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ชื่อโครงการวจิัย  การทาํลายเชือ้ไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพนัธุ เอช5 เอ็น1 ที่

     แยกไดจากไกในประเทศไทยดวยสารเคมีและวิธีทางกายภาพ 

ชื่อผูวิจัย   สมศักดิ์ ภัคภิญโญ  จิโรจ ศศิปรียจันทร  รชฎ ตันติเลิศเจริญ 

เดือนและปที่ทําวจิัยเสร็จ ธันวาคม 2549 
 

บทคัดยอ 
 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช

5 เอ็น1 ที่แยกไกจากไกในเขตจังหวัดภาคกลาง และภาคตะวันออกของประเทศไทย ระหวางเดือน 

มกราคม ถึง กุมภาพันธ 2547 ซึ่งเปนการระบาดครั้งแรก และ เดือนตุลาคม 2547 ซึ่งเปนการ

ระบาดครั้งที่ 2 ดวยน้ํายาฆาเชื้อ วิธีทางกายภาพและความเปนกรด-ดาง ดวยการเก็บตัวอยาง

อวัยวะ ปอด ลําไส ทอลม และตับ จากไกปวยที่สงสัย มาทําการแยกและพิสูจนเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 ดวยวิธีการฉีดในไขไกฟกอายุ 11 วัน วิธีการจับกลุมตกตะกอนของ

เม็ดเลือดแดง วิธีการยับยั้งจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง และวิธีการตรวจหาเชื้อไวรัสโดย

วิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส หลังจากนั้นทําการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสดวยการฉีดในไขไกฟก และ

ตรวจหาปริมาณไวรัสในน้ําไขไกฟก เก็บน้ําไขไกฟกนี้ที่ -80 องศาเซลเซียส (o ซ) นําน้ําไขไกฟกที่มี

เชื้อไวรัสมาสกัดอารเอ็นเอ (RNA) เพื่อนําไปสงตรวจการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีนฮีแมกกลู

ตินิน (hemagglutinin; HA) และนิวรามินิเดส (neuraminidase; NA) นํามาวิเคราะหการเรียงตัว

ของนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioEdit version 7.0.5.3 ทําการคัดเลือกเชื้อไวรัสจํานวน 

3 เชื้อ มาทดสอบการคงอยูของเชื้อไวรัสปริมาณ 1.0 x 108 ELD50/ml ดวยน้ํายาฆาเชื้อ กลูตารัลดี

ไฮด ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ควอเตอรนารีแอมโมเนียม กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอรนารี

แอมโมเนียม  ไอโอดีน คลอรีน ฟอรมาลิน และฟนอล ดวยอัตราสวนความเขมขนที่แนะนํา ที่

อุณหภูมิ 25 และ 37 o ซ ณ วันที่ 0, 5, 7 และ 14 ซึ่งมีระยะเวลาสัมผัสของเชื้อไวรัสและน้ํายาฆา

เชื้อนาน 10 นาที วิธีทางกายภาพดวยอุณหภูมิ 55, 60, 65, 70 และ 75 o ซ เปนเวลานาน 10, 15, 

30, 45 และ 60 นาที และความเปนกรด-ดาง 3, 5, 7, 9 และ 12 โดยใชกรดไฮโดรคลอริกและ

โซเดียมไฮดรอกไซดผสมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ซึ่งมีระยะเวลาสัมผัสของเชื้อไวรัสและ

สารละลายที่ปรับความเปนกรด-ดางนาน 5 และ 10 นาที หลังจากนั้นนํามาฉีดไขไกฟกอยางละ 6 

ฟอง นําเขาตูฟกไข สังเกตและบันทึกการตายของไขไกฟกเปนระยะเวลานาน 7 วนั หากพบวาไขไก

ฟกตายทําการเก็บน้ําไขไกฟกเพื่อแยกและพิสูจนเชื้อไวรัสดังวิธีการขางตน ผลพบวา สามารถแยก

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 จากการระบาดครั้งแรกไดจํานวน 8 เชื้อ และ

คร้ังที่ 2 ไดจํานวน 1 เชื้อ ทั้ง 9 เชื้อ มีจํานวนนิวคลีโอไทด และความเหมือนของการเรียงตัวของนิ

วคลีโอไทดของยีน HA และ NA คือ 1638 – 1670 และ 1306 – 1321 และระหวางรอยละ 99.32 – 
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99.88 และ 99.16 – 100 ตามลําดับ คัดเลือกเชื้อไวรัสจํานวน 3 เชื้อคือ 2004.1, CUK-2/04 และ 

2004.2 มาทําการศึกษาพบวา มีความคงทนต่ําหรือไมมีความคงทนเลยตอน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดี

ไฮด กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม คลอรีน และฟนอล ที่อุณหภูมิ 25 และ 

37 o ซ  อุณหภูมิ 65 o ซ เปนเวลา 60 นาที และ/หรืออุณหภูมิ 70 o ซ เปนเวลาอยางนอย 10 นาที 

และพบวาเชื้อไวรัสคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ในชวงที่ทําการศึกษา จากการศึกษา

คร้ังนี้พบวา CUK-2/04 คอนขางคงทนตอน้ํายาฆาเชื้อ อุณหภูมิ และความเปนกรด-ดางมากที่สุด 

 

คําสําคัญ: ไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 ประเทศไทย การทําลายเชื้อ  

  น้ํายาฆาเชื้อ อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง  
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Abstract 
 This study was to determine the persistence of isolated avian influenza subtype 

H5N1 from the central and eastern parts of Thailand between January and February 

2004 (the 1st outbreak) and October 2004 (the 2nd outbreak) against various conditions 

including disinfectants, temperature and pH.   Lungs, intestines, tracheas and livers of 

suspected chickens were isolated and identified as avian influenza virus (AIV) H5N1 by 

inoculation of 11 days old of chicken embryonated eggs (CEE) hemagglutination test, 

hemagglutination inhibition test and polymerase chain reaction.  The AIV H5N1 

propagation and virus titration were done by inoculation of CEE.  The allantoic fluid (AF) 

of CEE containing AIV H5N1 was stored at -80o C until used.  The AF containing AIV 

H5N1 was extracted for RNA, which was submitted for nucleotide sequencing of 

hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) genes followed by sequencing analysis by 

BioEdit software version 7.0.5.3.  Three AIV H5N1 isolates, each containing 1.0 x 108 

ELD50/ml, were determined the persistence of virus with recommended concentration of 

disinfectants including glutaraldehyde (Glu), hydrogenperoxide, quaternary compounds 

(QAC), Glu+QAC, iodine, chlorine, formalin and phenol at 25 and 37 o C, stored for 0, 5, 

7, and 14 days.  The exposure time of treated AIV H5N1 with disinfectants was 10 min.  

The physical methods including various temperatures at 55, 60, 65, 70 and 75 o C for 10, 

15, 30, 45 and 60 min and the pH at 3, 5, 7, 9 and 12 were determined.  The treated AIV 

H5N1 were inoculated into six 11 days old of CEE.  The inoculated CEE were incubated, 

observed and recorded for 7 days.  The death of inoculated CEE was harvested for the 

AF, which was isolated and identified as AIV H5N1 as previously described.  Results 

revealed that the 1st and 2nd outbreak found AIV H5N1 for 8 and 1 isolates, respectively.  
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Numbers of nucleotides and the homology of nucleotide sequences of H5 and N1 genes 

of all 9 isolates were 1638 – 1670 and 1306 – 1321, and 99.32% – 99.88% and 99.16% – 

100%, respectively.  Three AIV H5N1 isolates, 2004.1, CUK-2/04 and 2004.2, showed 

the low or no persistence against Glu, Glu+QAC, chlorine and phenol at 25 and 37 o C.  

The temperatures at 65 o C for 60 min and/or at least 70 o C for at least 10 min could 

inactivate, where as all ranges of pH could not inactivate all 3 isolates.  In this study, 

CUK-2/04 was more persistent against disinfectants, temperatures, and pH compared to 

other isolates. 
 

Keywords: avian influenza subtype H5N1, Thailand, inactivation, disinfectants,  

   temperatures, pH 
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รายการตารางประกอบ 

 
           หนา 

 ตารางที่ 1 แสดงสวนประกอบ ความเขมขน และอัตราสวนที่ใชของน้ํายาฆาเชื้อ 

        ตอเชื้อเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1   

 ตารางที่ 2 แสดงความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนฮีแมกกลูตินีนของ   

         เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 จํานวน 9 เชื้อที่ 

         แยกไดในประเทศไทยป พ.ศ. 2547 

 ตารางที่ 3 แสดงความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนนิวรามินีเดสของ 

         เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 จํานวน 9 เชื้อที่ 

         แยกไดในประเทศไทยป พ.ศ. 2547 

 ตารางที่ 4 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 

  จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชื้อ 

  ถูกผสมใหมีอัตราสวนที่ทําการทดลองแลวเก็บที่อุณหภูมิหอง (25 o ซ.) 

  เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 ตารางที่ 5 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 

  จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชื้อ 

  ถูกผสมใหมีอัตราสวนที่ทําการทดลองแลวเก็บที่อุณหภูมิ (37 o ซ.) 

  เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 ตารางที่ 6 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1  

  จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองที่อุณหภูมิตาง ๆ 55 o, 60 o, 65 o, 70 o และ  

  75 o ซ เปนเวลา 10, 15, 30, 45 และ 60 นาที (n = 6) 

 ตารางที่ 7 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตาย ภายหลังจากการฉีดเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่  

  pH 3 5 7 9 และ 12 โดยระยะเวลาสัมผัสระหวางเชื้อไวรัส H5N1  

  และความเปนกรด-ดาง นาน 5 และ 10 นาที (n=6) 
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รายการภาพประกอบ 

 

         หนา 

 ภาพที ่1 แสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของน้าํยาฆาเชือ้ชนิดตาง ๆ 

 ภาพที ่2   Multiplex RT-PCR for the identification of avian influenza 

   (H5N1) of 9 isolates.  Lane 1: ladder 100 bp, Lane 2:  

  negative control, Lane 3: CU-K2/04 (positive control),  

  Lane 3 – 12: samples.  

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทนํา 
 

  โรคไขหวัดนก หรือโรคเอเวียนอินฟลูเอนซา (avian influenza) เปนโรคระบาดที่กอใหเกิด

ความผิดปกติสวนใหญของระบบทางเดินหายใจในสัตวปกหลายชนิด โรคนี้พบการรายงานครั้ง

แรกในปค.ศ. 1878 ที่ประเทศอิตาลีและเรียกชื่อวากาฬโรคสัตวปก (fowl plague) (Swayne and 

Halvorson, 2003) ตอมาในปค.ศ. 1901 พบวาเชื้อโรคที่เปนสาเหตุเกดิจากเชื้อไวรัส จนกระทั่งใน

ปค.ศ. 1955 จึงไดจัดเชื้อโรคนี้อยูในกลุมอินฟลูเอนซาไวรัส การระบาดของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลู

เอนซาเริ่มข้ึนในปค.ศ. 1959 ที่สกอตแลนด ซึ่งเปนเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 และ

ไดมีการระบาดของเชื้อไวรัสแพรกระจายไปทั่วโลก โดยในปค.ศ. 1983 ที่เพนซิลวาเนียเปนสาย

พันธุ เอช5 เอ็น2 และในชวงระหวางปค.ศ. 1990 ที่ประเทศออสเตรเลียเปนสายพันธุ เอช7 ในป

ค.ศ. 1994 ไดมีการระบาดที่ปากีสถานสายพันธุ เอช7 เอ็น3 และที่เม็กซิโก สายพันธุ เอช5 เอ็น2 

ในปค.ศ. 1997-1998 ที่ประเทศอิตาลีสายพันธุ เอช5 เอ็น1 (Alexander, 2000) สวนการระบาดที่

ฮองกงในปค.ศ. 1997-1998 เปนสายพันธุ เอช5 เอ็น1 โดยในการระบาดครั้งนี้ไดมีการทําลายไก

เปนจํานวนมากกวา 950,000 ตัว (Sim et al., 2003) ซึ่งรายงานการระบาดในชวงแรกตั้งแตป 

ค.ศ. 1959 -1997 ของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา ชนิดรุนแรง พบวามีรายงานการระบาด

ทั้งหมด 17 คร้ัง โดยพบการระบาดในไกงวง 5 คร้ัง และในไก 12 คร้ัง ซึ่ง 9 คร้ังเกิดจากเชื้อไวรัสเอ

เวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช7 และ 8 คร้ังจากเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 

(Alexander, 2000) และในชวงปลายป ค.ศ. 2003 ถึงตนป ค.ศ. 2004 ไดมีการระบาดของเชื้อ

ไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา ชนิดรุนแรงในประเทศแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยเริ่มพบ

รายงานการระบาดที่ประเทศเกาหลีใต เวียดนาม ญี่ปุน ไทย กัมพูชา ลาว อินโดนีเซีย จีน และ

ไตหวัน สวนในประเทศไทยนั้นไดรายงานการระบาดครั้งแรกเมื่อวันที่ 23 มกราคม 2004 มรีายงาน

การระบาดทั้งหมด 61 คร้ัง ใน 76 อําเภอ (Capua and Alexander, 2004) โดยไดมีการทําลายไก

มากกวา 26 ลานตัว นอกจากนี้ยังกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจกวา 250 ลานดอลลาร

สหรัฐ ซึ่งเชื้อไวรัสที่ระบาดที่ประเทศไทยนี้เปนไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนสายพันธุ เอช5 เอ็น1 

(Viseshakul et al., 2004) 

 คุณสมบัติทางกายภาพของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซานั้น พบวาไมคงทนตอสภาพ

อากาศแหง ในสภาพอากาศแหงที่อุณหภูมิหองนั้นเชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตรอดไดนาน 2 สัปดาห 

(Sutherland, 2002) แตในสภาพอากาศเย็นและชื้น เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยูไดนานถึง 105 วัน 

นอกจากนี้ยังพบวาในมูลไกที่อุณหภูมิ 4 o ซ  เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยูไดนานถึง 30-35 วัน และ

ที่อุณหภูมิ 20 o ซ  เชื้อไวรัสมีชีวิตอยูได 7 วัน (Swayne and Halvorson, 2003)  
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 ในปจจุบันเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาชนิด เอช5 เอ็น1 เกิดการระบาดอยางมากในสัตว

ปกในประเทศไทย สงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของเศรษฐกิจและยังเปนปญหาทางดาน

สาธารณสุขดวยกลาวคือ มีการติดเชื้อในคนทําใหคนแสดงอาการปวยและตาย การติดเชื้อเกิด

จากการสัมผัสส่ิงคัดหลั่งของสัตวปวยโดยตรง ปจจุบันในสัตวปกยังไมมีวิธีการรักษาที่ไดผล การ

ปองกันโดยการใชวัคซีนยังคงเปนขอถกเถียงกันอยูถึงผลดี ผลเสีย และผลที่ตามมาภายหลังจาก

การใชวัคซีน (Stephenson et al., 2004) ดังนั้นวิธีการที่ดีที่สุดคือการปองกันและควบคุมการ

แพรกระจายของเชื้อไวรัส ซึ่งวิธีหนึ่งที่ทําไดดวยการกําจัดหรือลดปริมาณของเชื้อไวรัส เชน การใช

น้ํายาฆาเชื้อโรค การใชความรอนที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน และการใชสภาวะความเปนกรด-ดาง

สําหรับวัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษาดลูักษณะความทนทานของเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซาชนิด เอช5 เอ็น1 ภายใตสภาวะแวดลอมตางๆไดแก ที่อุณหภูมิตางๆ และสภาวะความ

เปนกรด-ดาง และเพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาชนิด เอช5 

เอ็น1 โดยใชน้ํายาฆาเชื้อแตละชนิด และระยะเวลาการใชงานของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
การทําใหปลอดเชื้อ (Sterilization)  

 คือขบวนการทําลายเชื้อจุลชีพทุกชนิดที่ทําใหเกิดโรคและไมทําใหเกิดโรค รวมทั้งสปอร

ของแบคทีเรียใหหมดไป วิธีการทําใหปลอดเชื้อหรือทําลายเชื้อจุลชีพแบงออกไดเปน 2 วิธี คือ    

วิธีทางกายภาพ (physical methods) และวิธีทางเคมี (chemical methods) (Nester, 2004) 
 
วิธีทางกายภาพ (Physical methods) 

 การลดปริมาณหรือการทําลายเชื้อโดยวิธีทางกายภาพสามารถทําไดหลายวิธีคือ 

 
1.   การทําลายเชื้อโดยใชความรอน (Heat related methods)  
 การใชความรอนเพื่อการควบคุมปริมาณเชื้อจุลชีพเปนวิธีเกาแกวิธีหนึ่ง ทําไดโดยการ

เพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นสงผลใหเกิดการเสื่อมสภาพของโปรตีน (protein denature) และรบกวนการ

ทํางานของเยื่อหุมซัยโตพลาสึม (cytoplasmic membrane) และ ผนังเซลล (cell wall) นอกจากนี้

ยังขัดขวางการทํางานของกรดนิวคลิอิก (nucleic acids) ซึ่งเชื้อจุลชีพแตละชนิดสามารถทนตอ

ความรอนไดแตกตางกัน จากการศึกษาของ Cleeland และคณะ (1972) ไดศึกษาความคงทนของ

เชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส สายพันธุที่กอโรคในมนุษย 7 สายพันธุ พบวาที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา  
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1-5 ชั่วโมง สามารถทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส สายพันธุที่กอโรคในมนุษยได 6 สายพันธุ จาก

ทั้งหมด 7 สายพันธุ โดยสายพันธุที่ทนความรอนคือ A0/PR8/34 ซึ่งสามารถทําลายไดเมื่อเพิ่ม

ระยะเวลาเปน 24 ชั่วโมง หรือจากการศึกษาของ King (1991) พบวาที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา 

30 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N2 H5N9 และ H9N2 ได 

โดยทั่วไปความรอนที่นิยมใชในการทําลายเชื้อมีอยู 2 แบบ คือ ความรอนชื้น (moist heat) และ

ความรอนแหง (dry heat) (Robert, 2004) 
 
1.1   ความรอนชื้น  

เปนวิธีการทําลายเชื้อจุลชีพโดยทําใหเอนไซม และโปรตีนในเซลลเกิดการแข็งตัว 

(coaglulation) ความรอนชื้นสามารถทําลายเชื้อจุลชีพโดยใชอุณหภูมิและระยะเวลาที่สั้นกวา

ความรอนแหง เนื่องจากความรอนจากไอน้ําสามารถแทรกซึมเขาสูซัยโตพลาสซึมของเซลล

ส่ิงมีชีวิตไดมากกวา ชวยใหโปรตีนภายในเซลลตกตะกอนไดดีขึ้น การทําลายเชื้อโดยความรอนชื้น

มี 3 วิธี คือ การตมเดือด โดยใชอุณหภูมิ 100 o ซ  ระยะเวลา 5-10 นาที การนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอ

ความดัน (autoclave) วิธีการนี้จะใชไอน้ําเดือดความดันสูง โดยปกติจะใชอุณหภูมิ 121 o ซ  นาน 

15-30 นาที โดยจากการศึกษาของ Elhafi และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาโดยใชเครื่อง 

autoclave ตอการทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัสในมนุษย พบวาระยะเวลาต่ําที่สุดที่สามารถ

ทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไดเมื่อใชเครื่อง autoclave คือ 5 วินาที  

และการฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรซ (pasteurization) คือ การทําลายเชื้อจุลชีพในอาหาร

ที่เปนของเหลว โดยใชความรอนไมสูงมากแลวทําใหเย็นตัวลงอยางรวดเร็ว เชน การฆาเชื้อโรคใน

น้ํานมจะใชความรอนประมาณ 62.9 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที หรือที่อุณหภูมิ 71.6 o ซ  15 นาที  

(Jacquelyn, 2005)  
 
1.2   ความรอนแหง   
 เปนวิธีการทําลายเชื้อจุลชีพโดยทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ เดสตรัคชั่น (oxidative 

destruction) ตอซัยโตพลาสซึมของเซลลโดยใชความรอน 160-180 o ซ  นาน 1-3 ชั่วโมงซึ่งวิธีนี้ใช

ความรอนสูงและนานกวาวิธีความรอนชื้น (Robert, 2004) 
 
2. การกรอง   

 การกรองตางจากวิธีการทําใหปราศจากเชื้อวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากการกรองไมสามารถ

ทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพ แตเปนวิธีการแยกเชื้อจุลชีพออกจากของเหลวที่ไม

สามารถทําใหปราศจากเชื้อโดยการใชความรอนหรือสารเคมีได (Nester, 2004) 
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3. การใชรังสี  
 รังสีที่นิยมใชไดแก รังสียูวี (UV) รังสีแกมมา (gamma) เปนตน โดยรังสียูวีมีความยาว

คลื่นประมาณ 260 นาโนเมตร โดยเมื่อเชื้อจุลชีพดูดกลืนแสงเขาไป แสงอุลตราไวโอเลตจะไป

รบกวนพันธะโควาเลน (covalent bond) ทําใหโครงสรางของสารพันธุกรรมเสียไป นอกจากนี้ยัง

ขัดขวางการจับคูกันระหวางเบสของโครงสรางสายพันธุกรรม (Jacquelyn, 2005) 
 
วิธีทางเคมี (Chemical methods) 

 เปนการใชสารเคมีในการทําลายเชื้อจุลชีพ ซึ่งสารเคมีสามารถทําลายเชื้อจุลชีพไดโดย

ออกฤทธิ์ทําลายสวนประกอบของเซลลถึงแมวาสารเคมีแตละชนิดจะมีกลไกการออกฤทธิ์ที่

แตกตางกัน อยางไรก็ตามสามารถแบงกลไกการออกฤทธิ์ของสารเคมีไดเปน 3 ประเภท คือ ออก

ฤทธิ์ตอโปรตีนภายในเซลล ออกฤทธิ์ตอเยื่อหุมเซลล และ ออกฤทธิ์ตอสวนประกอบอื่น ๆ ของ

เซลล (ภาพที่ 1) (Jacquelyn, 2005) 
 
 
การออกฤทธิ์ตอโปรตีนภายในเซลล 

 โปรตีนเปนโมเลกุลอินทรียที่มีมากที่สุดในเซลลของเชื้อจุลชีพ และเปนสวนสําคัญตอ

ลักษณะโครงรางและหนาที่ของเซลล ในสภาพปกติโปรตีนแตละชนิดจะมีรูปรางเฉพาะซึ่งจําเปน

สําหรับการทําหนาที่นั้น ๆ ดังนั้นสารเคมีที่ออกฤทธิ์ตอโปรตีนจะเขาไปรบกวนทําใหโครงรางของ

โปรตีนภายในเซลลเกิดการเสื่อมสภาพหรือเปลี่ยนแปลงรูปรางของโปรตีนทําใหโปรตีนเสียสภาพ

ไมสามารถทําหนาที่ได (Burton and Engelkirk, 2000)  
 
การออกฤทธิต์อเยื่อหุมเซลล  
 การออกฤทธิต์อเยื่อหุมเซลลโดยสารเคมจีะเขาไปรบกวนการทาํงานของเยื่อหุมเซลลทําให

การทาํงานของเยื่อหุมเซลลเสียสภาพไป โดยเยื่อหุมเซลลทาํหนาที่เกีย่วกับการควบคุมการเขา

ออกของสารตาง ๆ เปนผลทําใหมีการปลดปลอยไอออนอินทรียที่สาํคัญ โคเอนไซม (coenzyme) 

และกรดอะมิโนออกจากเซลล นอกจากนีย้ังรบกวนตอการขนสงแบบใชพลังงาน (active 

transport) และขบวนการเมทาบอลิสึม (metabolism) เปนผลใหเชือ้จุลชีพตายหรือไมสามารถ

เจริญเติบโต (Widmer and Frei 2004) 
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การออกฤทธิต์อสวนประกอบอื่น ๆ ของเซลล  
 โดยสวนใหญสารเคมีตาง ๆ จะไปออกฤทธิ์ที่กรดนิวคลีอิคหรือขบวนการสรางพลังงาน

ของเซลล  (Jacquelyn, 2005) 

 นอกจากนีย้ังมีปจจัยอื่นที่เกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของสารเคมีไดแก ความเขมขนของ

สารเคมี ระยะเวลา อุณหภูม ิและสภาพแวดลอม เปนตน โดยทัว่ไปสารเคมีที่นยิมใชในการควบคุม

เชื้อจุลชีพไดแก น้าํยาฆาเชือ้ (disinfectants) น้ํายาระงบัเชื้อ (antiseptic) และ สารละลายกรด-

ดาง (pH) ซึ่งสามารถแบงออกเปนกลุม ๆ ไดตามคุณสมบัติทางเคมี และการออกฤทธิท์ําลายเชื้อ

ไดดังนี้ (Burton and Engelkirk, 2000) 
 
ภาพที่ 1 แสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ (คัดลอกจาก Russell et al., 

     1992) 
 

 
1.   กลุมฟนอล (Phenol) และอนุพันธของฟนอล (Phenol derivatives)  

 ฟนอลหรือ carbolic acid มีสูตรทางเคมีคือ C6H5OH ไมคอยนิยมใชในสภาพบริสุทธิ์

เพราะราคาแพงและเปนพิษ แตนิยมใชในรูปอนุพันธของฟนอล กลไกการออกฤทธิ์ทําลายเชื้อ

ของฟนอลคือจะทําลายเยื่อหุมเซลลทําใหโปรตีนภายในเซลลตกตะกอนยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมภายในเซลล ทําใหกรดอะมิโนรั่วไหลออกจากเซลล (Widmer and Frei 2004) ในป 2003 

Suarez และ คณะ (2003) ไดทําการศึกษาโดยใชน้ํายาฆาเชื้อฟนอล 2 ชนิด สารประกอบควอ

เทอรนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปรคลอไรด และสารประกอบเปอรออกซิเจน (peroxygen 
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compound) ตอการทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N9 และ H7N3 โดยใชการ

รอดชีวิตของไขไกฟกเปนตัวแปรผล จากผลการศึกษาพบวาน้ํายาฆาเชื้อทั้ง 5 ชนิดที่นํามาทดสอบ 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาไดเมื่อผสมตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต นอกจาก

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาแลว Butcher and Ulaeto (2005) ยังพบวาน้ํายาฆาเชื้อฟนอล

สามารถทําลายเชื้อออรโธพอกไวรัสได (orthopox virus) 
 
2.   กลุมฮาโลเจน (Halogen) 
 ตัวอยางของน้าํยาฆาเชื้อที่อยูในกลุมนี้เชน ไอโอดีน และคลอรีน 

 
ไอโอดีน (Iodine) 
 ไอโอดีนโดยทั่วไปจะอยูในรูปของทิงเจอรไอโอดีนซึ่งประกอบไปดวยไอโอดีน  2% และ

โซเดียมไอโอไดน (sodium iodine) 2% ละลายในแอลกอฮอลลที่เจือจาง ไอโอดีนจะออกฤทธิ์ไดดี

ที่สภาวะเปนกรด โดยจะอยูในรูปของ ไดอะโตมิคไอโอดีน (diatomic iodine หรือ I2) แต

ประสิทธิภาพจะลดลงเมื่ออยูที่สภาวะเปนดาง โดยจะอยูในรูปไอโอไดด (iodide หรือ I- ) และไตร

ไอโอไดด (tri-iodide หรือ I-
3) ผลของไอโอดีนในการทําลายเชื้อจุลชีพคือจะทําหนาที่เปนสาร

ออกซิไดซ และไปจับกับกรดอะมิโนที่มีหมูซัลฟไฮดริล (sulfhydryl) ทําใหโครงสรางของโปรตีนเสีย

สภาพเปนผลใหการทํางานของเซลลผิดปกติ และเซลลถูกทําลายตอมา (Linton et al., 1987) 

 
3.   สารประกอบโลหะหนัก (Heavy metals and their compounds) 
 โลหะหนักที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อจุลชีพ เชน สารหนู สงักะสี ปรอท เงิน และ

ทองแดง เปนตน กลไกการออกฤทธิ์เกิดจากสารประกอบโลหะหนักจะเขาไปรวมตัวกับโปรตีนและ

เอนไซมภายในเซลล ทําใหการทํางานของโปรตีนและเอนไซมภายในเซลลผิดปกติไป นอกจากนี้

สารประกอบโลหะหนักที่มีความเขมขนสูง สามารถทําใหโปรตีนภายในเซลลตกตะกอนได 

(Robert, 2004) 

 
4.   กลุมสารลดแรงตึงผิว (Surfactant group) 
 กลุมสารลดแรงตึงผิวเปนสารประกอบที่มีหมูเคมีที่ดึงดูดน้ํา (hydrophilic) และหมูเคมีที่

ผลักน้ํา (hydrophobic) โดยสวนที่เปน hydrophobic จะเปนคารบอนโมเลกุลสายยาว          

(long chain hydrocarbon) ซึ่งละลายในไขมัน ขณะที่สวน hydrophilic อาจจะแตกตัวหรือ       

ไมแตกตัว ซึ่งมีทั้งประจุบวก ประจุลบ และเปนกลาง (Russell et al., 1992) โดยสารลดแรงตึงผิว 

ที่สําคัญที่สุดคือชนิดที่มีประจุบวก ตัวอยางสารในกลุมนี้ไดแก สารประกอบควอเตอนารี
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แอมโมเนียม (quaternary ammonium compounds หรือ QAC) กลไกการออกฤทธิ์ของ

สารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียมจะไปออกฤทธิ์ที่เยื่อหุมเซลล โดยประจุบวกจะเขาไปรวมตัว

กับหมูฟอสเฟตของเยื่อหุมเซลล (membrane phospholipids) ขณะที่สวน hydrophobic จะ

แทรกเขาไปยังชั้นในของเยื่อหุมเซลล เปนผลใหเยื่อหุมเซลลสูญเสียคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือก

ผาน (permeability) ทําใหหนาที่การควบคุมการเขา-ออกสูญเสียไป (Linton et al., 1987) จาก

การศึกษาของ Armstrong and Froelich ในป 1964 พบวาน้ํายาฆาเชื้อในกลุมสารประกอบควอ

เตอนารีแอมโมเนียมที่ระดับความเขมขนของ 0.025  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ระยะเวลา 10 นาที 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาได หรือจากการศึกษาของ Davison และคณะ (1999) พบวา

น้ํายาฆาเชื้อในกลุมสารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียมที่ระดับความเขมขน 0.39% สามารถ

ทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ H7N2 ได 

 
5.   อัลดีไฮด (Aldehyde) 
 สารในกลุมนี้มีสูตรทางเคมีคือ CnH2n+1 ตัวอยางสารในกลุมนี้ไดแก ฟอรมาลดีไฮด 

(formaldehyde) กลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) 

 ฟอรมาลดีไฮด มีสถานะเปนกาซ สวนที่อยูในรูปของเหลวจะเรียกวาฟอรมาลีน 

(formalin) ซึ่งมีฟอรมาลดีไฮดเปนสวนประกอบอยู 37% มีสูตรทางเคมีคือ HCHO การออกฤทธิ์

โดยจะทําปฏิกิริยากับหมูคารบอกซิล (carboxyl) ไฮดรอกซิล (hydroxyl) และซัลฟไฮดริล 

(sulfhydryl) ของโปรตีนทําใหโปรตีนเสียสภาพไป  (Russell et al., 1992)  

 ในป 2005 Sauerbrei และคณะ ไดทําการศึกษาโดยใชฟอรมาลดีไฮดที่ความเขมขน 

0.7% พบวามีประสิทธิภาพสามารถทําลายเชื้อในกลุมแอดีโนไวรัส (adenovirus) หรือจาก

การศึกษาของ Habib และคณะ (2006) พบวาที่ความเขมขนของฟอรมาลีน 0.1 และ 0.2% 

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง สามารถทําลายเชื้อไวรัสเบอรซาอักเสบได 

 กลูตารัลดีไฮดเปนสารประกอบประเภทไดอัลดีไฮด (dialdehyde) มีฤทธิ์ในการทําลาย

เชื้อจุลชีพสูง แตระคายเคืองและเปนพิษนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับฟอรมาลดีไฮด กลูตารัลดีไฮด

มีสูตรทางเคมีคือ C5H8O2 ออกฤทธิ์ไดดีในสภาพที่เปนดางมากกวากรด มีความคงตัวอยูประมาณ 

7-14 วัน กลไกการออกฤทธิ์โดยจะทําใหเกิดการเปลี่ยนสภาพของโปรตีน (Robert, 2004) 

กลูตารัลดีไฮดเปนน้ํายาฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงสามารถทํารายเชื้อไวรัสตับอักเสบเอ และบีได 

(McDonnell and Russell, 1999) และที่ความเขมขนเทากัน กลตูารัลดีไฮดจะใหประสิทธิภาพใน

การทําลายเชื้อจุลชีพสูงกวาฟอรมาลดีไฮด (Bovallius and Anas, 1977) 
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6.   แอลกอฮอล (Alcohol) 
 กลไกการออกฤทธิ์ของแอลกอฮอลคือ ทําใหเอนไซมและโปรตีนเสียสภาพ นอกจากนี้

แอลกอฮอลยังมีคุณสมบัติในการละลายไขมัน ดังนั้นจึงสามารถละลายไขมันที่เยื่อหุมเซลลออก 

ทําใหโครงสรางเยื่อหุมเซลลถูกทําลาย แอลกอฮอลที่นิยมใชมีอยู 2 ชนิดคือ เอธิลแอลกอฮอล 

(ethyl alcohol) และไอโซโพรพิวแอลกอฮอล (isopropyl  alcohol) (Linton et al., 1987) 

 
 
7.   กลุมสารออกซิไดซซิง (Oxidizing agent) 
 สารในกลุมนี้ออกฤทธิ์ทีพ่ันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) ของเอนไซมและโปรตีน 

ตัวอยางสารในกลุมนี้เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide หรือ H2O2) และ    

โปแตสเซียมเปอรแมงกาเนส หรือดางทับทิม (KMnO4) เปนตน (Linton et al., 1987) 

 
8.   กาซ (Gases) 
 การทําลายเชื้อจุลชีพโดยใชกาซนั้นนิยมใชกับภาชนะหรือเคร่ืองมือที่ไมทนความรอน 

รวมไปถึงอุปกรณไฟฟา กาซที่นิยมใชในการทําลายเชื้อไดแก เอทธิลรีนออกไซด (ethylene oxide) 

โพรไพลีนออกไซด (propylene oxide) และเบตาโพรไพโอแลคโตน (beta-propiolactone) กลไก

การออกฤทธิ์โดยกาซจะไปรวมตัวกับโปรตีน กรดนิวคลีอิค หรือเอนไซม ทําใหการทํางานของเซลล

เสียสภาพไป (Robert, 2004) 

 
9.   กรดและดาง (Acids and alkaline )  
 กรดและดางแกจะทําลายสารอินทรียทุกชนิด นอกจากนี้สามารถทําลายผนังเซลลและ

เยื่อหุมเซลลของเชื้อจุลชีพ โดยเชื้อจุลชีพแตละชนิดจะทนตอสภาพกรดและดางไดแตกตางกัน    

กรดอนินทรียมีความสามารถทําลายเชื้อจุลชีพไดดีกวากรดอินทรีย เนื่องจากแตกตัวใหไฮโดรเจน

ไอออน (H+) ไดมากกวา คุณสมบัติของการฆาเชื้อจุลชีพของกรดจะขึ้นอยูกับความเขมขน แตไมได

ขึ้นอยูกับปริมาตร สวนดางมีคุณสมบัติในการทําลายเชื้อจุลชีพไดเนื่องจากความเขมขนของ    

ไฮดรอกไซดไอออน (OH-) (Russell et al., 1992) จากการศึกษาของ Carson and Frisch (1953) 

ไดทําการศึกษาโดยใชกรดแทนนิค (tannic acid) ตอการทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส พบวากรด

แทนนิคปริมาณ 1 มิลลิกรัม ระยะเวลา 6 ชั่วโมง สามารถทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส สายพันุที่

กอโรคในมนุษยได หรือจากการศึกษาของ Scholtissek (1985) พบวาที่ pH 5.2 สามารถทําลาย

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลเูอนซา สายพันธุ H7N2 ได  

 



 9

วิธีการวิจัย 
  
วิธีการวิจัย 
 แบงออกเปน 2 สวนดังนี้ 

 สวนที่ 1: การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 แบงเปนขั้นตอน

             ดังนี้ 

1.1     การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

1.2     การเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

1.3     การตรวจพิสูจนยืนยันชนิดของเชื้อไวรัสที่เตรียม 

1.4    เช้ือไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาเอช 5 เอ็น1ที่แยกไดนี้จะนําไปสงตรวจวิเคราะหการเรียง

ตัวของยีน (sequence analysis) 

1.5     จดบันทึกผลการทดลอง และรายงานผลการทดลอง 
 สวนที่ 2: การทดสอบความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1  

             แบงเปนขั้นตอนดังนี้ 

2.1     การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อในการทําลายเชื้อไวรัส และระยะเวลาการ

ใชงานของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

2.2 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตางๆ 

2.3 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอคาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

2.4 จดบันทึกผลการทดลอง วิเคราะหและรายงานผลการทดลอง 
 
สวนที่1: การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 
1.1 การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

  โดยเตรียมเชื้อไวรัสจากตัวอยางชิ้นเนื้อ ซึ่งเก็บมาจากแหลงที่พบการระบาดครั้งแรกใน

ประเทศไทย ชวงเดือนมกราคม 2547 จํานวน 8 ตัวอยาง และการระบาดครั้งที่ 2 ประมาณเดือน

ตุลาคม 2547 จํานวน 1 เชื้อ โดยมีวิธีการเตรียมเชื้อไวรัสซึ่งดัดแปลงมาจาก Swayne และคณะ 

1998 มีข้ันตอนอยางยอ ๆ ดังนี้  

1.1.1 เตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาจากชิ้นเนื้อตัวอยางไกไดแก ปอด ลําไส ทอ

ลม และตับที่ติดเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา โดยนําชิ้นเนื้อตัวอยางมารวมกัน

ใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม แลวนํามาใสในโกรงบด เติมทรายลงไปเพื่อบดให

เซลลของผูถูกอาศัยแตก จากนั้นเติมฟอสเฟตบัฟเฟอรซาไล (phosphate buffer 
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saline หรือ PBS) ที่มี pH 7.0 ลงไปประมาณ 9 มิลลิลิตร คนใหเขาเปนเนื้อ

เดียวกัน  

1.1.2 เทใสลงในหลอดทดลอง แลวปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 1000 xg ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

1.1.3 เก็บสวนใส (supernatant) และลดการปนเปอนของเชื้อจุลชีพโดยนํามากรองดวย

กระดาษกรอง ที่ขนาด 0.45 ไมครอน เติมยาปฎิชีวนะลงไป ไดแก เจนตามัยซิน 

(gentamicin) 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 60 นาที  

1.1.4 เก็บที่อุณหภูมิ  –80 องศาเซลเซียสกอนนําไปฉีดไขฟก 

1.2  การเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

   การเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสโดยใชวิธีการฉีดเชื้อไวรัสเขาสูไขไกฟก ดัดแปลงมาจาก 

 Swayne และคณะ 1998 มีขั้นตอนดังนี้ 

1.2.1 นําเชื้อไวรัสที่เก็บและรักษาที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียสมาละลายดวยการตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง และทําใหเจือจางลงเปน 10 เทา (ten fold dilution) (10-1 – 

10-3) 

1.2.2 ฉีดเชื้อไวรัสที่เตรียมไว ประมาณ 0.2-0.3 มิลลิลิตร โดยใชไขไกฟกที่อายุ 9-11 วัน 

เขาทาง allantoic cavity จํานวน 6 ฟอง/1 ความเขมขน และ ฉีด PBS แทนเชื้อ

ไวรัส เขาไขไกฟกที่อายุเดียวกัน จํานวน 6 ฟอง เพื่อเปนกลุมควบคุม 

1.2.3 นําไขไกฟกที่ผานการฉีดเชื้อไวรัสยายเขาสูตูฟกไขที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

และ สองตรวจไขไกฟกทุกวัน อยางนอยวันละ 2 คร้ัง เพื่อดูวามีชีวิตหรือไม เปน

เวลา 7วัน 

1.2.4 เมื่อครบกําหนด หรือพบวามีไขไกฟกตายในชวงเวลาที่กําหนด โดยสังเกต

ระยะเวลาการตายเพื่อคํานวณหาปริมาณและความรุนแรงของเชื้อไวรัส (50% of 

embryo lethal dose/ml; ELD50/ml) ตามวิธีการของ Reed และ Muench 

(1938) 

1.2.5 เก็บ allantoic fluid ที่มีเชื้อไวรัสที่ –80 องศาเซลเซียส และคัดเลือก allantoic 

fluid ที่มีเชื้อไวรัสที่ใหไตเตอรสุงสุดเพื่อไวใชในการทดลองตอไป 

1.3 การตรวจพิสูจนยืนยันชนิดของเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้น 

    เพื่อเปนการตรวจพิสูจนวาเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้น ซึ่งไดมาจากการเก็บตัวอยาง  

 จํานวน 8 ตัวอยาง จากแหลงที่เกิดการระบาดในประเทศไทย ชวงเดือน มกราคม 2547 

วาเปนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา ชนิด เอช5 เอ็น1  
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  1.3.1  การตรวจหาเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาดวยวิธีการจับกลุมตกตะกอนของเม็ด

  เลือดแดง (hemagglutination หรือ HA) 

  วิธีการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงเปนการทดสอบคุณสมบัติการ

ตกตะกอนเม็ดเลือดแดงของเชื้อไวรัส (Office International des Epizooties, 2000) โดยมี

ขั้นตอนดังนี้   

1.3.1.1 เติมสารละลาย PBS ลงในถาดหลุม (microtiter plate) จํานวน 25 

  ไมโครลิตร ทุกหลุม (หลุมที่ 1 – 12) 

1.3.1.2 เติม allantoic fluid ที่มีเชื้อไวรัสลงในหลุมแรกปริมาตร 25 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นดูดของเหลวจากหลุมแรกปริมาตร 

25 ไมโครลิตรสูหลุมที่ 2 และดําเนินการตอจนถึงหลุมที่ 10 เปนการ

ทําเจือจาง 2 เทา (serial 2 fold dilution) (หลุมที่ 11 และ 12 เปน

หลุมควบคุมลบ) 

1.3.1.3 เติมสารละลาย PBS ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ทุกหลุมเพื่อให

สารละลายในแตละหลุมมีปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 

1.3.1.4 เติมเม็ดเลือดแดงไกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

ลงในทุกหลุมและเขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 40 นาทีที่อุณหภูมิหอง 

ตรวจดูการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงที่กนหลุม 

 1.3.2  การทดสอบเชือ้ไวรัสเอเวยีนอินฟลูเอนซาดวยวิธยีับยัง้การจับกลุมตกตะกอนของ

  เม็ดเลือดแดง (hemagglutination inhibition test หรือ HI) 

    เปนวิธีการทดสอบเพื่อดูการยับยั้งการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงโดย

   ใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอช 5 (Office International des Epizooties, 2000) 

   ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

1.3.2.1 เติมสารละลาย PBS ลงในถาดหลุม จํานวน 25 ไมโครลิตร หลุมที่ 1 

– 3 (หลุมที่ 1 เปนหลุมทดสอบตัวอยาง หลุมที่ 2 และ 3 เปนหลุมควบคุมลบ 

เฉพาะซีร่ัม (serum) ที่มีแอนติบอดีตอเอช 5กับ PBS และ เฉพาะเม็ดเลือดแดงไก

กับ PBS ตามลําดับ) 

1.3.2.2 เติม allantoic fluid ที่มีเชื้อไวรัสลงในหลุมแรกปริมาตร 25 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  

1.3.2.3 เติมสารละลาย PBS ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ในหลุมที่ 2 และ 3 

เพื่อใหสารละลายในแตละหลุมมีปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขา

กัน 
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1.3.2.4 เติมซีรัมที่มีแอนติบอดีตอเอช5 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในถาด

หลุมที่ 1 และ 2 เขยาใหเขากัน สวนหลุมที่ 3 เติมสารละลาย PBS 

ลงปริมาตร 25 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 40 นาที 

1.3.2.5 เติมเม็ดเลือดแดงไกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

ทุกหลุมและเขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 40 นาทีที่อุณหภูมิหอง ตรวจดู

การจับกลุมของเม็ดเลือดแดงที่กนหลุม 

  1.3.3  การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (multiplex RT-PCR) 

1.3.3.1 ข้ันตอนสกัด RNA  

 ทําการแยกสกัดอารเอ็นเอของเชื้อไวรัสไขหวัดนกออกจาก allantoic 

 fluid โดยใชชุดสําเร็จรูป QIAamp® viral Mini kit (QIAGEN, USA) 

 ตามคําแนะนําของบริษัท 

1.3.3.2 ขั้นตอนปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (multiplex RT-PCR)  

นําอารเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี one step multiplex RT-PCR 

โดยใช  ACCessQuickTM RT-PCR system (Promega, USA) และ

ใชตัวตั้งตน (primer set) และขั้นตอนโดยอางอิงมาจาก Poddar 

(2002)  มีขั้นตอนดังนี้ 

 

Primer name Primer sequence Amplicon 
size (bp) 

H5 sense   5’-ACTCCAATGGGGGCGATAAA-3’ 

H5 antisense   5’-CAACGGCCTCAAACTGAGTGT-3’ 
351 bp 

N1 sense   5’-AAGGGGTTTTCATACAGGTAT-3’ 

N1 antisense 5’-TCTGTCCATCCATTAGGATCC-3’ 
106 bp 

 

- Reverse transcription 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 1 รอบ 

- Initial denaturation 95 องศาเซลเซียส  15  นาที 1 รอบ 

- Denaturation 94 องศาเซลเซียส 15 วินาที  

- Annealing  55 องศาเซลเซียส 15 วินาที  

- Extension  72 องศาเซลเซียส  30 วินาที   

  

ทั้งหมด 

40 รอบ 
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1.3.3.3 นําผลผลิตที่ไดจํานวน 10 ไมโครลิตรมาแยกวิเคราะหดวย  

 กระแสไฟฟา (electrophoresis) ใน 1.5 เปอรเซ็นต agarose gel  

 ยอมดวยเอทธีเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 15 นาที และดู  ผ ล

โดยใชเครื่องมองภาพผานแสงยูวี และบันทึกภาพ 

1.4    เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาเอช 5 เอ็น1จากตัวอยางที่แยกไดนี้จะนําไปสงตรวจวิเคราะห

การเรียงตัวของยีน (sequence analysis) 

1.5 จดบันทึกผลการทดลอง และรายงานผลการทดลอง 

 
สวนที่ 2: การทดสอบความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 
2.1  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อในการทําลายเชื้อไวรัส และระยะเวลาการใชงาน

 ของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

  ในการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อตอการคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซา โดยใชน้ํายาฆาเชื้อในการทดสอบทั้งหมด 8 ชนิดซึ่งไดรับการขึ้นทะเบียนจากกรม

ปศุสัตว  กระทรวงเกษตรและสหกรณ  คือ  น้ํ ายาฆา เชื้ อกลุ มกลูตารัล อัลดี ไฮด 

(glutaraldehyde) (Ucarsan®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen 

peroxide) (Aqua clean®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม (quaternary 

ammonium compound; QAC) (Bioclean®) น้ํายาฆาเชื้ออ่ืนที่มีสวนผสมของกลุม-

กลูตารัลอัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม (Firstop®) น้ํายาฆาเชื้อกลุม

ไอโอดีน (Iodox®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมโซเดียมไฮโปคลอไรต (sodium hypochlorite) 

(Chorex-HC®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมฟอรมาลีน (formalin) (Merck® KGaA, Germany) 

ความเขมขน 1% (Favero, 1985) และน้ํายาฆาเชื้อกลุมฟนอล (phenol) ซึ่งแสดง

สวนประกอบ ความเขมขนของน้ํายาฆาเชื้อ และอัตราสวนที่ใช (ตารางที่ 1) โดยทําการ

ดัดแปลงวิธีการทดสอบมาจาก Suarez และคณะ 2003 ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้  
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ตารางที่ 1 แสดงสวนประกอบ ความเขมขน และอัตราสวนที่ใชของน้ํายาฆาเชื้อตอเชื้อไวรัส 

       เอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 

 

กลุม สวนประกอบของน้ํายาฆาเชื้อ ความเขมขนของ อัตราสวน

    น้ํายาฆาเชื้อ  ใชจริง 

Glutaraldehyde Glutaraldehyde 20% W/W 1:200 

(Glu) Etoxylated alcohol (9 EO) 3% W/W  

Peroxide (HP) Hydrogen peroxide 50% W/W 1:2000 

QAC Benzalkonium chloride 10% 1:500 

Glu + QAC Glutaraldehyde 10% W/W 1:200 

 Octyl decyl dimethyl ammonium chloride 3% W/W  

 Dioctyl dimethyl ammonium chloride 1.2% W/V  

 

Didecyl dimethyl benzyl ammonium 

chloride 1.8% W/V  

 Alkyl dimethyl benzyl ammonium chloride 4% W/V  

Iodine 

Nonylphenoxypolyethoxyethanol iodine 

complex 3% W/V 1:500 

Chlorine  Sodium hypochlorite 1% W/W 1:20  

Formaldehyde Formalin 37% 1:100 

Phenol High boiling Tar acid 20% W/W 1:250 

 Chlorinated xylenol 20% W/W  

  Dodecyl benzene sulfonic acid 35% W/W   

 

2.1.1 เตรียมน้ํายาฆาเชื้อใหไดความเขมขนตามที่กําหนด 

2.1.2 แบงน้ํายาฆาเชื้อแตละชนิดลงในหลอดทดลองอยางละ 1 มิลลิลิตร 

2.1.3 นําของเหลวจากไขฟก (allantoic fluid) ที่เตรียมไวซึ่งเก็บและรักษาที่

อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียสมาละลายดวยการตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

และเจือจางใหมีเชื้อไวรัสไขหวัดนกประมาณ 108 ELD50/mL ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร แบงลงในหลอดทดลองที่มีน้ํายาฆาเชื้ออยู 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 

10 นาที 
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2.1.4 เมื่อครบ 10 นาที แบงสารละลายฉีดลงในไขไกฟกฟองละ 0.1 มิลลิลิตร 

อยางละ 6 ฟอง ตอหนึ่งชนิดของน้ํายาฆาเชื้อ พรอมทั้งทําการฉีดเฉพาะ

น้ํายาฆาเชื้อลงในไขไกฟกฟองละ 0.1 มิลลิลิตรจํานวน 3 ฟอง สองตรวจ

ไขไกฟกเปนเวลา 7 วัน หากพบวาไขไกฟกตายใหเก็บ allantoic fluid 

จากไขไกฟกที่ตายไปตรวจดวยวิธี HA และ HI ตอไป   

2.1.5 ทําการทดลองซ้ําหลังจากเก็บน้ํายาฆาเชื้อเปนระยะเวลา  5, 7 และ 14 

วัน ตามลําดับ ในสภาพแวดลอมที่แตกตางกันดังนี้คือ เก็บรักษาใน

ภาชนะที่มีฝาปดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส 

 

2.2 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตาง ๆ 

   ข้ันตอนการทดสอบผลของอุณหภูมิตอการคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอน

 ซาโดยดัดแปลงมาจากวิธีการของ Swayne และ Beck 2004 ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

2.2.1 ตั้งอุณหภูมิอางตมน้ํา (water bath) ที่อุณหภูมิตาง ๆ กันดังนี้ 55, 60, 

65, 70 และ 75 องศาเซลเซียสตามลําดับ 

2.2.2 นํา allantoic fluid ที่เตรยีมไวซึ่งมีเชื้อไวรัสไขหวัดนกอยู 108 ELD50/mL

แบงลงในหลอดทดลอง 5 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดทดลองดวยพาราฟลม 

(parafilm) 

2.2.3 นําหลอดทดลองที่มีเชื้อไวรัสไขหวัดนกและหลอดทดลองที่มีเฉพาะ

สารละลาย PBS วางลงใน water bath ที่แตละอุณหภูมิเปนเวลา 10, 

15, 30, 45 และ 60 นาทีตามลําดับ  

2.2.4 แบงฉีดลงในไขไกฟกจํานวน 6 ฟองตอหนึ่งอุณหภูมิ ฟองละ 0.1 

มิลลิลิตร พรอมทั้งทําการฉีดเฉพาะสารละลาย PBS ที่ปรับอุณหภูมิแลว

ตามที่ตองการลงในไขไกฟกฟองละ 0.1 มิลลิลิตรจํานวน 3 ฟอง สอง

ตรวจไขไกฟกเปนเวลา 7 วัน  

2.2.5 หากพบวาไขไกฟกตายใหเก็บ allantoic fluid จากไขไกฟกที่ตายไปตรวจ

ดวยวิธี HA และ HI ตอไป 

 

2.3 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอคาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

   วิธีการทดสอบผลของคาความเปนกรด-ดางตอการคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

 ฟลูเอนซา ไดดัดแปลงวิธีการมาจาก Stallknecht และคณะ (1990) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
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2.3.1 นํา allantoic fluid ที่เตรียมไวซึ่งมีเชื้อไวรัสไขหวัดนกอยู 108 ELD50/mL 

แบงลงในหลอดทดลองปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

2.3.2 จากนั้นเตรียมสารละลาย PBS ใหไดคาความเปนกรด-ดาง ที่ตองการ

ดังนี้ 3, 5, 7, 9 และ 12 ตามลําดับ โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด  (NaOH) และ สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เพื่อปรับ pH 

2.3.3 นําสารละลาย PBS ที่ผานการปรับ pH แบงลงในหลอดทดลองที่มีเชื้อ

ไวรัสไขหวัดนก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 5 และ 10 นาที 

ตามลําดับ 

2.3.4 เมื่อครบระยะเวลาเวลาแลว แบงสารละลายฉีดลงในไขไกฟกจํานวน 6 

ฟอง ตอหนึ่งความเปนกรด-ดาง ฟองละ 0.1 มิลลิลิตร พรอมทั้งทําการ

ฉีดเฉพาะสารละลาย PBS ที่ปรับ pH แลวตามที่ตองการลงในไขไกฟก

ฟองละ 0.1 มิลลิลิตรจํานวน 3 ฟอง สองตรวจไขไกฟกเปนเวลา 7 วัน  

2.3.5 หากพบวาไขไกฟกตายใหเก็บ allantoic fluid จากไขไกฟกที่ตายไปตรวจ

ดวยวิธี HA และ HI ตอไป 

2.4 จดบันทึกผลการทดลอง วิเคราะหและรายงานผลการทดลอง 
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ผลการวิจัย 
 

สวนที่ 1: การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 

 

1.1   การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

   ทําการเตรียมเชื้อไวรัสจากตัวอยางชิ้นเนื้อของปอด ลําไส ทอลม และ ตับ มา

รวมกัน ซึ่งเก็บมาจากแหลงที่พบการระบาดจากจังหวัด ฉะเชิงเทรา ชลบุรี นครปฐม 

นครสวรรค และสุพรรณบุรี ซึ่งเปนการระบาดครั้งแรก ชวงเดือนมกราคม – กุมภาพันธ 2547 

จํานวน 8 เชื้อ (เชื้อที่ 1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 ประมาณเดือนตุลาคม 2547 จํานวน 1 

เชื้อ (เชื้อที่ 9) หลังจากนั้นเก็บที่ -80 องศาเซลเซียส 

 

1.2   การเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา และคํานวณหาปริมาณและความรุนแรงของ     

           เชื้อไวรัส (50% of embryo lethal dose/ml; ELD50/ml) 

   นําเชื้อไวรัสที่เตรียมไดซึ่งเก็บที่ -80 องศาเซลเซียส จํานวน 9 เชื้อ มาตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเพื่อใหละลายหลังจากนั้นนํามาฉีดไขไกฟกอายุ 9 วัน เขาสู allantoic sac ดวย

การเจือจางลงเปน 10 เทา (ten fold dilution) (10-1 – 10-8) ความเขมขนละ 6 ฟอง ผล

พบวา ทั้ง 9 เชื้อเมื่อคํานวณตามวิธีการของ Reed และ Muench (1938) มีความรุนแรง

ระหวาง 108.0  – 109.5 ELD50/ml (ขอมูลความรุนแรงของแตละเชื้อไมไดแสดงไว) 

 

1.3   การตรวจหาเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาดวยวิธีการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง      

        (hemagglutination หรือ HA) และ ดวยวิธียับยั้งการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง  

        (hemagglutination inhibition test หรือ HI) โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอช 5 

   ผล HA ของไวรัสทั้ง 9 เชื้อ อยูระหวาง 26 – 28 

  ผล HI ของไวรัสทั้ง 9 เชื้อ โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอช 5 พบวาเกดิปฏกิริยา

 ระหวางเชื้อไวรัสและแอนติบอดี แสดงวาไวรัสทั้ง 9 เชื้อ เปนสายพันธุเอช 5 ทั้งหมด 

 

1.4   การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (multiplex RT-PCR) 

   จากการตรวจยืนยันของเชื้อไวรัสพบผลิตภัณฑ 351 bp และ 106 bp ซึ่งแสดง

เปนสวนของยีน hemagglutinin และ neuraminidase ตามลําดับ (ภาพที่ 2)  
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ภาพท่ี 2 Multiplex RT-PCR for the identification of avian influenza (H5N1) of 9 
isolates.  Lane 1: ladder 100 bp, Lane 2: negative control, Lane 3: CU-
K2/04 (positive control), Lane 3 – 12: samples.

Lane     1      2      3      4      5     6      7      8    9    10    11    12  

351 bp

106 bp 

 
 

 

1.4    เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา เอช 5 เอ็น1 จากตัวอยางที่แยกไดนี้นําไปสงตรวจวิเคราะห

การเรียงตัวของยีน (sequence analysis) และรายงานในฐานขอมูลธนาคารยีน (GeneBank 

database) 

 จากการตรวจวิเคราะหการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin และ 

neuraminidase หลังจากนั้นนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบความเหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอ

ไทดระหวาง 9 isolates ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioEdit version 7.0.5.3 

 การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin ทั้ง 9 เชื้อ การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 

1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) ซึ่งมีจํานวนนิวคลีโอไทดระหวาง 1638 – 1670 พบความ

เหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดระหวาง รอยละ 99.32 – 99.88 (ตารางที่ 2 ) 

 การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน neuraminidase ทั้ง 9 เชื้อ การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 

1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) ซึ่งมีจํานวนนิวคลีโอไทดระหวาง 1306 – 1321 พบความ

เหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดระหวาง รอยละ 99.16 – 100 (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 2 แสดงความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนฮีแมกกลูตินีนของเชื้อไวรัสเอเวียน  

       อินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 จํานวน 9 เชื้อที่แยกไดในประเทศไทยป พ.ศ.           

                 2547** 
 เช้ือ
ที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1 -         

2 99.64* -        

3 99.64 99.64 -       

4 99.82 99.7 99.7 -      

5 99.64 99.64 99.64 99.7 -     

6 99.7 99.69 99.7 99.76 99.82 -    

7 99.57 99.57 99.57 99.63 99.69 99.75 -   

8 99.76 99.76 99.76 99.82 99.88 99.82 99.69 -  

9 99.4 99.39 99.4 99.46 99.4 99.45 99.32 99.51 - 

*รอยละของความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนฮีแมกกลูตินีนระหวางเชื้อไวรัส 

**การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) 
ตารางที่ 3 แสดงความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนนิวรามินีเดสของเชื้อไวรัสเอเวียน 

       อินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 จํานวน 9 เชื้อที่แยกไดในประเทศไทยป พ.ศ.               

                 2547** 

 เช้ือที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1 -         

2 99.69* -        

3 99.85 99.7 -       

4 99.69 99.7 99.7 -      

5 99.85 99.85 99.85 99.85 -     

6 99.85 99.85 99.85 99.85 100 -    

7 99.85 99.85 99.85 99.85 100 100 -   

8 99.69 99.7 99.7 99.7 99.85 99.85 99.85 -  

9 99.31 99.16 99.31 99.16 99.31 99.32 99.31 99.16 - 

*รอยละของความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนนิวรามินีเดสระหวางเชื้อไวรัส 

**การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) 
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สวนที่ 2: การทดสอบความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 
 
2.1  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อในการทําลายเชื้อไวรัส และระยะเวลาการใชงาน

 ของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

   จากการตรวจวิเคราะหการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin และ  

neuraminidase ทั้ง 9 isolates พบวามีความเหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด มากกวา 

รอยละ 99.16 ซึ่งแสดงวามีความสัมพันธใกลชิดกัน ทางคณะผูวิจัยจึงไดคัดเลือกเปนตัวแทนของ

มา 1 isolate ซึ่งเปนเชื้อที่ระบาดที่จังหวัดชลบุรี (ตัวอยาง 2004.1) และเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัส

ไขหวัดนก H5N1 ที่พบการระบาดและมีการรายงานครั้งแรกในประเทศไทย CUK-2/04 ซึ่งเปนเชื้อ

ที่ระบาดที่จังหวัดนครปฐม (Viseshakul et al., 2004) (ตัวอยาง CUK-2) และเชื้อที่พบการระบาด

คร้ังที่ 2 เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2547 ซึ่งเปนเชื้อที่ระบาดที่จังหวัดราชบุรี (ตัวอยาง 2004.2) วามี

ความแตกตางกันอยางไร ในดานความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5เอ็น1 

  จากการทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสจํานวน 3 เชื้อ ดังนี้ 2004.1, CUK-2 

และ 2004.2 ตอน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ ดังนี้ กลูตารัลอัลดีไฮด (Glu) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

(HP) ควอเตอนารีแอมโมเนียม (QAC) กลูตารัลอัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม 

(Glu+QAC) ไอโอดีน (Iodine) โซเดียมไฮโปคลอไรต (SHPC) ฟอรมาลีน (Formalin) ฟนอล 

(Phenol) ที่อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ณ วันที่ 0, 5, 7 และ 14 ผลพบวา เชื้อไวรัสจาํนวน 

3 เชื้อตอน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดีไฮด กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม 

โซเดียมไฮโปคลอไรต และฟนอล มีความคงทนต่ําหรือไมมีความคงทนเลย ที่อุณหภูมิ 25 และ 37 o 

ซ. เชื้อไวรัสมีความคงทนปานกลางตอน้ํายาฆาเชื้อควอเตอนารีแอมโมเนียม และฟอรมาลีนที่

อุณหภูมิ 37o ซ. แตมีความคงทนมากขึ้นที่อุณหภูมิ 25o ซ และเชื้อไวรัสมีความคงทนอยางมากตอ

น้ํายาฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด และไอโอดีน ที่อุณหภูมิ 25 และ 37 o ซ (ตารางที่ 4 และ 5) 

อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้มีกลุมควบคุมบวก (เชื้อไวรัส) ซึ่งสามารถฆาไขไกฟกได 100%และ

กลุมควบคุมลบ (น้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ) ซึ่งไมสามารถฆาไขไกฟก รวมการศึกษาดวย นอกจากนี้

ทางคณะผูวิจัยไดเก็บน้ําไขฟกจากไขไกฟกที่รอดชีวิตและตายเนื่องจากเชื้อไวรัสที่สัมผัสกับน้ํายา

ฆาเชื้อชนิดตาง ๆ มาฉีดสูไขไกฟกใหมเพื่อพิสูจนวาไวรัสยังคงมีชีวิตอยูหรือไม ซึ่งผลที่ได

เหมือนกับผลการศึกษาครั้งแรกคือ ไขไกฟกที่รอดชีวิตในครั้งแรก ไขไกฟกยังคงรอดชีวิตในครั้งที่

สอง สวนไขไกฟกตายในครั้งแรก ไขไกฟกยังคงตายในครั้งที่สอง  
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2.2   การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตาง ๆ 

 จากการทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตาง ๆ 55 o ซ 60 o ซ 65 o ซ 70 

o ซ และ 75 o ซ เปนเวลา 10, 15, 30, 45 และ 60 นาที พบวา แนวโนมทั้ง 3 เชื้อ (2004.1, CUK-2 

และ 2004.2) มีความคงทนตออุณหภูมิต่ํากวา 70 o ซ กลาวคือที่อุณหภูมิ 70 o ซ เปนเวลาอยาง

นอย 10 นาที หรืออุณหภูมิ 65 o ซ เปนเวลาอยางนอย 60 นาที เชื้อไวรัส H5N1 มีแนวโนมที่จะ

ตายหรือเชื้อไวรัส H5N1ไมสามารถที่จะทําใหไขไกฟกตาย นอกจากนี้เชื้อไวรัส H5N1 เชื้อ CUK-2 

คอนขางคงทนเมื่อเปรียบเทียบกับ เชื้อ 2004.1 และ 2004.2 (ตารางที่ 6) 

 

2.3 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอคาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

    จากการทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ที่ 3, 5, 7, 

9 และ 12 โดยใหเวลาสัมผัสระหวางเชื้อไวรัส H5N1 และความเปนกรด-ดาง นาน 5 และ 10 

นาที พบวาไวรัสมีความคงทนตอความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ในการศึกษา คือสามารถฆาไขไกฟก

ตายได ระหวาง 2 – 6 ฟองหรือ รอยละ 33.34 - 100 (ตารางที ่7) โดยที่กลุมควบคุมบวก (เชื้อ

ไวรัส) สามารถฆาไขไกฟกได 100%และกลุมควบคุมลบ (สารละลาย PBS ที่ปรับความเปนกรด-

ดาง ตาง ๆ) ไมสามารถฆาไขไกฟก นอกจากนีท้างคณะผูวิจัยไดเก็บน้าํไขฟกจากไขไกฟกที่ตาย

เนื่องจากเชื้อไวรัสที่สัมผัสความเปนกรด-ดางตาง ๆ มาฉีดสูไขไกฟกใหมเพื่อพิสูจนวาไวรัสยังคง

มีชีวิตอยู ผลพบวาไขไกฟกตายแสดงวาเชื้อไวรัสคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

ในชวงทีท่ําการศึกษา
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ตารางที่ 4 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชือ้ ถกูผสมใหมี

อัตราสวนที่ทําการทดลอง แลว แลวเก็บที่อุณหภูมิ (25 o ซ.) เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 

 

 

  

 

  

  

 

 

 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะน้ํายาฆาเชื้อ ทั้ง 8 ชนิด ๆ ละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัส ทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 

 

 

 

 

กลุม    วันที ่0     วันที่ 5     วันที ่7     วันที ่14   
  2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 

Glu 1 2 2 3 0 0 0 0 1 1 0 1 

HP 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

QAC 2 1 1 3 2 1 3 1 3 3 3 1 

Glu+QAC 1 0 0 0 2 1 0 0 0 1 0 0 

Iodine 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

SHPC 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Formalin 0 3 1 2 1 2 1 1 0 0 2 4 

Phenol 0 0 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 5 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชื้อ 

      ถูกผสมใหมีอัตราสวนที่ทําการทดลอง แลวเก็บที่อุณหภูมิ (37 o ซ.) เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 

 

กลุม    วันที ่0     วันที่ 5     วันที ่7     วันที ่14   
  2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 

Glu 1 2 2 2 0 1 0 0 0 0 0 0 

HP 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

QAC 2 1 1 3 2 3 3 0 0 6 3 0 

Glu+QAC 1 0 0 0 2 1 3 1 0 3 0 0 

Iodine 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

SHPC 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 

Formalin 0 3 1 2 5 3 0 0 0 1 1 0 

Phenol 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะน้ํายาฆาเชื้อ ทั้ง 8 ชนิด ๆ ละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัส ทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 
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ตารางที่ 6  แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองที่อุณหภูมิตาง ๆ 55 o, 60 o, 65 o, 70 o และ  

      75 o ซ. เปนเวลา 10, 15, 30, 45 และ 60 นาที (n = 6) 

 
 

เวลา    55 o ซ.     60 o ซ.     65 o ซ.     70 o ซ.     75 o ซ.   
 (นาที) 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 

10 6 6 6 6 6 4 0 6 0 0 1 0 0 0 0 

15 6 6 6 6 6 2 0 4 0 0 0 0 0 0 0 

30 6 6 3 6 6 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

45 6 6 1 6 2 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 

60 2 6 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะ PBS ที่เวลาตาง ๆ เวลาละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัสที่ไมผานความรอน ทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 
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ตารางที่ 7  แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตาย ภายหลังจากการฉีดเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ผสมกับ 

      สารละลาย PBS ที่ปรับ pH 3 5 7 9 และ 12 โดยระยะเวลาสัมผัสระหวางเชื้อไวรัส 

      H5N1 และความเปนกรด-ดาง นาน 5 และ10 นาที (n=6) 

 

กรด-ดาง  ระยะเวลาสมัผัสเชื้อ 5 นาท ี  ระยะเวลาสมัผัสเชื้อ 10 นาท ี

  2004.1 CUK-2 2004.2 2004.1 CUK-2 2004.2 

3 2 6 2 3 5 3 

5 6 6 6 6 6 4 

7 6 6 6 6 6 6 

9 6 6 6 6 6 6 

12 4 6 5 4 6 5 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะ PBS ที่ปรับความเปนกรด-ดาง ๆ ละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัสทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 
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การอภิปรายผล 
 

การศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาในครั้งนี้ผูวิจัยไดเตรียมเชื้อไวรัสเอ

เวียนอินฟลูเอนซาจากตัวอยาง ปอด ลําไส และตับ ซึ่งเก็บมาจากแหลงที่พบการระบาดในประเทศ

ไทย ชวงเดือนมกราคม 2547 จํานวน 8 ตัวอยาง และไดนํามาเพิ่มจํานวนในไขไกฟก   อายุ 11 วัน 

โดยวิธีการที่ใชในการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัส เปนวิธีมาตรฐานและเปนที่ยอมรับใหใชในการเพิ่ม

จํานวนเชื้อไวรัสดังกลาวกันอยางแพรหลาย (Swayne et al., 1998) หลังจากเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัส

ไดในปริมาณที่ตองการ เลือกตัวอยางเชื้อไวรัสมา 3 ตัวอยาง โดยมีเกณฑวาตัวอยางเชื้อไวรัสมี

ความเหมือนกันของการเรียงตัวนิวคลิโอไทดของยีน hemagglutinin และ neuraminidase 

มากกวารอยละ 97 ซึ่งปรากฏวาไวรัสทั้ง 9 เชื้อมีความเหมือนกันรอยละ 99 ขึ้นไป ดังนั้นจึง

คัดเลือกเชื้อไวรัสที่มีการรายงานพบครั้งแรก (CUK-2/04) และ เชื้อไวรัสที่มีความสามารถในการ

ติดเชื้อสูงสุดคือ 109 ELD50/1ml (2004.1) ซึ่งเปนการระบาดครั้งแรก และคัดเลือกเชื้อไวรัสที่พบ

การระบาดครั้งที่ 2 (2004.2)  

การคํานวณหาความความสามารถในการติดเชื้อของเชื้อไวรัสโดยใชไขไกฟกอายุ 11 วัน 

ซึ่งวิธีการคํานวณไดอางอิงมาจาก Reed และ Munch (1938) โดยความสามารถในการติดเชื้อ

ต่ําสุดที่ไดรับการยอมรับใหใชในการศึกษาวิจัย คือ103–104 EID50/ มิลลิลิตร (OIE, 2000) แตจาก

การศึกษาของ Swayne และ Halvorson (2003) พบวาปริมาณของเชื้อไวรัสที่สามารถขับออกมา

จากระบบทางเดินหายใจของไกที่ติดเชื้อคือ 104.2-107.7 EID50 /1ml และที่ขับออกมาพรอมกับ

อุจจาระคือ 102.5-104.5 EID50/1gram feces  และจากการศึกษาของ Webster และคณะ (1978) 

พบวาเปดสามารถขับเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H7N2 ออกมาพรอมกับอุจจาระได

ในปริมาณสูงถึง 108.7 EID50/gram feces ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงใชเชื้อไวรัสปริมาณ 108.0 

ELD50/1ml ซึ่งคอนขางมีความสามารถในการติดเชื้อสูง 

 เนื่องจากที่บริเวณเปลือกของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซามีโปรตีน HA ซึ่งมีคุณสมบัติ

จับกับเม็ดเลือดแดงทําใหเม็ดเลือดแดงแตก ดังนั้นจึงไดนําเชื้อไวรัสที่มีความสามารถในการติดเชื้อ

สูงที่สุดคือ 109 ELD50/1ml มาทดสอบการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงเพื่อเปนการทดสอบ

เบื้องตนวาเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้นมานั้นเปนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา โดยผลการทดสอบพบวา 

เชื้อไวรัสมี HA titers เทากับ 256/25 μl จากนั้นไดทําการตรวจพิสูจนยืนยันชนิดและสายพันธุของ

เชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้นจากตัวอยางทั้งหมด 8 ตัวอยางอีกครั้งดวยวิธี multiplex RT-PCR ซึ่งผลการ

ตรวจพิสูจนยืนยันเชื้อไวรัสดวยวิธี multiplex RT-PCR พบวาเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้นจากตัวอยางทั้ง 

8 ตัวอยาง เปนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 โดยวิธี multiplex RT-PCR เปนวิธี 

ทาํใหสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสหลายชนิดไดในเวลาเดียวกัน การใช primer 
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มากกวา 1 คู วิธี multiplex RT-PCR นั้นมีขอดีกวาวิธี RT-PCR คือประหยัดเวลาและเสียคาใชจาย

นอยกวา ในกรณีเพื่อการตรวจวินิจฉัย เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR รวมถึงลดโอกาสการ

ปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขั้นตอน (Spackman et al, 2003) และผลจากการวิเคราะห

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางเชื้อไวรัสที่แยกไดจากตัวอยางทั้ง 8 ตัวอยาง พบวาเชื้อ

ไวรัสที่มีความเหมือนกันเฉลี่ยอยูที่ 99.695 แสดงวาทั้ง 8 ตัวอยางนั้นมีความสัมพันธใกลเคียงกัน 

และจัดวาเปนเชื้อไวรัสสายพันธุเดียวกัน ซึ่งสอดคลองกับขอสรุปของ Nobusawa และคณะ 

(1991) ที่กลาววาเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา ที่มีรอยละของความเหมือนกัน (% identity) ของยีนฮี

แมกกลูตินินเทากับ 80-90% จัดเปนเชื้อไวรัสสายพันธุเดียวกัน 

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาเกี่ยวกับประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสาย

พันธุ H5N1 โดยใชน้ํายาฆาเชื้อแตละชนิด และระยะเวลาการใชงานของน้ํายาฆาเชื้อภายหลัง

ผสม นอกจากนี้ยังศึกษาลักษณะความทนทานของเช้ือไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1

ภายใตสภาวะแวดลอมตาง ๆ ไดแก ที่อุณหภูมิตาง ๆ และสภาวะความเปนกรด-ดาง โดยใน

การศึกษาครั้งนี้พบวาน้ํายาฆาเชื้อที่ใหผลดีในการศึกษาครั้งนี้คือ น้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดีไฮด 

กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปคลอไรต และฟนอล จากการ

ทดสอบความทนทานของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 ที่อุณหภูมิตาง ๆ พบวาที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 60 นาที เปนอุณหภูมิต่ําที่สุดที่สามารถทําลายเชื้อไวรัสได 

นอกจากน้ียังพบวาเชื้อไวรัสมีความคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดางตั้งแต 3 ถึง 12 ที่ระยะเวลา 

5 และ 10 นาที   

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาเปนเชื้อไวรัสที่มีเปลือกหุม ซึ่งสามารถถูกทําลายไดงาย

ดังเชน การใชสารเคมีตาง ๆ ที่มีคุณสมบัติในการละลายไขมันสามารถทําลายเชื้อไวรัสได โดยในป 

1940 นั้น Stock และ Francis ไดทําการศึกษาการทําลายเชื้อตอเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาโดยใชสบู 

ซึ่งเตรียมมาจากกรดอินทรียและกรดไขมันเชน กรดโอลีอิค (oleic acid) กรดไลโนลิค (linolic 

acid) เปนตน โดยผลการทดลองพบวาสบูที่เตรียมขึ้นสามารถทําลายเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาไดที่

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากการศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสไขหวัดนกตอน้ํายาฆาเชื้อทั้ง 8 ชนิด

พบวาน้ํายาฆาเชื้อทุกชนิดเมื่อเจือจางสัดสวนตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิตทันทีและนํามาฆา

เชื้อ สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ ทวีศักดิ์ และ

คณะ (2546) ที่ทําการทดลองโดยใชน้ํายาฆาเชื้อ 15 ชนิด พบวาน้ํายาฆาเชื้อในกลุม        

กลูตารัลดีไฮด ฟนอล กรดเปอรอะซิติก กลุมแอมโมเนียมคลอไรด และกลุมแอซิดไฮเปอรคลอไรต 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาได นอกจากนี้ที่ระดับความเขมขน 200 พีพีเอ็ม 

(ppm) โซเดียมไฮโปครอไรด 1,000 ppm ของเบนซัลโคเนียม คลอไรด 0.02% ของกลูตารัลดีไฮด

สามารถทําลายเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาได (Prince and Prince 2001) และจากการศึกษาของ 
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Armstrong และ Froelich (1964) พบวาน้ํายาฆาเชื้อเบนซาโคเนียมคลอไรดสามารถทําลายเชื้อ

ไวรัสอินฟลูเอนซาไดเมื่อใชที่ความเขมขน 0.025 mg/ml ที่อุณหภูมิ 30 o ซ หรือจากการศึกษาของ 

Davison และคณะ (1999) ที่ทดสอบน้ํายาฆาเชื้อ 4 ชนิด คือ ฟนอล สารประกอบควอเตอนารี

แอมโมเนียม และ สารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียมรวมกับฟอรมัลดีไฮด พบวาน้ํายาฆาเชื้อที่

ทดสอบทั้ง 4 ชนิดนั้นสามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H7N2 ไดเมื่อใช

ความเขมขนตามคําแนะนําของบริษัท หรือจากการศึกษาของ Mbithi และคณะ (1990) พบวา

น้ํายาฆาเชื้อที่นิยมใช โดยทั่วไปไดแก  กลูตารัลดีไฮด  โซเดียมไฮโปรคลอไรด  ไอโอดีน 

สารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียม และฟนอล เมื่อผสมตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต

สามารถทําลายเชื้อไวรัสตับอักเสบ ชนิดเอได อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้พบวาน้ํายาฆาเชื้อ 

กลูตารัลดีไฮด กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปคลอไรต และฟ

นอล ใหประสิทธิภาพการทําลายเชื้อไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํายาฆาเชื้อชนิดอื่น จาก

การศึกษาครั้งนี้พบวา การเก็บรักษาน้ํายาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 37 o ซ ทําใหประสิทธิภาพของน้ํายา

ฆาเชื้อทั้ง 8 ชนิดสูงกวาการเก็บรักษาน้ํายาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 25 o ซ  ซึ่งสอดคลองกับการทดลอง

ของ Yilmaz และ Kaleta (2003) ที่ทําการทดลองโดยใชกรดมด (formic acid) และน้ํายาฆาเชื้อ

อีก 3 ชนิด ไดแก Lysovet PA® ซึ่งมีฟอรมัลดีไฮด และกลูตารัลดีไฮดเปนสวนประกอบ น้ํายาฆา

เชื้อ TAD CID® ซึ่งมีฟอรมัลดีไฮด และกลูตารัลดีไฮด เปนสวนประกอบ และน้ํายาฆาเชื้อ 

Wofasteril E® รวมกับน้ํายาฆาเชื้อ Alcapur® ในการทําลายเชื้อ bovine enterovirus type 1 

(ECBO virus) mammalian orthoreovirus type 1 และ bovine adenovirus type 1 (BAV 1) ที่

อุณหภูมิ 10 และ 20 o ซ  โดยผลการทดลองพบวากรดมดและน้ํายาฆาเชื้อที่ใชในการทดสอบนี้ 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสที่ใชในการทดสอบไดทุกชนิด โดยที่อุณหภูมิ 20 o ซ  จะใหผลในการ

ทําลายเชื้อไดดีกวาที่อุณหภูมิ 10 o ซ  อยางไรก็ตามจากการทดลองของ Thomas และ Russell 

(1974) พบวาการเก็บรักษาน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดีไฮดที่อุณหภูมิสูงจะทําใหคาความเปนกรด-ดาง

ของน้ํายาฆาเชื้อเปลี่ยนไป โดยที่อุณหภูมิสูงทําใหน้ํายาฆาเชื้อมีความเปนกรดเพิ่มมากขึ้น สงผล

ตอประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อของน้ํายาฆาเชื้อ ทําใหประสิทธภิาพของน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดี

ไฮดลดลง ซึ่งเปนเร่ืองที่ควรจะทําการศึกษาเพิ่มเติมเนื่องจากในการศึกษาในครั้งนี้ไมไดทําการ

บันทึกคาความเปนกรด-ดางของน้ํายาฆาเชื้อ   

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสามารถมีชีวิตอยูไดนานมากกวา 30 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 

0 องศาเซลเซียส และสามารถมีชีวิตอยูไดนาน 4 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 4 o ซ  (Hayden and 

Palese, 1997) และจากการศึกษาของ Stallknecht และคณะ (1990) พบวาเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซาสายพันธุที่กอโรคไมรุนแรงสามารถมีชีวิตไดนาน 126-207 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 17 o ซ  

และสามารถมีชีวิตไดนาน 30-102 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 28 o ซ  ในขณะที่เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิต
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ไดนานถึง 30-35 วัน ในมูลไกที่อุณหภูมิ 4 o ซ  และเชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตไดนานถึง 7 วัน ในมูล

ไกที่มีอุณหภูมิ 20 o ซ  (Swayne and Halvorson, 2003) โดยการศึกษาในครั้งนี้ไดทําการศึกษา

ความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิที่ตางกันไดแก อุณหภูมิ 55 60 65 70 และ 75 o ซ  ตามลําดับ 

การเลือกใชชวงอุณหภูมิดังกลาวเนื่องมาจากที่อุณหภูมิ 56 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที เปนอุณหภูมิ

ต่ําที่สุดที่สามารถทําใหโปรตีนในซีรัมเสื่อมสภาพ (Schlesinger et al., 1990) และที่ชวงอุณหภูมิ 

60-65 o ซ  เปนชวงอุณหภูมิที่ใชในการพาสเจอรไรซ  (Pasteurization) ซึ่งโดยมากนิยมใชที่

อุณหภูมิ 62 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที (Zinsser, 1992) สวนอุณหภูมิ 70-75 o ซ  ตรงบริเวณจุด

ศูนยกลาง (core temperature) ที่ระยะเวลา 1 วินาที เปนชวงอุณหภูมิที่ไดมีการแนะนําวา

สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูซาในผลิตภัณฑไกปรุงสุกได (OIE, 2006) โดยผลการศึกษา

ความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาตออุณหภูมิตาง ๆ   ในงานวิจัยครั้งนี้พบวาอุณหภูมิ

ต่ําที่สุดที่สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ H5N1 ไดคือ อุณหภูมิ 60 o ซ  

ระยะเวลา 60 นาที โดยตรวจไมพบการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง ในขณะที่อุณหภูมิ 55 o ซ  

ไมสามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 ได ซึ่งตางจากการศึกษาของ 

King (1991) พบวาที่อุณหภูมิ 56 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลู

เอนซา สายพันธุ H5N2 ได แตอยางไรก็ตามเชื้อไวรัสยังสามารถจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือด

แดงได และที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

สายพันธุ H5N2 ไดโดยตรวจไมพบการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง และจากการศึกษา

ของ Lu และคณะ (2003) พบวาที่อุณหภูมิ 56 o ซ  ระยะเวลา 40 และ 60 นาที ไมสามารถทําลาย       

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H7N2 ไดซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในครั้งนี้ ที่ทําการศึกษา

ชวงอุณหภูมิ 55 o ซ  เปนเวลา 60 นาที แตอยางไรก็ตามการศึกษาของ Lu และคณะ (2003) 

พบวาที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา 10 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สาย

พันธุ H7N2 ได ในขณะที่การศึกษาของ Swayne และ Beck (2004) พบวาที่อุณหภูมิ 55, 57, 59, 

61 และ 63 o ซ  ระยะเวลา 1, 2, 3, 4, 6, 8 และ 12 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลู

เอนซา สายพันธุที่กอโรครุนแรงและกอโรคไมรุนแรงที่อยูในไขแดงได  

 จากการศึกษาลักษณะความทนทานของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาตอสภาพความ

เปนกรด-ดางในชวง pH 3 ถึง 12 โดยการเลือกใชชวง pH ดังกลาวเนื่องมาจากพบวาที่ระดับ pH 3 

เปนระดับ pH ที่ยังไมไดมีการศึกษาวิจัยมากอน และที่ระดับ pH  5 พบวาเปนระดับ pH ที่ใชใน

ขบวนการรวมตัว (fusion) ของ host cell กับสวนเปลือกหุมของเชื้อไวรัส (Huang et al., 1981) 

และที่ระดับ pH 12 พบวาเปนระดับ pH ของปูนขาวภายหลังจากละลายน้ํา (Westernlime, 2006) 

ซึ่งปูนขาวนิยมใชในการฆาเชื้อโรคภายในฟารม โดยผลจากการศึกษาลักษณะความคงทนของเชื้อ

ไวรัสตอสภาพความเปนกรด-ดางในครั้งนี้พบวาเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 มี
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ความคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดางในชวง pH 3 ถึง pH 12 ซึ่งมีระยะเวลาสัมผัสเชื้อนาน 5 

และ 10 นาที อยางไรก็ตามมีแนวโนมวา pH ที่ต่ํากวา 3 หรือ สูงกวา 12 นาจะทําลายเชื้อไวรัส

ไขหวัดนกในการศึกษาครั้งนี้ โดยเฉพาะในสภาพ pH ที่ต่ํากวา 3 หรือสภาพที่เปนกรด มีโอกาส

ทําลายเชื้อไดมากกวา ดังนั้นการใชปูนขาวละลายน้ําอาจไมสามารถทําลายเชื้อไดอยางสมบูรณ 

จําเปนตองใชวิธีการอื่น ๆ รวมดวยในการทําลายเชื้อไวรัสไขหวัดนก สําหรับระยะเวลาสัมผัส 5 

และ 10 นาทีนั้น ไมพบความแตกตางในการทําลายเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยระยะเวลาสัมผัสนาน 5 

นาที ก็สามารถทําลายเชื้อได ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้ใกลเคียงกับการศึกษาของ Lu และ คณะ 

(2003) ที่ไดทําการศึกษาถึงผลของ pH ที่ระดับตาง ๆ ไดแก pH 2 5 7 10 และ 12 ตอเชื้อไวรัสเอ

เวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ H7N2 จากการศึกษาพบวาที่ระดับ pH 2 ระยะเวลา 5 นาที เทานั้นท่ี

สามารถทําลายเชื้อไวรัสดังกลาวได ซึ่งแตกตางกับการศึกษาของ Scholtissek  (1985) ที่ได

ทําการศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุที่กอโรครุนแรง ไดแก H5 และ 

H7 และสายพันธุที่กอโรคไมรุนแรงไดแก H1 H3 และ H11 ตอสภาพความเปนกรดที่ระดับ pH 5.2 

พบวาที่ระดับ pH ดังกลาวสามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุรุนแรงได 

ในขณะที่เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุที่ไมรุนแรงมีความคงทนตอสภาพความเปนกรดที่

ระดับ pH 5.2  
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ขอสรุป 
 

 1.   การเตรียมเชื้อไวรัสได 9 เชื้อ และผานการยืนยันวาเปนไวรัสไขหวัดนก H5N1 ดวย

การทดสอบฮีแมกกลูติเนชั่น และ RT-PCR 

 2.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ทั้ง 9 เชื้อไดนําไปสงตรวจวิเคราะหการเรียงตัวของยีนซึ่งมี

ความเหมือนกันของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin รอยละ 99.32 – 99.88 

และความเหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน neuraminidase ระหวาง รอยละ 99.16 

– 100 แสดงวาเปนเชื้อไขหวัดนกเชื้อเดียวกัน 

3.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ เชื้อ 2004.1, CUK-2 และ 2004.2 มี

ความคงทนตอน้ํายาฆาเชื้อเมื่อเจือจางในระดับความเขมขนที่จะนําไปใช (working dilution) ที่

อุณหภูมิ 25 และ 37 o ซ. ณ วันที่ 0, 5, 7 และ 14 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และไอโอดีน มีความ

คงทนปานกลางตอน้ํายาฆาเชื้อควอเตอนารีแอมโมเนียม และฟอรมาลีนที่อุณหภูมิ 25o ซ. แตมี

ความคงทนมากขึ้นที่อุณหภูมิ 37 o ซ. มีความคงทนต่ําหรือไมมีความคงทนตอน้ํายาฆาเชื้อ-

กลูตารัลอัลดีไฮด กลูตารัลอัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปคลอไรต 

และฟนอล  

4.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ เชื้อ 2004.1, CUK-2 และ 2004.2 ไมมี

ความคงทนตออุณหภูมิ 70 o ซ.หรือสูงกวา เปนเวลา 10 นาที โดยพบวาเชื้อ CUK-2 คอนขาง

คงทนเมื่อเปรียบเทียบกับ เชื้อ 2004.1 และ 2004.2 

5.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ เชื้อ 2004.1, CUK-2 และ 2004.2 มี

ความคงทนตอความเปนกรด-ดาง ในชวงที่ทําการศึกษา 

6.   การศึกษาครั้งนี้อาจชี้ใหเห็นวา เชื้อไขหวัดนกทั้ง 3 เชื้อ โดยพบการระบาดครั้งแรก คือ 

2004.1 ซึ่งมาจากการระบาดที่จังหวัดชลบุรีและ CUK-2 ซึ่งมาจากการระบาดที่จังหวัดนครปฐม 

และ 2004.2 ซึ่งพบการระบาดครั้งที่สองซ่ึงมาจากการระบาดที่จังหวัดราชบุรี ซึ่งมีความเหมือนกัน

ของยีน hemagglutinin และ neuraminidase มากกวารอยละ 99.16 ชี้ใหเห็นวาเชื้อไวรัสทั้ง 3 

เชื้อเปนเชื้อสายพันธุเดียวกัน แตจากการศึกษาถงึความคงทนตอสภาพตาง ๆ พบวาเชื้อ CUK-2 มี

ความคงทนมากกวาเชื้อ 2004.1 และ 2004.2  
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