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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
ในช่วงเดือนเมษายนของปี พ.ศ. 2552 ท่ีผ่านมาพบว่ามีการระบาดของเชือ้ไวรัสไข้หวดั

ใหญ่สายพันธุ์ใหม่ 2009 (Human pandemic Influenza A virus(pH1N1)) สายพันธุ์ H1N1 ใน
ประเทศเมก็ซิโก และสหรัฐอเมริกา ซึ่งตอ่มาแพร่กระจายไป 74 ประเทศทัว่โลกอย่างรวดเร็ว (1, 2) 
ในปัจจบุนัพบวา่มีการระบาดไปทัว่โลกมากกว่า 241 ประเทศ (25) เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 
(Influenza A virus) สายพันธุ์ H1N1 ท่ีระบาดในครัง้นีเ้ป็นสายพันธุ์ท่ีแตกต่างไปจากสายพันธุ์
ไข้หวดัใหญ่ท่ีระบาดตามฤดกูาล ซึ่งเมื่อน าสารพันธุกรรมของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สายพันธุ์ใหม ่
2009 (pH1N1) มาท าการศกึษาวิเคราะห์ในสว่นของยีนทัง้ 8 ท่อน เปรียบเทียบกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ท่ีมีการระบาดตามฤดกูาล พบวา่เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สายพนัธุ์ใหม่ 2009 (pH1N1) เป็นเชือ้
ไวรัสลกูผสม (Reassortant virus) ท่ีเกิดมาจากการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมระหว่างเชือ้ไวรัส
ไข้หวดัใหญ่ขนิด เอ ในสายพนัธุ์ตา่ง ๆ ท่ีมีการระบาดในมนษุย์ สตัว์ปีก และสกุร (3)  
 การท่ีเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่มีการกลายพันธุ์เปลี่ยนแปลงสายพันธุ์ได้ง่าย  ด้วยเหตุนีเ้ชือ้
ไวรัสไข้หวดัใหญ่ท่ีมีการระบาดตามฤดกูาลสายพันธุ์ H1N1 และ H3N2  จึงมีการเปลี่ยนแปลง
สายพันธุ์อยู่ตลอดเวลา  การใช้วัคซีนในการป้องกันการติดเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่จึงต้องมีการ
พฒันาสายพนัธุ์วคัซีนให้มีความใกล้เคียงกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ท่ีมีการระบาดในปัจจุบันจึงจะ
สามารถป้องกันการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ท่ีมีการระบาดอยู่ได้และเมื่อมีการเปรียบเทียบสาย
พนัธุ์ของวคัซีน(A/Brisbane/59/2007-like virus) ท่ีใช้ป้องกนัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ท่ีระบาด
ตามฤดูกาลในปัจจุบันกับเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ ใหม่ 2009 (pH1N1) พบว่ามีความ
คล้ายคลึงกันของสายพันธุ์น้อยกว่า 80 % แสดงให้เห็นว่า สายพันธุ์ของวคัซีนท่ีใช้ไม่สามารถ
ป้องกันการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สายพันธุ์ใหม่ 2009 (pH1N1) ท่ีมีการระบาดในปัจจุบันได้   
ดงันัน้ผู้ ท่ีเคยติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ตามฤดกูาลหรือผู้ ท่ีเคยได้รับการฉีดวคัซีนป้องกันเชือ้ไวรัส
ไข้หวดัใหญ่ท่ีระบาดตามฤดกูาลนัน้ จะไม่สามารถสร้างภมูิคุ้มกันท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ ไวรัสไข้หวัด
ใหญ่สายพนัธุ์ใหม ่2009 (pH1N1)ได้  การตรวจวินิจฉัยการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่จึงเป็นอีกวิธี
หนึ่งท่ีถกูน ามาใช้ เพ่ือช่วยให้แพทย์สามารถท าการรักษาได้อย่างถูกต้อง เหมาะสม และสามารถ
ป้องกนัการแพร่กระจายเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่จากผู้ป่วยไปสูบ่คุคลรอบข้างได้ 
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 การตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สายพนัธุ์ตา่งๆ ในปัจจบุนัมีหลายวิธี ซึ่งเทคนิคสว่นใหญ่
อาศยัหลกัการของ polymerase chain reaction (PCR) เพ่ือใช้ในการตรวจหาสารพนัธกุรรมของ
เชือ้ไวรัส อาทิเช่น เทคนิค real-time PCR ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีรวดเร็ว มีความแมน่ย าสงู แตม่ีต้นทนุใน
การตรวจท่ีสงู  singleplex RT-PCR เป็นเทคนิคท่ีนิยมน ามาใช้ในการตรวจหาสารพนัธกุรรมของ
เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สายพนัธุ์ใหม ่ 2009 เทคนิคนีจ้ะใช้ไพรเมอร์ 1 คู ่ ท่ีมีความจ าเพาะกบั RNA 
ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ ท าการเพ่ิมจ านวนสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ ซึ่งเทคนิค
ดงักลา่วจะให้ผลการตรวจได้อย่างรวดเร็วภายในไมก่ี่ชัว่โมง และมีความน่าเช่ือถือ อีกทัง้มีราคาไม่
แพงมากนกั เมื่อเปรียบเทียบกบัวิธีการอ่ืนๆ แตข้่อจ ากดัของเทคนิค singleplex RT-PCR นัน้คือ
เน่ืองจากมีการใช้ไพรเมอร์เพียง 1 คู ่ ท าให้สามารถตรวจหาสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสท่ีจ าเพาะ
กบัไพรเมอร์ท่ีใช้ ได้เพียง 1 ชนิดเท่านัน้  เทคนิคนีจ้ึงบอกผลได้เพียงวา่มีการตดิเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่หรือไม ่ ไมส่ามารถจ าแนกหรือบอกวา่ติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สายพนัธุ์อ่ืนได้ นอกจากนีห้าก
พบวา่มีการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ จะไมส่ามารถบอกได้วา่ติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด 
เอ สายพนัธุ์ใด  
 ดงันัน้โครงการวิจัยในครัง้นีจ้ึงได้มุ่งเน้นในการพัฒนาเทคนิคในการตรวจวินิ จฉัยและ
จ าแนกสายพนัธุ์ระดบัโมเลกลุของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สายพนัธุ์ตา่ง ๆ ด้วยเทคนิค multiplex RT-
PCR ซึ่งเทคนิคดงักล่าวจะใช้ไพรเมอร์มากกว่า 1 คู่ โดยไพรเมอร์ท่ีใช้นัน้จะถูกออกแบบให้มี
ความจ าเพาะกบัสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสท่ีต้องการตรวจหา ผลของเทคนิค multiplex RT-PCR 
จะท าให้สามารถทราบได้วา่ติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ หรือไม่ ถ้ามีการติดเชือ้ไวรัสแล้วติด
เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ใด  ซึ่งเทคนิคนีส้ามารถทราบผลได้อย่างรวดเร็วจากการ
ตรวจเพียงครัง้เดียว เพ่ือท่ีจะสามารถน าไปใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่จากสิ่งส่งตรวจ
ของผู้ป่วย และท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในด้านความแม่นย า (Accuracy) ระดบัความไว 
(Sensitivity) และเวลาท่ีใช้ในการตรวจ (Detection time) ระหว่างเทคนิค multiplex RT-PCR, 
multiplex real-time RT-PCR และ rapid test kit  

วัตถุประสงค์ของการวจิยั 
1.  เพ่ือพฒันาเทคนิค multiplex RT-PCR ท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉยัและแยกสาย

พนัธุ์ของเชือ้ไข้หวดัใหญ่ในผู้ป่วยท่ีมีอาการทางระบบทางเดินหายใจ  
2.  เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพในด้านความแมน่ย า (Accuracy) ระดบัความไว 

(Sensitivity) และเวลาท่ีใช้ในการตรวจ (Detection time) ระหวา่งเทคนิค multiplex RT-PCR, 
multiplex real-time RT-PCR และ rapid test kit 
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ขอบเขตของการวจิัย 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Download nucleotide sequences ในสว่นของยีน Matrix (M) และ Hemagglutinin (HA)  
จาก NCBI Database - Influenza Virus Resource (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html) 

ออกแบบ Primers ท่ีจ าเพาะกับยีนต่างๆ ได้แก่ 
-Housekeeping gene (GAPDH) 

-ยีน Matrix (M) ของ Flu A 
-ยีน Matrix (M) ของ Flu B 

- ยีน HA ของ Flu A สายพนัธุ์  H1-seasonal, H1-2009, H3-seasonal, H5-avian 
 
 
 ทดสอบ primers กบั positive controls 

เลือก Primers ในการท าระบบ multiplex RT-PCRท่ีใช้ในการตรวจวเิคราะห์ 

ส าหรับจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ Influenza A virus 
(ทดสอบกบั H1-2009, H1-seasonal,  

H3-seasonal และ H5-avian flu) 
 

ส าหรับการตรวจวินจิฉยัหาเชือ้ Influenza virus 
(ทดสอบกบั GAPDH, M gene ของ flu A, M gene 
ของ flu B และ HA ของ flu A สายพนัธุ์ H1-2009) 

 

ท าการปรับสภาวะให้เหมาะสม 
(Primer conc., Mg2+ conc. และ annealing temperature) 

 Sensitivity test  Specificity test  Evaluation โดยการทดสอบกับ RNA 
จาก clinical samples (N=100) 

เปรียบเทียบเทคนคิ multiplex RT-PCR กบัเทคนคิ multiplex real-
time RT-PCR และ Rapid test kit 
(Accuracy/sensitivity/specificity) 

Multiple alignment ในสว่นของยีน M และ HA 

เตรียม  positive control และ 
In vitro transcribed RNA 
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ข้อตกลงเบือ้งต้น 

ไมม่ ี

ข้อจ ากัดของการวจิัย 

เน่ืองจากปริมาตรของสารตวัอย่างมีจ านวนจ ากดัจึงอาจไมส่ามารถท าการ
ทดลองซ า้หรือท าการทดลองเพ่ิมเติมในบางสว่นท่ีต้องการศกึษาได้ 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวจิัย 
Subtype คือ สายพันธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ ซึ่งจ าแนกโดยการตรวจทาง 

serology test (antigen-antibody) แต่ในปัจจุบันนิยมการถอดรหัสพันธุกรรมในส่วนของยีน 
hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) แล้วเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ในฐานข้อมูล 
NCBI เพ่ือใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์  ซึ่ งเป็นวิธีท่ียอมรับ และสะดวกกว่าการทดสอบด้วยวิธี 
serology test  

Multiplex PCR คือ เทคนิคท่ีใช้ในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม โดยอาศัย      
ไพรเมอร์มากกวา่ 1 คู ่ท่ีมีความจ าเพาะกับสารพันธุกรรม   ซึ่งเทคนิคดงักล่าวจะให้ผลการตรวจ
หลายๆ ยีนพร้อมกนัในหลอดทดลองเดียวกนั ท าให้สามารถตรวจได้อย่างรวดเร็วภายในไมก่ี่ชัว่โมง 
และประหยดัคา่ใช้จ่าย 

 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
1. สามารถน าเทคนิค multiplex RT-PCR ท่ีถกูพฒันาขึน้ไปใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัส

ไข้หวดัใหญ่และสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ในผู้ป่วยท่ีมีอาการทางระบบทางเดิน
หายใจ เพ่ือให้ทราบผลได้อย่างรวดเร็ว 

2. สามารถวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเทคนิคในด้านความแมน่ย า (accuracy) ระดบัความ
ไว (sensitivity) และเวลาท่ีใช้ในการตรวจ (detection time) ของเทคนิค multiplex RT-PCR กบั
เทคนิค multiplex real-time RT-PCR และ rapid test kit เพ่ือท่ีจะสามารถใช้เป็นทางเลือกหนึ่งใน
การตรวจวินิจฉยัและแยกสายพนัธุ์การติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ 

3. ผลงานตีพิมพ์ระดบันานาชาติอย่างน้อย 1 เร่ือง โดยตีพิมพ์ในวารสารท่ีเก่ียวกบัด้านไวรัส
วิทยา หรือการพฒันาเทคนิคใหม่ๆ  ในการตรวจหาเชือ้ไวรัส เช่น International Research Journal 
of Biotechnology 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง  

 
ไวรัสวทิยาของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ (Influenza virus) 

Influenza virus หรือเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ จัดอยู่ใน family Orthomyxoviridae และ
สามารถแบ่งได้ 3 ชนิดคือ A, B และ C โดยอาศยัความแตกตา่งกันของโปรตีนของเชือ้ไวรัส (viral 
proteins) คือ nucleoprotein (NP) และ matrix protein (M) ท่ีอยู่บริเวณผิวของอนุภาคไวรัส เชือ้
ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด A และ B พบวา่มีการระบาดในมนษุย์ สว่นชนิด C นัน้พบวา่มีการระบาดใน
สตัว์เลีย้งลกูด้วยนมชนิดอ่ืน (28, 29) 
 Influenza A virus เป็นไวรัสท่ีมีเปลือกหุ้ม (enveloped virus) มีลกัษณะกลม หรือวงรี 
ไวรัสมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 80-120 นาโนเมตร ด้านนอกของอนภุาคไวรัสถกูห่อหุ้ม
ด้วยลิปิด (lipid bilayer) ซึ่งเป็นสว่นท่ีอนภุาคของไวรัสได้รับมาจาก plasma membrane ของ
เซลล์ท่ีติดเชือ้ไวรัส ถดัมาจากชัน้ท่ีห่อหุ้มด้วยไขมนัเป็นชัน้ของโปรตีนท่ีเรียกวา่ Matrix (M) เรียง
ตวัอยู่ ซึ่งจะแบ่งออกเป็น M1 ท าหน้าท่ีเป็น matrix protein สร้างความแขง็แรงให้กบัชัน้ไขมนัของ
อนภุาคไวรัส และ M2 ท าหน้าท่ีเป็น ion channel ซึ่งแทรกอยู่ระหวา่งชัน้ของไขมนั  ผิวด้านนอก
ของอนภุาคไวรัส มีลกัษณะเป็นปุ่ ม (spike) ย่ืนออกมาประมาณ 500 ปุ่ ม โดยแบ่งออกเป็น 
hemagglutitnin (HA) มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod-shaped spike) และ neuraminidase (NA) มีรูปร่าง
คล้ายดอกเห็ด (mushroom-shaped spike) กระจายอยู่โดยรอบดงัแสดงในภาพท่ี 1 (ซ้าย) 
ปริมาณสดัสว่นระวา่ง HA และ NA เท่ากบั 4:1 หรือ 5:1 สารพนัธกุรรมของไวรัสเป็น negative 
single-stranded RNA (-ssRNA) ลกัษณะเป็น segments ทัง้หมด 8 ท่อน แตส่ามารถแปลรหสั
สารพนัธกุรรมได้เป็นโปรตีนทัง้หมด 10 ชนิด ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
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ภาพท่ี 1: แสดงลกัษณะโครงสร้าง (ซ้าย) และ Polymerase complex (ขวา) 

ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ  
(ภาพจาก : www.sciencemag.org/cgi/reprint/312/5772/380.pdf) 

 
ตารางท่ี 1: แสดงสารพนัธกุรรม โปรตีนท่ีได้จากการแปลรหสัของสารพนัธกุรรม และหน้าท่ีของ

โปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 
RNA 

Segment 
Length โปรตีน 

ขนาด 

โปรตีน 
หน้าที่ 

1 2350 bp Polymerase basic protein 2 (PB2) 759 a.a. Cap binding, endonuclease 

2 2350 bp Polymerase basic protein 1 (PB1) 757 a.a. RNA polymerase 
3 2250 bp Polymerase acid protein (PA) 716 a.a. RNA polymerase subunit, proteolysis 
4 1780 bp Hemagglutinin (HA) 560 a.a. Attachment to sialic acid, membrane fusion 

5 1575 bp Nucleoprotein (NP) 498 a.a. Encapsidates RNAs, nuclear import of RNA 
6 1420 bp Neuraminidase (NA) 450 a.a. Sialidase activity, release of virus 

7 1050 bp 
Matrix protein (M1) 252 a.a. Major structural protein, virus assembly 
Ion channel (M2) 96 a.a. Proton ion channel, viral uncoating 

8 900 bp 
Nonstructural protein 1 (NS1) 230 a.a. Down-regulate anti-viral response 

Nuclear export protein (NEP) 121 a.a. Nuclear export of RNPs 

 

Hemagglutinin (HA) เป็นไกลโคโปรตีนท่ีอยู่บนผิวของอนภุาคไวรัส ซึ่งท าหน้าท่ีในการ
จับกับ sialic acid receptor ท่ีอยู่บนผิวของเซลล์ การจับระหว่างโปรตีน HA กับ sialic acid 
receptor จะมีความจ าเพาะคอ่นข้างสงู ดงันัน้ลกัษณะของความจ าเพาะนีจ้ึงเป็นตวัก าหนดการ
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ติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ในสิ่งมีชีวิตหลายๆ ชนิดท่ีแตกต่างกัน เช่น มนุษย์ สตัว์ปีก สกุร เสือ แมว 
หรือสนุขั เป็นต้น (30, 31, 32, 33) 

 M protein แบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ M1 matrix protein ซึ่งจะท าหน้าท่ีเป็นเปลือกของ
อนุภาคไวรัสและ M2 ion channel จะท าหน้าท่ีเป็น transmembrane protein ขนาดเล็กซึ่งท า
หน้าท่ีขนสง่โปรตอน (H+) เข้าสูอ่นภุาคของไวรัสท าให้ภายในอนภุาคของไวรัสมีความเป็นกรดมาก
ขึน้เร่ือย ๆ จนกระทั่งมีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและเกิดการแตกตวัของอนุภาคของ เชือ้ไวรัส 
(uncoating) เมื่อมีการติดเชือ้ไวรัสเข้าสูภ่ายในเซลล์ 

 Nucleoprotein (NP) เป็นโปรตีนท่ีอยู่กบั RNA ของเชือ้ไวรัส ซึ่งจะถกูเรียกรวมกนัวา่ 
ribonucleoproteins (RNPs) เพ่ือท าให้ RNA ของเชือ้ไวรัสมีความเสถียรมากขึน้ นอกจากนี ้ NP 
ยงัช่วยในการขนสง่ RNA ของเชือ้ไวรัสจากไซโตพลาสซึม (cytoplasm) เข้าสูนิ่วเคลยีส (Nucleus) 
ของเซลล์ และยงัช่วยให้ polymerase complex ของเชือ้ไวรัสสามารถแยกความแตกตา่งระหวา่ง 
RNA ของเชือ้ไวรัสและ RNA ของเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) 

 Polymerase complex เป็นโปรตนีท่ีจบับริเวณสว่นปลายของ RNA ของเชือ้ไวรัส ซึ่งจะ
ประกอบไปด้วยโปรตนี 3 ชนิดคือ PB2, PB1 และ PA ดงัภาพท่ี 1 (ขวา) ท าหน้าท่ีในการถอดรหสั
พนัธกุรรม (transcription) เพ่ือสร้าง messenger RNA (mRNA) ซึ่งจะถกูแปลรหสัพนัธกุรรม 
(translation) สร้างโปรตีนของเชือ้ไวรัสชนิดตา่ง ๆ ตอ่ไป 

 Nuclear export protein (NEP หรือ NS2) ท าหน้าท่ีขนสง่และเหน่ียวน า RNA ของเชือ้
ไวรัสท่ีอยู่ในรูป Ribonucleoproteins (RNPs) ซึ่ งถูกสร้างขึน้ใหม่จากนิวเคลียสออกสู ่                
ไซโตพลาสซึมของเซลล์เจ้าบ้าน 

 Neuraminidase (NA) หรือเรียกวา่เอนไซม์ sialidase ท าหน้าเป็นเอนไซมท่ี์ใช้ตดั sialic 
acid ซึ่งยดึอนภุาคไวรัสไว้ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ จึงมีผลท าให้มีการปลดปลอ่ยอนภุาคไวรัสตวัใหม ่
(Budding) ออกจากเซลล์ตัง้ต้น และแพร่กระจายไปติดเชือ้สูเ่ซลล์ข้างเคียงตอ่ไป 

 Non-structural protein 1 (NS1) เป็นโปรตนีท่ีไมป่รากฏอยู่ในโครงสร้างของอนภุาค
ของเชือ้ไวรัส แตจ่ะพบการแสดงออกของโปรตนีชนิดนีใ้นเซลล์ท่ีมีการตดิเชือ้ไวรัส ซึ่งโปรตีนชนิดนี ้
มีหน้าท่ีหลายอย่างท่ีเก่ียวข้องกบั การควบคมุกระบวนการ RNA splicing และ translation 
นอกจากนีย้งัมีผลในการยบัยัง้ระบบ interferon response ซึ่งเป็นกลไกต้านการติดเชือ้ไวรัสของ
เซลล์อีกด้วย 
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การเพิ่มจ านวนของเชือ้ไวรัสไขหวัดใหญ่ชนิด เอ 
 เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ก่อให้เกิดโรคระบบเดินหายใจ โดยผู้ป่วยจะมีอาการอ่อนเพลียอย่าง
ฉับพลนั เบ่ืออาหาร คลื่นไส้ ปวดศีรษะอย่างรุนแรง ปวดตามแขนขา ปวดข้อ ปวดรอบตา ไข้สงู 
39-40 °C เจ็บคอ คอแดง มีน า้มกูใส และไอแห้ง ๆ หรือมีภาวะติดเชือ้แบคทีเรียร่วมด้วย (7) เชือ้
ไวรัสสามารถแพร่กระจายจากคนหนึ่งสู่อีกคนหนึ่งผ่านทางการไอ จาม การสมัผสักับผู้ ป่วยหรือ
ของใช้ของผู้ป่วย เชือ้ไวรัสสามารถผา่นเข้าสูร่่างกายผ่านทางเย่ือบุตา จมกู หรือปาก เมื่ออนุภาค
ของเชือ้ไวรัสเข้าสูร่่างกาย  เชือ้ไวรัสจะใช้ส่วนของ hemagglutinin ซึ่งเป็น glycoprotein ท่ีอยู่บน
ผิวของอนุภาคไวรัส ในการจับกับ receptor ท่ีอยู่บนผิวเซลล์ของ host (sialic acid receptor) 
sialic acid ท่ีพบว่าสามารถจับกับอนุภาคของเชือ้ไวรัสได้มี 2 ลกัษณะ คือ แบบ alpha-2,3-
linkage และ alpha-2,6-linkage ไวรัสจะเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธี receptor-mediated endocytosis 
เกิดเป็น endosome จากนัน้จะใช้ส่วนของ M2 ion channel ในการขนส่งโปรตอน (H+) เข้าสู่
อนุภาคของเชือ้ไวรัสท าให้ภายในอนุภาคของไวรัสมีความเป็นกรดมากขึน้เร่ือยๆ ท าให้เกิด
กระบวนการ disassembly ของ virus  viral RNA จะถกูสง่เข้าไปในสว่นของ nucleus (8) แล้วเกิด
กระบวนการ transcription ของไวรัสโดยอาศยัเอนไซม์ polymerase จาก viral mRNA  เน่ืองจาก
ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด เอ มีสารพันธุกรรมเป็น (-) RNA ดงันัน้เชือ้ไวรัสจึงมีการสร้าง (+) RNA 
intermediate  ส่วนหนึ่งจะถูกน าไปใช้ในการสร้างโปรตีนของเชือ้ไวรัสและอีกส่วนหนึ่งถูกน า
กลบัไปเป็นแม่แบบในการสร้างสารพันธุกรรม  เมื่อไวรัสสร้างสารพันธุกรรมและโปรตีนของเชือ้
ไวรัสแล้ว จะถูกส่งออกมายังส่วนของไซโตพลาสซึม  แล้วเกิดกระบวนการ assembly และ 
budding ของไวรัส ในการ budding จะอาศยัส่วนของ neuraminidase ในการตดั sialic acid 
receptor ท่ีผิวเซลล์ของเซลล์เจ้าบ้าน ดงัแสดงในภาพท่ี 2 
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ภาพท่ี 2: แสดงการเพ่ิมจ านวนของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ เมื่อมีการติดเชือ้ในเซลล์โฮสต ์
(ภาพจาก Thai-AI-Database: http://www.thai-ai-database.org/new_th.asp) 

 
การจดัจ าแนกและการกลายพันธ์ุของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 

ในปัจจุบันการจัดจ าแนก subtype ของเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด เอ จะใช้ส่วนของ 
glycoprotein 2 ชนิดท่ีอยู่บริเวณผิวของอนุภาคเชือ้ไวรัสนัน้คือ hemagglutinin ซึ่งปัจจุบัน
สามารถจ าแนกได้ทัง้หมด 16 สายพันธุ์ (H1-H16) และ neuraminidase สามารถจัดจ าแนกได้
ทัง้หมด 9 สายพพนัธุ์ (N1-N9) (34, 35) ดงัแสดงในภาพท่ี 3 การระบสุายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ชนิด เอ นิยมระบุชนิดของ HA และ NA ควบคู่กัน เช่น H5N1, H3N2, H1N1 เป็นต้น  
นอกจากนีส้ายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ แตล่ะชนิดก็มีความจ าเพาะต่อการติดเชือ้ใน
สิ่งมีชีวิตท่ีแตกตา่งกนั แตเ่น่ืองจากเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ มีความสามารถในการกลายพันธุ์
และการวิวฒันาการของเชือ้ไวรัสท่ีคอ่นข้างรวดเร็ว ด้วยเหตนีุค้วามจ าเพาะต่อการติดเชือ้ไวรัสใน
สิง่มีชีวิตอาจมีการเปลี่ยนแปลงได้ 
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ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ไมม่ีประสิทธิภาพในการท่ีจะป้องกนัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 
(10) 

 
 

ภาพท่ี 4: แสดงการเกิดการกลายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 
(ภาพจาก : http://www.dld.go.th/region4/gard/web_pongun/disease/avflu/avflu_5_files 

/gd-a06e.jpg) 
 

การแพร่ระบาดของเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด เอ 
เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ก่อให้เกิดโรคไข้หวดัใหญ่ ซึ่งสามารถพบได้ในคนทุกเพศทุก

วยั และระบาดได้ตลอดทัง้ปี แตพ่บการระบาดมากในช่วงฤดฝูนของประเทศไทย การระบาดของ
เชือ้ไวรัสจะมีการระบาดเพียงไม่ก่ีสายพันธุ์ในแต่ละครัง้ตามฤดกูาล การท่ีเชือ้ไวรัสมีการระบาด
ผลดัเปลี่ยนหมนุเวียนกนัอาจจะท าให้เชือ้เกิดการกลายพันธุ์ ได้ ซึ่งเป็นสาเหตทุ าให้เกิดเชือ้ไวรัส
สายพนัธุ์ใหมข่ึน้และอาจเป็นการแพร่ระบาดครัง้ใหญ่ได้ การระบาดครัง้ใหญ่ของเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหมแ่สดงในภาพท่ี 5 และมีรายละเอียดของข้อมลูดงัตอ่ไปนี ้
 ในค.ศ. 1918-1919 มีการระบาดของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H1N1 โดยมี
การเรียกช่ือว่า Spanish flu ซึ่งการระบาดในครัง้นีเ้ป็นการระบาดครัง้แรกจึงมีความรุนแรงมาก
ท่ีสดุ ท าให้มีผู้ เสียชีวิตไปประมาณ 50 ล้านคน 
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 ในค.ศ. 1957-1958 มีการระบาดของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H2N2 มีช่ือ
เรียกว่า Asian flu เชือ้เร่ิมมีการระบาดในแถบทวีปเอเชียก่อนและระบาดไปทั่วโลก ใน
สหรัฐอเมริกามีผู้ เสียชีวิตไปประมาณ 700,000 คน แต่การระบาดครัง้นีส้ามารถจ าแนกเชือ้ได้
อย่างรวดเร็ว และสามารถผลิตวคัซีนเพ่ือใช้ป้องกนัได้อย่างรวดเร็ว จึงมีผู้ เสียชีวิตไมม่าก 
 ในค.ศ. 1968-1969 มีการระบาดของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H3N2 มีช่ือ
เรียกว่า Hong Kong flu ซึ่งผู้ ป่วยรายแรกเป็นชาวฮ่องกง การระบาดในครัง้นีม้ีผู้ เสียชีวิตไป
ประมาณ 34,000 คน เชือ้ Hong Kong flu ท่ีมีการระบาดนีม้ีลกัษณะทางพันธุกรรมคล้ายกับเชือ้ 
Asian flu ท่ีมีการระบาดมาก่อนหน้านี ้จึงท าให้มีผู้ เสียชีวิตไม่มากนัก เน่ืองจากผู้ ป่วยมีภมูิคุ้มกัน
อยู่แล้ว 
 ในค.ศ. 1977-1978 มีการกลบัมาระบาดใหม่ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ 
H3N2 มีช่ือเรียกวา่ Russian flu ซึ่งเป็นสายพนัธุ์ท่ีเคยมีการระบาดแล้วเมื่อ ค.ศ. 1957 ด้วยเหตนีุ ้
ผู้ ท่ีมีอายเุกิน 23 ปีในขณะนัน้จึงมีภมูิต้านทานเชือ้ไวรัส (36) 
 
 
  
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 5 : แสดงการระบาดครัง้ใหญ่ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 
 

ในค.ศ. 2009 มีการระบาดของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H1N1 มีช่ือเรียก
หลายช่ือว่า Mexican flu, swine flu  ทางองค์การอนามยัโลก (World Health Organization, 
WHO) จึงให้ช่ือเรียกวา่ Human pandemic influenza A  virus (pH1N1) เป็นเชือ้ไวรัสท่ีเกิดจาก
การแลกเปลี่ยนสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ท่ีมีการระบาดในสตัว์ปีก สกุร และ
ในมนุษย์  และช่วงเดือนเมษายนของปี ค.ศ. 2009 พบว่ามีการระบาดของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่
ชนิด เอ สายพนัธุ์ H1N1 ซึ่งการแพร่ระบาดของเชือ้ไวรัสเกิดขึน้อย่างรวดเร็วจากคนหนึ่งสู่อีกคน
หนึ่ง  จนกระทั่ง เดือนมิถุนายนในปีเดียวกัน ทาง องค์การอนามัยโลก (World Health 
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Organization, WHO)  ได้ประกาศให้เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H1N1 เป็นเชือ้ไวรัส
ไข้หวัดใหญ่ชนิด เอ ท่ีมีการระบาดไปทั่วโลก (pandemic) ด้วยเหตุนีจ้ึงได้มีการศึกษาถึง
วิวฒันาการของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H1N1 โดยการศึกษาของ Smith GJ และ
คณะ (19) พบว่าเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H1N1 เมื่อปี ค.ศ. 1998 เกิดจากการ
แลกเปลี่ยนสารพนัธุกรรมระหว่างเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ท่ีมีการระบาดในสกุร (classical 
swine H1N1 Influenza) กบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ท่ีมีการระบาดในสตัว์ปีกทางแถบตอน
เหนือของอเมริกา (north American avian Influenza) และเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ท่ีมีการ
ระบาดในมนุษย์สายพันธุ์ H3N2 เกิดเป็นเชือ้ไวรัสลกูผสมสายพันธุ์ H3N2 (triple reassortant 
H3N2 virus) และได้มีรายงานวา่เชือ้ไวรัสลกูผสมดงักล่าวมีการแพร่ระบาดในสกุรทางตอนเหนือ
ของอเมริกา (11,12)  ต่อมาเชือ้ไวรัสลกูผสมสายพันธุ์  H3N2 (Triple reassortant H3N2 virus) 
ได้มีการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมกับเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด เอ ท่ีมีการระบาดในสุกร 
(classical swine H1N1 Influenza) เกิดเป็นเชือ้ไวรัสลูกผสมอีก 2 สายพันธุ์  คือ H1N1 
reassortant swine viruses  และ H1N2 reassortant swine viruses (13,14,15,16,17) โดยเชือ้
ไวรัสลกูผสมนีม้ีการระบาดในสกุรในแถบอเมริกาเหนือและเอเชีย หลงัจากนัน้ได้มีการแลกเปลี่ยน
สารพนัธกุรรมระหวา่งเชือ้ไวรัสลกูผสมนีจ้นเกิดเป็นเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพันธุ์ H1N1 
ในท่ีสดุ และเมื่อน าสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ทัง้ 8  ท่อนมาท าการวิเคราะห์ทางด้าน 
phylogenetic  พบว่า hemagglutinin (HA), nucleoprotein (NP) และ nonstructural protein 
genesได้มาจาก เชือ้ classical swine H1N1 Influenza ส่วนของ polymerase complex genes 
ได้แก่ PB2, PB1, PA ได้มาจาก เชือ้ triple reassortant H3N2 virus  และในส่วนของ 
neuraminidase (NA) และ matrix (M) protein genes ได้มาจาก Eurasian swine Influenza 
virus (3,19,20,21,22) ดงัแสดงในภาพท่ี 6 
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subtyping assay (37, 38, 39, 40, 41, 42) วิธีเหล่านีส้ามารถให้ผลท่ีแม่นย าและรวดเร็วในการ
ตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ 

 
การเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ 
 cell culture เป็นเทคนิคในการเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสท่ีอาจจะมีอยู่ในสิ่งส่งตรวจท่ีได้มาจาก
ผู้ป่วย การแยกเพาะเชือ้ไวรัสต้องท าอย่างระมดัระวงัและท าตามข้อปฏิบัติอย่างเคร่งครัด ในการ
ปฏิบตัินัน้ต้องท าภายในห้องปฏิบตัิการแยกเพาะเชือ้ไวรัสเท่านัน้ ซึ่งได้มาตรฐานตามหลกัสากล 
โดยการแยกเพาะเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่  นัน้จะใช้ห้องปฏิบตัิการแยกเพาะเชือ้ไวรัส ระดบั 2 หรือ 3 
(biosefety level 2 (BSL2), level 3 (BSL3)) ขึน้อยู่กับสายพันธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ เซลล์ท่ี
เหมาะสมและนิยมน ามาใช้ในการเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ คือ MDCK (Mardin-Darby 
canine kidney cell) เชือ้ไวรัสท่ีได้จากสตัว์ปีกจะถกูน ามาเพาะเลีย้งในไข่ไก่ฟักดงัแสดงในภาพท่ี 
7  สว่นเชือ้ไวรัสท่ีได้จากสกุรและมนษุย์จะถกูเพาะเลีย้งในเซลล์ดงักลา่ว การเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสใน
เซลล์ MDCK นัน้จะติดตามผลโดยสงัเกตลกัษณะของเซลล์ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเรียกว่า 
cytopathic effect (CPE) และเมื่อพบว่าเกิด CPE ขึน้ก็จะท าการเก็บน า้เลีย้งเซลล์เพ่ือน าไป
ทดสอบหาเชือ้ไวรัสและเก็บไว้ศกึษาตอ่ไป สว่นการเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสในไขไ่ก่ฟักนัน้จะท าการฉีด
เชือ้ไวรัสเข้าไปในส่วนของ amniotic sac หรือ allantoic sac  หลงัจากนัน้น าไปเก็บไว้ในตู้ ฟักไข่
เป็นเวลา 2-3 วนั เมื่อครบก าหนดจะท าการเปิดเปลือกไข่แล้วดดูน า้ท่ีอยู่ในชัน้ของ amniotic sac 
หรือ allantoic sac ออกมาเพ่ือท าการทดสอบหาเชือ้ไวรัสตอ่ไป 

ภาพท่ี 7: แสดง MDCK cell (ซ้าย) และchicken embryonic egg (ขวา)  
ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ 

(ภาพจาก: http://www.mpi-magdeburg.mpg.de/research/groups/bpt/และตกแตง่รูปจาก
http://chickscope.beckman.uiuc.edu/explore/embryology/day04/4Focuson_1.html) 
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ในการตรวจสอบหาเชือ้ไวรัสท าได้ด้วยกันหลายวิธี แต่วิธีท่ีนิยมน ามาใช้คือ การทดสอบ 
Hemagglutination assay ซึ่งเป็นการทดสอบคณุสมบตัิของ Hemagglutinin ท่ีท าให้เกิดการเกาะ
กลุ่มของเม็ดเลือดแดง ซึ่งจะสามารถบอกได้ว่ามีอนุภาคของเชือ้ไวรัสหรือไม่ นอกจากนีวิ้ธีนีย้ัง
สามารถบอกถึงปริมาณของเชือ้ไวรัสโดยการท า end point titration  
  เทคนิคนีม้ีข้อดีคือสามารถเก็บเชือ้ไวรัสไว้ได้ (Virus recoverable) แต่มีข้อเสียเน่ืองจาก
ต้องเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัส จึงท าให้ต้องใช้เวลานานในการท่ีจะทราบผลตรวจ และเทคนิคนีต้้องอาศยั
ความเช่ียวชาญของผู้ตรวจ และมี sensitivity ต ่า  
 

Immunofluorescence (IF) เป็นการทดสอบหาเชือ้ไวรัสอีกหนึ่งวิธี โดยใช้ specific 
monoclonal antibody ท่ีติดฉลากด้วย fluorescence ซึ่งเป็นสารเรืองแสงยึดไว้บนแผน่กระจก 
เพ่ือตรวจหาเชือ้ไวรัสท่ีอยู่ในเซลล์ท่ีติดเชือ้ หรือ antigen ท่ีอยู่ในสภาพของเหลว (solubilized 
infected cells) ท าให้เกิดปฏิกิริยา antigen-antibody complex ดงันัน้เมื่อดดู้วยกล้องจลุทรรศน์
เรืองแสง (fluorescence microscope) ก็จะเหน็การเรืองแสงท่ีเกิด เทคนิคนีม้ีข้อดีคือ ให้ผลการ
ตรวจภายใน 2 ชัว่โมง ถึง 1 วนั แตก่็มีข้อเสียคือต้องรักษาสภาพของเซลล์ให้อยู่ในสภาพท่ีดีก่อน
น ามาท าการตรวจหาเชือ้ไวรัส และผู้ตรวจต้องมีความช านาญ นอกจากนีย้งัต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมี
ความจ าเพาะนัน้คือ fluorescence microscope 

 
เทคนิคการตรวจวนิิจฉัยหาแอนติบอดี (Antibody) ต่อเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ 

วินิจฉยัการติดเชือ้ด้วยการตรวจหาแอนติบอดี นอกจากจะใช้ในการวินิจฉยัการติดเชือ้
ไวรัสไข้หวดัใหญ่แล้ว ยงัสามารถใช้วินิจฉยัการติดเชือ้ท่ีผา่นมาและวดัการตอบสนองตอ่การให้
วคัซีน ในการตรวจหาแอนติบอดจีะพิจารณาระดบัของแอนติบอดีท่ีเพ่ิมขึน้ตอ่แอนติเจนชนิดใด
ชนิดหนึ่งดงันี ้M, NP, NA และ HA การตรวจหาแอนติบอดีตอ่เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ ท่ีนิยมใช้คือ 
Hemagglutination inhibition (HI) และ Neutralization (NT)  

 
เทคนิค Hemagglutination inhibition (HI) 

เป็นวิธีท่ีใช้ในการวดัระดบัของแอนตบิอดีตอ่ HA แอนติบอดีท่ีตรวจพบนัน้จะจ าเพาะกบั
สายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสท่ีมีการระบาดอยู่ในช่วงนัน้ซึ่งสามารถบ่งบอกถงึสภาวะภมูิคุ้มกนัได้ เทคนิค 
HI สามารถท าได้โดยผสมซีรัมกบัแอนติเจนของไวรัส (HA) จากนัน้น าไปบ่ม แล้วเติมเมด็เลือดแดง
ลงไปแล้วน าไปบ่ม จากนัน้ท าการอา่นผล หลกัการอา่นผลคือ เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ จะใช้สว่นของ 
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เทคนิค Enzyme Immunoassay หรือ Enzyme Linked Immunoassay 
Enzyme-immunoassay (EIA) เป็นเทคนิคท่ีตรวจหาเชือ้ไวรัสโดยอาศยัความจ าเพาะ

ระหวา่ง antigen และ antibody แสดงผลโดยอาศยั immunoglobulin ท่ีติดฉลากด้วย enzyme 
แล้วตรวจสอบผลด้วย substrate ดงัแสดงในภาพท่ี 10 เทคนิคนีม้ีข้อดีคือสามารถทราบผลตรวจ
ได้อย่างรวดเร็วภายใน 15 นาที ถงึ 1 วนั และผู้ป่วยยงัสามารถตรวจได้ด้วยตวัเอง แตก่็มีข้อเสยีคือ
การตรวจแตล่ะครัง้มีราคาแพง และไมส่ามารถเก็บเชือ้ไวรสัไว้ได้ (no virus recoverable) 

 

 
 

ภาพท่ี 10 : แสดงหลกัการของเทคนิค ELISA  
(ภาพจาก : http://www.labmaster.fi/products/elisakits/troponin-i.htm) 

 
เทคนิคการตรวจหาแอนติเจนต่อเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ด้วยวธีิ rapid test 

การตรวจวินิจฉยัด้วยเทคนิค Rapid test ภายในเวลาไมก่ี่นาที อาจเป็นการช่วยสนับสนุน
การวินิจฉัยและช่วยใ ห้แพทย์พิจารณาการรักษาได้ทันที  โดยอาจจะใ ช้หลักการของ 
immunochromatography โดยอาศัยการว่ิงของแอนติเจนในสิ่งส่งตรวจไปพบกับแถบของ
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะท่ีถูกตรึงอยู่  แล้วสังเกตแถบสีท่ีเกิดขึน้ หรืออาจจะอาศัยหลักการของ 
membrane absorption enzyme immunoassay (EIA) โดยอาศยัการซึมผา่นของแอนติเจนในสิ่ง
สง่ตรวจไปกบัแอนติบอดีท่ีจ าเพาะ ท าให้เกิดจดุสีหลงัจากเติมน า้ยาและสารท่ีท าให้เกิดสีดงัแสดง
ในภาพท่ี 11 เทคนิคนีม้ีข้อดีคือ สามารถน ามาใช้ในการตรวจหาเชือ้ได้อย่างรวดเร็ว แต่มีของเสีย
ในเร่ืองของความจ าเพาะเจาะจง      
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ภาพท่ี 11 : แสดงหลกัการของเทคนิค rapid test 

(ภาพจาก : STANDARD DIAGNOSTICS, INC (Korea)) 
 

เทคนิคการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ ด้วยวธีิทางอณูชีววทิยา (Molecular method) 
เทคนิคการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวธีิ Reverse transcription (RT) และ 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 

เทคนิคนีถ้กูพฒันาขึน้ในปี ค.ศ. 1985 เพ่ือใช้วินิจฉยัการตดิเชือ้ไวรัส โดยอาศยัหลกัการ
เพ่ิมจ านวนของสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสให้มปีริมาณเพ่ิมมากขึน้ ในขัน้ตอนของวิธี reverse 
transcription (RT) จะเป็นขัน้ตอนของการเปลี่ยนสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสจาก RNA ให้
กลายเป็น complementary DNA (cDNA) ด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase  

 

 
ภาพท่ี 12 : แสดงหลกัการของเทคนิค Reverse Transcription (RT) 

(ภาพจาก : http://www.ma.uni-heidelberg.de/inst/ikc/molekularbiologie/rt-pcr.jpg) 
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เมื่อได้ cDNA เรียบร้อยแล้วก็จะน าไปท าการเพ่ิมจ านวนด้วยวิธี PCR โดยอาศยัเอนไซม์ 
DNA Polymerase ดงัแสดงในภาพท่ี 12  นอกจากนีใ้นการท า PCR จะต้องอาศยัสารต่างๆ เช่น 
Deoxy nucleotide triphosphate (dNTP), สารละลายบัฟเฟอร์, แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2), 
น า้ และไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ (forward และ reverse primers) กับสารพันธุกรรมของเชือ้
ไวรัสท่ีใช้ในปฏิกิริยา  ขัน้ตอนของการท า PCR นัน้จะประกอบไปด้วย 3 ขัน้ตอนดงัแสดงในภาพท่ี
13 ได้แก่  

ขัน้ตอนของการแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคู่ออกจากกัน (Denaturation) จะใช้อุณหภูมิ 
ประมาณ 94 °C ท าให้พนัธะไฮโดรเจนท่ีอยู่ระหว่างคู่เบส (Base) ของ DNA ถูกท าลาย ส่งผลให้
สายดีเอน็เอแยกออกจากกนั  

ขัน้ตอนของการท่ีไพรเมอร์จับกับ DNA แม่แบบ (Annealing) ใช้อณุหภมูิประมาณ 40-
62 °C เพ่ือให้ไพร์เมอร์ (Primer) เข้ามาจบับริเวณท่ีมีล าดบัเบสคูส่มกนั เพ่ือให้เกิดขัน้ตอนของการ
สร้างสาย DNA ตอ่ไป  

ขัน้ตอนของการสร้างดีเอน็เอสายใหมต่อ่จากไพรเมอร์ (Extension) ใช้อณุหภมูิ ประมาณ 
68-72 °C ขัน้ตอนนีจ้ะอาศยัเอนไซม์ DNA polymerase โดยมีทิศทางในการสร้างจากปลายด้าน 

5 ไปยงัด้านปลาย 3  

 
ภาพท่ี 13 : แสดงหลกัการของเทคนิค PCR 

(ภาพจาก: http://www.thomassci.com/_resources/_global/media/resized 
/00007/ihwx.fe0e8de2-8433-43e9-ae0a-475f624d1f11.218.218.jpg) 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%B0%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
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จากขัน้ตอนท่ีได้กลา่วมาข้างต้น สามารถท าได้ในครัง้เดยีวซึ่งเรียกเทคนิคนีว้า่ One step 
RT-PCR เทคนิคนีม้ีข้อดีคือมี sensitivity และ specificity ดี แตเ่ทคนิคนีอ้าจจะไมส่ามารถ
วิเคราะห์เชิงปริมาณได้ วิธีการเพ่ิมจ านวนสารพนัธกุรรมด้วยเทคนิค RT-PCR นีย้งัถกูน ามาพฒันา
เพ่ือใช้ในการตรวจวินิจฉยั อาทิเชน่  

 
เทคนิคการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวธีิ Multiplex RT-PCR  

เทคนิคนีจ้ะอาศยัหลกัการของ RT-PCR แตจ่ะมีสว่นท่ีแตกตา่งคือ เทคนิคนีอ้าศยัการใช้ 
ไพรเมอร์หลายคู ่ ซึ่งแตล่ะคูม่ีความจ าเพาะกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่แตล่ะสายพนัธุ์ เมื่อเข้าสู่
ขัน้ตอนของปฏิกิริยา RT-PCR ไพร์เมอร์จะช่วยในการสร้างสาย DNA ของเชือ้ไวรัส การวิเคราะห์
ผลจะพิจารณาจากขนาดของ PCR product ท่ีเกิดขึน้ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  โดย
ขนาดของ PCR product ควรมีขนาดตา่งกนัอย่างน้อย 40 bp เทคนิค multiplex RT-PCR มีข้อดี
ท่ีสามารถตรวจหาเชือ้ไวรัสได้หลายสายพนัธุ์ในการตรวจเพียงครัง้เดียว และยงัช่วยประหยดัเวลา
ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่มี sensitivity และ specificity ดี และยงัมีราคาท่ีไมแ่พงมาก
นกั แตก่็มีข้อเสยีคือ ต้องมีการปรับความเหมาะสมของปฏิกิริยาให้มีประสิทธิภาพ และยงัอาจจะ
ต้องถกูจ ากดัความสามารถในการวิเคราะห์ผลจากขนาดของ PCR product (25) 

 
เทคนิคการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวธีิ Real-time RT-PCR 

เทคนิคนีเ้ป็นการเพ่ิมจ านวนสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัส โดยท่ีสามารถตรวจหาระดบัของ 
PCR product ในระหวา่งท่ีเกิดปฏิกิริยาได้ทนัที โดยอาศยัสารเคมีท่ีเรืองแสง (fluorescence) 
ดงันัน้ในการท า real-time RT-PCR จึงเป็นการเพ่ิมจ านวนปริมาณ DNA โดยท่ีเราสามารถ
ตรวจวดัปริมาณ PCR products ท่ีเกิดขึน้จริง ณ เวลานัน้ ๆ ซึ่งตา่งจาก conventional PCR ซึ่ง
การตรวจ PCR products จะกระท าหลงัจากปฏิกิริยาการเพ่ิมขยายสิน้สดุแล้ว เทคนิค real-time 
RT-PCR จะประกอบไปด้วย 4 ขัน้ตอนหลกัๆคือ 

Linear ground phase เป็นช่วงเร่ิมต้นของการเกิดปฏิกิริยา และสญัญาณเรืองแสงของ
ฟลอูอเรสเซนต์ ยงัเพ่ิมไมส่งูนกั (10-15 รอบแรก) ในช่วงนีเ้คร่ืองจะท าการค านวณ baseline ของ
แสงฟลอูอเรสเซนต ์

Early exponential phase เป็นช่วงท่ีระดบัพลงังานของแสงฟลอูอเรสเซนต์เพ่ิมสงูขึน้
มากกวา่ระดบั background การเกิดสญัญาณการเรืองแสงของฟลอูอเรสเซนต์ในแตล่ะรอบของ
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ปฏิกิริยาจะถกูเรียกวา่ คา่ Cycle threshold (Ct) ซึ่งคา่นีส้ามารถท่ีจะน ามาค านวณเป็นจ านวน
ของสารพนัธกุรรมท่ีเกิดขึน้ในปฏิกิริยา 

Log-linear phase เป็นช่วงท่ีมีการสร้างสารพนัธกุรรมท่ีได้ผลผลิตเพ่ิมขึน้เร่ือยตามหลกั
ทฤษฎีของ PCR  

Plateau phase เป็นช่วงสดุท้ายของปฏิกิริยา PCR ในชว่งนีส้ารเคมีตา่งๆ ท่ีน ามาใช้ใน
ปฏิกิริยาเร่ิมเหลือน้อยลง จนไมส่ามารถท่ีจะน าคา่ท่ีได้มาวิเคราะห์หาจ านวนของสารพนัธกุรรมได้ 

 

 
 

ภาพท่ี 14 : แสดงลกัษณะของกราฟของเทคนิค real-time PCR ท่ีเกิดขึน้ 
ในแตล่ะช่วงของปฏิกิริยา 

[ภาพจาก: Basic principles of real-time quantitative PCR (43)] 
 

ผลของเทคนิค Real-time PCR ท่ีได้จะอยู่ในของกราฟดงัแสดงในภาพท่ี 14 เทคนิค real 
time สามารถตรวจวดั PCR product ท่ีเกิดขึน้จากการจบัสญัญาณการเรืองแสง ปัจจบุนัการท า
ให้เกิดการเรืองแสงนัน้สามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ 
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การใช้ SYBR Green Dye 
SYBR Green Dye เป็นสารเรืองแสง (Fluorochrome) ท่ีสามารถจบักบั DNA บริเวณ 

minor groove ได้ SYBR Green สามารถถกูกระตุ้น (excited) ด้วยแสงอลุตราไวโอเลต ท าให้เกิด
การคายพลงังาน (emission) ออกมาในรูปของพลงังานแสงท่ีมีช่วงของความยาวคลืน่ท่ีสามารถ
ตรวจจบัสญัญาณได้ด้วยตวัรับสญัญาณท่ีติดตัง้อยู่ในเคร่ือง real-time thermocycler ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 15 การใช้ SYBR Green Dye อาจจะพบวา่มีการจบักบัสาย DNA แบบไมจ่ าเพาะ แตก่็
สามารถแยกสญัญาณการเรืองแสงท่ีเกิดจาก primer-dimer หรือ non-specific products ได้โดย
ท าการเปรียบเทียบคา่ Tm ซึ่งคา่ Tm เป็นคา่จ าเพาะของ DNA แตล่ะสาย ท่ีแปรผนัตรงกบั %GC 
content และความยาวของสาย DNA  ในการหาคา่ Tm นัน้สามารถวิเคราะห์ได้จาก melting 
curve โดยท่ีจะพบวา่เมื่ออณุหภมูิเพ่ิมสงูขึน้ สญัญาณการเรืองแสงของ primer-dimer หรือ non-
specific products จะลดลง ท าให้คา่ Tm ของ primer-dimer หรือ non-specific products จะมี
คา่ท่ีต ่ากวา่ เน่ืองจากมีขนาดสัน้ ซึ่งตา่งจาก specific product ซึ่งมีขนาดยาวกวา่และมีคา่ Tm ท่ี
สงูกวา่ 

 
 

ภาพท่ี 15 : แสดงการท างานของ SYBR Green Dye 
[ภาพจาก: Basic principles of real-time quantitative PCR (43)] 

 
การใช้ Hybridization probe 
  การใช้ Hybridization probe มี 2 แบบคือ ใช้ oligonucleotide 4 เส้น หรือ 3 เส้น ในการ
ใช้ oligonucleotide 4 เส้นนัน้ประกอบไปด้วยไพรเมอร์ 2 สาย และ probes 2 สาย ปฏิกิริยา
สามารถเกิดได้โดยท่ีไพรเมอร์ทัง้ 2 เส้นจะจบักบั DNA เป้าหมาย บริเวณปลาย 3' และ 5' สว่น 
probes อีก 2 เส้นจะจบัด้านในของ DNA เป้าหมาย บริเวณท่ีจ าเพาะ probes จะอยู่ในต าแหนง่ท่ี
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เรียงถดักนั โดยด้าน upstream probe ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงท่ีปลาย 3' เรียกวา่ donor dye 
และด้าน downstream probe ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงท่ีปลาย 5' เรียกวา่ acceptor dye  เมื่อ 
probe ทัง้สอง เกิดปฏิกิริยา hybridize กบั DNA เป้าหมาย หลงัจากนัน้จะท าให้เกิดปฏิกิริยา 
Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET) คือ เมื่อมีการถกูกระตุ้นด้วยแสงท่ีมีพลงังาน
สงู donor dye จะมีการถ่ายทอดพลงังานไปให้กบั acceptor dye จากนัน้ acceptor dye จะ
ปลดปลอ่ยแสงฟลอูอเรสเซนต์ออกมา ท าให้สามารถตรวจจบัสญัญาณได้ดงัแสดงในภาพท่ี 16 

สว่นการตรวจแบบ oligonucleotide 3 เส้น มหีลกัการคล้ายกบัวิธีแรก แตม่ีสว่นท่ีตา่งกนั
คือ ใช้ probe เพียงเส้นเดียว ซึ่งจะถกูติดฉลากด้วย donor dye และ quencher dye (สารท่ีใช้ดดู
ซบัพลงังานแสงจาก donor dye) เรียงตอ่กนั เมื่อ probe จบักบั DNA target ท าให้มกีาร
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างและสามารถท าให้เกิดสญัญาณการเรืองแสงเกิดขึน้ 

Hybridization probe สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบ PCR product เพ่ือวิเคราะห์การ
กลายพนัธุ์แบบ point mutation หรือการเกิด single nucleotide polymorphism (SNP) โดย
ระหวา่งท่ีเกิดปฏิกิริยาหากมีเบสบางต าแหน่งท่ีไมจ่บักบัคูส่มบน probe (mismatch) probeก็จะ
ท าให้หลดุออกมาในช่วงของอณุหภมูท่ีิต ่า ซึง่ตา่งกบั probe ท่ีสามารถจบักบัเบสบน DNA ได้
อย่างสมบรูณ์ (perfect match) probe ก็จะหลดุออกจาก DNA เป้าหมายในช่วงอณุหภมูิท่ีสงู 
 

 
 

ภาพท่ี 16 : แสดงการท างานของ Hybridization probe 
[ภาพจาก: Basic principles of real-time quantitative PCR (43)] 
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การใช้ Hydrolysis probe 

hydrolysis probe หรือ Taqman probe หรือเรียกวิธีนีว้า่ 5' nuclease assay วิธีนีจ้ะมี
การใช้ probe เพียงเส้นเดยีว โดยท่ีปลายด้าน 5' ติดฉลากด้วย receptor dye สว่นด้าน 3' ติด
ฉลากด้วย quencher dye ทัง้สองจะห่างกนัไมเ่กิน 5 bp เมื่อเกิดปฏิกิริยา hydrolysis แล้ว 
receptor dye จะถกูกระตุ้นด้วยพลงังานแสง จากนัน้จะมีการถ่ายทอดพลงังานผา่นไปให้กบั 
quencher dye ตวั quencher dye จะท าการดดูซบัพลงังานแสงท่ีเกิดขึน้แล้วคายออกมาให้รูป
ของความยาวคลื่นแสง เมื่อเข้าสูป่ฏิกิริยา PCR ช่วงของการสร้าง DNA สายใหม ่ (Extension 
step)  probe จะถกูย่อยโดยปฏิกิริยา 5' exonuclease ของเอนไซม์ DNA polymerase สง่ผลให้ 
receptor dye หลดุออกจาก quencher dye  จึงสามารถปลดปลอ่ยพลงังานออกมาในรูปของแสง
ฟลอูอเรสเซนต์ดงัแสดงในภาพท่ี 17 เทคนิคนีถ้กูน ามาใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่สาย
พนัธุ์ใหม ่2009 (45) 

 
ภาพท่ี 17 : แสดงการท างานของ Hydrolysis probe 

[ภาพจาก: Basic principles of real-time quantitative PCR (43)] 
 
การใช้ Hairpin probe 

hairpin probe หรือ molecular beacon probes เป็น oligonucleotide probe ท่ีมี
ลกัษณะโค้งงอเป็น loop คล้ายก๊ิบหนีบผม (Hairpin) โดย probe จะมีสว่นท่ียึดกนัด้วยพนัธะ 
hydrogen bond ประมาณ 5-7 นิวคลีโอไทด์ ท าให้ปลาย 5' และ 3' ท่ีติดฉลากด้วย receptor dye 
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และ quencher dye อยู่ใกล้กนัจน quencher dye สามารถดดูซบัพลงังานจาก receptor dye ได้ 
molecular beacon จะอยู่ในรูป hairpin ในสารละลายบฟัเฟอร์ และเมื่อ molecular beacon จบั
กบั DNA เป้าหมายท าให้มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเกิดขึน้ สามารถเปลง่สญัญาณแสงออกมา
ได้เมื่อถกูกระตุ้นด้วยแสงพลงังานสงูดงัแสดงในภาพท่ี 18 
 

 
 

ภาพท่ี 18 : แสดงการท างานของ hairpin probe 
[ภาพจาก: Basic principles of real-time quantitative PCR (43)] 

เทคนิค Real-time PCR ถกูพฒันาขึน้เพ่ือให้สามารถตรวจวดัเชิงปริมาณของสาร
พนัธกุรรมเร่ิมต้นได้ โดยในปัจจบุนัการวดัปริมาณสารพนัธกุรรมสามารถท าได้ 2 แบบ คือ การวดั
แบบ Relative และ การวดัแบบ Absolute 

 
การวดัเชงิปริมาณของสารพันธุกรรมแบบ Relative ของวธีิ Real-time RT-PCR 

เป็นการวดัปริมาณของสารพนัธกุรรมท่ีมีการเปลี่ยนแปลงไป น ามาเปรียบเทียบกบัระดบั
ของสารพนัธกุรรมท่ีมีการปนเปือ้นอยู่ใน Matrix การวดัด้วยวิธีนีส้ามารถท าได้ง่ายไมยุ่่งยาก แตวิ่ธี
นีค้า่ Ct ท่ีได้จะเป็นคา่ประมาณเพียงคร่าวๆ 

 
การวดัเชงิปริมาณของสารพันธุกรรมแบบ Absolute ของวธีิ Real-time RT-PCR 

เป็นการวดัจ านวนสารพนัธกุรรมท่ีมีอยู่จริงในตวัอย่างสิ่งสง่ตรวจ ซึ่งสามารถน ามาใช้ใน
การตรวจติดตามการด าเนินของโรคเมื่อมีการตดิเชือ้ โดยการวดัแบบ Absolute นัน้ หากต้องการ
ให้ผลท่ีท าการทดสอบมคีา่ท่ีคงท่ีควรจะต้องมกีารสร้าง standard curve ซึ่งจะแสดงความสมัพนัธ์
เป็นเส้นตรงระหวา่งคา่ Ct กบัจ านวนของสารพนัธกุรรม 
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เทคนิคการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ ด้วยวธีิทางอณูชีววทิยา (Molecular method) 
โดยอาศัยล าดับเบสของสารพันธุกรรมของเชือ้ไวรัส (Nucleic acid sequence-based 
method) 
การใช้เทคนิค Nucleic acid sequencing-based amplification method (NASBA) 

เทคนิคนีเ้ป็นการเพ่ิมจ านวนของสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัส โดยใช้อณุหภมูิเดยีวตลอด
ทกุขัน้ตอนของปฏิกิริยา (Isothermal-based method) ท่ีอณุหภมูิ 41 °C  ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ต้อง
อาศยัเอนไซม์ 3 ชนิดคือ AMV reverse transcriptase, T7 RNA polymerase และ RNAse H 
ควบคูไ่ปกบัการตรวจจบัสญัญาณการเรืองแสงดงัแสดงในภาพที ่19 ในปี 2004 Lau และคณะ (44) 
ได้น าเอาเทคนิค NASBA มาใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H5 และ H7 
ปัจจบุนัเทคนิค NASBA ถกูพฒันาให้สามารถตรวจจบัสญัญาณได้ระหวา่งท่ีมีการเกิดปฏิกิริยา 
(real-time) ท าให้สามารถทราบผลได้อย่างรวดเร็ว ภายในเวลาไมถ่ึงชัว่โมง 

 

 
 

ภาพท่ี 19 : แสดงหลกัการของเทคนิค NASBA 
(ภาพจาก : http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/NASBA.html) 

 
การใช้เทคนิค DNA microarray 

เทคนิคนีส้ามารถน ามาใช้ในการตรวจหาความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์
(Nucleotide) จึงถกูน ามาพฒันาเพ่ือใช้ในการตรวจหาชนิดและสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่
(46, 47) เทคนิคนีอ้าศยัหลกัการการจบักนัระหวา่งนิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นคูส่มกนัโดยท่ีจะมีการเคลือบ
นิวคลีโอไทด์ของเชือ้ท่ีต้องการตรวจสอบลงบน solid support (แผน่สไลด์แก้ว แผน่ไนลอน หรือ
แผน่ซิลิโคน) จากนัน้น าสิ่งสง่ตรวจมาใสล่งบน solid support แล้วน าเข้าเคร่ืองเพ่ือท าการ
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ตรวจจบัสญัญาณดงัแสดงในภาพท่ี 20 ในปี ค.ศ. 2009 Huang และคณะ (48) ได้น าเทคนิค 
DNA microarray มาประยกุต์ใช้กบัเทคนิค two-step RT-PCR เพ่ือใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัส
ไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ และ บี 

 
 

ภาพท่ี 20 : แสดงหลกัการของเทคนิค DNA microarray 
(ภาพจาก: http://www.mun.ca/biology/scarr/cDNA_microarray 

_Assay_of_Gene_Expression.html) 
 

การใช้เทคนิค pyrosequencing 
เทคนิคนีเ้ป็นการหาล าดบัของนิวคลีโอไทด์โดยอาศยัเอนไซม์ 4 ชนิดคือ  

 เอนไซม์ DNA polymerase จะน าเอา dNTP นัน้ๆ เข้าตอ่กบัสายดีเอน็เอ และปลดปลอ่ย 
pyrophosphate (PPi) ในปริมาณท่ีเท่ากบัจ านวน nucleotide ท่ีตอ่เข้าไป 

 เอนไซม์ ATP sulfurylase จะเปลี่ยน PPi เป็น ATP โดยจะรวมเข้ากบั APS  

 เอนไซม ์luciferase จะใช้ ATP ท่ีได้ในการ เปลี่ยน luciferin เป็น oxyluciferin และปลอ่ย
แสงออกมาในปริมาณท่ีเป็นสดัสว่นกบั ปริมาณ ของ ATP สามารถตรวจจบัแสงท่ี
ปลดปลอ่ยออกมาโดยใช้กล้อง CCD โดยแสดงออกมาเป็น peak (pyrogram) ความสงู
ของ peak ก็เป็นสดัสว่นกบัจ านวน nucleotide ท่ี DNA polymerase ตอ่สายดีเอน็เอ  
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 เอนไซม์ apyrase จะย่อย ATP และ nucleotide ท่ีไมถ่กูน าไปตอ่สาย ท าให้หยดุปฏิกิริยา
ปลดปลอ่ยแสง  

หลกัการของเทคนิค pyrosequencing และผลดงัแสดงในภาพท่ี 21 
 เทคนิคนีส้ามารถน ามาใช้ในการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสได้ หรืออาจน ามาใช้ในการ

ตรวจวินิจฉยัการดือ้ยาของเชือ้ได้ แตเ่ทคนิคนีม้ีข้อจ ากดัคือสามารถหาล าดบันิวคลีโอไทด์ได้เพียง
สัน้ๆ Duwe S. และคณะ (49) ได้น า pyrosequencing มาประยุกต์ใช้กับ RT-PCR เพ่ือใช้ในการ
ตรวจหาการดือ้ยาของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H1N1, H3N2 และ H5N1 ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 

 

 
 

ภาพท่ี 21 : แสดงหลกัการของเทคนิค pyrosequencing และการแปลผล 
(ภาพจาก: http://www.nature.com/app_notes/nmeth/2005/050929/ 

Fig_tab/nmeth800_F1.html) 
 
การใช้เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

เทคนิคนีม้ีความจ าเพาะ มีประสิทธิภาพและความไวพอๆ กบัเทคนิค PCR แตเ่ทคนิค 
LAMP จะท าภายในอณุหภมูิเดยีว (Isothermal method) เทคนิค LAMP จะต้องใช้ primer 
ทัง้หมด 4 เส้น ท่ีสามารถจบักบัสาย DNA เป้าหมายได้ 6 ต าแหน่ง จึงท าให้มีความจ าเพาะสงู RT-
PCR ถกูน ามาประยกุตใ์ช้กบัเทคนิค LAMP เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H5N1 (50) 
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจยั 

ประชากร 

ตวัอย่างท่ีใช้ในการศกึษาวิจยัในครัง้นีเ้ป็น RNA จาก clinical samples ท่ีเหลือมาจาก
งานบริการโรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอร์เนชัน่แนล ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่
จ านวน 100 ตวัอย่างซึ่งได้ท าการเก็บสิ่งสง่ตรวจและท าการสกดัเป็น RNA โดยผู้เช่ียวชาญเพ่ือการ
ตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไข้หวดัใหญ่ในช่วงเดือนกมุภาพนัธ์และมีนาคมในปี พ.ศ. 2553 ซึ่ง
ตวัอย่างท่ีน ามาใช้ในการวิจยัครัง้นีไ้ด้รับอนญุาตจากกรรมการผู้อ านวยการโรงพยาบาลบาง       
ปะกอก 9 อินเตอร์เนชัน่แนลแล้ว ในงานวิจยัครัง้นีไ้ด้ผา่นการอนมุตัจิากคณะกรรมการจริยธรรม 
คณะแพทยศาสตร์ในการประชมุครัง้ท่ี 29/2553 

วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมีท่ีใช้ในการวจิัย 
1.สารเคมีส าหรับการสกดั Nucleic acid 

 Viral Nucleic Acid Extraction kit (RBC Bioscience, Cat no.YVN100) 
2.สารเคมีส าหรับการตรวจสอบและเพ่ิมจ านวนยีนด้วยวิธี one-step Multiplex RT-PCR 
(Invitrogen, cat no.10928-034) 

 2X Reaction Mix (a buffer containing 0.4 mM of each dNTP, 2.4 mM 
MgSO4)  

 SuperScript III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System  
 Distill water (DW) 
 Specific primers: forward primers และ reverse primers 
 Magnesium chloride (MgCl2)  

3.สารเคมีส าหรับการท า Agarose gel electrophoresis 
 GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas, Cat no. SM0321) 
 Agarose, Low EEO, Molecular Biology grade (Reserch Organics, Cat no. 

1170A) 
 1× Tris borate buffer (1×TBE) 
 Ethidium Bromide (SIGMA, Cat no.E-1510) 
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4.สารเคมีส าหรับท าผลิตภณัฑ์ PCR ให้บริสทุธ์ิ 

 HiYield™ Gel/ PCR DNA Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience, 
Taipei, Taiwan) 

5.สารเคมีส าหรับการ cloning และ transformation ใน E. coli 
    One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, Cat 

no.C4040-03) 
 pGEM-T Easy Vector System for T/A cloning strategy (Promega, Cat no. 

A1360) 
 X-Gal (Promega, Cat no. V3941) 
 IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoside) (Eppendrof, Cat no. 

0032006.353) 
 Tryptone powder (BIO BASIC INC., Cat no.G211) 
 Yeast Extract (GIBGO, Cat no. 20047-056) 
 Agar Bacteriological (GIBGO, Cat no. 20001-020) 
 FastPlasmid Mini (Eppendrof, Cat no. 955150601) 
 Ampicillin (Phamacia, Hong Kong) 

6.สารเคมีส าหรับสกดัพลาสมิด 

 HiYield™ Plasmid Mini Kit (RBC Bioscience, Taipei, Taiwan) 
7.สารเคมีส าหรับ RNA มาตรฐานด้วยวิธี in vitro transcription 

 SP6/T7 Transcription Kit ของ บริษัท Roche, Germany (Cat no.10 999 644 
001) 

7.โปรแกรมส าหรับ Bioinformatics  

 CLUSTAL X program (version 1.8) 

 OLIGO primer design software (version 9.1) 

 BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.4.1) 

 Chromas Lite (version 2.01) 
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8.วสัดแุละอปุกรณ์ท่ีใช้ส าหรับงานวิจยั 

 MicroAmp PCR tube (perkin Elemer) 

 Microcentrifuge tube: 0.5 µL ,1.5 µL and 2.0 µL (AxyGen® Scientific) 

 Polypropylene conical tube: 15 ml and 50 ml (AxyGen® Scientific) 

 Pipette tip: 10 µL, 200 µL and 1000 µL (AxyGen® Scientific) 

 Glassware: Beaker, Flask, Cylinder and regent bottle (Pyrex) 

 Centrifuge (Beckman GS-6R) 

 Refrigerated microcentrifuge (Universal 16R Hettich) 

 - 70 °C freezer (Forma Scientific) 

 - 20 °C freezer (Philco) 

 Mastercycler personal (Eppendrof) 

 Power supply model 250 (Giboco BRL,USA) 

 Gel Doc 1000 UV transilluminator (Biorad) 

 Bio Photometer (Eppendrof) 

 Class II Microbiological Safety Cabinet (Envair) 

 PCR Cabinet (Augusta) 

 Orbital incubator (Stuart) 

 Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey) 

 Multi-block heater (Lab-line) 

 Vortex mixer (Scientific industry) 

 Microwave oven (Sanyo) 

 Electrophoresis chamber set (Bio-RAD) 

 Parafilm (American Nation Can) 

 Plastic wrap 

 Stirring-magnetic bar 
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วธีิด าเนินการวจิัย 
การสกัด RNA ของเชือ้ไวรัสด้วยชุดน า้ยาส าเร็จรูป Viral Nucleic Acid Extraction ของบริษัท 
RBC Bioscience 

 น าสิ่งสง่ตรวจ (nasal swab) 200 µL 

 เติม 400 µL ของ VB buffer แล้วน าไป Vortex  

 บ่มท่ีอณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 10 นาที 

 น าสารละลายใสล่งใน column 2 mL     

 เติม 500 µL ของ 95% ethanol แล้วน าไป Vortex 

 ป่ันท่ีความเร็วสงูสดุเป็นเวลา 60 วินาที 

 ทิง้สว่นของ filtrate 

 เติม 400 µL ของ W1 buffer ลงใน column 

 ป่ันท่ีความเร็วสงูสดุเป็นเวลา 30 วินาที 

 ทิง้สว่นของ filtrate 

 เติม 600 µL ของ Wash buffer (ท่ีถกูเตมิด้วย ethanol แล้ว) ลงใน column 

 ป่ันท่ีความเร็วสงูสดุเป็นเวลา 30 วินาที 

 ทิง้สว่นของ filtrate 

 ป่ันท่ีความเร็วสงูสดุเป็นเวลา 3 นาที 

 เปลี่ยน collection tube 

 เติม 50 µL RNAse-free water 

 ตัง้ทิง้ไว้ 3 นาที 

 ป่ันท่ีความเร็วสงูสดุเป็นเวลา 60 วินาที 

 Filtrate ท่ีออกมาคือ RNA ท่ีสกดัได้ จะถกูเก็บไว้ท่ี -20 °C 
 

การเตรียม Positive control จากตัวอย่างท่ีทราบสายพันธ์ุด้วยวธีิ cloning  
1.   Ligation ระหว่าง GAPDH gene, M gene of influenza A virus, M gene of influenza B 

virus, HA gene of pH1-2009, HA gene of seasonal-H1, HA gene of seasonal-H3 และ 
HA gene of avian-H5 กับ plasmid (pGEM-T easy) เตรียม mixture โดยใช้สารเคมี    
ดงัตอ่ไปนี ้
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 2x buffer     5 µL 

 T4 DNA ligase (3 weiss units/ul)  1 µL 

 pGEM-T     1 µL 

 PCR product    3 µL 
       Total                                            10 µL 
จากนัน้บ่มท่ีอณุหภมูิ 16 ºC ข้ามคืน หรือท่ีอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

2.  Transformation 

 เตรียม competent cells ปริมาตร 50 µL ในหลอด    

 น าหลอดไปแชใ่นน า้แขง็เป็นเวลา 20 นาทีเพ่ือให้ competent cell ละลาย 

 เติมสารละลาย ligation 2 µL 

 น าหลอดไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 42oC เป็นเวลา 50 วินาที แล้วกลบัมาแช่น า้แขง็เป็นเวลา 
2 นาที 

 เติม SOC medium ปริมาตร 950 µL ลงในหลอด 

 เขย่าท่ีความเร็วประมาณ 200 rpm ท่ีอณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 1.5 ชัว่โมง 

 จากนัน้น าหลอดไปป่ันท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

 เทสว่นใสทิง้ จะเหลือ pellet ประมาณ 45 µL 

 เติม x-gal 15 µL และ IPGL 5 µL  ผสมให้เข้ากนั 

 Spread ลงบน LB agar plate และน า LB agar plate ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37oC 
ข้ามคืน 

3.   Colony selection 

 สงัเกตด ูcolony ท่ีขึน้บน LB agar plate โดยจะเลือก colony ท่ีมีสีขาว  

 เลือก colony สีขาวใสล่งใน LB broth เขย่าท่ี 200 rpm ท่ีอณุหภมูิ 37 0C เป็นเวลา 
16 ชัว่โมง เพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลล์ 

4.    Plasmid extraction 

 น าแบคทีเรียจาก LB broth 1.5 mL มาใสล่งในหลอด 2 mL 

 น าหลอดป่ันท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

 เทสว่นใสทิง้ จะเหลือ pellet  
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 เติม lysis solution (แช่เย็น) ปริมาตร 400 µL   

 Vortex 30 วินาที 

 บ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 3 นาที 

 น าสารละลาย lysate ลงใน spin column 

 น า spin column ไปป่ันท่ีความเร็วสงูสดุ เป็นเวลา 1 นาที 

 เติม diluted wash buffer ปริมาตร 400 µL 

 น า spin column ไปป่ันท่ีความเร็วสงูสดุ เป็นเวลา 1 นาที 

 เทสว่น filtrate ทิง้ และน าไปป่ันท่ีความเร็วสงูสดุ เป็นเวลา 1 นาที 

 จากนัน้น า spin column ลงใน collection tube  

 เติม elution buffer ปริมาตร 50 µL 

 ป่ันท่ีความเร็วสงูสดุ เป็นเวลา 1 นาที 

 ได้สารละลาย positive control ท่ีมีปริมาตร 50 µL  
 

การเตรียม RNA มาตรฐานด้วยวธีิ in vitro transcription โดยใช้ SP6/T7 Transcription Kit 
ของ บริษัท Roche, Germany 
    In vitro transcription 

 เตรียม mixture ส าหรับท า in vitro transcription โดยใช้สารเคมีดงันี ้
 1 µg ของ linearized DNA plasmid  4   µL 

       ATP, GTP, CTP และ UTP mixture  8   µL 
      10X buffer        2   µL 
       Dilution water     4   µL 
       SP6 หรือ T7     2   µL 

              ToTal                         20   µL 

 จากนัน้บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 

 เติม DNase I และ RNase-free water  

 บ่มท่ีอณุหภมูิ 37oC ข้ามคืน 

 หยดุปฏิกิริยาโดยน าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 65 ºC เป็นเวลา 10 นาที 
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การตรวจสอบ DNA ท่ีหลงเหลือโดยการน าเอา mixture ท่ีได้จากการท า in vitro 
transcribed RNA มาเป็นแม่แบบ ส าหรับท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับยีนท่ีต้องการ
ตรวจสอบ (GAPDH gene, M gene of influenza A virus, M gene of influenza B virus, HA 
gene of pH1-2009, HA gene of seasonal-H1, HA gene of seasonal-H3 และ HA gene of 
avian-H5) จากนัน้วิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis การวิเคราะห์ผลถ้า
หากมีแถบ DNA เกิดขึน้ แสดงวา่ ยงัมี DNA หลงเหลืออยู่ อาจจะต้องเติม DNase I และบ่มต่อท่ี
อณุหภมูิ 37oC ทดสอบจนกวา่ไมม่ีแถบ DNA เกิดขึน้ จึงจะได้ RNA ท่ีต้องการ 

 

การออกแบบไพรเมอร์ (Primer) 
การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการวิจยัในครัง้นีไ้ด้ใช้เทคนิค Multiplex RT-PCR ซึ่งเป็นการ

เพ่ิมจ านวนยีนท่ีต้องการได้มากกว่า 1 ยีนต่อ 1 ปฏิกิริยา เทคนิคนีจ้ะอาศยัการใช้ไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะมากกวา่ 1 คูใ่นการท าปฏิกิริยา 

ข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์ถูกน ามาจากฐานข้อมูล Genbank เพ่ือใช้เป็นข้อมลูในการ
ออกแบบไพรเมอร์ โดยการออกแบบไพรเมอร์จะเลือกบริเวณของนิวคลีโอไทด์ท่ีมีการเปลี่ยนแปลง
น้อยท่ีสดุ, มีค่า GC content ประมาณ 50-60% และมีค่า melting temperature (Tm) ของไพร
เมอร์ควรมีคา่อยู่ระหวา่ง 55-75 °C ไพรเมอร์แตล่ะคูค่วรมีคา่ Tm เท่ากันหรือใกล้เคียงกัน โดยค่า 
Tm ของไพรเมอร์ค านวณได้จากสตูรดงันี ้Tm = 4 oC (G+C) +2 oC (A+T) และเน่ืองจากเทคนิค 
multiplex PCR ต้องมีการใช้ primers ท่ีมากกวา่ 1 คู ่ดงันัน้ควรค านึงถึงขนาดของ PCR product 
ท่ีเกิดขึน้ เพ่ือให้ง่ายต่อการวิเคราะห์ผล โดยขนาดของ PCR product ควรมีขนาดต่างกันอย่าง
น้อย 40 base pairs และในงานวิจยัในครัง้นีไ้ด้น าข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์ของ Matrix gene 
หรือ Hemagglutinin gene ของเชือ้ Influenza virus จาก The Influenza Virus Resource of 
NCBI database ดงัแสดงไว้ในภาพท่ี 22 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genomes /FLU/ 
FLU.html) และได้ท าการออกแบบไพรเมอร์โดยใช้โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 
Editor Software version 7.0 (http://www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html) และ 
OLIGOS Version 9.1 by Ruslan Kalendar, Institute of Biotechnology, University of 
Helsinki, Finland ดงัแสดงไว้ในภาพท่ี 23 
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ภาพท่ี 22: แสดงฐานข้อมลูของเชือ้ Influenza virus 
(ภาพจาก: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/) 

 
ในงานวิจยัครัง้นีไ้ด้น าข้อมลูของนิวคลีโอไทด์จาก NCBI database โดยแสดงในตารางท่ี 2  

ตารางท่ี 2: แสดงจ านวนนิวคลีโอไทด์ท่ีน ามาจากฐานข้อมลู NCBI 
Viruses Target gene Sequences 

Influenza A M gene 50 
Influenza B M gene 50 

Influenza A (pandemic H1) HA gene 50 
Influenza A (seasonal H1) HA gene 50 
Influenza A (seasonal H3) HA gene 50 

Influenza A (avian H5) HA gene 50 
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ภาพท่ี 23 : แสดงโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ 

 
1. ไพรเมอร์ท่ีได้จากการออกแบบส าหรับตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ (typing) 

การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่จากตวัอย่างด้วยเทคนิค 
Multiplex RT-PCR โดยในการตรวจวินิจฉยันีจ้ะเป็นการจ าแนกเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ท่ีติดในผู้ป่วย 
ซึ่งในการวิจยัครัง้นีไ้ด้ท าการออกแบบไพรเมอร์ออกเป็นทัง้หมด 4 คู ่ซึ่งไพรเมอร์แตล่ะคูจ่ะมี
ความจ าเพาะกบัยีนตา่งๆดงันี ้

¯ ยีน Housekeeping gene (GAPDH) ของมนษุย์ 
¯ ยีน Matrix (M) gene ของเชือ้ไข้หวดัใหญ่ ชนิด A (influenza A virus) 
¯ ยีน Matrix (M) gene ของเชือ้ไข้หวดัใหญ่ ชนิด B (influenza B virus) 
¯ ยีน Hemagglutinin (HA) gene ของเชือ้ไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหม ่ 2009 
(pH1) 

Housekeeping gene เป็นยีนท่ีมคีวามส าคญัตอ่เซลล์ของสิ่งมีชีวิตโดยมกีารแสดงออก
ในปริมาณคงท่ีไมเ่ปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะแวดล้อม ในการศกึษาครัง้นีจ้ึง เลือกใช้ยีน GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) ซึ่งเป็นยีนสร้างเอนไซมท่ี์ส าคญัใน
กระบวนการ Glycolysis และในการศกึษาครัง้นีไ้ด้ใช้ไพร์เมอร์ตอ่ GAPDH gene ท่ีถกูออกแบบ
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โดย Boonsuk และคณะ (51) ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ส าหรับตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ (typing) แสดงไว้ในตารางท่ี 3 

 
ตารางท่ี 3: แสดงไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ส าหรับตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ (Typing) 

*K: (G/T); R: (A/G); Y: (C/T) 
 

2. ไพรเมอร์ท่ีได้จากการออกแบบส าหรับจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 
(subtyping) 

การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือจดัจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิดเอ  หลงัจากทราบ
วา่มีการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ  จากตวัอย่างด้วยเทคนิค Multiplex RT-PCR โดยใน
การจดัจ าแนกสายพนัธุ์นีจ้ะเป็นการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ท่ีมีการระบาดในมนษุย์   ในการ
วิจยัครัง้นีไ้ด้ท าการออกแบบไพรเมอร์ออกเป็นทัง้หมด 4 คู ่ซึ่งไพรเมอร์แตล่ะคูจ่ะมี
ความจ าเพาะกบัยีนตา่งๆดงันี ้

¯ยีน Hemagglutinin (HA) gene ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหม ่2009 (pH1) 
¯ยีน Hemagglutinin (HA) gene ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H1 ท่ีมีการระบาด
ตามฤดกูาล 
¯ยีน Hemagglutinin (HA) gene ของเชือ้ไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H3 ท่ีมีการระบาดตาม
ฤดกูาล 

Primers Sequence 5’-3’* Position Tm 

pH1 
HA gene 

SWF_H1_ F758 GAGAATGAACTATTACTGGACACTA 758-782 68 
SWF_H1_F916 CTTGTCAGACACCCAAGGGTG 916-936 66 

SWF_H1_R1126 CATCCATCTACCATCCCTGTCCA 1126-1104 70 

Housekeeping 
genes 

(GAPDH) 

GAPDH_F85 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG 85-104 64 

GAPDH_R603 GTTGTCATGGATGACCTTGGC 603-582 64 
GAPDH_R191 TCAATGAAGGGGTCATTGATGG 191-170 64 

 
Flu A 

M gene 

FluA_MF151 CATGGARTGGCTAAAGACAAGACC 151-175 68 

FluA_MF5 TCAGGCCCCCTCAAAGCCG 63-81 64 
FluA_MR276 AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA 276-253 68 

Flu B 
M gene 

FluB_MF25 ATGTCGCTGTTTGGAGACACAAT 25-47 66 
FluB_MF439 CTCTGTGCTTTRTGCGARAAAC 439-460 60 
FluB_MR671 CCTTCYCCATTCTTTTGACTTGC 671-649 64 

FluB_MR320 TCAGCTAGAATCAGRCCYTTCTT 320-298 60 
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¯ ยีน Hemagglutinin (HA) gene ของเชือ้ไวรัสไข้หวดันก 
 
ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ส าหรับตรวจวินิจฉยัจดัจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิดเอ  
(subtyping) แสดงไว้ในตารางท่ี 4 

ตารางท่ี 4: แสดงไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ส าหรับตรวจวินิจฉยัจดัจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ชนิดเอ (subtyping) 

 
การคัดเลือกไพรเมอร์ส าหรับปฏกิิริยา Multiplex RT-PCR 

ไพรเมอร์ท่ีถกูเลือกมาใช้นัน้ ควรมีขนาดของ PCR product ท่ีแตกต่างกันอย่างน้อย 40 bp        
ไพรเมอร์ท่ีได้จากการออกแบบส าหรับการตรวจวินิจฉัยและการจ าแนกสายพันธุ์ของ เชือ้ไวรัส
ไข้หวดัใหญ่เป็นดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 5 และ 6 

 
 
 
 
 

Primers Sequence 5’-3’ Position Tm 

pH1 
HA gene 

SWF_H1_F758 GAGAATGAACTATTACTGGACACTA 758-782 68 
SWF_H1_F916 CTTGTCAGACACCCAAGGGTG 916-936 66 

SWF_H1_R1126 CATCCATCTACCATCCCTGTCCA 1126-1104 70 

H1 seasonal 
HA gene 

H1_F266 CTTAGGAAACCCAGAATGCG 266-285 60 

H1_R627 ACGGGTGATGAACACCCCA 627-609 60 

H3 seasonal 
HA gene 

H3_F194 TGCTACTGAGCTGGTTCAGAGT 194-215 66 
H3_F1013 CACTCTGAAATTGGCAACAGG 1013-1033 62 

H3_R1292 TCTCCCTTCTACTTCTGARAAT 1271-1292 62 
H3_R377 AGGGTAACAGTTGCTGTRGGC 377-357 64 

H5 Avian 
HA gene 

H5_F2 TGAGAAAATTCAGATCATCCCC 393-416 62 
H5_F3+ AACAGATTAGTCCTTGCGACTG 1001–1026 64 
H5_F3 ACTCCAATGGGGGCGATAAAC 886-906 64 

H5_R1 GCTCCTCTTTATTGTTGGGTATG 551-529 66 
H5_R2+ CATCTACCATTCCCTGCCATCC 1128–1108 68 

H5_R2++ CCCTCTATAAAACCTGCTATAG 1073-1052 62 
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ตารางท่ี 5 แสดงชดุของไพรเมอร์ท่ีถกูคดัเลือก 
ส าหรับตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่(typing) 

No. GAPDH gene M gene of Flu A M gene of Flu B HA gene of pH1 

1 
GAPDH_F112/GAPDH_R191 

[107 bp] 
FluA_MF5/FluA_MR151 

[214 bp] 
FluB_MF25/Flu_BMR320 

[295 bp] 
SWF_H1_F758/SWF_H1_R1126 

[368 bp] 

2 
GAPDH_F112/GAPDH_R603 

[491 bp] 
FluA_MF5/FluA_MR276 

[214 bp] 
FluB_MF25/Flu_BMR320 

[295 bp] 
SWF_H1_F758/SWF_H1_R1126 

[368 bp] 

3 
GAPDH_F112/GAPDH_R603 

[491 bp] 
FluA_MF151/FluA_MR276 

[125 bp] 
FluB_MF25/Flu_BMR320 

[295 bp] 
SWF_H1_F758/SWF_H1_R1126 

[368 bp] 

4 
GAPDH_F112/GAPDH_R603 

[491 bp] 
FluA_MF151/FluA_MR276 

[125 bp] 
FluB_MF439/FluB_MR671 

[215 bp] 
SWF_H1_F758/SWF_H1_R1126 

[368 bp] 
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ตารางท่ี 6 แสดงชดุของไพรเมอร์ท่ีถกูคดัเลือก 
ส าหรับการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ (subtyping) 

No. 
HA gene of  
H1-seasonal 

HA gene of  
H3-seasonal 

HA gene of  
H5-avian 

HA gene of  
pH1 

1 
H1_F266/H1_R627 

[361 bp] 
H3_F1013/H3_R1292 

[235 bp] 
H5_F2/H5_R1 

[156 bp] 
SWF_H1_F758/SWF_H1_R1126 

[368 bp] 

2 
H1_F266/H1_R627 

[361 bp] 
H3_F194/H3_R377 

[183 bp] 
H5_F3+/H5_R2+ 

[127 bp] 
SWF_H1_F758/SWF_H1_R1126 

[368 bp] 

3 
H1_F266/H1_R627 

[361 bp] 
H3_F194/H3_R377 

[183 bp] 
H5_F3+/H5_R2+ 

[127 bp] 
SWF_H1_F916/SWF_H1_R1126 

[210 bp] 

4 
H1_F266/H1_R627 

[361 bp] 
H3_F1013/H3_R1292 

[235 bp] 
H5_F3/H5_R2++ 

[188 bp] 
SWF_H1_F758/SWF_H1_R1126 

[368 bp] 

 

42 



43 
 

 
 

การเพิ่มจ านวนยีนท่ีจ าเพาะด้วยวธีิ Multiplex RT-PCR amplification 
 ในงานวิจัยครัง้นีไ้ด้ท าการปรับความเหมาะสมของสารเคมีท่ีใช้ให้มีความเข้มข้นท่ี
เหมาะสม โดยได้ท าการปรับความเข้มข้นของไพรเมอร์ (Primer concentration) และความเข้มข้น
ของแมกนีเซียม (magnesium concentration) นอกจากนีย้งัได้ปรับความเหมาะสมของอณุหภมูิท่ี
ใช้ในขัน้ตอน annealing ของปฏิกิริยา multiplex RT-PCR ความเหมาะสมของสารเคมีและ
อุณหภูมิท่ีใช้นัน้จะมีการพิจารณาจากความคมชัดของแถบ cDNA ท่ีเกิดขึน้จากปฏิกิริยา 
multiplex RT-PCR 
 
 สารเคมีส าหรับใช้เป็นสว่นผสมส าหรับท า Multiplex RT-PCR ดงัตารางท่ี 7 
  ตารางท่ี 7 แสดงสารเคมีท่ีใช้ในปฏิกิริยา Multiplex RT-PCR 

Reagents 
Final concentration 

(µM) 
Diethylpyrocarbonate water  
(DEPC treated water) 

- 

2X Reaction Mix 1X 
Mg 2+ (50 mM)(Additional) Ranging from 2.5-10 

Super scrip III®RT/Taq 2 Unit 
Forward primer (10 µM) /each primer 

Ranging from 0.1-0.3 
Reverse primer (10 µM) /each primer 
RNA template - 

 
จากนัน้น า microtube ท่ีใสส่ว่นผสมทัง้หมดใสล่งในเคร่ือง Thermal cycler 

 (Mastercycler personal®, Eppendorf, Germany.) ในสภาวะอณุหภมูิ ดงัตารางท่ี 8 
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 ตารางท่ี 8 : แสดงรายละเอียดแตล่ะขัน้ตอนของโปรแกรม Multiplex RT-PCR 

Step Temperature( ºC ) Time 

1.Reverse transcription 50 30 min 

2.Initial denaturation 94 10 min 

3.Denature 94 30 sec 

4.Annealing Ranging from 58-62 30 sec 

5.Extension 72 1 min 

Repeat step 3-5 for 40  cycles 

6.Final extension 72 7 min 

7. Hold 25 5 min 

 
ตรวจสอบผลของวธีิ Multiplex RT-PCR ด้วยวธีิ agarose gel electrophoresis 

 วิเคราะห์ผลการท า Multiplex RT-PCR ด้วยการท า agarose gel electrophoresis โดย
ใช้ 2% agarose gel หลงัจากนัน้ย้อมด้วย 10% ethidium bromide วิเคราะห์ขนาดของ PCR 
Product ท่ีเกิดขึน้จากปฏิกิริยา 

 

การตรวจวนิิจฉัยการติดเชือ้ไวรัสไข้หวัดใหญ่ (Influenza virus) ด้วยวธีิ Rapid test 
ในการท าวิจยัในครัง้นีเ้ทคนิค Rapid test ได้ใช้ชดุน า้ยาส าเร็จรูป Influenza Ag A/B A 

(H1N1) Pandemic Rapid test (Korea) ของบริษัท STANDARD DIAGNOSTICS, INC. เทคนิค 
rapid test ท่ีใช้ถกูติดฉลากด้วยแอนติบอดท่ีีมีความจ าเพาะกบั hemagglutinin และ 
nucleoprotein ของเชือ้ influenza virus โดยมีขัน้ตอนปฏิบตัิดงันี ้

-น าสารละลาย diluents ปริมาตร 300 µL ใสล่งใน test tube 
-น า clinical specimen ท่ีได้จากการ swab จุ่มลงในสารละลาย diluents 
-ท าการหมนุไม้ swab 5 รอบ 
-ดงึไม้ swab ออกโดยท่ีขณะดงึต้องบีบ test tube 
-น า test strip มาจุ่มลงใน test tube 
-ตัง้ทิง้ไว้ 10-15 นาทีแล้วท าการอา่นผล 
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ภาพท่ี 24 : แสดงขัน้ตอนการใช้เทคนิค rapid test ของ influenza Ag A/B A (H1N1) pandemic 

rapid test อย่างย่อ (ภาพจาก STANDARD DIAGNOSTICS, INC. (Korea)) 
 
การตรวจสอบ Specificity ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในเทคนิค multiplex RT-PCR  
  ตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีใช้ในเทคนิค Multiplex RT-PCR เพ่ือทดสอบการ
เกิด cross amplification กบัไวรัสชนิดอ่ืนๆ ท่ีก่อโรคในระบบทางเดินหายใจหรือเชือ้ไข้หวดัใหญ่
สายพนัธุ์อ่ืน (H2, H4, H6-H15)  

(1) การตรวจวินิจฉัยหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ถูกแบ่งออกเป็น Positive specificity ซึ่งจะ
เป็นการทดสอบความจ าเพาะกบัเชือ้ Influenza virus ท่ีทราบชนิดและสายพันธุ์ ได้แก่ influenza 
B virus (N=10), H1N1 seasonal human influenza A virus (N=20), H3N2 seasonal 
influenza A virus (N=20), H1N1-2009 human pandemic influenza A virus (N=40) และ 
H5N1 avian influenza A virus (N=20). สว่น Negative specificity จะทดสอบกบัไวรัสชนิดอ่ืนท่ี
สามารถก่อให้เกิดโรคทางระบบทางเดินหายใจในมนุษย์ได้ เช่น Human rhinovirus (HRV) 
(N=1), Metapneunovirus (MPV) (N=1), Bocavirus (BoCV) (N=4), Adenovirus (ADV) 
(N=2), Respiratory syncytial virus (RSV) (N=6), WU/KI polyomavirus(N=4) และ 
Parainfluenzavirus (PIV) (N=1) นอกจากนีย้งัทดสอบกบั human RNA ด้วย 
  (2)   การจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ (Influenza A virus) จะทดสอบกับ
เชือ้ไข้หวดัใหญ่เป็น positive specificity คือ สายพันธุ์ใหม่ 2009 (Human pandemic H1N1-
2009 Influenza A virus) สายพันธุ์ท่ีมีการระบาดตามฤดกูาลคือ H1 และ H3 (H1 และ H3 
Seasonal Influenza A virus) และเชือ้ไวรัสไข้หวดันก (H5 avian Influenza A virus) นอกจากนี ้
ยงัทดสอบกบั negative specificity ท่ีเป็นเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์H2, H4 และ H6-
H15 และทดสอบกบัRNA ของมนษุย์ด้วย 
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การตรวจสอบ Limit of detection ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในเทคนิค multiplex RT-PCR 

 การหาค่า Limit of detection จากการท า serial dilution โดยวิธีนีจ้ะต้องทราบจ านวน
โมเลกลุท่ีแน่นอนของ RNA มาตรฐาน โดยสามารถค านวณได้จากคา่ความเข้มข้น ซึ่งวดัได้จากค่า
การดูดกลืนแสงของ RNA ท่ีความยาวคลื่น 260 nm ด้วยเคร่ือง spectrophotometer เพ่ือ
ค านวณหาความเข้มข้นของ RNA มาตรฐาน โดยหาค่าความบริสทุธ์ิของ RNA มาตรฐาน จาก
ความสมัพนัธ์ของอตัราสว่นระหวา่ง A260/A280 ควรมีคา่อยู่ระหวา่ง 1.7-2.0 

      RNA Purity  =          A260   
 
ก าหนดให้   A260 = คา่การดดูกลนืแสงสงูท่ีสดุของ RNA ท่ีความยาวคลื่น 260 nm  
  A280 = คา่การดดูกลนืแสงสงูท่ีสดุของโปรตีนท่ีความยาวคลื่น 280 nm 

ค านวณหาความเข้มข้นของ RNA มาตรฐานในหน่วย µg/mL 

 

[RNA] µg/mL   =   (A260) x dilution factor x 40 

ก าหนดให้           1  หน่วยของ A260 = 40 µg/mL ของสารละลาย RNA  
 

ค านวณความเข้มข้นของ RNA ในหน่วย copy/ µL 

[RNA] copy/ µL      =               [RNA]  (g/ µL) x 6.02 x 1023 
 

 
6.02 x 1023  เท่ากบัคา่คงท่ีของ  Avogadro 
340 เท่ากบัน า้หนกัโดยประมาณของนิวคลีโอไทด์ 1 ตวั  
 

เมื่อทราบคา่ความเข้มข้นของสารละลาย RNA มาตรฐานแล้ว จึงน ามาท า serial dilution 
โดยก าหนดให้ dilution factor เท่ากบั 10 เพ่ือให้ได้คา่ความเข้มข้นของ RNA อยู่ระหวา่ง 1010 - 1 
copies/ µL เพ่ือน ามาใช้เป็นแมแ่บบ ในการท า RT-PCR   โดยคา่ sensitivity คือ คา่ความเข้มข้น
ต ่าท่ีสดุท่ียงัคงให้ PCR product ท่ีมองเหน็ได้ ซึ่งคา่ sensitivity ท่ียอมรับได้ส าหรับการท า RT-
PCR มีคา่ประมาณ 102- 103 copies/ µL  

Length of RNA (nt) x 340 

A280  
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การทดสอบ Evaluation ของเทคนิค multiplex RT-PCR ท่ีถูกพัฒนาขึน้ 
   ในการทดสอบ Evaluation จะเป็นการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ด้วยเทคนิค multiplex 
RT-PCR โดย RNA ท่ีน ามาตรวจนัน้ เป็น RNA ท่ีสกัดจาก clinical specimen จ านวน 100 
ตวัอย่าง เมื่อน าผลของเทคนิค multiplex RT-PCR มาเปรียบเทียบกับผลของเทคนิค multiplex 
real time RT-PCR และเทคนิค rapid test ท่ีใช้ทดสอบกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ 
 
หลักทางสถติิท่ีน ามาใช้ในการวจิัย 
การหาค่าความจ าเพาะ (Specificity) จากเทคนิคท่ีน ามาใช้วจิยั 
 คา่ Relative specificity สามารถใช้บ่งบอกวา่เทคนิคท่ีใช้นีม้ีความจ าเพาะตอ่เชือ้ท่ีต้องการ
ตรวจสอบมากน้อยเท่าใด ถ้าหากมีคา่มากก็มคีวามจ าเพาะสงู เหมาะท่ีจะน าไปใช้ในการตรวจหา
เชือ้ท่ีต้องการตรวจสอบ 

   ในการหาคา่ Specificity นัน้จะใช้สตูรค านวณคา่ทางสถิต ิ(27) ดงันี ้
 Relative specificity: SP = NA ×100 %  

 
 NA: จ านวนผล negative ของเทคนิคท่ีน ามาใช้ (Multiplex RT-PCR หรือ Rapid 

test) ซึ่งได้ผลเหมือนกบัเทคนิคอ้างอิง (Real-time multiplex RT-PCR) 
 N-: จ านวนของผล negative ทัง้หมดท่ีได้จากเทคนิคอ้างอิง (Real-time multiplex 

RT-PCR) หาได้จากคา่ NA+PD 
 PD: false positive ของเทคนิค PCR 

 
การหาค่าความไว (Sensitivity) จากเทคนิคท่ีน ามาใช้วจิัย 
 คา่ Relative sensitivity สามารถใช้บ่งบอกวา่เทคนิคท่ีใช้นีม้ีระดบัความไวในการตรวจหาเชือ้
ท่ีต้องการมากน้อยเท่าใด ถ้าหากมีคา่สงูแสดงวา่มีความไวสงูท่ีสามารถตรวจหาเชือ้ท่ีต้องการได้ 

   ในการหาคา่ Sensitivity นัน้จะใช้สตูรค านวณคา่ทางสถิต ิ(27) ดงันี ้
   Relative sensitivity: SE = PA ×100 %  
 

 PA: จ านวนผล positive ของเทคนิคท่ีน ามาใช้ (multiplex RT-PCR หรือ rapid 
test) ซึ่งได้ผลเหมือนกบัเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex RT-PCR) 

  N+ 

  N- 
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 N+: จ านวนของผล positive ทัง้หมดท่ีได้จากเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex 
RT-PCR) หาได้จากคา่ PA+ND 

 ND: false negative ของเทคนิค PCR 
 
การหาค่าของความแม่นย า (Accuracy) ของ Primers ท่ีใช้ในเทคนิคท่ีน ามาใช้วจิัย 
 คา่ Relative accuracy สามารถใช้บ่งบอกวา่เทคนิคท่ีใช้มีความแม่นย าในการตรวจหาเชือ้
ท่ีต้องการมากน้อยเท่าใด ถ้าหากมีค่าท่ีสงูแสดงว่าเทคนิคท่ีใช้มีความแม่นย าต่อเชือ้ท่ีต้องการ
ตรวจมาก 
  ในการหาคา่ความแมน่ย า  (Accuracy) จะใช้สตูรค านวณคา่ทางสถิติ (27) ดงันี ้

 Relative accuracy: AC = (PA+NA) ×100 %  
 

 PA: จ านวนผล positive ของเทคนิคท่ีน ามาใช้ (multiplex RT-PCR หรือ rapid 
test) ซึ่งได้ผลเหมือนกบัเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex RT-PCR) 

 NA: จ านวนผล negative ของเทคนิคท่ีน ามาใช้ (multiplex RT-PCR หรือ rapid 
test) ซึ่งได้ผลเหมือนกบัเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex RT-PCR) 

 N: จ านวนตวัอย่างทัง้หมด 

การเกบ็รวบรวมข้อมูล 

รวบรวมและเก็บบนัทกึข้อมลูบน  Datasheets เพ่ือน ามาวิเคราะห์ตอ่ไป 

การวเิคราะห์ข้อมูล 

 วิเคราะห์ผลจากการท า multiplex RT-PCR จากการใช้ไพรเมอร์แตล่ะชดุ โดยวิเคราะห์
จากขนาดของนิวคลีโอไทดท่ี์เป็นผลจาก multiplex RT-PCR เพ่ือให้ได้ชดุของ ไพรเมอร์
ท่ีเหมาะสมในการพฒันาเทคนิค multiplex RT-PCR ส าหรับตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่และตรวจหาสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 

 วิเคราะห์ผลจากการท า evaluation ใน clinical sample เพ่ือวิเคราะห์ประสิทธิภาพใน
ด้านความแมน่ย า (Accuracy) ระดบัความไว (Sensitivity) และเวลาท่ีใช้ในการตรวจ 
(Detection time) ของเทคนิค multiplex RT-PCR กบัเทคนิค multiplex real-time RT-
PCR และ rapid test kit  โดยดจูากคา่ความน่าเช่ือถือในการตรวจวินิจฉยั  

  N 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวเิคราะห์ 
ผลการคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีใช้ในเทคนิค Multiplex RT-PCR  
การคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีใช้นัน้จะพิจารณาจากผลท่ีได้จากการท า Multiplex RT-PCR โดยพิจารณา
ความคมชดัของแถบ DNA ท่ีเกิดขึน้ ซึ่งไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกมานัน้แสดงในตารางท่ี 9 และ 10 

การตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ (Influenza virus) 
ตารางท่ี 9: แสดงไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า Multiple RT-PCR amplification ส าหรับการตรวจ
วินิจฉยัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ 

System Target Primer Sequence (5'→3') 
Nucleotide 
position 

Size 
(bp) 

GABH 
(Typing) 

GAPDH 
GAPDH_F112 GTGAAGGTCGGAGTCAACGG 112-132 

491 
GAPDH_R603 GTTGTCATGGATGACCTTGGC 603-582 

Flu A 
M gene 

FluA_M_F151 CATGGARTGGCTAAAGACAAGACC 151-175 
125 

FluA_M_R276 AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA 276-253 

Flu B 
M gene 

FluB_M_F25 ATGTCGCTGTTTGGAGACACAAT 25-47 
295 

FluB_M_R320 TCAGCTAGAATCAGRCCYTTCTT 320-298 

pH1 
HA gene 

SWF_H1_ F758 GAGAATGAACTATTACTGGACACTA 758-782 
368 

SWF_H1_R1126 CATCCATCTACCATCCCTGTCCA 1126-1104 

 
การจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ (Influenza A virus) 

ตารางท่ี 10: แสดงไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า Multiple RT-PCR amplification ส าหรับจดัจ าแนกสาย
พนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ 

System 
HA gene 
Target 

Primer Sequence (5'→3') 
Nucleotide 
position 

Size 
(bp) 

 
H135 

(Subtyping) 

pH1  
SWF_H1_F916 CTTGTCAGACACCCAAGGGTG 916-936 

210 
SWF_H1_R1126 CATCCATCTACCATCCCTGTCCA 1126-1104 

seasonal 
H1  

H1_F266 CTTAGGAAACCCAGAATGCG 266-285 
361 

H1_R627 ACGGGTGATGAACACCCCA 627-609 

seasonal 
H3  

H3_F194 TGCTACTGAGCTGGTTCAGAGT 194-215 
183 

H3_R377 AGGGTAACAGTTGCTGTRGGC 377-357 

avian H5  
H5_F3+ AACAGATTAGTCCTTGCGACTG 1001–1026 

127 
H5_R2+ CATCTACCATTCCCTGCCATCC 1128–1108 
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ผลของการปรับความเหมาะสมของสารเคมีท่ีใช้เป็นส่วนประกอบและอุณหภูมิในขัน้ตอน
Annealing ของการท า multiplex RT-PCR 

 ความเข้มข้นของไพรเมอร์ (primer concentration) และความเข้มข้นของแมกนีเซียม 
(Mg2+ concentration) 

ในระหวา่งการเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในปฏิกิริยา Multiplex RT-PCR ได้ท าการปรับความ
เข้มข้นของไพรเมอร์และแมกนีเซียม เพ่ือให้ได้สภาวะในการท า PCR ท่ีเหมาะสม โดยปรบัเปลีย่น
ความเข้มข้นของไพรเมอร์ระหวา่ง 0.1-3.0 µM และความเข้มข้นของแมกนีเซียมระหวา่ง 2.5-10 
mM พบวา่ความเข้มข้นของไพรเมอร์และแมกนีเซียมคือ 0.25 µM และ 7.5 mM ตามล าดบั 

 อณุหภมูิของขัน้ตอน  annealing ของปฏิกิริยา multiplex RT-PCR 

จากงานวิจยัในครัง้นีไ้ด้ท าการปรับเปลี่ยนอณุหภมูใินขัน้ตอน Annealing ของปฏิกิริยา multiplex 
RT-PCR เพ่ือให้มีความเหมาะสม โดยมกีารปรับเปลี่ยนอณุหภมูิเป็น 55, 58, 60 และ 62 °C 
 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์, แมกนีเซียม และอณุหภมูิในขัน้ตอน 
annealing ได้พิจารณาจากแถบของ DNA ท่ีเกิดขึน้วา่มีลกัษณะท่ีชดัเจนสามารถตรวจสอบได้ 
จากผลการทดลองพบวา่ อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในขัน้ตอน annealing คือ 60 °C สว่นประกอบท่ีใช้
ใน multiplex RT-PCR และ อณุหภมูิท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา multiplex RT-PCR เป็นดงัท่ีแสดง
ในตารางท่ี 11 และ 12 
ตารางท่ี 11: แสดงสว่นผสมของสารเคมท่ีีใช้ส าหรับท า multiplex RT-PCR ท่ีผา่นการปรับความ

เหมาะสมแล้ว 
Reagents Final concentration Volume (µl)  

Diethylpyrocarbonate water  (DEPC treated water)  - 0.3 

2X Reaction Mix 1X 5 

 Additional Mg 2+ (50 mM)  7.5 mM 1.5 

Super scrip III®RT/Taq  2 Unit 0.2 

Forward primer (10 µM)/ 1 primer 0.25 mM 0.25 

Reverse primer (10 µM) / 1 primer 0.25 mM 0.25 

RNA template - 1 

Total volume 10 
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ตารางท่ี 12 : แสดงรายละเอียดแตล่ะขัน้ตอนของโปรแกรม multiplex RT-PCR ท่ีผา่นการปรับ
ความเหมาะสมแล้ว 

Step Temperature( ºC ) Time 

1.Reverse transcription 50 30 min 

2.Initial denaturation 94 10 min 

3.Denaturation 94 30 sec 

4.Annealing 60 30 sec 

5.Extension 72 1 min 

Repeat step 3-5 for 40  cycles 

6.Final extension 72 7 min 

7. Hold 25 5 min 

 
การพจิารณาผลิตภณัฑ์ (PCR product) ท่ีเกิดขึน้จากปฏกิิริยา multiplex RT-PCR 
 เมื่อสิน้สดุปฏิกิริยา Multiplex RT-PCR แล้ว ผลผลิต (PCR product) จะถกูน ามา
วิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ความเข้มข้น 2% ท าใช้เวลา
ในการรัน gel electrophoresis ประมาณ 45 นาที หลงันัน้น า agarose gel ไปแช่ใน 10% 
ethidium bromide แล้วท าการวิเคราะห์ผลโดยดจูากขนาดแถบของ cDNA ท่ีเกิดขึน้ 
ส าหรับการตรวจวินิจฉยัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ (typing detection) ควรมีขนาดแถบของ cDNA 
ดงันี ้(แสดงในภาพท่ี 25) 

 ยีน GAPDH มีขนาดของ PCR product เป็น 491 bp 

 ยีน matrix ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ มีขนาดของ PCR product เป็น 125 bp 

 ยีน matrix ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด บีมีขนาดของ PCR product เป็น 295 bp 

 ยีน HA ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหม ่2009 (pH1) 
มีขนาดของ PCR product เป็น 368 bp 
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ภาพท่ี 25: แสดงตวัอย่าง PCR product ท่ีได้จากการท า multiplex RT-PCR  
ส าหรับ Typing detection 

M: 100 bp DNA Marker  1: GAPDH (491 bp) 
2: Flu A (125 bp)  3: Flu B (295 bp) 
4: pH1-2009 (368 bp)  5: เมื่อมีการติดเชือ้ pH1-2009 
6: เมื่อมีการติดเชือ้ Flu A  7: เมื่อมีการติดเชือ้ Flu B  
8: No template control 

 
ส าหรับการตรวจวินิจฉยัจ าแนกเชือ้ Influenza A virus (subtyping detection) ควรมีขนาดแถบ
ของ cDNA ดงันี ้(แสดงในภาพท่ี 26) 

 ยีน HA ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหม ่2009 (pH1) 
มีขนาดของ PCR product เป็น 210 bp 

 ยีน HA ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H1 ท่ีมกีารระบาดตามฤดกูาล  
มีขนาดของ PCR product เป็น 361 bp 

 ยีน HA ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H3 ท่ีมกีารระบาดตามฤดกูาล 
มีขนาดของ PCR product เป็น 183 bp 

 ยีน HA ของเชือ้ไวรัสไข้หวดันก (H5-avian)  
มีขนาดของ PCR product เป็น 127 bp 
 

491 bp 
368 bp 

295 bp 

125 bp 
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ภาพท่ี 26: แสดงตวัอย่าง PCR product ท่ีได้จากการท า multiplex RT-PCR 
 ส าหรับ subtyping detection 

M: 100 bp DNA Marker  1: pH1 (210 bp) 
2: H1-seasonal (361 bp) 3: H3-seasonal (183 bp) 
4: H5-avian (127 bp)  5: Co-infection 
6: No template control 
 
 

การทดสอบความจ าเพาะ (Specificity test) ของเทคนิค multiplex RT-PCR 
 ส าหรับ typing detection ได้แบ่งการทดสอบออกเป็น negative specificity ซึ่งจะท าการ
ตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีใช้เพ่ือทดสอบการเกิด cross amplification กบัไวรัสชนิด
อ่ืนๆท่ีก่อโรคในระบบทางเดนิหายใจ เชน่ Human rhinovirus (HRV), Metapneumovirus (MPV), 
Bocavirus (BoCV), Adenovirus (ADV), Respiratory syncytial virus (RSV), WU/KI 
polyomavirus และ Parainfluenzavirus (PIV)  นอกจากนีย้งัได้ทดสอบกบั human RNA ด้วย ผล
การทดสอบพบวา่ไพรเมอร์มีความจ าเพาะกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่เท่านัน้และในเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
จะมีการแสดงผลของยีน GAPDH เท่านัน้ ผลท่ีได้แสดงในภาพท่ี 27 สว่นการทดสอบ positive 
specificity ได้ท าการทดสอบกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ท่ีทราบสายพนัธุ์  

 

361 bp 
210 bp 

183 bp 
127 bp 
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ภาพท่ี 27: แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ท่ีใช้กบัไวรัสชนิดอ่ีน 

M: 100 bp DNA Marker   1: human rhinovirus 
2: human metapneumovirus 3: human bocavirus 

 4: polyomavirus   5: parainfluenza virus 

6: adenovirus    7: GAPDH gene (491 bp) 

 8: influenza A virus   9: influenza B virus 

 10: No template control 

 

 ส าหรับ subtyping detection ได้ท าการตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์กบัเชือ้ไวรัส
ไข้หวดัใหญ่เป็น Positive control คือ สายพนัธุ์ใหม ่2009 (pH1) และสายพนัธุ์ท่ีมกีารระบาดตาม
ฤดกูาลคือ H1 และ H3 (H1 และ H3 seasonal) และเชือ้ไวรัสไข้หวดันก (H5 avian) นอกจากนีย้งั
ได้ทดสอบกบั negative controls ท่ีเป็นเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ H2, H4 และ H6-
H15 และทดสอบกบั RNA ของมนษุย์ด้วย จากผลการทดสอบพบวา่ไพรเมอร์ท่ีใช้จ าเพาะกบัเชือ้
ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหม ่2009 (pH1), เชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ตามฤดกูาล (H1 และ 

แถบของ GAPDH  

Negative specificity  Positive specificity  
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H3) และ เชือ้ไวรัสไข้หวดันก (H5) เท่านัน้  สว่นเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์อ่ืนไมม่ีการ
แสดงผลของแถบ DNA  ดงัแสดงในภาพท่ี 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 28: แสดงผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ท่ีใช้กบัเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ตา่งๆ 

M: 100 bp DNA marker  

pH1: Human pandemic H1N1 influenza A virus  

sH1: H1-Seasonal influenza A virus  

H2-H15: สายพนัธุ์ของเชือ้ influenza A virus 

N: No template control 

 

การทดสอบความไว (Limit of detection) ของเทคนิค multiplex RT-PCR 

 การทดสอบความไวของไพเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจวินิจฉยัด้วยเทคนิค multiplex RT-PCR 
โดยการทดสอบกบั in vitro transcribed RNA ซึ่งเป็น RNA มาตรฐานท่ีทราบความเข้มข้น
แน่นอนจากการวดัการดดูกลืนแสงท่ี 260 nm แล้วจึงน ามาท า serial dilution โดยก าหนดให้ 
dilution factor เท่ากบั 10 เพ่ือให้ได้คา่ความเข้มข้นของ RNA อยู่ระหวา่ง 107-101 copies/ µL 
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เพ่ือน ามาใช้เป็น template ในการท า RT-PCR   โดยคา่ limit of detection คือ คา่ความเข้มข้นต ่า
ท่ีสดุท่ียงัคงให้ PCR product ท่ีมองเหน็ได้ ซึ่งคา่ท่ียอมรับได้ส าหรับการท า RT-PCR มี
คา่ประมาณ 103- 102 copies/µL  และผลจากการทดสอบพบวา่คา่ความไวในการตรวจหายีน
ตา่งๆ เป็นดงัภาพท่ี 29 

          
ภาพท่ี 29 : แสดงระดบัความไว (Limit of detection) ท่ีเทคนิค multiplex RT-PCR  

ท่ีสามารถตรวจสอบได้ 

ความไวในการตรวจวินิจฉยัด้วยเทคนิค Multiplex RT-PCR ส าหรับ typing 

 ความไวในการตรวจ GAPDH เท่ากบั 103 copies/µL 
 ความไวในการตรวจ influenza A virus สายพนัธุ์ pH1 เท่ากบั 102 copies/µL 
 ความไวในการตรวจ  influenza A virus (M gene) เท่ากบั 102 copies/µL 
 ความไวในการตรวจ  influenza B virus (M gene) เท่ากบั 10 copies/µL 

 
ความไวในการตรวจวินิจฉยัด้วยเทคนิค  Multiplex RT-PCR ส าหรับ subtyping 

 ความไวในการตรวจ influenza A virus สายพนัธุ์ pH1 เท่ากบั 10 copies/µL 
 ความไวในการตรวจ influenza A virus สายพนัธุ์ H1-seasonal เท่ากบั 104 copies/µL 
 ความไวในการตรวจ influenza A virus สายพนัธุ์ H3-seasonal เท่ากบั 102 copies/µL 
 ความไวในการตรวจ  Avian influenza A virus เท่ากบั 10 copies/µL 
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การทดสอบกับสิ่งส่งตรวจตัวอย่างท่ีส่งมายังห้องปฏบัิตกิาร (Evaluation of the assay) 
การตรวจสิ่งส่งตรวจด้วยเทคนิค Rapid test 

ในการวิจยัครัง้นีจ้ะทดสอบกบั RNA ท่ีสกดัมาจาก nasal swab ของผู้ป่วยท่ีมีอาการ
เก่ียวกบัระบบทางเดนิหายใจ จ านวนทัง้หมด 100 ตวัอย่าง โดยจะท าการทดสอบด้วยเทคนิค 
multiplex RT-PCR เทคนิค rapid test และเทคนิค multiplex real-time RT-PCR ในสว่นของ
เทคนิค rapid test จะพิจารณาจากแถบสีท่ีเกิดขึน้ โดย rapid test ท่ีใช้ในครัง้นี ้targeting site อยู่
ท่ี hemagglutinin และ nucleroprotein ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ โดยผลการทดสอบดงัแสดงใน
ภาพท่ี 30 

 

 
ภาพท่ี 30: แสดงผลท่ีได้จากการทดสอบด้วย rapid test 

 
ผลจากเทคนิค multiplex real-time RT-PCR ซึ่งใช้เป็นวิธีมาตรฐานส าหรับอ้างอิง, เทคนิค 

multiplex RT-PCR และ rapid test ได้น ามาเปรียบเทียบกนั โดยผลท่ีเกิดขึน้เมื่อเทียบผลของ
เทคนิค multiplex RT-PCR ท่ีพฒันาขึน้, เทคนิค rapid test กบัเทคนิค multiplex real-time RT-
PCR ท่ีถกูใช้เป็นเทคนิคอ้างอิง พบวา่ เทคนิค multiplex RT-PCR เกิดผล false negative จ านวน 
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5 ตวัอย่าง สว่นเทคนิค rapid test เกิดผล false negative จ านวน 21 ตวัอย่าง ดงัแสดงในตารางท่ี 
13 
ตารางท่ี 13: แสดงสรุปผลของเทคนิค multiplex real-time RT-PCR, multiplex RT-PCR และ 
rapid test ท่ีในงานวิจยั 

Method Negative 
Influenza 
B virus 

Influenza A virus 
Total 

pH1 
H1-

seasonal 
H3-

seasonal 
H5-

avian 
Multiplex 
real-time 
RT-PCR 

44 9 46 0 1 0 100 

Multiplex 
RT-PCR 

49 9 41 0 1 0 100 

Rapid 
test 

65 9 7 19 100 

 
ผลการเปรียบเทียบ 

จากนัน้น าผลท่ีได้ไปวิเคราะห์และเปรียบเทียบกบัเทคนิค multiplex Real-time RT-PCR 
ซึ่งในงานวิจยันีใ้ช้เป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ในด้านของความจ าเพาะเจาะจง 
(Specificity) ความไวในการตรวจ (Sensitivity) และความแมน่ย าในการตรวจ (Accuracy) โดยใช้
หลกัทางสถิติ ผลท่ีได้พบวา่เทคนิค multiplex RT-PCR คา่ความแมน่ย า (accuracy), คา่
ความจ าเพาะ (specificity) และคา่ความไว (sensitivity) คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ได้ 95%, 100% และ 
91% ตามล าดบั สว่นเทคนิค rapid test คา่ตา่งๆ ดงัท่ีกลา่วในข้างต้น คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ได้ 57%, 
95% และ 26% ตามล าดบัดงัแสดงในตารางท่ี 14 
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ตารางท่ี 14: แสดงคา่ทางสถิติท่ีถกูน ามาใช้ในการวิเคราะห์และเปรียบเทียบระหวา่งเทคนิค 
multiplex RT-PCR และ rapid test 
 

Methods PA NA ND PD Sum AC% N+ SE% N- SP% 
Multiplex 
RT-PCR 

51 44 5 0 100 95 56 91 44 100 

Rapid test 15 42 41 2 100 57 56 26 44 95 
 
 PA: จ านวนผล positive ของเทคนิคท่ีน ามาใช้ (multiplex RT-PCR หรือ Rapid test) 

ซึ่งได้ผลเหมือนกบัเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex RT-PCR) 
 NA: จ านวนผล negative ของเทคนิคท่ีน ามาใช้ (multiplex RT-PCR หรือ Rapid 

test) ซึ่งได้ผลเหมือนกบัเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex RT-PCR) 
 ND: false negative ของเทคนิค PCR 
 PD: false positive ของเทคนิค PCR 
 N-: จ านวนของผล negative ทัง้หมดท่ีได้จากเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex 

RT-PCR) หาได้จากคา่ NA+PD 
 N+: จ านวนของผล positive ทัง้หมดท่ีได้จากเทคนิคอ้างอิง (real-time multiplex 

RT-PCR) หาได้จากคา่ PA+ND 
 N: จ านวนตวัอย่างทัง้หมด 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัยและอภปิรายผลการวจิยั 
งานวิจยัครัง้นีไ้ด้พฒันาเทคนิคท่ีใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรสัไข้หวดัใหญ่ซึ่งเป็นเชือ้ไวรัสท่ี

ก่อโรคในระบบทางเดินหายใจ เทคนิค multiplex RT-PCR เป็นเทคนิคท่ีมีพืน้ฐานมาจากเทคนิค 
PCR โดยการเพ่ิมจ านวนสารพนัธกุรรมท่ีสนใจ เทคนิค multiplex RT-PCR มีข้อดีคือสามารถ
ตรวจหาสารพนัธกุรรมท่ีสนใจได้มากกวา่ 1 ยีนเป้าหมาย ภายใน 1 ปฏิกิริยา เน่ืองจากใช้ไพรเมอร์
มากกวา่ 1 คู ่ตอ่ 1 ปฏิกิริยา ไพรเมอร์ท่ีถกูออกแบบและน ามาใช้ในงานวิจยัในครัง้มคีวามจ าเพาะ
เจาะจงกบัยีน Matrix ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอและบี, ยีน Hemagglutinin ของเชือ้ไวรัส
ไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหม ่ 2009 (pH1N1), สายพนัธุ์ท่ีมกีารระบาดตามฤดกูาล (H1-
seasonal และ H3-seasonal) และเชือ้ไวรัสไข้หวดันก (H5-avian) ไพรเมอร์ท่ีได้ได้ค านึงถึง
ผลผลิตท่ีได้จากปฏิกิริยา multiplex RT-PCR (PCR product) ถกูน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis โดยแถบของ PCR product ท่ีเกิดขึน้ของแตล่ะยีนควรมีขนาดท่ี
ตา่งกนัประมาณ 40 bp เพ่ือท่ีจะสามารถวิเคราะห์ผลได้อย่างถกูต้อง 
 เทคนิค multiplex RT-PCR ได้มีการปรับความเหมาะสมของสารเคมีท่ีใช้ อาทิ ความ
เข้มข้นของไพรเมอร์ (primer concentration), ความเข้มข้นของแมกนีเซียม (magnesium 
concentration) และต้องมีการปรับความเหมาะสมของอณุหภมูิในขัน้ตอน annealing ในการ
พิจารณาความเหมาะสมของสิ่งตา่งๆ ท่ีกลา่วมานี ้จะอาศยัการสงัเกตจากแถบ DNA ท่ีเกิดขึน้วา่มี
ความเข้มและคมชดัหรือไม ่   ไพรเมอร์ท่ีถกูออกแบบจะต้องทดสอบ specificity เพ่ือดวูา่ไมม่ีการ
เกิด cross amplification กบัเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืนท่ีไมต้่องการตรวจ (negative specificity) ซึ่งใน
งานวิจยัในครัง้นีไ้ด้ทดสอบกบัไวรัสท่ีสามารถติดตอ่ได้ในระบบทางเดินหายใจ เช่น  Human 
rhinovirus (HRV), Metapneumovirus (MPV), Bocavirus (BoCV), Adenovirus (ADV), 
Respiratory syncytial virus (RSV), WU/KI polyomavirus และ Parainfluenzavirus (PIV) จาก
ผลการทดลองพบวา่ เกิด PCR product ท่ีจ าเพาะกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่เท่านัน้ สว่นตวัอย่างท่ี
ติดเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืน พบวา่มีเฉพาะแถบ DNA ของยีน GAPDH gene ท่ีเกิดขึน้ยีน GAPDH เป็น 
housekeeping gene ชนิดหนึ่งซึ่งพบได้ในเซลล์ทกุเซลล์ของสิ่งมีชีวิต โดยการท่ีน า GAPDH 
gene มาใช้ในการศกึษาครัง้นี ้ เพ่ือท่ีจะใช้ในการพิจารณาในขัน้ตอนของการสกดัเชือ้ไวรัส ซึ่งถ้า
หากมีแถบของ GAPDH เกิดขึน้แสดงวา่สามารถสกดัสารพนัธกุรรมออกมาจากเซลล์ได้ นอกจากนี ้
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ยงัทดสอบกบัเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ท่ีทราบชนิดและสายพนัธุ์ (positive specificity) โดยผลจาก
การทดสอบพบวา่ ไมม่ีการเกิด cross amplification ของไพรเมอร์  
 นอกจากนีย้งัได้ท าการทดสอบ limit of detection ของไพรเมอร์ เพ่ือศกึษาถึง
ความสามารถในการตรวจหาปริมาณของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ ในการวิจยัครัง้นีไ้ด้ท าการเตรียม
สารพนัธกุรรมท่ีเป็น RNA เพ่ือใช้เป็นแมแ่บบของปฏิกิริยา multiplex RT-PCR โดยใช้เทคนิค In 
vitro transcription RNA ท่ีได้ถกูน ามาเจือจางด้วยวิธี serial dilution โดยก าหนดให้ dilution 
factor เท่ากบั 10 เพ่ือให้ได้คา่ความเข้มข้นของ RNA อยู่ระหวา่ง 101-107 copies/µL จากผลการ
ทดสอบพบวา่ limit of detection ของแตล่ะไพรเมอร์อยู่ระหวา่ง 10-104 copies/µL ซึ่งอยู่ใน
ระหวา่งคา่ท่ีสามารถยอมรับได้ เน่ืองจากระดบัของ limit of detection ท่ีสามารถยอมรับได้อยู่
ในช่วง 102-103 copies/µL ซึ่งคา่ท่ีได้อาจขึน้อยู่กบัปัจจยัอื่นๆ ด้วย ได้แก่ ประสิทธิภาพของไพร
เมอร์, ประสิทธิภาพของเอนไซม์ DNA polymerase ท่ีใช้ และขนาดความยาวของ PCR product 
เป็นต้น จากการศกึษาท่ีผา่นมาของ Boonsuk และคณะ (51) ได้ท าการพฒันาเทคนิค multiplex 
RT-PCRส าหรับตรวจหาเชือ้ influenza virus และมีคา่ limit of detection ประมาณ 104 copies/ 
µL ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบผลกบัเทคนิค multiplex RT-PCR ท่ีใช้ในงานวิจยัครัง้นี ้ พบวา่เทคนิค 
multiplex RT-PCR ท่ีใช้ในงานวิจยั มีคา่ limit of detection อยู่ในช่วงท่ีสามารถยอมรับได้และ
สามารถใช้กบัปริมาณ template น้อยกวา่104 copies/µL 
 ในงานวิจยัครัง้นีไ้ด้น าเทคนิค rapid test มาใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ซึ่ง 
rapid test ท่ีน ามาใช้คือ SP6/T7 Transcription Kit ของ บริษัท Roche, Germany โดยอาศยั
หลกัการของเทคนิค ELISA สามารถตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ, บี และเชือ้ไวรัสไข้หวดั
ใหญ่ชนิด เอ สายพนัธุ์ใหม ่2009 เทคนิค multiplex RT-PCR และ rapid test ถกูน ามาใช้ทดสอบ
กบัสิ่งสง่ตรวจ (Evaluation test) ท่ีสง่มายงัห้องปฏิบตัิการณ์ทัง้หมด 100 ตวัอย่าง ผลการทดลอง
ท่ีได้จากเทคนิค multiplex RT-PCR พบวา่มีส่ิงสง่ตรวจ 5 ตวัอย่างท่ีให้ผลลบจากการทดลอง 
(negative) ซึ่งอาจมีสาเหตมุาจากการท่ีสิ่งสง่ตรวจมีปริมาณของไวรัสท่ีน้อยมาก (Low viral 
concentration) จนเทคนิค multiplex RT-PCR ไมส่ามารถตรวจสอบได้ และเมื่อวิเคราะห์คา่ Ct ท่ี
ได้จากเทคนิค multiplex real-time RT-PCR พบวา่มีคา่อยู่ระหวา่ง 25-30 ซึ่งการท่ีคา่ Ct มีคา่สงู
แสดงให้เหน็วา่ในสิ่งสง่ตรวจมีปริมาณของเชือ้ไวรัสท่ีต ่า เพราะสามารถตรวจพบเชือ้ไวรัสได้เมื่อ
ปฏิกิริยาเกิดขึน้ผา่นไปแล้วหลายรอบ นอกจากนีไ้ด้ท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบทัง้ด้านของ
ความจ าเพาะเจาะจง (Specificity), ความไวในการตรวจ (sensitivity) และความแมน่ย าในการ
ตรวจ (Accuracy) กบัเทคนิค rapid test และ multiplex real-time RT-PCR ซึ่งใช้เป็นวิธี
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มาตรฐานส าหรับอ้างอิง (Gold standard) จากผลการทดลองพบวา่เทคนิค multiplex RT-PCR 
ให้คา่ความจ าเพาะเจาะจง (Specificity), คา่ความไวในการตรวจ (sensitivity) และคา่ความ
แมน่ย า (Accuracy) คิดเป็นเปอร์เซน็ต์ได้ 100%, 91%, 95% ตามล าดบั การท่ีคา่ความแมน่ย า 
(Accuracy) ไมเ่ท่ากบั 100% อาจเป็นผลมาจากการท่ีสิ่งสง่ตรวจนัน้มีปริมาณของเชือ้ไวรัสท่ีต ่า
มากๆ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกบัเทคนิค multiplex real-time RT-PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานและมี
ความแมน่ย าสงู จึงสง่ผลให้เทคนิค multiplex RT-PCR มีคา่ความแมน่ย าท่ีคลาดเคลื่อนไป สว่น
เทคนิค Rapid test มีคา่ความจ าเพาะเจาะจง (Specificity), คา่ความไวในการตรวจ (sensitivity) 
และคา่ความแมน่ย า (Accuracy) คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ได้ 95%, 26%, 57% ตามล าดบั เมื่อพิจารณา
ด้านความจ าเพาะเจาะจง (Specificity) ของทัง้ 2 เทคนิค พบวา่ multiplex RT-PCR มี
ความจ าเพาะท่ีสงูกวา่ Rapid test  ด้านความไวในการตรวจ (sensitivity) พบวา่ multiplex RT-
PCR มีคา่ของระดบัความไวท่ีสงูกวา่ และในด้านความแมน่ย าพบวา่เทคนิค multiplex RT-PCR มี
ความแมน่ย ามากกวา่ rapid test เน่ืองจากเทคนิค rapid test ให้ผล false negative ซึ่งสง่ผลให้
การวินิจฉยัเกิดความผิดพลาด เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบทัง้หมดพบวา่เทคนิค multiplex 
RT-PCR ดีกวา่เมื่อเปรียบเทียบกบัเทคนิค Rapid test  จากการศกึษาท่ีผา่นมาเทคนิค multiplex 
RT-PCR ถกูน ามาใช้ในการตรวจเชือ้ไวรัสท่ีสามารถติดตอ่ผา่นทางระบบทางเดนิหายใจ อาทิเช่น
ในปี ค.ศ. 2002 Poddar และคณะได้น าเทคนิค multiplex RT-PCR มาใช้ในการตรวจหาวินิจฉยั
หาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอและบี นอกจากนัน้ยงัน ามาใช้ในการจดัจ าแนกสายพนัธุ์ H1N1, 
H3N2, H5N1 ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ ได้อีกด้วย (52) ในช่วงท่ีมีการระบาดของเชือ้ไวรัส
ไข้หวดันก (H5N1) เทคนิค multiplex RT-PCR ถกูน ามาใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสเพ่ือใช้วินิจฉยั
การติดเชือ้ไวรัสไข้หวดันก (53, 54) และ ในปี ค.ศ. 2007 Mahony และคณะ (55) ได้น าเทคนิค 
multiplex RT-PCR ไปใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสในระบบทางเดนิหายใจ 20 ชนิด ผลการศกึษา
พบวา่สามารถแยกเชือ้ไวรัสทางระบบทางเดนิหายใจได้ นอกจากนี ้  Chaharaein และคณะ ได้
น าเอาเทคนิค multiplex RT-PCR มาใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์ H5, H7 และ H9 ของเชือ้ไวรัส
ไข้หวดันก (Avian flu) (56) 
 เทคนิค multiplex RT-PCR ถกูน ามาใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสหลายชนิดและเป็นเทคนิค
ท่ีมีประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉยั นอกจากนีเ้ทคนิค multiplex RT-PCR มีความจ าเพาะ
เจาะจง (Specificity), ความไวในการตรวจ (Sensitivity) และสามารถทราบผลการตรวจได้อย่าง
รวดเร็ว (rapid) ภายในเวลาไมน่านประมาณ 4-5 ชัว่โมง ซึ่งเมื่อเทียบกบัเทคนิค culture ซึ่งอาจจะ
ต้องใช้เวลานานถงึ 1 สปัดาห์ เทคนิค multiplex RT-PCR สามารถท าได้ในห้องปฏิบตัิการณ์ทัว่ไป 
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โดยการตรวจสิ่งสง่ตรวจ 1 ตวัอย่าง มคีา่ใช้จ่ายประมาณ 400-600 บาท และต้องใช้เคร่ือง PCR ท่ี
มีราคาประมาณ 100,000 บาท ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกบัเทคนิค multiplex real-time RT-PCR ท่ีมี
คา่ใช้จ่ายในการตรวจสิง่สง่ตรวจ 1 ตวัอย่าง ประมาณ 800-1,200 บาท และต้องใช้เคร่ือง real-
time thermocycler ท่ีมีราคาประมาณเคร่ืองละ 2,000,000 บาท ด้วยเหตนีุเ้ทคนิค multiplex RT-
PCR จึงเป็นอีกเทคนิคหนึ่งท่ีไมยุ่่งยากและไมจ่ าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพงก็สามารถ
วิเคราะห์ผลการตรวจได้ ซึ่งจะเป็นอีกหนึ่งทางเลือกเพ่ือประหยดัต้นทนุและน ามาใช้ในการตรวจ
วินิจฉยัหาเชือ้ไวรัสในสิ่งสง่ตรวจจ านวนมากได้ ในงานวิจยัครัง้นีไ้ด้น าเทคนิค multiplex RT-PCR 
มาใช้ในการตรวจหาเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ โดยวิเคราะห์ถึงชนิด (เอและบี) และสายพนัธุ์ (สายพนัธุ์
ใหม ่2009 (pH1), สายพนัธุ์ท่ีมีการระบาดตามฤดกูาล (H1 และ H3) และเชือ้ไวรัสไข้หวดันก (H5) 
ผลท่ีได้จากงานวิจยัสามารถน ามาวินิจฉยัการติดเชือ้ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ  การท่ีทราบถึงชนิด
และสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสได้อย่างรวดเร็ว จะท าให้สามารถรักษาผู้ป่วยได้อย่างรวดเร็ว และ
สามารถป้องกนัการแพร่กระจายของเชือ้ไวรัสสูส่ิ่งแวดล้อม 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมี 

การเตรียมสารเคมีส าหรับการท า Cloning 

LB agar 100 mL 

ส่วนประกอบ Agar 1.5 g, Yeast extract 0.5 g, Peptone 1 g และ NaCl 0.5 g 

วธีิเตรียม ชัง่สารทัง้หมด จากนัน้เติมน า้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้ให้ได้ปริมาตรรวมเป็น 100 mL น า
สารท่ีได้ไปผา่นการ autoclave จากนัน้รอให้อณุหภมูิของสารลดลง เติม ampicilin 100 µg/mL 
เตรียมเท LB agar ลงใน plate ท่ีเตรียมไว้ประมาณ 35 mL ตอ่ 1 plate 

LB broth 50 mL 

ส่วนประกอบ Yeast extract 0.25 g, Peptone 0.5 g และ NaCl 0.25 g 

วธีิเตรียม ชัง่สารทัง้หมด จากนัน้เติมน า้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้ให้ได้ปริมาตรรวมเป็น 50 mL น าสาร
ท่ีได้ไปผา่นการ autoclave 

SOC medium 100 mL 

ส่วนประกอบ Yeast extract 0.5 g, Peptone 2 g, NaCl 1 mL และ KCl 0.25 mK  

วธีิเตรียม ชัง่สารทัง้หมด จากนัน้เติมน า้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้ให้ได้ปริมาตรรวมเป็น 100 mL 
จากนัน้เติมกลโูคสปริมาตร 100 µL และ Mg2+  ปริมาตร 100 µL 

การเตรียมสารเคมีส าหรับท า Agarose gel elctrophoresis 

 5 × Tris borate buffer (5×TBE) 

ส่วนประกอบ Tris-base 54 g, Boric acid 27.5 g, EDTA (pH 8.0) 20 mL 

วธีิเตรียม ชัง่สารทัง้หมด จากนัน้เติมน า้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้ให้ได้ปริมาตรรวมเป็น 1,000 mL 
เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
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 2% (w/v) agarose gel 

ส่วนประกอบ Agarose gel 4 g, 1×TBE 200 mL 

วธีิเตรียม ชัง่สารทัง้หมด ผสมให้เข้ากนัแล้วน าเข้าไมโครเวฟจนกวา่ agarose gel จะละลายหมด 

10% Ethidium bromide 

ส่วนประกอบ Ethidium bromide 30 µL, น า้กลัน่ 300 mL 

วธีิเตรียม ผสมสารทัง้ 2 ชนิดให้เข้ากนั เก็บไว้ในภาชนะทึบแสง 
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ภาคผนวก ข 

ภาพของ PCR product ท่ีได้จากการปรับความเหมาะสมของความเข้มข้นของไพรเมอร์ (Primer 
concentration) โดยคงท่ีความเข้มข้นของแมกนีเซียมเท่ากบั 7.5 mM แสดงในภาพท่ี 31 
และ 32 

ส าหรับตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ (Typing) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 31 : แสดงความเข้มข้นของไพรเมอร์ 0.1, 
0.2 และ 0.3 µM (A, B และ C ตามล าดบั) 

M: 100 bp DNA marker 
1: HA gene ของ pH1 (2009) 
2: GAPDH gene 
3: M gene ของ Flu A 
4: M gene ของ Flu B 
5: No template control 

A 

 

 

B 

 

 

C 
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ส าหรับการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ (Subtyping) 
 

  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M: 100 bp DNA marker 
1: HA gene ของ pH1 (2009) 
2: HA gene ของ sH1 
3: HA gene ของ sH3 
4: HA gene ของ H5 
5: No template control 

M: 100 bp DNA marker 
1: HA gene ของ pH1 (2009) 
2: HA gene ของ sH1 
3: HA gene ของ sH3 
4: HA gene ของ H5 
5: No template control 

ภาพท่ี 32 : แสดงความเข้มข้นของไพรเมอร์ 
0.1, 0.2 และ 0.3 µM (A, B และ C 
ตามล าดบั) 

M: 100 bp DNA marker 
1: HA gene ของ pH1 (2009) 
2: HA gene ของ sH1 
3: HA gene ของ H3 
4: HA gene ของ H5 
5: No template control 

 

 

 

A 

 

 

B 

 

 

C 
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ภาพของ PCR product ท่ีได้จากการปรับความเหมาะสมของความเข้มข้นของแมกนีเซียม 
(Magnesium concentration) โดยคงท่ีความเข้มข้นของไพรเมอร์เท่ากบั 0.25 µM แสดง
ในภาพท่ี 33 และ 34 

ส าหรับตรวจวินิจฉยัการติดเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ (Typing) 

 

 

 

 

ภาพท่ี 33 : แสดงความเข้มข้นของแมกนีเซียมเท่ากบั 2.5, 5, 7.5 และ 10 mM (A, B, C และ D 
ตามล าดบั) 

M: 100 bp DNA marker  1: HA gene ของ pH1 (2009) 
2: GAPDH gene   3: M gene ของ Flu A 
4: M gene ของ Flu B   5: No template control 

 

A 

 

 

B 

 

 

C 

 

 

D 
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ส าหรับการจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ไวรัสไข้หวดัใหญ่ชนิด เอ (Subtyping) 
 
 

 

 

 

ภาพท่ี 34 : แสดงความเข้มข้นของแมกนีเซียมเท่ากบั 2.5, 5, 7.5 และ 10 mM (A, B, C และ D 
ตามล าดบั) 

M: 100 bp DNA marker 1: HA gene ของ pH1 (2009) 
2: HA gene ของ sH1 3: HA gene ของ H3 
4: HA gene ของ H5  5: No template control 

 

 

 

 

A 

 

 

B 

 

 

C 

 

 

D 
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ภาคผนวก ค 

ผลการตรวจวินิจฉยัเปรียบเทียบระหวา่งเทคนิค Multiplex RT-PCR, rapid test และ multiplex 
real-time RT-PCR ซึ่งใช้เป็นวิธีมาตรฐานในงานวิจยัครัง้นี ้

ตารางท่ี 21: ผลการตรวจวินิจฉยัเปรียบเทียบระหวา่งเทคนิคตา่ง ๆ   
 

Sample Multiplex RT-PCR Rapid test 
Multiplex real-time RT-PCR 

Confirmed Result 
Ct 

value 
B1949 H1-2009 H1-2009 H1-2009 20 
B1951 negative negative negative - 
B1952 H3-seasonal Flu A H3-seasonal 26 
B1953 negative negative negative - 
B1954 H1-2009 negative H1-2009 28 
B1955 negative negative negative - 
B1956 H1-2009 negative H1-2009 25 
B1957 negative negative negative - 
B1959 H1-2009 negative H1-2009 23 
B1961 H1-2009 negative H1-2009 32 
B1962 H1-2009 Flu A H1-2009 19 
B1963 negative negative negative - 
B1964 negative negative negative - 
B1967 H1-2009 Flu A H1-2009 24 
B1968 H1-2009 Flu A H1-2009 22 
B1978 H1-2009 Flu A H1-2009 18 
B1982 negative negative negative - 
B1983 H1-2009 Flu A H1-2009 21 
B1985 negative negative negative - 
B1988 negative negative negative - 
B1989 H1-2009 negative H1-2009 23 
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Sample Multiplex RT-PCR Rapid test 
Multiplex real-time RT-PCR 

Confirmed Result 
Ct 

value 
B1990 negative negative negative - 
B1995 negative negative negative - 
B1996 negative negative negative - 
B2016 H1-2009 negative H1-2009 23 
B2018 H1-2009 negative H1-2009 30 
B2019 Flu B Flu B Flu B 38 
B2021 negative negative negative - 
B2022 Flu B Flu B Flu B 25 
B2023 H1-2009 H1-2009 H1-2009 25 
B2025 negative negative negative - 
B2028 negative negative negative - 
B2033 H1-2009 H1-2009 H1-2009 21 
B2037 negative negative negative - 
B2040 Flu B negative Flu B 31 
B2041 negative negative negative - 
B2042 negative Flu B negative - 
B2046 negative negative negative - 
B2047 H1-2009 negative H1-2009 26 
B2056 negative negative negative - 
B2057 Flu B Flu B Flu B 19 
B2058 negative negative negative - 
B2063 negative negative negative - 
B2069 negative negative negative - 
B2072 H1-2009 Flu A H1-2009 29 
B2075 H1-2009 Flu A H1-2009 25 
B2079 H1-2009 H1-2009 H1-2009 26 
B2080 H1-2009 negative H1-2009 25 
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Sample Multiplex RT-PCR Rapid test 
Multiplex real-time RT-PCR 

Confirmed Result 
Ct 

value 
B2081 negative negative negative - 
B2084 Flu B Flu B Flu B 29 
B2085 H1-2009 negative H1-2009 26 
B2087 negative negative negative - 
B2088 H1-2009 H1-2009 H1-2009 21 
B2090 H1-2009 Flu A H1-2009 18 
B2091 H1-2009 Flu A H1-2009 25 
B2092 H1-2009 Flu A H1-2009 23 
B2093 negative negative negative - 
B2094 H1-2009 negative H1-2009 25 
B2095 H1-2009 negative H1-2009 23 
B2097 H1-2009 Flu A H1-2009 23 
B2098 negative negative negative - 
B2101 H1-2009 negative H1-2009 27 
B2103 negative negative negative - 
B2105 negative negative H1-2009 26 
B2106 Flu B Flu B Flu B 29 
B2107 negative negative negative - 
B2109 negative negative H1-2009 30 
B2110 negative Flu B negative - 
B2112 H1-2009 negative H1-2009 23 
B2113 negative negative negative - 
B2115 H1-2009 negative H1-2009 23 
B2117 negative Flu A H1-2009 24 
B2118 H1-2009 negative H1-2009 30 
B2120 negative negative negative 19 
B2122 negative negative negative - 
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Sample Multiplex RT-PCR Rapid test 
Multiplex real-time RT-PCR 

Confirmed Result 
Ct 

value 
B2126 H1-2009 Flu A H1-2009 26 
B2127 negative negative negative - 
B2153 H1-2009 negative H1-2009 28 
B2154 negative negative negative - 
B2155 H1-2009 Flu A H1-2009 24 
B2156 negative negative H1-2009 27 
B2157 H1-2009 H1-2009 H1-2009 25 
B2159 negative negative H1-2009 28 
B2161 negative negative negative - 
B2162 negative negative negative - 
B2163 H1-2009 Flu A H1-2009 27 
B2164 negative negative negative - 
B2166 H1-2009 Flu A H1-2009 28 
B2167 negative negative negative - 
B2169 H1-2009 Flu A H1-2009 26 
B2171 H1-2009 Flu A H1-2009 29 
B2173 negative negative negative - 
B2176 negative negative negative - 
B2178 Flu B negative Flu B 23 
B2183 negative negative negative - 
B2184 H1-2009 H1-2009 H1-2009 27 
B2186 negative negative negative - 
B2187 negative negative negative - 
B2207 Flu B Flu B Flu B 25 
B2218 Flu B Flu B Flu B 21 
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