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95 ค่า k = 0.819: CI 0.719 – 0.919 ทั้ง 2 เทคนิค ให้ผลสอดคล้องกันในระดับดีมากเช่นกัน (มีค่า

เข้าใกล้ 1: 0.81 – 1.00) 

ตารางที่ 20 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และวิเคราะห์ผลโดยการแยก

ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค RPA gel electrophoresis 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
เทคนิค RPA gel electrophoresis 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวก
ด้วยเทคนิค PCR 

70 3 73 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ
ด้วยเทคนิค PCR 

0 49 49 

รวม 70 52 122 

ตารางที่ 21 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และวิเคราะห์ผลด้วยตาเปล่า

โดยใช้สี SYBR green I เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค RPA-SYBR green I 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
เทคนิค RPA-SYBR green I 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค PCR 

62 11 73 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
เทคนิค PCR 

0 49 49 

รวม 62 60 122 

11.10 การเปรียบเทียบการ วิเคราะห์ผลเทคนิค RPA ด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสและ SYBR green I ในการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus  

เมื่อเปรียบเทียบการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และวิเคราะห์ผลด้วยการ

แยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% และ SYBR green I พบว่าการวิเคราะห์

ผลด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I มีผลลบลวงจ านวน 8 ตัวอย่าง แตไ่ม่พบผลบวกลวง ดังตาราง

ที่ 22 
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ตารางที่ 22 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA โดยเปรียบเทียบการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% กับการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
ตาเปลา่โดยใช้สี SYBR green I 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
ตาเปลา่โดยใช้สี SYBR green I 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย  
การแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้า
ในวุ้นอะกาโรส 

 
62 

 
8 

 
70 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยการ
แยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าใน
วุ้นอะกาโรส 

 
0 

 
52 

 
52 

รวม 62 60 122 

12. การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA  

เนื่องจากต้องการเพ่ิมความไว และความจ าเพาะ เช่นเดียวกันกับการตรวจหา FeLV 

Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR จึงได้ท าการพัฒนาเทคนิค Nested RPA เพื อตรวจหา FeLV 

Provirus โดยมีส่วนผสมในปฏิกิริยาของเทคนิค Nested RPA ประกอบไปด้วย ไพรเมอร์เช่นเดียวกัน

กับที่ใช้ในเทคนิค Nested PCR ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา Rehydration buffer 29.5 µl ผลผลิต RPA 

ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR เพ่ือใช้เป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ ส่วนผสม

ทั้งหมดเติมลงใน Freeze-dried RPA pellets จากนั้นเติม Magnesium acetate ความเข้มข้น 280 

mM ปริมาตร 2.5 µl ได้ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µl บ่มใน Heat block ท าการทดสอบสภาวะที่

เหมาะสมของเทคนิค Nested RPA ได้แก่ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ อุณหภูมิ เวลา และปริมาณ

ผลผลิตของ RPA ปฐมภูมิที่เหมาะสม จากนั้นน าผลผลิต RPA ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ ไปตรวจสอบ

ด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% โดยผลผลิต RPA ที่ได้มีขนาด 101 

bp  
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  12.1 การทดสอบความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Nested RPA 

ใช้ไพรเมอร์ Nested RPA เช่นเดียวกันกับที่ใช้ในเทคนิค Nested PCR ที่ความเข้มข้น 10, 

7.5 และ 5 µM ทดสอบกับผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ที่เจือจาง 10 เท่า บ่มใน 

Heat block ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที พบว่าที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ใน

ปฏิกิริยาที่ 7.5 µM มีความเหมาะสมที่สุด เนื่องจากให้แถบ DNA ของตัวควบคุมบวกที่ชัดเจน ดัง

แสดงในภาพที ่18 

 

ภาพที่ 18 แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จากผลผลิตของปฏิกิริยา Nested RPA ของตัวควบคุมบวก ตัว

ควบคุมลบ บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 2% โดยใช้ไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 10, 7.5 และ 5 µM ; 

M คือ 50 bp DNA ladder ; C+ คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV 

Provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัว

ควบคุมลบ 

12.2 การทดสอบหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Nested RPA 

เตรียมปฏิกิริยา Nested RPA โดยใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 7.5 µM ทดสอบกับผลผลิต 

RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ที่เจือจาง 10 เท่า บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 3 อุณหภูมิ 

ดังนี้ 37, 39 และ 41 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 20 นาที พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท า

ปฏิกิริยา RPA คือ 37 องศาเซลเซียส เนื่องจากให้แถบ DNA ของตัวควบคุมบวกที่ชัดเจน ดังแสดงใน

ภาพที ่19 
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ภาพที่ 19 แสดงแถบ DNA ที่ได้จากผลผลิตของปฏิกิริยา Nested RPA ของตัวควบคุมบวก ตัว

ควบคุมลบ บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 2% โดยใช้อุณหภูมิในการบ่มที่ 37, 39 และ 41 องศา

เซลเซียส ; M คือ 50 bp DNA ladder ; C+ คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ 

FeLV Provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็น

ตัวควบคุมลบ 

12.3  การทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Nested RPA 

เตรียมปฏิกิริยา Nested RPA โดยใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 7.5 µM ทดสอบกับผลผลิต 

RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ที่เจือจาง 10 เท่า บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาที พบว่าเวลาในการบ่มปฏิกิริยา RPA ที่เหมาะสมที่สุดคือ 10 

นาที เนื่องจากให้แถบ DNA ของตัวควบคุมบวกที่ชัดเจน และพบไพรเมอร์ไดเมอร์ของตัวควบคุมลบ

น้อยกว่าที่เวลา 20 นาที ดังแสดงในภาพที่ 20 

12.4  การทดสอบหาปริมาณผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่เหมาะสมของปฏิกิริยา Nested 

RPA 

เตรียมปฏิกิริยา Nested RPA โดยใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 7.5 µM บ่มใน Heat block 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ท าปฏิกิริยากับผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน 

U3LTR ที่เจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 1, 2 และ 3 µl พบว่าปริมาณผลผลิต RPA ปฐมภูมิ ที่เจือจาง 10 
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เท่า ปริมาตร 2 µl มีความเหมาะสมที่สุด เนื่องจากให้แถบ DNA ของตัวควบคุมบวกที่ชัดเจน ดัง

แสดงในภาพที ่21 

 

 

ภาพที่ 20 แสดงแถบ DNA ที่ได้จากผลผลิตของปฏิกิริยา Nested RPA ของตัวควบคุมบวก และตัว

ควบคุมลบ บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 2% โดยใช้เวลาในการบ่มที่ 10, 20 และ 30 นาที ; M คือ 

50 bp DNA ladder ; C+ คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus 

เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ  

สรุปสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA 

ปริมาตรรวม 50 µl ได้ดังนี้ ความเข้มข้นของไพรเมอร์คือ 7.5 µM บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาท ีและใช้ผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่เจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 2 µl 
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ภาพที่ 21 แสดงแถบ DNA ที่ได้จากผลผลิตของปฏิกิริยา Nested RPA ของผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่

เจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 1, 2 และ 3 µl ของตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุม

ลบ บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 2% ; M คือ 50 bp DNA ladder ; C+ คือ ผลผลิต RPA ปฐม

ภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ ผลผลิต RPA ปฐม

ภูมิของน้ ากลั่นทีป่ราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

12.5 การทดสอบความเข้มข้นของ สี SYBR green I  

น าผลผลิต Nested RPA มาเติมสี SYBR green I ที่ความเข้มข้น 75X 50X และ 25X พบว่า

ความเข้มข้นของสี SYBR green I ที่ให้ความแตกต่างระหว่างผลบวกกับผลลบที่ชัดเจนที่สุดคือที่ความ

เข้มข้น 75X เช่นเดียวกันกับการตรวจวิเคราะห์ผล RPA   ดังแสดงในภาพที่ 22 

 

ภาพที่ 22 แสดงผลการตรวจหา FeLV Proviral ด้วยเทคนิค Nested RPA และตรวจสอบผลผลิต

ด้วยสี SYBR green I ที ความเข้มข้นของสี SYBR green I ที   25X 50X และ 75X ; C+ คือ ผลผลิต 

RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ ผลผลิต 

RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 
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12.6 การทดสอบขีดจ ากัดต่ าสุดของการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA 

การทดสอบปริมาณ DNA ที่น้อยที่สุดของการตรวจ  FeLV Provirus ด้วยเทคนิค 

Nested RPA โดยเจือจางผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus ที่ความ

เข้มข้น 10-1 ถึง 10-10 ตามล าดับ และใช้ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัว

ควบคุมลบ ท าปฏิกิริยา Nested RPA จากนั้นตรวจสอบผลผลิต RPA ที่ท าให้บริสุทธิ์แล้ว ด้วยการ

แยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% พบว่าสามารถตรวจปริมาณผลผลิต RPA 

ปฐมภูมิ ที่น้อยที่สุดที่ 10-6 ดังแสดงในภาพที่ 23 

 
ภาพที่ 23 แสดงผลการทดสอบปริมาณผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่น้อยที่สุดของการตรวจ  FeLV 

Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 2% ; C+ คือ ผลผลิต RPA ปฐม

ภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus ที่เจือจาง 10-2  10-4  10-6 10-8 และ C- คือ ผลผลติ 

RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบที่เจือจาง 10-2 10-4 10-6 10-8 ; M คือ 50 

bp DNA ladder 

 จากภาพที่ 21 ในข้อ 12.4 จะเห็นได้ว่าผลผลิตจากเทคนิค Nested RPA ของตัวควบคุมลบ 

ซึ่งเจือจางผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่ 10-1  ยังคงพบแถบ DNA จางๆ ในขณะที่ผลผลิตจากเทคนิค 

Nested RPA ของตัวควบคุมลบ ซึ่งเจือจางผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่ 10-2  ไม่พบแถบ DNA ดังนั้นจึง

สามารถสรุปสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจหาเชื้อ FeLV provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA 

ปริมาตรรวม 50 µl ได้ดังนี้ ความเข้มข้นของไพรเมอร์คือ 7.5 µM บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 10 นาที และใช้ผลผลิต RPA ปฐมภูมิที่เจือจาง 100 เท่า ปริมาตร 2 µl 
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12.7  การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค Nested 

RPA และวิเคราะห์ผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส  

น าผลผลิต RPA ที่ให้ผลเป็นลบจากการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA 

จ านวน 52 ตัวอย่าง มาท าปฏิกิริยา Nested RPA แล้วน าผลผลิตที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาด

ภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% พบแถบ DNA ทีม่ีขนาดผลผลิต 101 bp ดังภาพที ่24 

พบว่า Nested RPA ให้ผลบวก จ านวน 20 ตัวอย่าง และ ให้ผลลบ จ านวน 32 ตัวอย่าง ดังแสดงใน

ตารางที่ 23 

 

ภาพที่ 24 แสดงผลผลิตปฏิกิริยา Nested RPA ขนาด 101 bp จากตัวอย่างเลือดแมว ตัวอย่างเลขที่ 

S65 S69 S70 S73 S74 S78 S80 S86 และ S92 บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 2% ; M คือ 50 

bp DNA ladder ; C+ คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็น

ตัวควบคุมบวก และ C- คือ ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

ตารางที่ 23 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

ผลการตรวจ จ านวน 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 20 
ตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 32 

รวม 52 
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12.8 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค Nested RPA 

และวิเคราะห์ผลด้วยสี SYBR green I 

เมื่อวิเคราะห์ผลด้วยการตรวจสอบผลผลิต Nested RPA ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR 

green  I ความเข้มข้น 75X พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกจะมีสีเขียวอ่อนจ านวน 15 ตัวอย่าง ขณะที่

ตัวอย่างที่ให้ผลเป็นลบจะมีสีส้มจางๆ จ านวน 37 ตัวอย่าง ดังแสดงในภาพที่ 25 และในตารางที่ 24 

 

ภาพที่ 25 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค Nested 

RPA และวิเคราะห์ผลด้วย SYBR green I ของตัวอย่างหมายเลข S1 S2 และ S4 ถึง S8; C+ คือ 

ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของ DNA โคลน U3LTR ของ FeLV Provirus เป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือ

ผลผลิต RPA ปฐมภูมิของน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

ตารางที่ 24 แสดงผลสรุปการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

ผลการตรวจ จ านวน 
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 15 

ตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 37 
รวม 52 

12.9 การเปรียบเทียบการวิเคราะห์ผลเทคนิค Nested RPA ด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสและ SYBR green I ในการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus  

เมื่อเปรียบเทียบการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA และวิเคราะห์

ผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% พบว่าการวิเคราะห์ผลด้วยตา

เปล่าโดยใช้สี SYBR green I มีผลลบลวงจ านวน 5 ตัวอย่าง แตไ่ม่พบผลบวกลวง ดังตารางที่ 25 
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ตารางที่ 25 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA โดยเปรียบเทียบ

การตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 2% กับการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล
บวกด้วยตาเปล่าโดยใช้
สี SYBR I 

จ านวนตัวอย่างที่
ให้ผลลบด้วยตาเปล่า
โดยใช้สี SYBR I 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย  
การแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

15 5 20 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยการแยกขนาดภายใต้
กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

0 32 32 

รวม 15 37 52 

12.10 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA ร่วมกับ Nested RPA และ

วิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และ  SYBR green I 

เปรียบเทียบกับ เทคนิค PCR ร่วมกับ Nested PCR 

การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR และ Nested PCR เทียบกับ เทคนิค  

RPA และ Nested RPA และวิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส พบว่า

เทคนิค RPA และ PCR ได้ผลบวกตรงกัน จ านวน 70 ตัวอย่าง และ เทคนิค Nested RPA และ 

Nested PCR ได้ผลบวกตรงกัน จ านวน 16 ตัวอย่าง เทคนิค Nested RPA และ เทคนิค PCR ให้

ผลบวกตรงกันจ านวน 3 ตัวอย่าง ดังนั้นตัวอย่างที่ให้ผลบวกทั้งสิ้น 89 ตัวอย่าง และทั้ง 4 วิธี ให้ผล

ลบตรงกันจ านวน 31 ตัวอย่าง ขณะที่ Nested RPA ให้ผลลบลวงจ านวน 1 ตัวอย่าง (อีก 3 วิธี ให้

ผลบวก) และ Nested RPA ให้ผลบวกลวง จ านวน 1 ตัวอย่าง  (อีก 3 วิธี ให้ผลลบ) การค านวณหา

ความไว ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ ของการตรวจหา FeLV Provirus ด้วย

เทคนิค RPA ร่วมกับ Nested RPA เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR ร่วมกับ Nested PCR ดังแสดง

ในตารางที่ 26 โดยค่าทางสถิติของเทคนิค RPA ร่วมกับเทคนิค Nested RPA และตรวจสอบผลผลิต

ด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเป็นดังนี้ ความไวร้อยละ 98.89 (95% CI 

93.96% - 99.97%) ความจ าเพาะร้อยละ 96.88 (95% CI 83.78% – 99.92%) ค่าการท านาย
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ผลบวกร้อยละ 98.89 (95% CI 92.82% - 99.84%) และค่าการท านายผลลบร้อยละ 96.88 (95% 

CI 81.52% - 99.54%)  

ท าการทดสอบความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค 

RPA ร่วมกับ Nested RPA และเทคนิค PCR ร่วมกับ Nested PCR วิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาด

ภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เมื่อค านวณค่าทางสถิติ โดยใช้ค่าสถิติ kappa (k) พบว่าที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% ค่า k = 0.958: CI 0.899 – 1.000 ให้ผลสอดคล้องกันในระดับดีมาก (มีค่าเข้าใกล้ 

1: 0.81 – 1.00) 

ตารางที่ 26  แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA ร่วมกับ Nested RPA และ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR 

ร่วมกับ Nested PCR 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค RPA และ Nested RPA 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
เทคนิค RPA และ Nested RPA 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวก
ด้วยเทคนิค PCR และ 
Nested PCR 

(PCR/ RPA) 70  
(Nested PCR/ Nested RPA) 16 

(Nested RPA) 3 

(Nested RPA) 1 90 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย 
เทคนิค PCR และ Nested 
PCR 

 
(Nested RPA) 1 

(PCR/ RPA/Nested PCR/ 
Nested RPA) 31 

32 

รวม 90 32 122 

 การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR และ Nested PCR เทียบกับ เทคนิค  

RPA และ Nested RPA และวิเคราะห์ผลด้วยตาเปล่าโดยใช้ SYBR green I พบว่าเทคนิค RPA-SYBR 

green I และ PCR ได้ผลบวกตรงกัน จ านวน 62 ตัวอย่าง และ เทคนิค Nested RPA-SYBR I และ 

Nested PCR ได้ผลบวกตรงกัน จ านวน 12 ตัวอย่าง รวมตัวอย่างท่ีให้ผลบวกท้ังสิ้น 74 ตัวอย่าง และ

เทคนิค PCR ให้ผลบวก แต่ RPA SYBR green I ให้ผลลบจ านวน 11 ตัวอย่าง รวมถึงเทคนิค Nested 

PCR ให้ผลบวก แต่ Nested RPA-SYBR green I ให้ผลลบ จ านวน 5 ตัวอย่าง รวมตัวอย่างที่ให้ผล

ลบลวงทั้งสิ้น 16 ตัวอย่าง ขณะที่ทั้ง 4 วิธี ให้ผลลบตรงกันจ านวน 31 ตัวอย่าง และ Nested RPA 

ให้ผลผลบวกลวง จ านวน 1 ตัวอย่าง (อีก 3 วิธี ให้ผลลบ) การค านวณหาความไว ความจ าเพาะ ค่า
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ท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ ของการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA-SYBR green 

I ร่วมกับ Nested RPA-SYBR green I เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR ร่วมกับ Nested PCR ดัง

ตารางที่ 27 โดยค่าทางสถิติของเทคนิค RPA-SYBR green I ร่วมกับเทคนิค Nested RPA-SYBR I 

เป็นดังนี้ ค่าความไวร้อยละ 82.22 (95% CI 72.74% - 89.48%) ความจ าเพาะร้อยละ 96.88 (95% 

CI 83.78% – 99.92%) ค่าการท านายผลบวกร้อยละ 98.67 (95% CI 91.47% - 99.80%) และค่า

การท านายผลลบร้อยละ 65.96 (95% CI 55.30% - 75.21%)  

ท าการทดสอบความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค 

RPA ร่วมกับ Nested RPA และเทคนิค PCR ร่วมกับ Nested PCR วิเคราะห์ผลด้วยตาเปล่าโดยใช้ 

SYBR I เมื่อค านวณค่าทางสถิติ โดยใช้ค่าสถิติ kappa (k) พบว่าที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ค่า k 

= 0.687: CI 0.555 – 0.820 ให้ผลสอดคล้องกันในระดับดี (0.61 – 0.80) 

ตารางที่ 27 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA ร่วมกับ Nested RPA เมื่อ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR ร่วมกับ Nested 

PCR  

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวก
ด้วยเทคนิค RPA-SYBR I และ 
Nested RPA-SYBR I 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
เทคนิค RPA-SYBR I และ 
Nested RPA-SYBR I 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
วิธี PCR และ Nested PCR 

(PCR/ RPA-SYBR I) 62  
(Nested PCR/ Nested 

RPA-SYBR I) 12 

 (RPA-SYBR I) 11 
(Nested PCR/ Nested 

RPA-SYBR I) 5 

90 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ ด้วย
วิธี PCR และ Nested PCR 

 
(Nested RPA) 1 

(PCR/ RPA/ Nested PCR/ 
Nested RPA) 31 

32 

รวม 75 47 122 

13. การตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 

ท าการพัฒนาเทคนิค RT-RPA เพ่ือตรวจหา FeLV Viral RNA โดย สภาวะในการท่าปฏิกิริยา

ในปริมาตรรวม 50 µl ประกอบด้วย ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณ U3LTR ของ exogenous FeLV 

เช่นเดียวกับ PCR และ RPA ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา Rehydration buffer 29.5 µl ตัวอย่าง RNA 

ปริมาตร 1 µl น้ ายา RNase Inhibitor ความเข้มข้น 0.4 U/µl ปริมาตร 2.5 µl และน้ ากลั่นปราศจาก



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 73 

เชื้อ 9.7 µl ส่วนผสมทั้งหมดเติมลงใน Freeze-dried RPA pellets จากนั้นเติม Magnesium 

acetate ความเข้มข้น 280 mM ปริมาตร 2.5 µl บ่มปฏิกิริยาใน Heat block ทดสอบหาสภาวะที่

เหมาะสม ได้แก่ ความเข้มข้นของไพรเมอร์ อุณหภูมิ และ เวลา แล้วเตรียมผลผลิตให้บริสุทธิ์ และ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% ซึ่งจะได้ขนาด

ของผลิตที่ 145 bp 

13.1 การทดสอบความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา RT-RPA   

เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA โดยใช้ไพร์เมอร์ที่ความเข้มข้น 10, 5 และ 2.5 µM โดยทดสอบกับ 

FeLV Viral RNA ทีส่กัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวความเข้มข้น 40 ng/µl และใช้

น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ บ่มใน Heat blockที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

20 นาที พบว่าที่ความเข้มข้นของไพรเมอร์ในปฏิกิริยาที่ 5 µM มีความเหมาะสมที่สุด เนื่องจากยังคง

ให้ผลผลิต RPA ที่เข้มชัดเจน และหลอดควบคุมลบพบแถบ DNA ของไพรเมอร์ไดเมอร์น้อยกว่าที่

ความเข้มข้นไพร์เมอร์ 10 µM ดังแสดงในภาพที่ 26 ซึ่งพบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา 

RT-RPA เท่ากับในปฏิกิริยา RPA ที่ใช้ตรวจหา FeLV Provirus 

 

 

ภาพที่ 26 แสดงผลผลิตที่ได้จากการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA โดยใช้ไพรเมอร์

ที่ความเข้มข้น 10, 5 และ 2.5 µM บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 % ; M คือ 100 bp DNA 

ladder ; C+ คือ FeLV Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นตัว

ควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ 
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13.2  การทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมของปฏิกิริยา RT-RPA  

เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่ความเข้มข้น 5 µM โดย

ทดสอบกับ FeLV Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวความเข้มข้น 40 

ng/µl บ่มใน Heat block ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาที แล้วท า

ผลผลิตที่ได้ให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าผลผลิตไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะ

กาโรสเข้มข้น 1.5% พบว่า เวลาในการบ่มปฏิกิริยา RT-RPA ที่เหมาะสมที่สุดคือ 10 นาที เนื่องจาก

ยังคงให้ผลผลิต RPA ที่เข้มชัดเจน และหลอดควบคุมลบพบแถบ DNA ของไพรเมอร์ไดเมอร์ที่น้อย

กว่าเวลาที่บ่มที่ 30 และ 20 นาที ดังแสดงในภาพที ่27 

 
ภาพที่ 27 แสดงผลผลิตที่ได้จากการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA ที่ใช้เวลาในการ

บ่มที่ 30, 20 และ 10 นาที บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 % ; M คือ 100 bp DNA ladder ; 

C+ คือ FeLV Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นตัวควบคุมบวก 

และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

13.3 การทดสอบหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา RT-RPA  

เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA โดยเลือกใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 5 µM โดยทดสอบกับ FeLV 

Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวความเข้มข้น 40 ng/µl บ่มใน Heat 

block ที่อุณหภูมิ 40, 41 และ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าผลผลิต RPA ที่ได้ไปท า

ให้บริสุทธิ์ จากนั้นน าผลผลิต RPA ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกา
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โรสเข้มข้น 1.5% พบว่าทั้ง 3 อุณหภูมิ มีความเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา RT-RPA เนื่องจากยังคง

ให้ผลผลิต RPA ที่เข้มชัดเจน และหลอดควบคุมลบไม่พบแถบ DNA ของไพรเมอร์ไดเมอร์ดังภาพที่ 28 

 

ภาพที่ 28 แสดงผลผลิตที่ได้จากการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA ที่อุณหภูมิใน

การบ่มที่ 40, 41 และ 42 องศาเซลเซียส บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5 % ; M คือ 100 bp 

DNA ladder ; C+ คือ FeLV Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นตัว

ควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

จากผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 

สรุปได้ว่า ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม คือ 5 µM ปริมาณ 2.4 µl น้ ายา Rehydration 

buffer 29.5 µl RNA ที่ใช้ทดสอบ ปริมาตร 1 µl น้ ายา RNase Inhibitor ความเข้มข้น 0.4 U/µl 

ปริมาตร 2.5 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 9.7 µl และ Magnesium acetate ความเข้มข้น 280 

mM ปริมาตร 2.5 µl ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µl ท าปฏิกิริยาโดยการบ่มที่ อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

13.4 การตรวจวิเคราะห์ผล RT-RPA ด้วยสี SYBR green I  

เตรียมปฏิกิริยา RT-RPA ในปริมาตรรวม 50 µl บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาที น าผลผลิตมาเติมสี SYBR green I ที่ความเข้มข้นต่างๆดังนี้ 240X 160X 80X และ 40X 

พบว่าความเข้มข้นของสี SYBR green I ที่ให้ความแตกต่างระหว่างผลบวกกับผลลบที่ชัดเจนที่สุดคือ

ที่ความเข้มข้น 240X ดังแสดงในภาพที่ 29 
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ภาพที่ 29 แสดงผลการตรวจหา FeLV viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และตรวจสอบผลผลิต ด้วยสี 

SYBR I ที ความเข้มข้นของสี SYBR green I ที  240X, 160X, 80X และ 25X ; C+ คือ FeLV Viral 

RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือน้ ากลั่นที่

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

13.5 การทดสอบหาขีดจ ากัดต่ าสุดของการตรวจ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 

การทดสอบปริมาณ RNA ที่น้อยที่สุดของการตรวจ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA 

โดยเจือจาง FeLV Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวให้ได้ความเข้มข้น 

10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 ng/µl ตามล าดับ และใช้น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ ท า

ปฏิกิริยา RT-RPA จากนั้นตรวจสอบผลผลิตที่ท าให้บริสุทธิ์แล้ว ด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบว่าปริมาณ RNA ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจหา FeLV 

viral RNA ได้ คือ 0.1 ng/µl ในขณะที่ความเข้มข้น 0.01 พบแต่แถบ DNA จางๆ ของไพรเมอร์ได

เมอร์ ส่วนที่ความเข้มข้น 0.001 ng/µl ไม่พบแถบ DNA ของไพรเมอร์ไดเมอร์ เช่นเดียวกันกับใน

หลอดควบคุมลบ ดังแสดงในภาพที่ 30 

13. 6 การตรวจหาเชื้อ FeLV viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RT-RPA และ

วิเคราะห์ผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส  

น า RNA ที่สกัดจากตัวอย่างเลือดแมวที่สงสัยว่าจะติดเชื้อ FeLV ทั้ง 122 ตัวอย่าง มา

ตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA โดยใช้ FeLV Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรค

ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นตัวควบคุมบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ จากนั้นน า

ผลผลิตที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบแถบ 

DNA ที่มีขนาดผลผลิต 145 bp ตามท่ีคาดหวังไว้ จ านวน 53 ตัวอย่าง อย่างไรก็ตาม พบว่ามีตัวอย่าง
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ที่ใหผ้ลผลิต 2 ขนาด คือ 145 bp และ 200 bp จ านวน 7 ตัวอย่าง ดังภาพที ่31 ผลการตรวจหาเชื้อ 

FeLV Viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RT-RPA ให้ผลบวก จ านวน 60 ตัวอย่าง และ

ให้ผลลบ จ านวน 62 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 28 

 

ภาพที่ 30 แสดงการทดสอบปริมาณ RNA ที่น้อยที่สุดของการตรวจ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค 

RT-RPA บนวุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5% ; M คือ 100 bp DNA ladder ; เลนที่ 1 ถึง 5 คือ 

RNA มาตรฐานที่สกัดจาก FeLV Viral RNA ในวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว ที่ใช้ความ

เข้มข้น 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 ng/µl  ตามล าดับ และเลนที่ 6 คือ น้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็น

ตัวควบคุมลบ 

ตารางที่ 28 แสดงผลสรุปการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมวด้วยเทคนิค RT-

RPA วิเคราะห์ผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส จ านวน 122 ตัวอย่าง 

ผลการตรวจ จ านวน รวม (122) 
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ  
RT-RPA ขนาด 145 bp 

53  
60 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกโดยให้ผลผลติ  
RT-RPA ขนาด 145 และ 200 bp 

7 

ตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยวิธี RT-RPA 62 62 
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ภาพที่ 31 แสดงผลผลิตปฏิกิริยา RT-RPA จากตัวอย่างเลือดแมว ตัวอย่างเลขที่ S114 – S122 บน

วุ้นอะกาโรสที่มีความเข้มข้น 1.5%; M คือ 100 bp DNA ladder; C+ คือ FeLV Viral RNA ที่สกัด

จากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นหลอดควบคุมบวก และ C- คือ น้ ากลั่นที่ปราศจาก

เชื้อเป็นหลอดควบคุมลบ โดยจากตัวอย่างเลขที่ S114 ให้ผลผลิตขนาดประมาณ 200 bp และ 145 

bp ส่วนตัวอย่างเลขที่ S115 ถึง S118 และ S122 ให้ผลขนาด 145 bp 

13.7 การตรวจหาเชื้อ FeLV viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RT-RPA และ

วิเคราะห์ผลด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

ใช้สี SYBR green I ความเข้มข้น 240X พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกจะมีสีเขียวอ่อน 

ขณะที่ตัวอย่างที่ให้ผลเป็นลบจะมีสีส้มจางๆ ดังแสดงในภาพที่  32 ผลการทดสอบผลผลิต RT-RPA 

จากตัวอย่างเลือดแมว จ านวน 122 ตัวอย่าง พบว่าให้ผลบวกจ านวน56 ตัวอย่าง และให้ผลลบ 

จ านวน 66 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 29 

ตารางที่ 29 แสดงผลสรุปการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และตรวจสอบ

ผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

ผลการตรวจ จ านวน 
ตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 56 

ตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 66 
รวม 122 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 79 

 
ภาพที่ 32 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA จากตัวอย่างเลือดแมว ด้วยเทคนิค RT-RPA 

และวิเคราะห์ผลด้วย SYBR green I ของตัวอย่างหมายเลข S27 ถึง S35; C+ คือ FeLV Viral RNA 

ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวเป็นตัวควบคุมบวก และ C- คือน้ ากลั่นที่

ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

13.8 การเปรียบเทียบการวิเคราะห์ผลเทคนิค RT-RPA ด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสและ SYBR green I ในการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA  

เมื่อเปรียบเทียบการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และวิเคราะห์ผลด้วย

การแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% พบว่าการวิเคราะห์ผลด้วยตาเปล่าโดย

ใช้สี SYBR green I ให้ผลลบลวงจ านวน 12 ตัวอย่าง และผลบวกลวง 8 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 30 

13.9 การเปรียบเทียบผลการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และ

วิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และ SYBR green I กับ 

เทคนิค Rapid immunochromatographic assay 

การตรวจหาเชื้อ FeLV viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และวิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาด

ภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เทียบกับ เทคนิค Rapid immunochromatographic assay 

พบว่าเทคนิค RT-RPA ให้ผลลบลวง 3 ตัวอย่าง แต่ไม่พบผลบวกลวง ดังตารางที่ 31 โดยที่ทั้ง 3 

ตัวอย่างที่ให้ผลลบลวง ให้ผลการตรวจด้วยเทคนิค Rapid immunochromatographic assay และ

เทคนิค RT-PCR เป็นบวก โดยค่าทางสถิติที่ค านวณได้เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เป็นดังนี้ ความไวร้อยละ 95.24 (95% CI 86.71% - 99.01%) 
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ความจ าเพาะร้อยละ 100.00 (95% CI 93.94% – 100.00%) ค่าการท านายผลบวกร้อยละ 100.00 

และค่าการท านายผลลบร้อยละ 95.16 (95% CI 86.70% - 98.34%) 

ตารางที่ 30 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA โดยเปรียบเทียบการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสเข้มข้น 1.5% กับการ

ตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผล
บวกด้วยตาเปล่าโดยใช้สี 
SYBR green I 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ
ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี 
SYBR green I 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย  
การแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะ
กาโรส 

48 12 60 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วยการแยก
ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

8 54 62 

รวม 56 66 122 

 

ต า ร า ง ที่  31 แ ส ด ง ผ ล ก า ร ต ร ว จ ห า เ ชื้ อ  FeLV Viral RNA ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Rapid 

Immunochromatographic Assays เปรียบเทียบกับเทคนิค RT-RPA และวิเคราะห์ผลโดยการแยก

ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวก
ด้วยเทคนิค RT-RPA gel 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ
ด้วยเทคนิค RT-RPA gel 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic assay 

60 3 63 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ ด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic assay 

0 59 59 

รวม 60 62 122 
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ต า ร า ง ที่  3 2  แ ส ด ง ผ ล ก า ร ต ร ว จ ห า เ ชื้ อ  FeLV Viral RNA ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Rapid 

immunochromatographic assay เปรียบเทียบกับเทคนิค RT-RPA และวิเคราะห์ผลผลิตด้วยตา

เปล่าโดยใช้สี SYBR green I  

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวก
ด้วยเทคนิค RT-RPA SYBR  

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ
ด้วยเทคนิค RT-RPA SYBR  

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic 
assay 

48 15 63 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ ด้วยเทคนิค  
Rapid immunochromatographic 
assay 

8 51 59 

รวม 56 66 122 

 เมื่อน าผลผลิต RT-RPA มาวิเคราะห์ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I พบว่ามีผลลบลวง 

15 ตัวอย่าง ผลบวกลวง 8  ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 32 โดยที่ผลบวกลวงทั้ง 8 ตัวอย่าง ให้ผล

การตรวจเป็นลบด้วยเทคนิค Rapid immunochromatographic assay และ RT-PCR และค่าทาง

สถิติที่ค านวณได้เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เป็นดังนี้ ความไวร้อยละ 

76.56 (95% CI 64.31% - 86.25%) ความจ าเพาะร้อยละ 86.21 (95% CI 74.62% – 93.85%) ค่า

การท านายผลบวกร้อยละ 85.96 (95% CI 76.04% - 92.20%) และค่าการท านายผลลบร้อยละ 

76.92 (95% CI 67.90% - 84.00%) จะเห็นได้ว่าการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA  ด้วยเทคนิค 

RT-RPA เมื่อวิเคราะห์ผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I มีความไวและความจ าเพาะต่ ากว่า

การแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส  

 เมื่อค านวณค่าทางสถิติความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วย

เทคนิค RT-RPA วิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และเทคนิค 

Rapid immunochromatographic assay โดยใช้ค่าสถิติ kappa (k) พบว่าที่ระดับความเชื่อมั่นร้อย

ละ 95 ค่า k = 0.951: CI 0.896 – 1.000 แสดงว่าทั้ง 2 เทคนิค ให้ผลสอดคล้องกันในระดับดีมาก (มี

ค่าเข้าใกล้ 1: 0.81 – 1.00) และเมื่อทดสอบความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral 

RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA วิเคราะห์ผลด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I และเทคนิค Rapid 
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immunochromatographic assay ค่าสถิติ kappa (k) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ค่า k = 

0.624: CI 0.487 – 0.762 แสดงว่าทั้ง 2 เทคนิค ให้ผลสอดคล้องกันในระดับดี (0.61 – 0.80)  

13.10 การตรวจหาเชื้อ FeLV viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และวิเคราะห์ผลโดยการ

แยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และ SYBR green I เปรียบเทียบกับ เทคนิค 

RT-PCR  

 การตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA เทียบกับ เทคนิค RT-PCR และ

วิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส พบว่าเทคนิค RT-RPA ให้ผลลบ

ลวง 4 ตัวอย่าง แตไ่ม่พบผลบวกลวง ดังแสดงในตารางที่ 33 ส่วนการตรวจสอบผลผลิต RT-RPA ด้วย

ตาเปล่าโดยใช้สี SYBR I พบผลลบลวง 16 ตัวอย่าง ผลบวกลวง 8 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 34 

โดยค่าทางสถิติที่ค านวณได้เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้ นอะกา

โรส เป็นดังนี้ ความไวร้อยละ 93.75 (95% CI 84.76% - 98.27%) ความจ าเพาะร้อยละ 100.00 

(95% CI 93.84% – 100.00%) ค่าการท านายผลบวกร้อยละ 100.00 และค่าการท านายผลลบร้อย

ละ 93.55 (95% CI 84.88% - 97.40) และค่าทางสถิติท่ีค านวณได้เมื่อตรวจสอบผลผลิตด้วยตาเปล่า

โดยใช้สี SYBR green I เป็นดังนี้ ความไวร้อยละ 75.00 (95% CI 62.60% - 84.98%) ความจ าเพาะ

ร้อยละ 86.21 (95% CI 74.62% – 93.85%) ค่าการท านายผลบวกร้อยละ 85.71 (95% CI 75.64% 

- 92.06%) และค่าการท านายผลลบร้อยละ 75.76 (95% CI 66.88% - 82.87%) จะเห็นได้ว่าการ

ตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA  ด้วยเทคนิค RT-RPA เมื่อวิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส มีความจ าเพาะไม่แตกต่างกับเทคนิค RT-PCR  

 ท าการทดสอบความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-

RPA วิเคราะห์ผลโดยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส และเทคนิค RT-PCR เมื่อ

ค านวณค่าทางสถิติ โดยใช้ค่าสถิติ kappa (k) พบว่าที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ค่า k = 0.934: 

CI 0.871 – 0.997 แสดงว่าทั้ง 2 เทคนิค ให้ผลสอดคล้องกันในระดับดีมาก (มีค่าเข้าใกล้ 1: 0.81 – 

1.00)     และเมื่อทดสอบความสอดคล้องกันของผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค 

RT-RPA วิเคราะห์ผลด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I และเทคนิค RT-PCR ค่าสถิติ kappa (k) ที่

ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ค่า k = 0.608: CI 0.469 – 0.747 แสดงว่าทั้ง 2 เทคนิค ให้ผล

สอดคล้องกันในระดับปานกลาง (0.41 – 0.60) 
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ตารางที่ 33  แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA เมื่อตรวจสอบผลผลิต

ด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เปรียบเทียบกับเทคนิค RT-PCR  

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค RT-RPA 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ
ด้วยเทคนิค RT-RPA 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค RT-PCR 

60 4 64 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
เทคนิค RT-PCR 

0 58 58 

รวม 60 62 122 

ตารางที่ 34 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA เมื่อตรวจสอบด้วย

ผลผลิตด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เปรียบเทียบกับเทคนิค RT-PCR  

วิธีตรวจและผลการตรวจ จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค RT-RPA 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบ
ด้วยเทคนิค RT-RPA 

รวม 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย
เทคนิค RT-PCR 

48 16 64 

จ านวนตัวอย่างที่ให้ผลลบด้วย
เทคนิค RT-PCR 

8 50 58 

รวม 56 66 122 

14. สรุปและเปรียบเทียบผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR, Nested PCR, 

RPA และ Nested RPA และผลการตรวจหาเชื้ อ  FeLV Viral RNA ด้ วย เทคนิค  Rapid 

Immunochromatographic Assays, RT-PCR และ RT-RPA เมื่อวิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยก

ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสและด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 

การตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus จากตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 122 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค

ต่างๆ พบจ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกและผลลบ ดังสรุปในตารางที่ 35 โดยเชื้อน่าจะอยู่ในระยะ 

progressive infection จ านวน 64 ตัวอย่าง ในระยะ Regressive infection จ านวน 26 ตัวอย่าง 

และ ไม่ติด เชื้ อ  FeLV หรือเป็น  Abortive infection จ านวน 32 ตัวอย่ าง  สรุปค่าความ ไว 

ความจ าเพาะ ค่าการท านายผลบวก ค่าการท านายผลลบ และค่าสถิติ Kappa ของการตรวจหาเชื้อ 
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FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และ Nested RPA เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR และ Nested 

PCR และของการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค 

RT-PCR เมื่อวิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสและด้วยตาเปล่า

โดยใช้สี SYBR green I ดังสรุปในตารางที่ 36 จะเห็นได้ว่าการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วย

เทคนิค RPA ร่วมกับเทคนิค Nested RPA และวิ เคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส มีความไวสูงถึงร้อยละ 98.89 และความจ าเพาะสูงถึงร้อยละ 96.88 มีค่า

ความสอดคล้องกับเทคนิค PCR ในระดับดีมาก มีค่าสถิติ Kappa = 0.958 ขณะที่การตรวจหาเชื้อ 

FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA และวิเคราะห์ผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าใน

วุ้นอะกาโรส ความไวสูงถึงร้อยละ 93.75 และความจ าเพาะสูงถึงร้อยละ 100 มีค่าความสอดคล้องกับ

เทคนิค PCR ในระดับดีมาก มีค่าสถิติ Kappa = 0.934  
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ตารางที่ 35 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR, Nested PCR, RPA และ 

Nested RPA แ ล ะ ผ ล ก า ร ต ร ว จ ห า เ ชื้ อ  FeLV Viral RNA ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Rapid 

immunochromatographic assay, RT-PCR และ RT-RPA เมื่อวิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาด

ภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสและด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 
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ตารางที่ 36 แสดงค่าความไว ความจ าเพาะ ค่าการท านายผลบวก ค่าการท านายผลลบ และค่าสถิติ 

Kappa ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ของการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และ 

Nested RPA เปรียบเทียบกับเทคนิค PCR และ Nested PCR และของการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral 

RNA ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  RT- RPA เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ เ ท ค นิ ค  RT- PCR แ ล ะ เ ท ค นิ ค  Rapid 

immunochromatographic assay โ ดยวิ เ คราะห์ ผลผลิ ต  RPA ด้ วยการแยกขนาดภาย ใต้

กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสและด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I 
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15. การตรวจพบเชื้อ FeLV RNA และ Proviral DNA ในแมวป่วยแต่ละกลุ่มอาการ 

จากผลการตรวจหาเชื้อ FeLV RNA และ Proviral DNA ด้วยเทคนิค RT-PCR และ Nested 

PCR พบว่าแมวที่มีเนื้องอกหรือป่วยด้วยโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลือง พบการติดเชื้อ FeLV Provirus มาก

ที่สุด คิดเป็นร้อยละ 87.5 ของแมวทั้งหมดในกลุ่ม ขณะที่แมวที่พบความผิดปกติของระบบเลือดและ

น้ าเหลือง ตรวจพบเชื้อ FeLV Provirus ร้อยละ 80 ของกลุ่ม ขณะที่แมวที่ไม่พบอาการป่วยทาง

คลินิกซึ่งเข้ามารับการตรวจสุขภาพ หรือรับวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว พบว่ามีการติด

เชื้อ FeLV Provirus ถึงร้อยละ 64.29 ดังตารางที่ 37 

ตารางที่ 37 สรุปผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR, Nested PCR,  RPA และ 

Nested RPA เมื่อวิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส โดยแยก

ตามกลุ่มอาการทางคลินิก หรือสาเหตุการป่วยของแมว 

กลุ่มอาการทางคลินิก หรือสาเหตกุารป่วยของแมว จ านวนที่พบเชื้อ FeLV 
(ตัว)/จ านวนแมวท่ีป่วย (ตัว) 

ร้อยละ 

1. กลุ่มที่มีเนื้องอกหรือป่วยด้วยโรคมะเร็ง เช่น มะเร็งต่อม
น้ าเหลือง มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
2. กลุ่มที่พบความผิดปกติของระบบเลือดและน้ าเหลือง 
3. กลุ่มที่ป่วยด้วยโรคติดเช้ือไวรัส FIV กลุ่มที่ป่วยด้วยโรค
ติดเ ช้ืออื่นๆ ได้แก่  FHV, FCV, FIP และ Mycoplasma 
haemofelis  
4. กลุ่มที่ป่วยโรคเรื้อรังและยังไม่สามารถหาสาเหตุของโรค
ได้ เช่น น้ าหนักลด ซึม เบื่ออาหาร กลุ่มที่ป่วยด้วยโรคติด
เช้ือ หรือไม่ติดเช้ืออื่นๆ แยกตามระบบอวัยวะ ได้แก่ โรคไต 
โรคหัวใจ โรคผิวหนัง โรคระบบทางเดินอาหาร ทางเดิน
หายใจ และโรคระบบสืบพันธ์ุ 
5. กลุ่มที่มารับวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว
และตรวจสุขภาพ 

49/56 
 

8/10 
10/17 

 
 

14/25 
 
 
 
 

9/14 

87.50 
 

80.00 
58.82 

 
 

56.00 
 
 
 
 

64.29 

รวม 90/122  73.77 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการวิจัย 

 โรคติดเชื้อไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในแมว (FeLV) เป็นโรคติดเชื้อที่ส าคัญในแมว  นอกจาก

ก่อให้เกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ยังเป็นสาเหตุของมะเร็งต่อมน้ าเหลืองในแมวหรือในสัตว์ตระกูลแมว

อีกด้วย (1, 2) โดยสามารถแบ่งระยะการติดเชื้อจากการตรวจทางห้องปฏิบัติการดังนี้ คือ ตรวจพบได้

ทั้ง FeLV Viral RNA และ FeLV Provirus เพียงชั่วคราว (Transient viremia) มักเกิดในแมวที่ได้รับ

เชื้อในปริมาณต่ าๆ ซึ่งในแมวสุขภาพดีระบบภูมิคุ้มกันจะสามารถก าจัดเชื้อได้จนหมดไป เรียกการติด

เชื้อแบบนี้ว่า Abortive infection หากตรวจพบเฉพาะ FeLV Provirus ไม่พบ FeLV viral RNA 

แสดงว่าแมวมีการติดเชื้อแบบ Regressive infection ซึ่ง FeLV Provirus DNA จะแทรกตัวในดีเอ็น

เอของเซลล์เจ้าบ้านท าให้มีโอกาสถ่ายทอดเชื้อไปยังรุ่นลูกหลานผ่าน germ cell ได้ แต่ถ้าหากยังคง

ตรวจพบไวรัสในกระแสเลือดหลังจากได้รับเชื้อนานกว่า 16 สัปดาห์ (Persistent viremia) จะเป็น

การติดเชื้อในระยะ Progressive infection ซึ่งเป็นระยะที่มีโอกาสแพร่เชื้อสูง (15) การตรวจ

วินิจฉัยโรค FeLV จึงมีความส าคัญในทางคลินิก และการป้องกันควบคุมโรค ซ่ึงสามารถท าได้หลายวิธี

ด้วยกัน ได้แก่ วิธี Rapid immunochromatographic assay ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมใช้ในการตรวจหา 

FeLV แอนติเจน และเทคนิค PCR เพ่ือตรวจหา FeLV Provirus และ FeLV Viral RNA แต่เนื่องจาก

เทคนิค PCR ต้องใช้เครื่องมือเฉพาะทางที่มีราคาแพง และบุคลากรที่มีทักษะทางอณูชีววิทยา การ

ตรวจหา FeLV Provirus และ FeLV RNA จึงไม่เป็นที่นิยมในการตรวจในคลินิกสัตวแพทย์ทั่วไป ใน

การศึกษาครั้งนี้จึงสนใจที่จะพัฒนาเทคนิค Recombinase polymerase amplification (RPA) ซึ่ง

เป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยอุณหภูมิเดียว เพ่ือตรวจหา FeLV Provirus และพัฒนา

เทคนิค RT-RPA ในการตรวจหา  FeLV Viral RNA ในกระแสเลือดของแมว  

 จากการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR จากตัวอย่างเลือดแมวทั้งสิ้น 122 

ตัวอย่าง ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับบริเวณ U3LTR ของ exogenous FeLV พบว่ามีตัวอย่างเลือด

แมวจ านวน 61 ตัวอย่าง ที่ให้ผลผลิตขนาด 145 bp ตามที่คาดหวังไว้ อย่างไรก็ตามมีตัวอย่างเลือด

แมวจ านวน 10 ตัวอย่าง ที่ให้ผลผลิตขนาดประมาณ 200 bp และมีตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 2 

ตัวอย่าง ที่ให้ผลผลิตทั้ง 2 ขนาด คือ 145 bp และประมาณ 200 bp ซึ่งผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
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โอไทด์พบว่าผลผลิตขนาด 200 bp มีความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือน U3LTR ของ 

exogenous FeLV Provirus (Accession number: AY374189) ทุกตัวอย่าง และมีความเหมือนกับ 

Feline leukemia virus strain Rickard subgroup A, complete genome (Accession number: 

AF052723) Feline leukemia virus DNA sequence (Accession number: L25632) และ Feline 

leukemia virus v-myc gene ,complete cds (Accession number: M25762)  ถึงร้อยละ 95.24 

และล าดับนิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ล าดับที่ 84 – 146 มีการเรียงตัวที่ซ้ ากันเป็นชุดๆละ  21 ตัว จาก

การศึกษาก่อนหน้าพบว่าบริเวณ LTR ซึ่งประกอบไปด้วย Promoter gene และ Enhancer gene ที่

ควบคุมการแสดงออกของยีน gag, pol, env บริเวณ Enhancer gene มีโอกาสเกิดความหลากหลาย

ของล าดับนิวคลีโอไทด์ เช่น อาจมีการเพ่ิมนิวคลีโอไทด์บริเวณนี้ซ้ าๆ ได้ตั้งแต่ 39 – 77 คู่เบส หรือ

อาจมีการเพิ่มชุดล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ าๆ กัน ชุดละ 21 คู่เบส โดยความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ที่เกิดขึ้นมักมีรูปแบบที่สัมพันธ์กับชนิดของมะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิดหลายต าแหน่ง (Multicentric 

lymphoma) หรือ มะเร็งต่อมน้ าเหลืองชนิด Non T-Cell (25) ส่วน v-myc gene เป็น proto-

oncogene ที่สามารถแทรกอยู่ได้ในทุกๆ บริเวณของสายล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ FeLV ซึ่งมี

ความสามารถในการเหนี่ยวน าให้เกิดโรคมะเร็งได้ (80) จากผลการตรวจหาเชื้อ FeLV provirus ด้วย

เทคนิค PCR พบผลบวกท้ังสิ้น 73 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 59.8 จากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด และ ผล

ลบทั้งสิ้น 49 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 40.2 จากตัวอย่างท้ังหมด  

 ในงานวิจัยนี้ยังได้ตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested PCR โดยท าการตรวจ

วิเคราะห์ผลผลิต PCR ปฐมภูมิของตัวอย่างที่ให้ผลลบจากการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค 

PCR พบว่าเทคนิค Nested PCR ให้ผลบวกเพ่ิมขึ้นจากที่ตรวจด้วยเทคนิค PCR จ านวน 17 ตัวอย่าง 

คิดเป็นร้อยละ 34.7 (17/49) โดยมีผลผลิตขนาด 101 bp เทคนิค Nested PCR จึงมีความไวและ

ความจ าเพาะในการตรวจหา FeLV Proviral DNA สูงกว่าเทคนิค PCR เช่นเดียวกับ Tozon และ

คณะ พบว่าเทคนิค Nested PCR ตรวจพบ FeLV Proviral DNA เพ่ิมสูงขึ้นกว่าเทคนิค PCR ร้อยละ 

20 (4/20) (76) ดังนั้นจ านวนตัวอย่างที่พบ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR และ Nested PCR จึง

มีจ านวนทั้งสิ้น 90 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 73.77 จากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด และ จ านวนตัวอย่างที่

ไม่พบ FeLV Provirus มีจ านวน 32 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 26.2 จากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด  
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 การตรวจ FeLV p27 antigen จากตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 122 ตัว ด้วยชุดทดสอบ

ส าเร็จรูป Rapid Immunochromatographic assay  เปรียบเทียบกับการตรวจหาเชื้อ FeLV Viral 

RNA ด้วยเทคนิค RT-PCR พบผลบวกท่ีไม่สอดคล้องกันเพียง 1 ตัวอย่าง โดยเทคนิค RT-PCR ให้

ผลบวกท้ังสิ้น 64 ตัวอย่าง ขณะที่ Rapid immunochromatographic assay  ให้ผลบวกทั้งสิ้น 63 

ตัวอย่าง และให้ผลลบตรงกันทั้งหมด 59 ตัวอย่าง Westman และคณะ พบว่าเทคนิค Rapid 

immunochromatographic assay เกิดผลลบลวงร้อยละ 8.89 จากตัวอย่างท่ีติดเชื้อในระยะ 

Progressive infection (81) จากผลการตรวจหาเชื้อ FeLV ด้วยวิธี Rapid 

immunochromatographic assay  ที่ให้ผลเป็นลบจ านวน 59 ตัวอย่าง เมื่อน ามาตรวจหา FeLV 

Provirus ด้วยเทคนิค PCR และ Nested PCR พบว่าเทคนิค PCR สามารถตรวจพบเชื้อได้มากขึ้นคิด

เป็นร้อยละ 16.9 (10/59) ขณะที่เทคนิค Nested PCR  สามารถตรวจพบเชื้อได้มากขึ้นคิดเป็นร้อยละ 

45.8 (27/59) การตรวจด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา อาทิเช่น PCR, Nested PCR, Real-time PCR มีข้อดี

กว่าการตรวจทางซีรั่มวิทยา เนื่องจากมีความไว ความจ าเพาะ สูงกว่าและสามารถตรวจหา Provirus 

ได้ (61-63) ส่วนการตรวจทางซีรั่มวิทยาสามารถบอกได้เพียงว่าแมวนั้นเคยได้รับเชื้อ FeLV มาก่อน

หรือไม่ Boenzil และคณะ พบว่าตัวอย่างน้ าเหลืองที่ให้ผลลบของแอนติบอดีต่อ p27 และ p15E 

antigen มีแนวโน้มที่จะไม่เคยได้รับเชื้อ FeLV มาก่อน และระดับแอนติบอดีต่อ p15E antigen ของ

การติดเชื้อตามธรรมชาติมีระดับที่สูงกว่าการได้รับเชื้อจากการฉีดวัคซีน ขณะที่ระดับแอนติบอดีต่อ 

FeLV antigen ชนิดอื่นๆ พบว่ามีความไม่จ าเพาะ (82)  สว่นการเพาะแยกเชื้อไวรัสมีความยุ่งยาก ใช้

เวลานาน และต้องใช้เซลล์เพาะเลี้ยง เช่น เซลล์เพาะเลี้ยง Feline embryonic fibroblast cell line 

(FEA) (68) และตรวจหาเชื้อ FeLV ได้เฉพาะระยะที่มีการแพร่กระจายของไวรัสอยู่ในกระแสเลือด 

หรือ Progressive infection เท่านั้น 

 จากผลการตรวจ FeLV p27 antigen, FeLV RNA และ Provirus ข้างต้น พบแมวที่น่าจะติด

เชื้อ FeLV ในระยะ Progressive infection คือพบทั้ง FeLV RNA และ exogenous FeLV Provirus 

ถึงร้อยละ 52.45 (64/122) แมวที่น่าจะติดเชื้อ FeLV ในระยะ Regressive infection คือพบเพียง 

exogenous FeLV Provirus ร้อยละ 21.3 (26/122) และแมวที่ ไม่น่าติดเชื้อ FeLV หรือ เป็น 

Abortive infection ร้อยละ 26.2 (32/122) เมื่อน าผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการมาวิเคราะห์ใน

แต่ละกลุ่มอาการของโรคพบว่าแมวที่ป่วยด้วยกลุ่มอาการที่มีเนื้องอกหรือป่วยด้วยโรคมะเร็ง เช่น 
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มะเร็งต่อมน้ าเหลือง มะเร็งเม็ดเลือดขาว พบแมวติดเชื้อ FeLV ถึงร้อยละ 87.5 โดยเป็นการติดเชื้อ

แบบ Progressive infection ถึงร้อยละ 92.86 แมวที่ป่วยด้วยโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลือง 3 ตัวอย่าง 

พบการติดเชื้อแบบ Regressive infection และแมวที่ป่วยด้วยโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลืองร่วมกับมะเร็ง

เม็ดเลือดขาว 3 ตัวอย่าง พบการติดเชื้อแบบ Progressive infection ส่วนแมวที่ป่วยด้วยโรคมะเร็ง

ชนิดอื่นๆ จ านวน 4 ตัวอย่าง พบการติดเชื้อแบบ Regressive infection งานวิจัยก่อนหน้าในประเทศ

เยอรมันนีได้ท าการตรวจ FeLV antigen ย้อนหลังสองช่วงเวลาในแมวที่ป่วยด้วยโรคมะเร็งเม็ดเลือด

ขาวคือ ระหว่างปี ค.ศ. 1980 – 1994 และ ค.ศ. 1995 – 2009 พบแมวที่ป่วยด้วยโรคมะเร็งต่อม

น้ าเหลืองและติดเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive infection ร้อยละ 41 ในระหว่างปี ค.ศ. 1980 – 

1994 และร้อยละ 13 ในระหว่างปี ค.ศ. 1995 – 2009 (83) เช่นเดียวกับงานวิจัยก่อนหน้าที่พบว่าใน

แมวที่ติดเชื้อ FeLV มีความเสี่ยงที่จะป่วยเป็นโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลืองเพ่ิมข้ึนถึง 60 เท่า (1) การตรวจ

ติดตามแมวที่ตรวจพบการติดเชื้อ FeLV Viral RNA ร่วมกับตรวจพบกลุ่มอาการของความผิดปกติของ

ไขกระดูก (Myelodysplastic syndrome) จนแมวเสียชีวิต พบว่าแมวร้อยละ 33.3 มีการพัฒนาของ

โรคเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาว และทั้งหมดเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด AML โดยร้อยละ 16.7 เป็น

มะเร็งต่อมน้ าเหลือง และร้อยละ 25 เป็นโรคโลหิตจาง (84) กลุ่มท่ีมีความผิดปกติของระบบเลือดและ

น้ าเหลือง พบแมวติดเชื้อ FeLV ถึงร้อยละ 80 โดยร้อยละ 75 มีการติดเชื้อแบบ Progressive 

infection ขณะที่อีกร้อยละ 25 เป็นการติดเชื้อแบบ Regressive infection งานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า

แมวที่ป่วยหรือได้รับเชื้อ FeLV มีโอกาสที่จะป่วยเป็นโรคโลหิตจาง หรืออาจมีภาวะเม็ดเลือดขาวใน

กระแสเลือดต่ ากว่าปกติ (Leukopenia) หรืออาจพบภาวะเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟซัยต์ในกระแสเลือด

มีจ านวนต่ ากว่าปกติ (Lymphopenia) ได้ (85) Collado และคณะ ได้ตรวจหาเชื้อ FeLV ในแมวที่มี

ภาวะโลหิตจาง พบแมวที่ติดเชื้อ FeLV ร้อยละ 32.26 (86) Hartmann พบว่าแมวที่ติดเชื้อ FeLV 

และมีภาวะกดไขกระดูก หรือ Myelosuppression สามารถตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดได้มากกว่า

ร้อยละ 90 (15) 

 ส าหรับแมวกลุ่มที่ป่วยด้วยโรคติดเชื้อ FIV และโรคติดเชื้ออ่ืนๆ ที่ส าคัญในแมว พบการติด

เชื้อ FeLV ถึงร้อยละ 58.82 (10/17) โดยพบการติดเชื้อร่วมกันกับเชื้อ FIV ถึง 6 ตัวอย่าง ในจ านวน 

9 ตัวอย่างของแมวที่ป่วยด้วยโรคติดเชื้อ FIV และเป็นการติดเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive 

infection และ Regressive infection อย่างละ 3 ตัวอย่าง ขณะที่แมวที่ป่วยด้วยโรคติดเชื้ออ่ืนๆ 8 

ตัวอย่าง พบการติดเชื้อ FeLV ร่วมด้วย 4 ตัวอย่าง โดยเป็นการติดเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive 
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infection และ Regressive infection อย่างละ 2 ตัวอย่าง งานวิจัยก่อนหน้าพบว่าแมวที่ป่วยด้วย

โรคติดเชื้อ FIV จ านวน 69 ตัว ในเขตกรุงเทพฯ และปริมณฑล มีการติดเชื้อร่วมกับ FeLV Viral RNA 

ถึงรอ้ยละ 39.13 (6) Cong และคณะ พบการป่วยของแมวในภาคตะวันตกเฉียงเหนือของสาธารณรัฐ

ประชาชนจีนจากเชื้อ FIV ร่วมกับเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive infection จ านวน 34 ตัว จาก

แมวที่ป่วยด้วยโรคติดเชื้อ FIV ทั้งหมด 90 ตัว คิดเป็นร้อยละ 37.78 (87) Spada และคณะ ยังพบ

การติด เชื้ อ  FeLV ร่ วมกับ เชื้ อก่อ โรค อ่ืนๆ ในแมว ได้ แก่  Leishmania infantum, Feline 

coronavirus, Toxoplasma gonii และ Bartonella henselae ร้อยละ 23.08 (88) มีการพบการ

ติดเชื้อ FeLV ร่วมกับปรสิตในเลือด เช่น Dirofilaria immitis และ Toxoplasma gondii (87) 

ส าหรับกลุ่มที่ป่วยเรื้อรังและยังไม่สามารถหาสาเหตุของโรค พบการติดเชื้อ FeLV ถึงร้อยละ 56 

(14/25) โดยพบการติดเชื้อ FeLV ในระยะ Progressive infection 6 ตัวอย่าง และ Regressive 

infection 8 ตัวอย่าง จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าแมวที่ติดเชื้อ FeLV ก่อให้เกิดภาวะกดภูมิคุ้มกัน 

เป็นเหตุให้แมวติดเชื้อฉวยโอกาสได้ง่าย (15, 58) Suntz และคณะ ได้พบการติดเชื้อ FeLV จาก

ตัวอย่างไขกระดูกในแมวที่มีประวัติป่วยด้วยโรคเรื้อรัง แยกตามระบบอวัยวะ ได้แก่ โรคไต โรคหัวใจ 

โรคระบบทางเดินอาหาร และโรคระบบทางเดินหายใจ พบการติดเชื้อในระยะ Progressive 

infection ร้อยละ 18.45 และ ระยะ Regressive infection ร้อยละ 50.48 (62) Nesina และคณะ 

พบการติดเชื้ อในระยะ Regressive infection ในแมวที่ป่วยด้วยโรคไต ร้อยละ 12.5 (89) 

 ส าหรับกลุ่มที่มารับวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวและตรวจสุขภาพในแมว พบ

แมวติดเชื้อ FeLV ถึงร้อยละ 64.29 (9/14) ทั้งที่แมวในกลุ่มนี้ไม่พบอาการทางคลินิกใดๆ ที่บ่งชี้ถึง

อาการป่วยหรือการติดเชื้อ โดยมีจ านวน 4 ตัวอย่างมีการติดเชื้อแบบ Progressive infection และมี 

5 ตัวอย่างมีการติดเชื้อแบบ Regressive infection งานวิจัยก่อนหน้ามีรายงานการพบการติดเชื้อ 

FeLV ในแมวที่มีสุขภาพดีร้อยละ 47.4 (90) Weatman และคณะ พบการติดเชื้อ FeLV ในแมว

สุขภาพดีแบบ Regressive infection ร้อยละ 2 และ Progressive infection ร้อยละ 0.5 และ 

Abortive infection ถึงร้อยละ 11 (91) ดังนั้นแมวที่ติดเชื้อ FeLV จ านวนหนึ่งอาจไม่แสดงอาการ

ป่วย ซึ่งอาจขึ้นอยู่กับการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของแมวที่ได้รับเชื้อว่ามีประสิทธิภาพหรือไม่ โดย

พบว่าหลังไวรัสเข้าสู่ไขกระดูกมีแมวบางส่วนที่สามารถก าจัดเชื้อไวรัสที่แพร่ออกสู่กระแสเลือดได้ 

คงเหลือแต่เพียง Provirus ในเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูก เชื้อไวรัสอาจกลับมาเพ่ิมจ านวนและแพร่เชื้อ

ได้ หากระดับแอนติบอดีต่อเชื้อ FeLV ลดลง นอกจากนี้พบว่า  FeLV provirus อาจเข้าไปขัดขวาง
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หรือหยุดการท างานของยีนในเซลล์เจ้าบ้าน หรือเปลี่ยนการแสดงออกของยีนข้างเคียงท าให้การ

ท างานของเซลล์เปลี่ยนไป (15) ดังนั้น อาการทางคลินิกของแมวที่ติดเชื้อ FeLV  Provirus  ทั้งระยะ 

Progressive และ Regressive infection จึงพบได้ทั้งอาการทางคลินิกและไม่พบความผิดปกติใดๆ 

แมวสุขภาพดีกลุ่มนี้จึงมีโอกาสแพร่เชื้อไปยังแมวอ่ืนๆได้สูง จึงควรแยกเลี้ยงแมวที่มีเชื้อจากแมวอ่ืน 

ไม่ให้น้ าและอาหารในภาชนะเดียวกัน จากการศึกษาครั้งนี้พบแมวที่ติดเชื้อในระยะ Regressive 

infection ถึ ง ร้ อ ย ล ะ  44. 08 ข อ ง แ ม ว ที่ ใ ห้ ผ ล ก า ร ต ร ว จ เ ป็ น ล บ ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Rapid 

immunochromatographic assay หากแมวที่ติดเชื้อในระยะนี้ ซึ่งโดยทั่วไปเป็นแมวที่ไม่แสดง

อาการป่วยทางคลินิก มีโอกาสที่จะถูกน าไปบริจาคเลือด นั่นหมายถึงเป็นการแพร่เชื้อโดยมิได้ตั้งใจ 

ท าให้แมวที่เป็นตัวรับมีโอกาสที่จะติดเชื้อและป่วย ดังเช่นในงานวิจัยก่อนหน้าที่ทดลองให้เลือดจาก

แมวที่ให้ผลบวกกับ FeLV Provirus แต่ให้ผลลบกับ FeLV Viral RNA ในแมวทดลอง พบว่าเมื่อตรวจ

ติดตาม 2 ใน 5 ตัว พบการติดเชื้อแบบ Progressive infection โดย  1 ตัว ป่วยด้วยโรคโลหิตจาง

ชนิด Non-regenerative anemia ในสัปดาห์ที่ 31 หลังได้รับเลือด และอีก 1 ตัว ป่วยด้วยโรคมะเร็ง

ต่อมน้ าเหลืองชนิด Multicentric T-cell lymphoma ในสัปดาห์ที่ 84 หลังได้รับเลือด ส่วนอีก 3 ตัว

ติดเชื้อแบบ Regressive infection โดยที่ 1 ใน 3 ตัวนี้ ตรวจพบว่าป่วยเป็นโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลือง

ชนิด Multicentric T-cell lymphoma ในสัปดาห์ที่ 133 หลังได้รับเลือด (89) 

 การพัฒนาเทคนิค RPA และ Nested RPA ในการตรวจหา FeLV Provirus โดยทดสอบ

สภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา RPA ต่างๆ พบว่าได้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม คือ 5 µM 

พบว่าความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่สูงเกินไปจะท าให้เกิดไพรเมอร์ไดเมอร์ หรือหากน้อยเกินไปก็จะได้

ผลผลิตที่น้อย อุณหภูมิและเวลาในการท าปฏิกิริยาที่เหมาะสมที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี

หากอุณหภูมิสูงเกินไปหรือเวลาน้อยเกินไปจะได้ผลผลิตน้อย และ หากอุณหภูมิต่ าเกินไปหรือเวลา

มากเกินไปพบว่าเกิดไพรเมอร์ไดเมอร์ในหลอดควบคุมลบ และเมื่อทดสอบปริมาณ DNA ที่น้อยที่สุด

ของการตรวจ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA โดยใช้ DNA โคลน U3LTR มาทดสอบ พบว่าความ

เข้มข้นของ DNA ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA ได้ คือ 1 ng/µl  

การทดสอบความจ าเพาะของการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA ไม่พบการเกิดปฏิกิริยา

ข้ า ม ก ลุ่ ม กั บ  Feline calicivirus ( FCV) , Feline immunodeficiency virus ( FIV) , Feline 

coronavirus (FCoV), Feline herpesvirus (FHV) และ Feline morbillivirus (FeMV) รวมถึงเชื้อ 

Mycoplasma haemofelis ผลการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และตรวจสอบ
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ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค PCR พบว่า

การตรวจด้วยเทคนิค RPA ให้ผลลบลวง 3 ตัวอย่าง สาเหตุอาจเกิดจากปริมาณ DNA ของ FeLV 

Provirus ในตัวอย่างน้อยกว่าขีดจ ากัดของการตรวจด้วยเทคนิค RPA ที ่ 1 ng/µl โดยเทคนิค RPA ที่

พัฒนาขึ้นส าหรับตรวจหา FeLV Provirus มีความไวร้อยละ 95.89 และความจ าเพาะร้อยละ 100 

ค านวณค่าความสอดคล้องด้วยสถิติ Kappa ได้ค่าเท่ากับ 0.949 คือให้ผลที่สอดคล้องกับ PCR ดีมาก  

 อย่างไรก็ตามเพ่ือเป็นการเพ่ิมความไวในการตรวจหาเชื้อ FeLV provirus ด้วยเทคนิค RPA 

การศึกษาในครั้งนี้จึงได้พัฒนาเทคนิค Nested RPA ขึ้นมาควบคู่กัน โดยการทดสอบสภาวะที่

เหมาะสมของปฏิกิริยา Nested RPA ต่างๆ พบว่าได้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสมคือ 7.5 

µM ปริมาณผลผลิต RPA ปฐมภูมิเหมาะสม คือ เจือจาง 100 เท่า และใช้ปริมาตร 2 µl บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หากใช้ปริมาณไพร์เมอร์มากเกินไป เวลาในการบ่มนานเกินไป 

และอุณหภูมิต่ าเกินไป พบว่าเกิดไพรเมอร์ไดเมอร์ในหลอดควบคุมลบ และหากใช้ปริมาณไพร์เมอร์

น้อยเกินไป เวลาในการบ่มสั้น และอุณหภูมิสูงเกินไป จะได้ผลผลิต RPA ในปริมาณน้อย ผลการ

ตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA จากตัวอย่างที่ให้ผลเป็นลบในการตรวจด้วย

เทคนิค RPA จ านวน 53 ตัวอย่าง แล้วตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าใน

วุ้นอะกาโรส พบว่าให้ผลบวกเพ่ิมขึ้น ร้อยละ 37.7 (20/53) เมื่อเปรียบเทียบผลของเทคนิค RPA 

ร่วมกับ Nested RPA กับผลการตรวจด้วยเทคนิค PCR ร่วมกับ Nested PCR พบว่ามีค่าความไวสูง

ถึงร้อยละ 98.89 ความจ าเพาะลดลงเล็กน้อยจากร้อยละ 100 เหลือ 96.88 ค่าการท านายผลบวก

ร้อยละ 98.89 และค่าการท านายผลลบร้อยละ 96.88 โดยพบว่ามีผลบวกลวงและผลลบลวงเกิดขึ้น

อย่างละ 1 ตัวอย่าง ค านวณค่าความสอดคล้องด้วยสถิติ Kappa ได้ค่าเท่ากับ 0.958 คือ ให้ผล

สอดคล้องกันในระดับดีมาก เมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ ในการตรวจ FeLV Provirus พบว่าการตรวจหา 

FeLV Provirus ด้วยเทคนิค insulated isothermal PCR (iiPCR) ของ Wilkes และคณะ เมื่ อ

เปรียบเทียบกับเทคนิค qPCR มีขีดจ ากัดของการตรวจที่ 6 copies  ความไวที่ร้อยละ 98.82  ค่า

ความสอดคล้องด้วยสถิติ Kappa เท่ากับ 0.97 (92) และถึงแม้จะมีการพัฒนาเทคนิคการตรวจหา 

FeLV Provirus ด้วยเทคนิคข้างต้น เทคนิค PCR (80), Nested  PCR  และ real-time PCR (93) ก็

ยังคงเป็นที่นิยมอยู่ในปัจจุบัน เนื่องจากมีความไวและความจ าเพาะสูง    

 การวิเคราะห์ผลผลิตที่ได้จากการตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA และอ่านผลด้วย

ตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เปรียบเทียบกับเทคนิค RPA  แล้วตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยก
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ขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส พบว่าค่าความไวลดลงจากร้อยละ 95.89 เป็น ร้อยละ 

84.93 ขณะที่ความจ าเพาะเป็นร้อยละ 100 เท่าเดิม เมื่อเปรียบเทียบผลของ Nested RPA ทีอ่่านผล

ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I กับ Nested PCR พบว่ามีค่าความไว ร้อยละ 82.22 และ ค่า

ความจ าเพาะเท่ากับ ร้อยละ 96.88 การตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA หรือ Nested 

RPA และอ่านผลด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I จึงน่าจะเหมาะในการใช้ตรวจยืนยันการติดเชื้อ  

FeLV ที่รวดเร็ว แต่อาจจะไม่เหมาะสมในการใช้คัดกรองการติดเชื้อ FeLV เนื่องจากมีความไวต่ ากว่า

การตรวจสอบผลด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส  สาเหตุน่าจะเกิดจาก 

คุณสมบัติของสี SYBR green I ที่สามารถแทรกใน DNA สายคู่ได้ รวมถึงไพรเมอร์ไดเมอร์ด้วย 

ปริมาณ DNA สายคู่เพียง 20 pg ก็สามารถตรวจสอบด้วยสี SYBR green I ได้ นอกจากนี้การ

ปนเปื้อนของ DNA สายเดี่ยวหรือ RNA เพียง 100 ถึง 300 pg (77) ท าให้เกิดสีเขียวจางๆ ได้ จึงอาจ

ท าให้มองเห็นเป็นผลบวกลวง ขณะทีใ่นบางตัวอย่างทีอ่าจมีปริมาณของผลผลิตน้อยมาก SYBR green 

I จับกับ DNA สายคู่ที่เป็นผลผลิตได้น้อย ท าให้มองเห็นเป็นสีส้มเกิดเป็นผลลบลวง หรือการปนเปื้อน

ของ DNA ที่ไม่ใช่ DNA เป้าหมายในหลอดควบคุมลบ เกิดการจับกันของ DNA นั้นกับสี SYBR green 

I เกิดเป็นสีเขียวจางๆ ท าให้เมื่อเปรียบเทียบกับหลอดตัวอย่างที่ให้ผลผลิตในปริมาณน้อย สีที่เกิดขึ้น

อาจต่างกันไม่มาก ท าให้มองเป็นผลลบลวงขึ้นได้ 

 การพัฒนาเทคนิค RT-RPA เพ่ือตรวจหา FeLV Viral RNA โดยทดสอบสภาวะที่เหมาะสม

ของปฏิกิริยา RT-RPA ต่างๆ พบว่าได้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม คือ 5 µM บ่มที่อุณหภูมิ

ที่เหมาะสมที ่40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีหากความเข้มข้นของไพรเมอร์สูงหรือเวลาในการ

ท าปฏิกิริยานานเกินไปจะเกิดไพรเมอร์ไดเมอร์ และเมื่อทดสอบปริมาณ RNA ที่น้อยที่สุดของการ

ตรวจ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA โดยใช้ FeLV Viral RNA ที่สกัดจากวัคซีนป้องกันโรค

ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวมาทดสอบ พบว่าความเข้มข้นของ RNA ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจหา FeLV 

viral RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA ได้ คือ 0.1 ng/µl ผลการตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค RT-

RPA แล้วตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส เมื่อเปรียบเทียบกับ 

RT-PCR มีความไวร้อยละ 93.75 และ ความจ าเพาะร้อยละ 100 ค านวณค่าความสอดคล้องด้วยสถิติ 

Kappa ได้ค่าเท่ากับ 0.934 คือมีความสอดคล้องในระดับดีมาก และเม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจด้วย

ชุดทดสอบส าเร็จรูป Rapid immunochromatographic assay พบว่าความไวคิดเป็นร้อยละ 95.24 
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ความจ าเพาะร้อยละ 100 และค่าความสอดคล้องด้วยสถิติ Kappa เท่ากับ 0.951 ซึ่งสอดคล้องกันใน

ระดับดีมาก ดังนั้น เทคนิค RT-RPA จึงสามารถน ามาใช้ตรวจหา FeLV RNA ซึ่งบ่งถึงการติดเชื้อใน

ระยะ Progressive infection ได้ เนื่องจากมีข้อดีกว่า RT-PCR ที่ไม่ต้องใช้เครื่องเพ่ิมปริมาณสาร

พั น ธุ ก ร ร ม ซึ่ ง มี ร า ค า แ พ ง  แ ล ะ ไ ด้ ผ ล ส อ ด ค ล้ อ ง แ ล ะ ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ เ ท ค นิ ค  Rapid 

immunochromatographic assay ในงานวิจัยของ Wilkes และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค RT-iiPCR 

และเปรียบเทียบกับเทคนิค ELISA โดยตรวจหา p27 antigen เช่นเดียวกับเทคนิค Rapid 

immunochromatographic assays พบว่ามีความไวสูงถึงร้อยละ 100 ความจ าเพาะร้อยละ 98.61 

และทั้ง 2 เทคนิคให้ผลสอดคล้องกันในระดับดีมาก โดยค่าสถิติ Kappa มีค่าเท่ากับ 0.85 (92) ส่วน

ความไวที่ลดลงอาจเกิดจากปริมาณตัวอย่าง RNA ที่ใช้ทดสอบน่าจะมีความเข้มข้นต่ ากว่าขีดจ ากัดใน

การตรวจที่ 0.1 ng/µl หรือจ านวน copies ของ RNA ที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจหา FeLV Viral 

RNA อาจมีจ านวนต่ ากว่า 10 copies เนื่องจากจ านวน copies ของ RNA ที่  10 – 20 copies 

สามารถตรวจได้ภายในเวลา 2 - 20 นาที (17) ซึ่งเทคนิค RT-RPA ที่พัฒนาขึ้นมานี้ ใช้เวลาในการท า

ปฏิกิริยา 10 นาที อาจจะไม่เหมาะสมกับตัวอย่างทดสอบที่มีปริมาณ RNA ที่น้อยมากๆ จากงานวิจัย

ของ Torres และคณะ ที่การตรวจหา FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR พบว่ามี

ขีดจ ากัดในการตรวจเพียง 10 copies มีความไว และความจ าเพาะถึงร้อยละ 100 แต่เมื่อเปรียบเทียบ

กับการตรวจหา FeLV p27 capsid antigen ด้วยเทคนิค capture ELISA ค่าความสอดคล้องทาง

สถิติ kappa มีค่าเท่ากับ 0.68 ทั้งสองเทคนิคให้ผลสอดคล้องกันระดับดี (66)  

 เมื่อน าผลผลิต RT-RPA มาวิเคราะห์ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I เปรียบเทียบกับการ

วิเคราะห์ผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส พบว่าความไวลดลงจากร้อย

ละ 93.75 เป็น ร้อยละ 75 และ ความจ าเพาะลดลงจากร้อยละ 100 เป็น 86.21 มีค่าสถิติ Kappa = 

0.608 คือให้ผลสอดคล้องกันในระดับปานกลาง และเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจด้วยชุดทดสอบ

ส าเร็จรูปที่ใช้เทคนิค Rapid immunochromatographic assay พบว่าความไวคิดเป็นร้อยละ 76.56 

ความจ าเพาะร้อยละ 86.21 และค่าความสอดคล้องด้วยสถิติ Kappa เท่ากับ 0.624  มีความ

สอดคล้องกันในระดับดี ดังนั้นการวิเคราะห์ผล RT-RPA ด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I ต้องมี

การพัฒนาปรับปรุงให้มีความไว มากยิ่งขึ้นต่อไป โดยการตรวจผลผลิต RPA ด้วยวิธีการอ่ืนๆ อาทิเช่น 

เทคนิค Lateral flow (94) หรือหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจด้วยสี SYBR green I เช่น โดยการ

เพ่ิมปริมาณ DNA แม่แบบ หาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา เวลา อุณหภูมิ ความเข้มข้นของ
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ไพรเมอร์ ความเข้มข้นของสี SYBR green I หรืออาจจะพัฒนาเทคนิค RPA โดยใช้สีชนิดอ่ืนในการ

วิเคราะห์ผลผลิต เช่น EvaGreen ซึ่งมีคุณสมบัติในการลดการเกิดผลบวกลวงได้ (95) เป็นต้น  
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้สามารถพัฒนาเทคนิค RPA และ  Nested RPA เพ่ือใช้ตรวจ FeLV Provirus และ 

RT-RPA เพ่ือตรวจ FeLV RNA ได้ส าเร็จ โดยสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของการตรวจหา 

FeLV Provirus ด้วยเทคนิค RPA สรุปได้ว่า ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม คือ 5 µM ปริมาณ 

2.4 µl น้ ายา Rehydration buffer 29.5 µl DNA ที่ใช้ทดสอบ ปริมาตร 1 µl น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 

12.2 µl และ Magnesium acetate ความเข้มข้น 280 mM ปริมาตร 2.5 µl ปริมาตรรวมทั้งหมด 

50 µl ท าปฏิกิริยาโดยการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และสภาวะที่เหมาะสม

ของการตรวจหาเชื้อ FeLV provirus ด้วยเทคนิค Nested RPA ปริมาตรรวม 50 µl ได้ดังนี้ ความ

เข้มข้นของไพรเมอร์คือ 7.5 µM บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และใช้ผลผลิต 

RPA ปฐมภูมิที่เจือจาง 100 เท่า ปริมาตร 2 µl ส่วนสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหา FeLV Viral 

RNA ด้วยเทคนิค RT-RPA สรุปได้ว่า ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม คือ 5 µM ปริมาณ 2.4 µl 

น้ ายา Rehydration buffer 29.5 µl RNA ที่ใช้ทดสอบ ปริมาตร 1 µl น้ ายา RNase Inhibitor ความ

เข้มข้น 0.4 U/µl ปริมาตร 2.5 µl และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 9.7 µl และ Magnesium acetate 

ความเข้มข้น 280 mM ปริมาตร 2.5 µl ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µl ท าปฏิกิริยาโดยการบ่มที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี

 การตรวจวิเคราะห์ผลผลิต RPA ด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรสพบว่า

มีความไวสูง และให้ค่าความสอดคล้องกับเทคนิค PCR, Nested PCR และ RT PCR ในเกณฑ์ดีมาก 

ขณะที่การวิเคราะห์ผลด้วยด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I ให้ความจ าเพาะสูง จึงสามารถใช้ใน

การตรวจยืนยันการติดเชื้อ FeLV แบบรวดเร็วในห้องปฏิบัติการที่ไม่มีเครื่อง Thermal cycle เทคนิค 

Nested PCR และ Nested RPA สามารถตรวจหา FeLV Provirus จากแมวที่ติดเชื้อในระยะ 

Regression ได้จ านวนมากถึงร้อยละ 45.8 ซึ่งวิธี Rapid immunochromatographic assay ไม่

สามารถตรวจได้ การตรวจหา FeLV Provirus จึงมีความส าคัญอย่างยิ่งในการควบคุมป้องกันการ

แพร่กระจายของโรค แมวกลุ่มที่มารับวัคซีนป้องกันโรคไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวและตรวจสุขภาพ พบ

แมวติดเชื้อ FeLV  ถึงร้อยละ 64.29 แสดงให้เห็นว่าแมวทีมี่สุขภาพดีอาจมีการติดเชื้อ FeLV แต่ไม่
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แสดงอาการ ซึ่งท าให้แมวกลุ่มนี้มีโอกาสแพร่เชื้อได้สูงเนื่องจากไม่ได้ถูกเฝ้าระวัง ขณะที่กลุ่มแมวที่

ป่วยด้วยโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลือง มะเร็งเม็ดเลือดขาว และ แมวที่มีความผิดปกติของระบบเลือดและ

น้ าเหลือง มีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อสูงถึงร้อยละ 87.5 และ 80 ตามล าดับ การพัฒนาเทคนิค RPA, 

Nested RPA และ RT-RPA จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งในการตรวจหา FeLV Provirus และ FeLV Viral 

RNA เพ่ือใช้แยกระยะของการติดเชื้อ การพยากรณ์โรค การวางแผนการรักษา และการป้องกันควบคุม

โรค ได้อย่างรวดเร็ว โดยใช้อุปกรณ์ และเครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ทั่วไป สะดวก ท าได้ง่าย มีความไว

และความจ าเพาะสูง อีกท้ังสามารถน าไปพัฒนาต่อยอดการวิเคราะห์ผลผลิตด้วยเทคนิค Lateral 

flow และ เป็นพัฒนาชุดทดสอบส าเร็จรูปได้ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 100 

ภาคผนวก 

1. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DNA โคลน U3LTR ของเชื้อ FeLV เปรียบเทียบกับล าดับ

นิวคลีโอไทด์ที่คาดหวังจากไพรเมอร์ซึ่งใช้ในปฏิกิริยา PCR, RPA, RT-PCR และ RT-RPA ร่วมกับ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน U3LTR แม่แบบที่ใช้โคลน ด้วยโปรแกรม BioEdit Alignment    

 

 

 

 

 

2. ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ DNA โคลน U3LTR กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

U3LTR บนฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายกันที่ระดับร้อยละ 94 ขึ้นไปจนถึงระดับร้อยละ 100 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_

LOC=blasthome)  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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3. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิต PCR ที่มีขนาดประมาณ 200 bp ซึ่งจากการ

ตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR เมื่อน ามาท าการ Aligment ด้วยโปรแกรม BioEdit พบว่า 

ทุกล าดับนิวคลีโอไทด์ของทุกตัวอย่างมีความคล้ายคลึงกันมาก 

 

 

4. ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิต PCR ที่มีขนาดประมาณ 200 bp กับยีน U3LTR 

ของเชื้อ FeLV บนฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายกันที่ระดับร้อยละ 90 ขึ้นไปจนถึงระดับร้อย

ละ 99 
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5. น าล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่เกินจากล าดับนิวคลีโอด์ของผลผลิตที่คาดหวังจากไพรเมอร์ที่ใช้ในการ

ตรวจหา FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR และ RPA FeLV viral RNA ด้วยเทคนิค RT-PCR และ 

RT-RPA ไปเปรียบเทียบกับยีน U3LTR ของเชื้อ FeLV บนฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายกันใน

ระดับร้อยละ 95.24 และยังคล้ายกับยีน v-myc ที่ระดับเดียวกันด้วย  
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6. เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ล าดับที่ 84 – 146 พบว่ามีล าดับดังนี้ 

ACTGCTGGCAGTGGCCTTGAA  เรียงต่อกันจ านวน 3 ซ้ าๆ ละ 21 bp และเม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์

ตั้งแต่ล าดับที่ 84 – 161 มาเปรียบเทียบกับยีน U3LTR ของเชื้อ FeLV บนฐานข้อมูล NCBI พบว่ามี

ความคล้ายกันที่ระดับร้อยละ 97.37 
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7. ตารางแสดงผลการตรวจหาเชื้อ FeLV Provirus ด้วยเทคนิค PCR, Nested PCR, RPA และ 

Nested RPA และ FeLV Viral RNA ด้วยเทคนิค Rapid immunochromatographic assay, เทคนิค 

RT-PCR และ RT-RPA แล้วตรวจสอบผลผลิตด้วยการแยกขนาดภายใต้กระแสไฟฟ้าในวุ้นอะกาโรส 

และด้วยตาเปล่าโดยใช้สี SYBR green I โดยที่ P หมายถึงตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจเป็นบวก และ N 

หมายถึงตัวอย่างท่ีให้ผลการตรวจเป็นลบ 
 

No. Test 
kit 

RT-PCR 
145 bp 

RT-RPA 
145 bp 

Gel 

RT-RPA 
SYBR I 

PCR 
145 bp 

RPA 145 
bp 
Gel 

RPA 
SYBR I 

Nested 
PCR 

101 bp 

Nested 
RPA 

101 bp 
Gel 

Nested 
RPA 

SYBR I 

1 N N N N N N N N N N 

2 N N N N N N N N P P 

3 P P, 200bp P, 200bp P 200 bp 200 bp P       

4 N N N N N N N P P N 

5 P P P N P P P       

6 N N N P 200 bp P, 200 bp P       

7 N N N N N N N P P P 

8 N N N N N N N P P N 

9 P P P N P P P       

10 P P P N P P P       

11 P P P P P P N       

12 P P P N P P P       

13 P P P P P P P       

14 N N N N N N N N N N 

15 N N N N P P P       

16 N N N N N N N P P P 

17 N N N N N N N P P P 

18 N N N N N N N P P P 

19 N N N N N N N N N N 

20 P P P P P P P       

21 N N N N N N N N N N 

22 N N N N N N N P P N 

23 N N N N N N N N N N 

24 N N N N 200 bp N N   P P 
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No. Test 
kit 

RT-PCR 
145 bp 

RT-RPA 
145 bp 

Gel 

RT-RPA 
SYBR I 

PCR 
145 bp 

RPA 145 
bp 
Gel 

RPA 
SYBR I 

Nested 
PCR 

101 bp 

Nested 
RPA 101 

bp 
Gel 

Nested 
RPA 

SYBR I 

25 N N N P N N N P P P 

26 P P P P P P P       

27 P P P P P P P       

28 N N N N N N N N N N 

29 P P P P P P P       

30 P P P P P P P       

31 P P P P P P P       

32 N N N P N N N N N N 

33 P P, 200bp P P P, 200 bp P, 200 bp P       

34 N N N N N N N N N N 

33 P P, 200bp P P P, 200 bp P, 200 bp P       

34 N N N N N N N N N N 

35 P P P P P P P       

36 P P P P P P N       

37 P P P P P P P       

38 P P P P P P P       

39 N N N N N N N N N N 

40 N N N N N N N N N N 

41 N N N N N N N N N N  

42 N N N N N N N N N N 

43 N N N N N N N N N N  

44 P 200 bp P, 200bp P 200 bp 200 bp P       

45 P P P P P P P       

46 P P P P P P P       

47 N N N N N N N P P N 

48 P 200 bp N N 200 bp 200 bp P       

49 P 200 bp P, 200bp P 200 bp 200 bp P       

50 P P P P P P P       

51 P P P P P P P       

52 N N N N N N N N N N 

53 N N N N P P P       

54 P P N N P P P       

55 P P N N P P P       

56 P P P N P P P       

57 N N N N N N N N N N 

58 N N N N N N N N N N 

59 N N N N N N N N N N 

60 N N N N N N N N N N 

61 N N N N P P N       

62 P P P P P P P       

63 N N N N N N N N N N 

64 P P P P P P N       
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No. Test 
kit 

RT-PCR 
145 bp 

RT-RPA 
145 bp 

Gel 

RT-RPA 
SYBR I 

PCR 
145 bp 

RPA 145 
bp 
Gel 

RPA 
SYBR I 

Nested 
PCR 

101 bp 

Nested 
RPA 101 

bp 
Gel 

Nested 
RPA 

SYBR I 

65 N N N N P P N       

66 P P P N P P P       

67 N N N N N N N N N N 

68 N N N P N N N N N N 

69 N N N P N N N P P P 

70 N N N N N N N N N N 

72 N N N N P P P       

73 N N N P N N N P P P 

74 N N N P N N N N N N 

75 P P P P P P P       

76 P P P P P P P       

77 P P P P P P P       

78 N N N N N N N P P P 

79 P P P P P P N       

80 N N N P N N N P P P 

81 P P P P P P P       

82 P P P P P P P       

83 P P P N P P P       

84 P P P N P P P       

85 P 200 bp P, 200bp P 200 bp 200 bp P       

86 N N N N N N N P P P 

87 P P P P P P P       

88 P P P N P P P       

89 P P P P P P  N       

90 P 200 bp P, 200bp P 200 bp 200 bp P       

91 P P P P P P P       

92 N N N N N N N P P P 

93 N N N N N N N N N N 

94 P P P P P P P       

95 N N N N N N N P P P 

96 P P P P P P P       

97 P 200 bp P, 200bp N 200 bp 200 bp P       

98 N N N N N N N P N N 

99 P P P P P P P       

101 P P P P P P P       

102 N N N N P N N   P P 

103 P P, 200bp P N P P, 200 bp P       

104 N N N N N N N N N N 

105 P P, 200 bp P P P, 200 bp P, 200 bp P       

106 N N N N N N N  N N N 

107 P P P P P P P       

108 N N N N N N N N N N 
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No. Test 
kit 

RT-PCR 
145 bp 

RT-RPA 
145 bp 

Gel 

RT-RPA 
SYBR I 

PCR 
145 bp 

RPA 145 
bp 
Gel 

RPA 
SYBR I 

Nested 
PCR 

101 bp 

Nested 
RPA 101 

bp 
Gel 

Nested 
RPA 

SYBR I 

109 N N N N N N N N N N 

110 P P P P P P P       

111 P P P P P P P       

112 P P P P P P P       

113 P P P P P P P       

114 P 200 bp P, 200bp P 200 bp 200 bp P       

115 P P P P P P P       

116 P P P P P P P       

117 P P P P P P P       

118 P P P N P P P       

119 N P N N P N N   P N 

120 N N N N N N N N N N 

121 N N N N N N N N N N 

122 P P P P P P P       

123 N N N N N N N N N N 

124 N N N N P P N       
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