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บทคัดยอ 
 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช

5 เอ็น1 ที่แยกไกจากไกในเขตจังหวัดภาคกลาง และภาคตะวันออกของประเทศไทย ระหวางเดือน 

มกราคม ถึง กุมภาพันธ 2547 ซึ่งเปนการระบาดครั้งแรก และ เดือนตุลาคม 2547 ซึ่งเปนการ

ระบาดครั้งที่ 2 ดวยน้ํายาฆาเชื้อ วิธีทางกายภาพและความเปนกรด-ดาง ดวยการเก็บตัวอยาง

อวัยวะ ปอด ลําไส ทอลม และตับ จากไกปวยที่สงสัย มาทําการแยกและพิสูจนเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 ดวยวิธีการฉีดในไขไกฟกอายุ 11 วัน วิธีการจับกลุมตกตะกอนของ

เม็ดเลือดแดง วิธีการยับยั้งจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง และวิธีการตรวจหาเชื้อไวรัสโดย

วิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส หลังจากนั้นทําการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสดวยการฉีดในไขไกฟก และ

ตรวจหาปริมาณไวรัสในน้ําไขไกฟก เก็บน้ําไขไกฟกนี้ที่ -80 องศาเซลเซียส (o ซ) นําน้ําไขไกฟกที่มี

เชื้อไวรัสมาสกัดอารเอ็นเอ (RNA) เพื่อนําไปสงตรวจการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีนฮีแมกกลู

ตินิน (hemagglutinin; HA) และนิวรามินิเดส (neuraminidase; NA) นํามาวิเคราะหการเรียงตัว

ของนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioEdit version 7.0.5.3 ทําการคัดเลือกเชื้อไวรัสจํานวน 

3 เชื้อ มาทดสอบการคงอยูของเชื้อไวรัสปริมาณ 1.0 x 108 ELD50/ml ดวยน้ํายาฆาเชื้อ กลูตารัลดี

ไฮด ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ควอเตอรนารีแอมโมเนียม กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอรนารี

แอมโมเนียม  ไอโอดีน คลอรีน ฟอรมาลิน และฟนอล ดวยอัตราสวนความเขมขนที่แนะนํา ที่

อุณหภูมิ 25 และ 37 o ซ ณ วันที่ 0, 5, 7 และ 14 ซึ่งมีระยะเวลาสัมผัสของเชื้อไวรัสและน้ํายาฆา

เชื้อนาน 10 นาที วิธีทางกายภาพดวยอุณหภูมิ 55, 60, 65, 70 และ 75 o ซ เปนเวลานาน 10, 15, 

30, 45 และ 60 นาที และความเปนกรด-ดาง 3, 5, 7, 9 และ 12 โดยใชกรดไฮโดรคลอริกและ

โซเดียมไฮดรอกไซดผสมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ซึ่งมีระยะเวลาสัมผัสของเชื้อไวรัสและ

สารละลายที่ปรับความเปนกรด-ดางนาน 5 และ 10 นาที หลังจากนั้นนํามาฉีดไขไกฟกอยางละ 6 

ฟอง นําเขาตูฟกไข สังเกตและบันทึกการตายของไขไกฟกเปนระยะเวลานาน 7 วนั หากพบวาไขไก

ฟกตายทําการเก็บน้ําไขไกฟกเพื่อแยกและพิสูจนเชื้อไวรัสดังวิธีการขางตน ผลพบวา สามารถแยก

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 จากการระบาดครั้งแรกไดจํานวน 8 เชื้อ และ

คร้ังที่ 2 ไดจํานวน 1 เชื้อ ทั้ง 9 เชื้อ มีจํานวนนิวคลีโอไทด และความเหมือนของการเรียงตัวของนิ

วคลีโอไทดของยีน HA และ NA คือ 1638 – 1670 และ 1306 – 1321 และระหวางรอยละ 99.32 – 
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99.88 และ 99.16 – 100 ตามลําดับ คัดเลือกเชื้อไวรัสจํานวน 3 เชื้อคือ 2004.1, CUK-2/04 และ 

2004.2 มาทําการศึกษาพบวา มีความคงทนต่ําหรือไมมีความคงทนเลยตอน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดี

ไฮด กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม คลอรีน และฟนอล ที่อุณหภูมิ 25 และ 

37 o ซ  อุณหภูมิ 65 o ซ เปนเวลา 60 นาที และ/หรืออุณหภูมิ 70 o ซ เปนเวลาอยางนอย 10 นาที 

และพบวาเชื้อไวรัสคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ในชวงที่ทําการศึกษา จากการศึกษา

คร้ังนี้พบวา CUK-2/04 คอนขางคงทนตอน้ํายาฆาเชื้อ อุณหภูมิ และความเปนกรด-ดางมากที่สุด 

 

คําสําคัญ: ไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 ประเทศไทย การทําลายเชื้อ  

  น้ํายาฆาเชื้อ อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง  
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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 

 
           หนา 

 ตารางที่ 1 แสดงสวนประกอบ ความเขมขน และอัตราสวนที่ใชของน้ํายาฆาเชื้อ 
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         เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 จํานวน 9 เชื้อที่ 

         แยกไดในประเทศไทยป พ.ศ. 2547 

 ตารางที่ 4 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 

  จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชื้อ 

  ถูกผสมใหมีอัตราสวนที่ทําการทดลองแลวเก็บที่อุณหภูมิหอง (25 o ซ.) 

  เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 ตารางที่ 5 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 

  จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชื้อ 

  ถูกผสมใหมีอัตราสวนที่ทําการทดลองแลวเก็บที่อุณหภูมิ (37 o ซ.) 

  เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 ตารางที่ 6 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1  

  จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองที่อุณหภูมิตาง ๆ 55 o, 60 o, 65 o, 70 o และ  

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

 ตารางที่ 7 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตาย ภายหลังจากการฉีดเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่  

  pH 3 5 7 9 และ 12 โดยระยะเวลาสัมผัสระหวางเชื้อไวรัส H5N1  

  และความเปนกรด-ดาง นาน 5 และ 10 นาที (n=6) 
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รายการภาพประกอบ 

 

         หนา 

 ภาพที ่1 แสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของน้าํยาฆาเชือ้ชนิดตาง 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 
 

  โรคไขหวัดนก หรือโรคเอเวียนอินฟลูเอนซา (avian influenza) เปนโรคระบาดที่กอใหเกิด

ความผิดปกติสวนใหญของระบบทางเดินหายใจในสัตวปกหลายชนิด โรคนี้พบการรายงานครั้ง

แรกในปค.ศ. 1878 ที่ประเทศอิตาลีและเรียกชื่อวากาฬโรคสัตวปก (fowl plague) (Swayne and 

Halvorson, 2003) ตอมาในปค.ศ. 1901 พบวาเชื้อโรคที่เปนสาเหตุเกดิจากเชื้อไวรัส จนกระทั่งใน

ปค.ศ. 1955 จึงไดจัดเชื้อโรคนี้อยูในกลุมอินฟลูเอนซาไวรัส การระบาดของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลู

เอนซาเริ่มข้ึนในปค.ศ. 1959 ที่สกอตแลนด ซึ่งเปนเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5 เอ็น1 และ

ไดมีการระบาดของเชื้อไวรัสแพรกระจายไปทั่วโลก โดยในปค.ศ. 1983 ที่เพนซิลวาเนียเปนสาย

พันธุ เอช5 เอ็น2 และในชวงระหวางปค.ศ. 1990 ที่ประเทศออสเตรเลียเปนสายพันธุ เอช7 ในป

ค.ศ. 1994 ไดมีการระบาดที่ปากีสถานสายพันธุ เอช7 เอ็น3 และที่เม็กซิโก สายพันธุ เอช5 เอ็น2 

ในปค.ศ. 1997-1998 ที่ประเทศอิตาลีสายพันธุ เอช5 เอ็น1 (Alexander, 2000) สวนการระบาดที่

ฮองกงในปค.ศ. 1997-1998 เปนสายพันธุ เอช5 เอ็น1 โดยในการระบาดครั้งนี้ไดมีการทําลายไก

เปนจํานวนมากกวา 950,000 ตัว (Sim et al., 2003) ซึ่งรายงานการระบาดในชวงแรกตั้งแตป 

ค.ศ. 1959 -1997 ของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา ชนิดรุนแรง พบวามีรายงานการระบาด

ทั้งหมด 17 คร้ัง โดยพบการระบาดในไกงวง 5 คร้ัง และในไก 12 คร้ัง ซึ่ง 9 คร้ังเกิดจากเชื้อไวรัสเอ

เวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช7 และ 8 คร้ังจากเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 

(Alexander, 2000) และในชวงปลายป ค.ศ. 2003 ถึงตนป ค.ศ. 2004 ไดมีการระบาดของเชื้อ

ไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา ชนิดรุนแรงในประเทศแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยเริ่มพบ

รายงานการระบาดที่ประเทศเกาหลีใต เวียดนาม ญี่ปุน ไทย กัมพูชา ลาว อินโดนีเซีย จีน และ

ไตหวัน สวนในประเทศไทยนั้นไดรายงานการระบาดครั้งแรกเมื่อวันที่ 23 มกราคม 2004 มรีายงาน

การระบาดทั้งหมด 61 คร้ัง ใน 76 อําเภอ (Capua and Alexander, 2004) โดยไดมีการทําลายไก

มากกวา 26 ลานตัว นอกจากนี้ยังกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจกวา 250 ลานดอลลาร

สหรัฐ ซึ่งเชื้อไวรัสที่ระบาดที่ประเทศไทยนี้เปนไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนสายพันธุ เอช5 เอ็น1 

(Viseshakul et al., 2004) 

 คุณสมบัติทางกายภาพของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซานั้น พบวาไมคงทนตอสภาพ

อากาศแหง ในสภาพอากาศแหงที่อุณหภูมิหองนั้นเชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตรอดไดนาน 2 สัปดาห 

(Sutherland, 2002) แตในสภาพอากาศเย็นและชื้น เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยูไดนานถึง 105 วัน 

นอกจากนี้ยังพบวาในมูลไกที่อุณหภูมิ 4 o ซ  เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตอยูไดนานถึง 30-35 วัน และ

ที่อุณหภูมิ 20 o ซ  เชื้อไวรัสมีชีวิตอยูได 7 วัน (Swayne and Halvorson, 2003)  
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 ในปจจุบันเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาชนิด เอช5 เอ็น1 เกิดการระบาดอยางมากในสัตว

ปกในประเทศไทย สงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของเศรษฐกิจและยังเปนปญหาทางดาน

สาธารณสุขดวยกลาวคือ มีการติดเชื้อในคนทําใหคนแสดงอาการปวยและตาย การติดเชื้อเกิด

จากการสัมผัสส่ิงคัดหลั่งของสัตวปวยโดยตรง ปจจุบันในสัตวปกยังไมมีวิธีการรักษาที่ไดผล การ

ปองกันโดยการใชวัคซีนยังคงเปนขอถกเถียงกันอยูถึงผลดี ผลเสีย และผลที่ตามมาภายหลังจาก

การใชวัคซีน (Stephenson et al., 2004) ดังนั้นวิธีการที่ดีที่สุดคือการปองกันและควบคุมการ

แพรกระจายของเชื้อไวรัส ซึ่งวิธีหนึ่งที่ทําไดดวยการกําจัดหรือลดปริมาณของเชื้อไวรัส เชน การใช

น้ํายาฆาเชื้อโรค การใชความรอนที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน และการใชสภาวะความเปนกรด-ดาง

สําหรับวัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษาดลูักษณะความทนทานของเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซาชนิด เอช5 เอ็น1 ภายใตสภาวะแวดลอมตางๆไดแก ที่อุณหภูมิตางๆ และสภาวะความ

เปนกรด-ดาง และเพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาชนิด เอช5 

เอ็น1 โดยใชน้ํายาฆาเชื้อแตละชนิด และระยะเวลาการใชงานของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
การทําใหปลอดเชื้อ (Sterilization)  

 คือขบวนการทําลายเชื้อจุลชีพทุกชนิดที่ทําใหเกิดโรคและไมทําใหเกิดโรค รวมทั้งสปอร

ของแบคทีเรียใหหมดไป วิธีการทําใหปลอดเชื้อหรือทําลายเชื้อจุลชีพแบงออกไดเปน 2 วิธี คือ    

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

 การลดปริมาณหรือการทําลายเชื้อโดยวิธีทางกายภาพสามารถทําไดหลายวิธีคือ 

 
1.   การทําลายเชื้อโดยใชความรอน (Heat related methods)  
 การใชความรอนเพื่อการควบคุมปริมาณเชื้อจุลชีพเปนวิธีเกาแกวิธีหนึ่ง ทําไดโดยการ

เพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นสงผลใหเกิดการเสื่อมสภาพของโปรตีน (protein denature) และรบกวนการ

ทํางานของเยื่อหุมซัยโตพลาสึม (cytoplasmic membrane) และ ผนังเซลล (cell wall) นอกจากนี้

ยังขัดขวางการทํางานของกรดนิวคลิอิก (nucleic acids) ซึ่งเชื้อจุลชีพแตละชนิดสามารถทนตอ

ความรอนไดแตกตางกัน จากการศึกษาของ Cleeland และคณะ (1972) ไดศึกษาความคงทนของ

เชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส สายพันธุที่กอโรคในมนุษย 7 สายพันธุ พบวาที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา  
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1-5 ชั่วโมง สามารถทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส สายพันธุที่กอโรคในมนุษยได 6 สายพันธุ จาก

ทั้งหมด 7 สายพันธุ โดยสายพันธุที่ทนความรอนคือ A0/PR8/34 ซึ่งสามารถทําลายไดเมื่อเพิ่ม

ระยะเวลาเปน 24 ชั่วโมง หรือจากการศึกษาของ King (1991) พบวาที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา 

30 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N2 H5N9 และ H9N2 ได 

โดยทั่วไปความรอนที่นิยมใชในการทําลายเชื้อมีอยู 2 แบบ คือ ความรอนชื้น (moist heat) และ

ความรอนแหง (dry heat) (Robert, 2004) 
 
1.1   ความรอนชื้น  

เปนวิธีการทําลายเชื้อจุลชีพโดยทําใหเอนไซม และโปรตีนในเซลลเกิดการแข็งตัว 

(coaglulation) ความรอนชื้นสามารถทําลายเชื้อจุลชีพโดยใชอุณหภูมิและระยะเวลาที่สั้นกวา

ความรอนแหง เนื่องจากความรอนจากไอน้ําสามารถแทรกซึมเขาสูซัยโตพลาสซึมของเซลล

ส่ิงมีชีวิตไดมากกวา ชวยใหโปรตีนภายในเซลลตกตะกอนไดดีขึ้น การทําลายเชื้อโดยความรอนชื้น

มี 3 วิธี คือ การตมเดือด โดยใชอุณหภูมิ 100 o ซ  ระยะเวลา 5-10 นาที การนึ่งฆาเชื้อโดยใชหมอ

ความดัน (autoclave) วิธีการนี้จะใชไอน้ําเดือดความดันสูง โดยปกติจะใชอุณหภูมิ 121 o ซ  นาน 

15-30 นาที โดยจากการศึกษาของ Elhafi และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาโดยใชเครื่อง 

autoclave ตอการทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัสในมนุษย พบวาระยะเวลาต่ําที่สุดที่สามารถ

ทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไดเมื่อใชเครื่อง autoclave คือ 5 วินาที  

และการฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรซ (pasteurization) คือ การทําลายเชื้อจุลชีพในอาหาร

ที่เปนของเหลว โดยใชความรอนไมสูงมากแลวทําใหเย็นตัวลงอยางรวดเร็ว เชน การฆาเชื้อโรคใน

น้ํานมจะใชความรอนประมาณ 62.9 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที หรือที่อุณหภูมิ 71.6 o ซ  15 นาที  

(Jacquelyn, 2005)  
 
1.2   ความรอนแหง   
 เปนวิธีการทําลายเชื้อจุลชีพโดยทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ เดสตรัคชั่น (oxidative 

destruction) ตอซัยโตพลาสซึมของเซลลโดยใชความรอน 160-180 o ซ  นาน 1-3 ชั่วโมงซึ่งวิธีนี้ใช

ความรอนสูงและนานกวาวิธีความรอนชื้น (Robert, 2004) 
 
2. การกรอง   

 การกรองตางจากวิธีการทําใหปราศจากเชื้อวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากการกรองไมสามารถ

ทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพ แตเปนวิธีการแยกเชื้อจุลชีพออกจากของเหลวที่ไม

สามารถทําใหปราศจากเชื้อโดยการใชความรอนหรือสารเคมีได (Nester, 2004) 
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3. การใชรังสี  
 รังสีที่นิยมใชไดแก รังสียูวี (UV) รังสีแกมมา (gamma) เปนตน โดยรังสียูวีมีความยาว

คลื่นประมาณ 260 นาโนเมตร โดยเมื่อเชื้อจุลชีพดูดกลืนแสงเขาไป แสงอุลตราไวโอเลตจะไป

รบกวนพันธะโควาเลน (covalent bond) ทําใหโครงสรางของสารพันธุกรรมเสียไป นอกจากนี้ยัง

ขัดขวางการจับคูกันระหวางเบสของโครงสรางสายพันธุกรรม (Jacquelyn, 2005) 
 
วิธีทางเคมี (Chemical methods) 

 เปนการใชสารเคมีในการทําลายเชื้อจุลชีพ ซึ่งสารเคมีสามารถทําลายเชื้อจุลชีพไดโดย

ออกฤทธิ์ทําลายสวนประกอบของเซลลถึงแมวาสารเคมีแตละชนิดจะมีกลไกการออกฤทธิ์ที่

แตกตางกัน อยางไรก็ตามสามารถแบงกลไกการออกฤทธิ์ของสารเคมีไดเปน 3 ประเภท คือ ออก

ฤทธิ์ตอโปรตีนภายในเซลล ออกฤทธิ์ตอเยื่อหุมเซลล และ ออกฤทธิ์ตอสวนประกอบอื่น ๆ ของ

เซลล (ภาพที่ 1) (Jacquelyn, 2005) 
 
 
การออกฤทธิ์ตอโปรตีนภายในเซลล 

 โปรตีนเปนโมเลกุลอินทรียที่มีมากที่สุดในเซลลของเชื้อจุลชีพ และเปนสวนสําคัญตอ

ลักษณะโครงรางและหนาที่ของเซลล ในสภาพปกติโปรตีนแตละชนิดจะมีรูปรางเฉพาะซึ่งจําเปน

สําหรับการทําหนาที่นั้น ๆ ดังนั้นสารเคมีที่ออกฤทธิ์ตอโปรตีนจะเขาไปรบกวนทําใหโครงรางของ

โปรตีนภายในเซลลเกิดการเสื่อมสภาพหรือเปลี่ยนแปลงรูปรางของโปรตีนทําใหโปรตีนเสียสภาพ

ไมสามารถทําหนาที่ได (Burton and Engelkirk, 2000)  
 
การออกฤทธิต์อเยื่อหุมเซลล  
 การออกฤทธิต์อเยื่อหุมเซลลโดยสารเคมจีะเขาไปรบกวนการทาํงานของเยื่อหุมเซลลทําให

การทาํงานของเยื่อหุมเซลลเสียสภาพไป โดยเยื่อหุมเซลลทาํหนาที่เกีย่วกับการควบคุมการเขา

ออกของสารตาง ๆ เปนผลทําใหมีการปลดปลอยไอออนอินทรียที่สาํคัญ โคเอนไซม (coenzyme) 

และกรดอะมิโนออกจากเซลล นอกจากนีย้ังรบกวนตอการขนสงแบบใชพลังงาน (active 

transport) และขบวนการเมทาบอลิสึม (metabolism) เปนผลใหเชือ้จุลชีพตายหรือไมสามารถ

เจริญเติบโต (Widmer and Frei 2004) 
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การออกฤทธิต์อสวนประกอบอื่น ๆ ของเซลล  
 โดยสวนใหญสารเคมีตาง ๆ จะไปออกฤทธิ์ที่กรดนิวคลีอิคหรือขบวนการสรางพลังงาน

ของเซลล  (Jacquelyn, 2005) 

 นอกจากนีย้ังมีปจจัยอื่นที่เกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของสารเคมีไดแก ความเขมขนของ

สารเคมี ระยะเวลา อุณหภูม ิและสภาพแวดลอม เปนตน โดยทัว่ไปสารเคมีที่นยิมใชในการควบคุม

เชื้อจุลชีพไดแก น้าํยาฆาเชือ้ (disinfectants) น้ํายาระงบัเชื้อ (antiseptic) และ สารละลายกรด-

ดาง (pH) ซึ่งสามารถแบงออกเปนกลุม ๆ ไดตามคุณสมบัติทางเคมี และการออกฤทธิท์ําลายเชื้อ

ไดดังนี้ (Burton and Engelkirk, 2000) 
 
ภาพที่ 1 แสดงตําแหนงการออกฤทธิ์ของน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ (คัดลอกจาก Russell et al., 

     1992) 
 

 
1.   กลุมฟนอล (Phenol) และอนุพันธของฟนอล (Phenol derivatives)  

 ฟนอลหรือ carbolic acid มีสูตรทางเคมีคือ C6H5OH ไมคอยนิยมใชในสภาพบริสุทธิ์

เพราะราคาแพงและเปนพิษ แตนิยมใชในรูปอนุพันธของฟนอล กลไกการออกฤทธิ์ทําลายเชื้อ

ของฟนอลคือจะทําลายเยื่อหุมเซลลทําใหโปรตีนภายในเซลลตกตะกอนยับยั้งการทํางานของ

เอนไซมภายในเซลล ทําใหกรดอะมิโนรั่วไหลออกจากเซลล (Widmer and Frei 2004) ในป 2003 

Suarez และ คณะ (2003) ไดทําการศึกษาโดยใชน้ํายาฆาเชื้อฟนอล 2 ชนิด สารประกอบควอ

เทอรนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปรคลอไรด และสารประกอบเปอรออกซิเจน (peroxygen 
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compound) ตอการทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N9 และ H7N3 โดยใชการ

รอดชีวิตของไขไกฟกเปนตัวแปรผล จากผลการศึกษาพบวาน้ํายาฆาเชื้อทั้ง 5 ชนิดที่นํามาทดสอบ 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาไดเมื่อผสมตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต นอกจาก

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาแลว Butcher and Ulaeto (2005) ยังพบวาน้ํายาฆาเชื้อฟนอล

สามารถทําลายเชื้อออรโธพอกไวรัสได (orthopox virus) 
 
2.   กลุมฮาโลเจน (Halogen) 
 ตัวอยางของน้าํยาฆาเชื้อที่อยูในกลุมนี้เชน ไอโอดีน และคลอรีน 

 
ไอโอดีน (Iodine) 
 ไอโอดีนโดยทั่วไปจะอยูในรูปของทิงเจอรไอโอดีนซึ่งประกอบไปดวยไอโอดีน  2% และ

โซเดียมไอโอไดน (sodium iodine) 2% ละลายในแอลกอฮอลลที่เจือจาง ไอโอดีนจะออกฤทธิ์ไดดี

ที่สภาวะเปนกรด โดยจะอยูในรูปของ ไดอะโตมิคไอโอดีน (diatomic iodine หรือ I2) แต

ประสิทธิภาพจะลดลงเมื่ออยูที่สภาวะเปนดาง โดยจะอยูในรูปไอโอไดด (iodide หรือ I- ) และไตร

ไอโอไดด (tri-iodide หรือ I-
3) ผลของไอโอดีนในการทําลายเชื้อจุลชีพคือจะทําหนาที่เปนสาร

ออกซิไดซ และไปจับกับกรดอะมิโนที่มีหมูซัลฟไฮดริล (sulfhydryl) ทําใหโครงสรางของโปรตีนเสีย

สภาพเปนผลใหการทํางานของเซลลผิดปกติ และเซลลถูกทําลายตอมา (Linton et al., 1987) 

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

ทองแดง เปนตน กลไกการออกฤทธิ์เกิดจากสารประกอบโลหะหนักจะเขาไปรวมตัวกับโปรตีนและ

เอนไซมภายในเซลล ทําใหการทํางานของโปรตีนและเอนไซมภายในเซลลผิดปกติไป นอกจากนี้

สารประกอบโลหะหนักที่มีความเขมขนสูง สามารถทําใหโปรตีนภายในเซลลตกตะกอนได 

(Robert, 2004) 

 
4.   กลุมสารลดแรงตึงผิว (Surfactant group) 
 กลุมสารลดแรงตึงผิวเปนสารประกอบที่มีหมูเคมีที่ดึงดูดน้ํา (hydrophilic) และหมูเคมีที่

ผลักน้ํา (hydrophobic) โดยสวนที่เปน hydrophobic จะเปนคารบอนโมเลกุลสายยาว          

(long chain hydrocarbon) ซึ่งละลายในไขมัน ขณะที่สวน hydrophilic อาจจะแตกตัวหรือ       

ไมแตกตัว ซึ่งมีทั้งประจุบวก ประจุลบ และเปนกลาง (Russell et al., 1992) โดยสารลดแรงตึงผิว 

ที่สําคัญที่สุดคือชนิดที่มีประจุบวก ตัวอยางสารในกลุมนี้ไดแก สารประกอบควอเตอนารี
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แอมโมเนียม (quaternary ammonium compounds หรือ QAC) กลไกการออกฤทธิ์ของ

สารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียมจะไปออกฤทธิ์ที่เยื่อหุมเซลล โดยประจุบวกจะเขาไปรวมตัว

กับหมูฟอสเฟตของเยื่อหุมเซลล (membrane phospholipids) ขณะที่สวน hydrophobic จะ

แทรกเขาไปยังชั้นในของเยื่อหุมเซลล เปนผลใหเยื่อหุมเซลลสูญเสียคุณสมบัติการเปนเยื่อเลือก

ผาน (permeability) ทําใหหนาที่การควบคุมการเขา-ออกสูญเสียไป (Linton et al., 1987) จาก

การศึกษาของ Armstrong and Froelich ในป 1964 พบวาน้ํายาฆาเชื้อในกลุมสารประกอบควอ

เตอนารีแอมโมเนียมที่ระดับความเขมขนของ 0.025  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ระยะเวลา 10 นาที 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาได หรือจากการศึกษาของ Davison และคณะ (1999) พบวา

น้ํายาฆาเชื้อในกลุมสารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียมที่ระดับความเขมขน 0.39% สามารถ

ทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ H7N2 ได 

 
5.   อัลดีไฮด (Aldehyde) 
 สารในกลุมนี้มีสูตรทางเคมีคือ CnH2n+1 ตัวอยางสารในกลุมนี้ไดแก ฟอรมาลดีไฮด 

(formaldehyde) กลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde) 

 ฟอรมาลดีไฮด มีสถานะเปนกาซ สวนที่อยูในรูปของเหลวจะเรียกวาฟอรมาลีน 

(formalin) ซึ่งมีฟอรมาลดีไฮดเปนสวนประกอบอยู 37% มีสูตรทางเคมีคือ HCHO การออกฤทธิ์

โดยจะทําปฏิกิริยากับหมูคารบอกซิล (carboxyl) ไฮดรอกซิล (hydroxyl) และซัลฟไฮดริล 

(sulfhydryl) ของโปรตีนทําใหโปรตีนเสียสภาพไป  (Russell et al., 1992)  

 ในป 2005 Sauerbrei และคณะ ไดทําการศึกษาโดยใชฟอรมาลดีไฮดที่ความเขมขน 

0.7% พบวามีประสิทธิภาพสามารถทําลายเชื้อในกลุมแอดีโนไวรัส (adenovirus) หรือจาก

การศึกษาของ Habib และคณะ (2006) พบวาที่ความเขมขนของฟอรมาลีน 0.1 และ 0.2% 

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง สามารถทําลายเชื้อไวรัสเบอรซาอักเสบได 

 กลูตารัลดีไฮดเปนสารประกอบประเภทไดอัลดีไฮด (dialdehyde) มีฤทธิ์ในการทําลาย

เชื้อจุลชีพสูง แตระคายเคืองและเปนพิษนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับฟอรมาลดีไฮด กลูตารัลดีไฮด

มีสูตรทางเคมีคือ C5H8O2 ออกฤทธิ์ไดดีในสภาพที่เปนดางมากกวากรด มีความคงตัวอยูประมาณ 

7-14 วัน กลไกการออกฤทธิ์โดยจะทําใหเกิดการเปลี่ยนสภาพของโปรตีน (Robert, 2004) 

กลูตารัลดีไฮดเปนน้ํายาฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงสามารถทํารายเชื้อไวรัสตับอักเสบเอ และบีได 

(McDonnell and Russell, 1999) และที่ความเขมขนเทากัน กลตูารัลดีไฮดจะใหประสิทธิภาพใน

การทําลายเชื้อจุลชีพสูงกวาฟอรมาลดีไฮด (Bovallius and Anas, 1977) 
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6.   แอลกอฮอล (Alcohol) 
 กลไกการออกฤทธิ์ของแอลกอฮอลคือ ทําใหเอนไซมและโปรตีนเสียสภาพ นอกจากนี้

แอลกอฮอลยังมีคุณสมบัติในการละลายไขมัน ดังนั้นจึงสามารถละลายไขมันที่เยื่อหุมเซลลออก 

ทําใหโครงสรางเยื่อหุมเซลลถูกทําลาย แอลกอฮอลที่นิยมใชมีอยู 2 ชนิดคือ เอธิลแอลกอฮอล 

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

 
 
7.   กลุมสารออกซิไดซซิง (Oxidizing agent) 
 สารในกลุมนี้ออกฤทธิ์ทีพ่ันธะไดซัลไฟด (disulfide bond) ของเอนไซมและโปรตีน 

ตัวอยางสารในกลุมนี้เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide หรือ H2O2) และ    

โปแตสเซียมเปอรแมงกาเนส หรือดางทับทิม (KMnO4) เปนตน (Linton et al., 1987) 

 
8.   กาซ (Gases) 
 การทําลายเชื้อจุลชีพโดยใชกาซนั้นนิยมใชกับภาชนะหรือเคร่ืองมือที่ไมทนความรอน 

รวมไปถึงอุปกรณไฟฟา กาซที่นิยมใชในการทําลายเชื้อไดแก เอทธิลรีนออกไซด (ethylene oxide) 

โพรไพลีนออกไซด (propylene oxide) และเบตาโพรไพโอแลคโตน (beta-propiolactone) กลไก

การออกฤทธิ์โดยกาซจะไปรวมตัวกับโปรตีน กรดนิวคลีอิค หรือเอนไซม ทําใหการทํางานของเซลล

เสียสภาพไป (Robert, 2004) 

 
9.   กรดและดาง (Acids and alkaline )  
 กรดและดางแกจะทําลายสารอินทรียทุกชนิด นอกจากนี้สามารถทําลายผนังเซลลและ

เยื่อหุมเซลลของเชื้อจุลชีพ โดยเชื้อจุลชีพแตละชนิดจะทนตอสภาพกรดและดางไดแตกตางกัน    

กรดอนินทรียมีความสามารถทําลายเชื้อจุลชีพไดดีกวากรดอินทรีย เนื่องจากแตกตัวใหไฮโดรเจน

ไอออน (H+) ไดมากกวา คุณสมบัติของการฆาเชื้อจุลชีพของกรดจะขึ้นอยูกับความเขมขน แตไมได

ขึ้นอยูกับปริมาตร สวนดางมีคุณสมบัติในการทําลายเชื้อจุลชีพไดเนื่องจากความเขมขนของ    

ไฮดรอกไซดไอออน (OH-) (Russell et al., 1992) จากการศึกษาของ Carson and Frisch (1953) 

ไดทําการศึกษาโดยใชกรดแทนนิค (tannic acid) ตอการทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส พบวากรด

แทนนิคปริมาณ 1 มิลลิกรัม ระยะเวลา 6 ชั่วโมง สามารถทําลายเชื้ออินฟลูเอนซาไวรัส สายพันุที่

กอโรคในมนุษยได หรือจากการศึกษาของ Scholtissek (1985) พบวาที่ pH 5.2 สามารถทําลาย

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลเูอนซา สายพันธุ H7N2 ได  
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วิธีการวิจัย 
  
วิธีการวิจัย 
 แบงออกเปน 2 สวนดังนี้ 

 สวนที่ 1: การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 แบงเปนขั้นตอน

             ดังนี้ 

1.1     การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

1.2     การเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

1.3     การตรวจพิสูจนยืนยันชนิดของเชื้อไวรัสที่เตรียม 

1.4    เช้ือไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาเอช 5 เอ็น1ที่แยกไดนี้จะนําไปสงตรวจวิเคราะหการเรียง

ตัวของยีน (sequence analysis) 

1.5     จดบันทึกผลการทดลอง และรายงานผลการทดลอง 
 สวนที่ 2: การทดสอบความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1  

             แบงเปนขั้นตอนดังนี้ 

2.1     การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อในการทําลายเชื้อไวรัส และระยะเวลาการ

ใชงานของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

2.2 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตางๆ 

2.3 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอคาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

2.4 จดบันทึกผลการทดลอง วิเคราะหและรายงานผลการทดลอง 
 
สวนที่1: การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 
1.1 การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

  โดยเตรียมเชื้อไวรัสจากตัวอยางชิ้นเนื้อ ซึ่งเก็บมาจากแหลงที่พบการระบาดครั้งแรกใน

ประเทศไทย ชวงเดือนมกราคม 2547 จํานวน 8 ตัวอยาง และการระบาดครั้งที่ 2 ประมาณเดือน

ตุลาคม 2547 จํานวน 1 เชื้อ โดยมีวิธีการเตรียมเชื้อไวรัสซึ่งดัดแปลงมาจาก Swayne และคณะ 

1998 มีข้ันตอนอยางยอ ๆ ดังนี้  

1.1.1 เตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาจากชิ้นเนื้อตัวอยางไกไดแก ปอด ลําไส ทอ

ลม และตับที่ติดเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา โดยนําชิ้นเนื้อตัวอยางมารวมกัน

ใหไดน้ําหนักประมาณ 1 กรัม แลวนํามาใสในโกรงบด เติมทรายลงไปเพื่อบดให

เซลลของผูถูกอาศัยแตก จากนั้นเติมฟอสเฟตบัฟเฟอรซาไล (phosphate buffer 
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saline หรือ PBS) ที่มี pH 7.0 ลงไปประมาณ 9 มิลลิลิตร คนใหเขาเปนเนื้อ

เดียวกัน  

1.1.2 เทใสลงในหลอดทดลอง แลวปนดวยเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ 1000 xg ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

1.1.3 เก็บสวนใส (supernatant) และลดการปนเปอนของเชื้อจุลชีพโดยนํามากรองดวย

กระดาษกรอง ที่ขนาด 0.45 ไมครอน เติมยาปฎิชีวนะลงไป ไดแก เจนตามัยซิน 

(gentamicin) 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 60 นาที  

1.1.4 เก็บที่อุณหภูมิ  –80 องศาเซลเซียสกอนนําไปฉีดไขฟก 

1.2  การเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

   การเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสโดยใชวิธีการฉีดเชื้อไวรัสเขาสูไขไกฟก ดัดแปลงมาจาก 

 Swayne และคณะ 1998 มีขั้นตอนดังนี้ 

1.2.1 นําเชื้อไวรัสที่เก็บและรักษาที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียสมาละลายดวยการตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง และทําใหเจือจางลงเปน 10 เทา (ten fold dilution) (10-1 – 

10-3) 

1.2.2 ฉีดเชื้อไวรัสที่เตรียมไว ประมาณ 0.2-0.3 มิลลิลิตร โดยใชไขไกฟกที่อายุ 9-11 วัน 

เขาทาง allantoic cavity จํานวน 6 ฟอง/1 ความเขมขน และ ฉีด PBS แทนเชื้อ

ไวรัส เขาไขไกฟกที่อายุเดียวกัน จํานวน 6 ฟอง เพื่อเปนกลุมควบคุม 

1.2.3 นําไขไกฟกที่ผานการฉีดเชื้อไวรัสยายเขาสูตูฟกไขที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

และ สองตรวจไขไกฟกทุกวัน อยางนอยวันละ 2 คร้ัง เพื่อดูวามีชีวิตหรือไม เปน

เวลา 7วัน 

1.2.4 เมื่อครบกําหนด หรือพบวามีไขไกฟกตายในชวงเวลาที่กําหนด 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 ที่มีเชื้อไวรัสที่ใหไตเตอรสุงสุดเพื่อไวใชในการทดลองตอไป 

1.3 การตรวจพิสูจนยืนยันชนิดของเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้น 

    เพื่อเปนการตรวจพิสูจนวาเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้น ซึ่งไดมาจากการเก็บตัวอยาง  

 จํานวน 8 ตัวอยาง จากแหลงที่เกิดการระบาดในประเทศไทย ชวงเดือน มกราคม 2547 

วาเปนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา ชนิด เอช5 เอ็น1  
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  1.3.1  การตรวจหาเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาดวยวิธีการจับกลุมตกตะกอนของเม็ด

  เลือดแดง (hemagglutination หรือ HA) 

  วิธีการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงเปนการทดสอบคุณสมบัติการ

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 ผสมใหเขากัน จากนั้นดูดของเหลวจากหลุมแรกปริมาตร 

25 ไมโครลิตรสูหลุมที่ 2 และดําเนินการตอจนถึงหลุมที่ 10 เปนการ

ทําเจือจาง 2 เทา (serial 2 fold dilution) (หลุมที่ 11 และ 12 เปน

หลุมควบคุมลบ) 

1.3.1.3 เติมสารละลาย PBS ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ทุกหลุมเพื่อให

สารละลายในแตละหลุมมีปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 

1.3.1.4 เติมเม็ดเลือดแดงไกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

ลงในทุกหลุมและเขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 40 นาทีที่อุณหภูมิหอง 

ตรวจดูการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงที่กนหลุม 

 1.3.2  การทดสอบเชือ้ไวรัสเอเวยีนอินฟลูเอนซาดวยวิธยีับยัง้การจับกลุมตกตะกอนของ

  เม็ดเลือดแดง (hemagglutination inhibition test หรือ HI) 

    เปนวิธีการทดสอบเพื่อดูการยับยั้งการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงโดย

   ใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอช 5 (Office International des Epizooties, 2000) 

   ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

1.3.2.1 เติมสารละลาย PBS ลงในถาดหลุม จํานวน 25 ไมโครลิตร หลุมที่ 1 

– 3 (หลุมที่ 1 เปนหลุมทดสอบตัวอยาง หลุมที่ 2 และ 3 เปนหลุมควบคุมลบ 

เฉพาะซีร่ัม (serum) ที่มีแอนติบอดีตอเอช 5กับ PBS และ เฉพาะเม็ดเลือดแดงไก

กับ PBS ตามลําดับ) 

1.3.2.2 เติม allantoic fluid ที่มีเชื้อไวรัสลงในหลุมแรกปริมาตร 25 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน  

1.3.2.3 เติมสารละลาย PBS ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ในหลุมที่ 2 และ 3 

เพื่อใหสารละลายในแตละหลุมมีปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขา

กัน 
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1.3.2.4 เติมซีรัมที่มีแอนติบอดีตอเอช5 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในถาด

หลุมที่ 1 และ 2 เขยาใหเขากัน สวนหลุมที่ 3 เติมสารละลาย PBS 

ลงปริมาตร 25 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 40 นาที 

1.3.2.5 เติมเม็ดเลือดแดงไกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 ไมโครลิตร

ทุกหลุมและเขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 40 นาทีที่อุณหภูมิหอง ตรวจดู

การจับกลุมของเม็ดเลือดแดงที่กนหลุม 

  1.3.3  การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (multiplex RT-PCR) 

1.3.3.1 ข้ันตอนสกัด RNA  

 ทําการแยกสกัดอารเอ็นเอของเชื้อไวรัสไขหวัดนกออกจาก allantoic 

 fluid โดยใชชุดสําเร็จรูป QIAamp® viral Mini kit (QIAGEN, USA) 

 ตามคําแนะนําของบริษัท 

1.3.3.2 ขั้นตอนปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (multiplex RT-PCR)  

นําอารเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี one step multiplex RT-PCR 

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

ใชตัวตั้งตน (primer set) และขั้นตอนโดยอางอิงมาจาก 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 นําผลผลิตที่ไดจํานวน 10 ไมโครลิตรมาแยกวิเคราะหดวย  

 กระแสไฟฟา (electrophoresis) ใน 1.5 เปอรเซ็นต agarose gel  

 ยอมดวยเอทธีเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 15 นาที และดู  ผ ล

โดยใชเครื่องมองภาพผานแสงยูวี และบันทึกภาพ 

1.4    เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาเอช 5 เอ็น1จากตัวอยางที่แยกไดนี้จะนําไปสงตรวจวิเคราะห

การเรียงตัวของยีน (sequence analysis) 

1.5 จดบันทึกผลการทดลอง และรายงานผลการทดลอง 

 
สวนที่ 2: การทดสอบความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 
2.1  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อในการทําลายเชื้อไวรัส และระยะเวลาการใชงาน

 ของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

  ในการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อตอการคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซา โดยใชน้ํายาฆาเชื้อในการทดสอบทั้งหมด 8 ชนิดซึ่งไดรับการขึ้นทะเบียนจากกรม

ปศุสัตว  กระทรวงเกษตรและสหกรณ  คือ  น้ํ ายาฆา เชื้ อกลุ มกลูตารัล อัลดี ไฮด 

(glutaraldehyde) (Ucarsan®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen 

peroxide) (Aqua clean®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม (quaternary 

ammonium compound; QAC) (Bioclean®) น้ํายาฆาเชื้ออ่ืนที่มีสวนผสมของกลุม-

กลูตารัลอัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม (Firstop®) น้ํายาฆาเชื้อกลุม

ไอโอดีน (Iodox®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมโซเดียมไฮโปคลอไรต (sodium hypochlorite) 

(Chorex-HC®) น้ํายาฆาเชื้อกลุมฟอรมาลีน (formalin) (Merck® KGaA, Germany) 

ความเขมขน 1% (Favero, 1985) และน้ํายาฆาเชื้อกลุมฟนอล (phenol) ซึ่งแสดง

สวนประกอบ ความเขมขนของน้ํายาฆาเชื้อ และอัตราสวนที่ใช (ตารางที่ 1) โดยทําการ

ดัดแปลงวิธีการทดสอบมาจาก Suarez และคณะ 2003 ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้  
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ตารางที่ 1 แสดงสวนประกอบ ความเขมขน และอัตราสวนที่ใชของน้ํายาฆาเชื้อตอเชื้อไวรัส 

       เอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 

 

กลุม สวนประกอบของน้ํายาฆาเชื้อ ความเขมขนของ อัตราสวน

    น้ํายาฆาเชื้อ  ใชจริง 

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 เตรียมน้ํายาฆาเชื้อใหไดความเขมขนตามที่กําหนด 

2.1.2 แบงน้ํายาฆาเชื้อแตละชนิดลงในหลอดทดลองอยางละ 1 มิลลิลิตร 

2.1.3 นําของเหลวจากไขฟก (allantoic fluid) ที่เตรียมไวซึ่งเก็บและรักษาที่

อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียสมาละลายดวยการตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

และเจือจางใหมีเชื้อไวรัสไขหวัดนกประมาณ 108 ELD50/mL ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร แบงลงในหลอดทดลองที่มีน้ํายาฆาเชื้ออยู 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 

10 นาที 
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2.1.4 เมื่อครบ 10 นาที แบงสารละลายฉีดลงในไขไกฟกฟองละ 0.1 มิลลิลิตร 

อยางละ 6 ฟอง ตอหนึ่งชนิดของน้ํายาฆาเชื้อ พรอมทั้งทําการฉีดเฉพาะ

น้ํายาฆาเชื้อลงในไขไกฟกฟองละ 0.1 มิลลิลิตรจํานวน 3 ฟอง สองตรวจ

ไขไกฟกเปนเวลา 7 วัน หากพบวาไขไกฟกตายใหเก็บ allantoic fluid 

จากไขไกฟกที่ตายไปตรวจดวยวิธี HA และ HI ตอไป   

2.1.5 ทําการทดลองซ้ําหลังจากเก็บน้ํายาฆาเชื้อเปนระยะเวลา  5, 7 และ 14 

วัน ตามลําดับ ในสภาพแวดลอมที่แตกตางกันดังนี้คือ เก็บรักษาใน

ภาชนะที่มีฝาปดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และ 37 องศาเซลเซียส 

 

2.2 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตาง ๆ 

   ข้ันตอนการทดสอบผลของอุณหภูมิตอการคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอน

 ซาโดยดัดแปลงมาจากวิธีการของ Swayne และ Beck 2004 ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

2.2.1 ตั้งอุณหภูมิอางตมน้ํา (water bath) ที่อุณหภูมิตาง ๆ กันดังนี้ 55, 60, 

65, 70 และ 75 องศาเซลเซียสตามลําดับ 

2.2.2 นํา allantoic fluid ที่เตรยีมไวซึ่งมีเชื้อไวรัสไขหวัดนกอยู 108 ELD50/mL

แบงลงในหลอดทดลอง 5 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดทดลองดวยพาราฟลม 

(parafilm) 

2.2.3 นําหลอดทดลองที่มีเชื้อไวรัสไขหวัดนกและหลอดทดลองที่มีเฉพาะ

สารละลาย PBS วางลงใน water bath ที่แตละอุณหภูมิเปนเวลา 10, 

15, 30, 45 และ 60 นาทีตามลําดับ  

2.2.4 แบงฉีดลงในไขไกฟกจํานวน 6 ฟองตอหนึ่งอุณหภูมิ ฟองละ 0.1 

มิลลิลิตร พรอมทั้งทําการฉีดเฉพาะสารละลาย PBS ที่ปรับอุณหภูมิแลว

ตามที่ตองการลงในไขไกฟกฟองละ 0.1 มิลลิลิตรจํานวน 3 ฟอง สอง

ตรวจไขไกฟกเปนเวลา 7 วัน  

2.2.5 หากพบวาไขไกฟกตายใหเก็บ allantoic fluid จากไขไกฟกที่ตายไปตรวจ

ดวยวิธี HA และ HI ตอไป 

 

2.3 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอคาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

   วิธีการทดสอบผลของคาความเปนกรด-ดางตอการคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

 ฟลูเอนซา ไดดัดแปลงวิธีการมาจาก Stallknecht และคณะ (1990) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
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2.3.1 นํา allantoic fluid ที่เตรียมไวซึ่งมีเชื้อไวรัสไขหวัดนกอยู 108 ELD50/mL 

แบงลงในหลอดทดลองปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

2.3.2 จากนั้นเตรียมสารละลาย PBS ใหไดคาความเปนกรด-ดาง ที่ตองการ

ดังนี้ 3, 5, 7, 9 และ 12 ตามลําดับ โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด  (NaOH) และ สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เพื่อปรับ pH 

2.3.3 นําสารละลาย PBS ที่ผานการปรับ pH แบงลงในหลอดทดลองที่มีเชื้อ

ไวรัสไขหวัดนก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 5 และ 10 นาที 

ตามลําดับ 

2.3.4 เมื่อครบระยะเวลาเวลาแลว แบงสารละลายฉีดลงในไขไกฟกจํานวน 6 

ฟอง ตอหนึ่งความเปนกรด-ดาง ฟองละ 0.1 มิลลิลิตร พรอมทั้งทําการ

ฉีดเฉพาะสารละลาย PBS ที่ปรับ pH แลวตามที่ตองการลงในไขไกฟก

ฟองละ 0.1 มิลลิลิตรจํานวน 3 ฟอง สองตรวจไขไกฟกเปนเวลา 7 วัน  

2.3.5 หากพบวาไขไกฟกตายใหเก็บ allantoic fluid จากไขไกฟกที่ตายไปตรวจ

ดวยวิธี HA และ HI ตอไป 

2.4 จดบันทึกผลการทดลอง วิเคราะหและรายงานผลการทดลอง 
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ผลการวิจัย 
 

สวนที่ 1: การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 

 

1.1   การเตรียมเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

   ทําการเตรียมเชื้อไวรัสจากตัวอยางชิ้นเนื้อของปอด ลําไส ทอลม และ ตับ มา

รวมกัน ซึ่งเก็บมาจากแหลงที่พบการระบาดจากจังหวัด ฉะเชิงเทรา ชลบุรี นครปฐม 

นครสวรรค และสุพรรณบุรี ซึ่งเปนการระบาดครั้งแรก ชวงเดือนมกราคม – 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) 

   นําเชื้อไวรัสที่เตรียมไดซึ่งเก็บที่ -80 องศาเซลเซียส จํานวน 9 เชื้อ มาตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองเพื่อใหละลายหลังจากนั้นนํามาฉีดไขไกฟกอายุ 9 วัน เขาสู allantoic sac ดวย

การเจือจางลงเปน 10 เทา (ten fold dilution) (10-1 – 10-8) ความเขมขนละ 6 ฟอง ผล

พบวา ทั้ง 9 เชื้อเมื่อคํานวณตามวิธีการของ Reed และ Muench (1938) มีความรุนแรง

ระหวาง 108.0  – 109.5 ELD50/ml (ขอมูลความรุนแรงของแตละเชื้อไมไดแสดงไว) 

 

1.3   การตรวจหาเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาดวยวิธีการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง      

        (hemagglutination หรือ HA) และ ดวยวิธียับยั้งการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง  

        (hemagglutination inhibition test หรือ HI) โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอช 5 

   ผล HA ของไวรัสทั้ง 9 เชื้อ อยูระหวาง 26 – 28 

  ผล HI ของไวรัสทั้ง 9 เชื้อ โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเอช 5 พบวาเกดิปฏกิริยา

 ระหวางเชื้อไวรัสและแอนติบอดี แสดงวาไวรัสทั้ง 9 เชื้อ เปนสายพันธุเอช 5 ทั้งหมด 

 

1.4   การตรวจหาเชื้อไวรัสโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (multiplex RT-PCR) 

   จากการตรวจยืนยันของเชื้อไวรัสพบผลิตภัณฑ 351 bp และ 106 bp ซึ่งแสดง

เปนสวนของยีน 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 จากตัวอยางที่แยกไดนี้นําไปสงตรวจวิเคราะห

การเรียงตัวของยีน (sequence analysis) และรายงานในฐานขอมูลธนาคารยีน (GeneBank 

database) 

 จากการตรวจวิเคราะหการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin และ 

neuraminidase หลังจากนั้นนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบความเหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอ

ไทดระหวาง 9 isolates ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioEdit version 7.0.5.3 

 การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin ทั้ง 9 เชื้อ การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 

1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) ซึ่งมีจํานวนนิวคลีโอไทดระหวาง 1638 – 1670 พบความ

เหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดระหวาง รอยละ 99.32 – 99.88 (ตารางที่ 2 ) 

 การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน neuraminidase ทั้ง 9 เชื้อ การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 

1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) ซึ่งมีจํานวนนิวคลีโอไทดระหวาง 1306 – 1321 พบความ

เหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดระหวาง รอยละ 99.16 – 100 (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 2 แสดงความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนฮีแมกกลูตินีนของเชื้อไวรัสเอเวียน  

       อินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 จํานวน 9 เชื้อที่แยกไดในประเทศไทยป 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 - 

*รอยละของความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนฮีแมกกลูตินีนระหวางเชื้อไวรัส 

**การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) 
ตารางที่ 3 แสดงความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนนิวรามินีเดสของเชื้อไวรัสเอเวียน 

       อินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 จํานวน 9 เชื้อที่แยกไดในประเทศไทยป 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 - 

*รอยละของความเหมือนของนิวคลิโอไทดเบสของสายยีนนิวรามินีเดสระหวางเชื้อไวรัส 

**การระบาดครั้งแรก (เชื้อที่ 1 – 8) และการระบาดครั้งที่ 2 (เชื้อที่ 9) 
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สวนที่ 2: การทดสอบความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ เอช5 เอ็น1 
 
2.1  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายาฆาเชื้อในการทําลายเชื้อไวรัส และระยะเวลาการใชงาน

 ของน้ํายาฆาเชื้อภายหลังผสม 

   จากการตรวจวิเคราะหการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin และ  

neuraminidase ทั้ง 9 isolates พบวามีความเหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด มากกวา 

รอยละ 99.16 ซึ่งแสดงวามีความสัมพันธใกลชิดกัน ทางคณะผูวิจัยจึงไดคัดเลือกเปนตัวแทนของ

มา 1 isolate ซึ่งเปนเชื้อที่ระบาดที่จังหวัดชลบุรี (ตัวอยาง 2004.1) และเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัส

ไขหวัดนก H5N1 ที่พบการระบาดและมีการรายงานครั้งแรกในประเทศไทย CUK-2/04 ซึ่งเปนเชื้อ

ที่ระบาดที่จังหวัดนครปฐม (Viseshakul et al., 2004) (ตัวอยาง CUK-2) และเชื้อที่พบการระบาด

คร้ังที่ 2 เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2547 ซึ่งเปนเชื้อที่ระบาดที่จังหวัดราชบุรี (ตัวอยาง 2004.2) วามี

ความแตกตางกันอยางไร ในดานความคงอยูของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ เอช5เอ็น1 

  จากการทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสจํานวน 3 เชื้อ ดังนี้ 2004.1, CUK-2 

และ 2004.2 ตอน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ ดังนี้ กลูตารัลอัลดีไฮด (Glu) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

(HP) ควอเตอนารีแอมโมเนียม (QAC) กลูตารัลอัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม 

(Glu+QAC) ไอโอดีน (Iodine) โซเดียมไฮโปคลอไรต (SHPC) ฟอรมาลีน (Formalin) ฟนอล 

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

3 เชื้อตอน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดีไฮด กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม 

โซเดียมไฮโปคลอไรต และฟนอล มีความคงทนต่ําหรือไมมีความคงทนเลย ที่อุณหภูมิ 25 และ 37 o 

ซ. เชื้อไวรัสมีความคงทนปานกลางตอน้ํายาฆาเชื้อควอเตอนารีแอมโมเนียม และฟอรมาลีนที่

อุณหภูมิ 37o ซ. แตมีความคงทนมากขึ้นที่อุณหภูมิ 25o ซ และเชื้อไวรัสมีความคงทนอยางมากตอ

น้ํายาฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด และไอโอดีน ที่อุณหภูมิ 25 และ 37 o ซ (ตารางที่ 4 และ 5) 

อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้มีกลุมควบคุมบวก (เชื้อไวรัส) ซึ่งสามารถฆาไขไกฟกได 100%และ

กลุมควบคุมลบ (น้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ) ซึ่งไมสามารถฆาไขไกฟก รวมการศึกษาดวย นอกจากนี้

ทางคณะผูวิจัยไดเก็บน้ําไขฟกจากไขไกฟกที่รอดชีวิตและตายเนื่องจากเชื้อไวรัสที่สัมผัสกับน้ํายา

ฆาเชื้อชนิดตาง ๆ มาฉีดสูไขไกฟกใหมเพื่อพิสูจนวาไวรัสยังคงมีชีวิตอยูหรือไม ซึ่งผลที่ได

เหมือนกับผลการศึกษาครั้งแรกคือ ไขไกฟกที่รอดชีวิตในครั้งแรก ไขไกฟกยังคงรอดชีวิตในครั้งที่

สอง สวนไขไกฟกตายในครั้งแรก ไขไกฟกยังคงตายในครั้งที่สอง  
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2.2   การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตาง ๆ 

 จากการทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิตาง ๆ 55 o ซ 60 o ซ 65 o ซ 70 

o ซ และ 75 o ซ เปนเวลา 10, 15, 30, 45 และ 60 นาที พบวา แนวโนมทั้ง 3 เชื้อ (2004.1, CUK-2 

และ 2004.2) มีความคงทนตออุณหภูมิต่ํากวา 70 o ซ กลาวคือที่อุณหภูมิ 70 o ซ เปนเวลาอยาง

นอย 10 นาที หรืออุณหภูมิ 65 o ซ เปนเวลาอยางนอย 60 นาที เชื้อไวรัส H5N1 มีแนวโนมที่จะ

ตายหรือเชื้อไวรัส H5N1ไมสามารถที่จะทําใหไขไกฟกตาย นอกจากนี้เชื้อไวรัส H5N1 เชื้อ CUK-2 

คอนขางคงทนเมื่อเปรียบเทียบกับ เชื้อ 2004.1 และ 2004.2 (ตารางที่ 6) 

 

2.3 การทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอคาความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

    จากการทดสอบความคงทนของเชื้อไวรัสตอความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ที่ 3, 5, 7, 

9 และ 12 โดยใหเวลาสัมผัสระหวางเชื้อไวรัส H5N1 และความเปนกรด-ดาง นาน 5 และ 10 

นาที พบวาไวรัสมีความคงทนตอความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ ในการศึกษา คือสามารถฆาไขไกฟก

ตายได ระหวาง 2 – 6 ฟองหรือ รอยละ 33.34 - 100 (ตารางที ่7) โดยที่กลุมควบคุมบวก (เชื้อ

ไวรัส) สามารถฆาไขไกฟกได 100%และกลุมควบคุมลบ (สารละลาย PBS ที่ปรับความเปนกรด-

ดาง ตาง ๆ) ไมสามารถฆาไขไกฟก นอกจากนีท้างคณะผูวิจัยไดเก็บน้าํไขฟกจากไขไกฟกที่ตาย

เนื่องจากเชื้อไวรัสที่สัมผัสความเปนกรด-ดางตาง ๆ มาฉีดสูไขไกฟกใหมเพื่อพิสูจนวาไวรัสยังคง

มีชีวิตอยู ผลพบวาไขไกฟกตายแสดงวาเชื้อไวรัสคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดาง ตาง ๆ 

ในชวงทีท่ําการศึกษา
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ตารางที่ 4 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชือ้ ถกูผสมใหมี

อัตราสวนที่ทําการทดลอง แลว แลวเก็บที่อุณหภูมิ (25 o ซ.) เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 

 

 

  

 

  

  

 

 

 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะน้ํายาฆาเชื้อ ทั้ง 8 ชนิด ๆ ละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัส ทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 

 

 

 

 

กลุม    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 แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองดวยน้ํายาฆาเชื้อชนิดตาง ๆ โดยที่น้ํายาฆาเชื้อ 

      ถูกผสมใหมีอัตราสวนที่ทําการทดลอง แลวเก็บที่อุณหภูมิ (37 o ซ.) เปนเวลา 0, 5, 7 และ 14 วัน (n = 6) 

 

 

กลุม    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 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะน้ํายาฆาเชื้อ ทั้ง 8 ชนิด ๆ ละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัส ทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 
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ตารางที่ 6  แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตายภายหลังจากที่ไดรับการฉีดเชื้อไวรัส H5N1 จํานวน 3 เชื้อที่ทดลองที่อุณหภูมิตาง ๆ 55 o, 60 o, 65 o, 70 o และ  

      75 o ซ. เปนเวลา 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 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะ PBS ที่เวลาตาง ๆ เวลาละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัสที่ไมผานความรอน ทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 
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ตารางที่ 7  แสดงจํานวนไขไกฟกที่ตาย ภายหลังจากการฉีดเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ผสมกับ 

      สารละลาย PBS ที่ปรับ pH 3 5 7 9 และ 12 โดยระยะเวลาสัมผัสระหวางเชื้อไวรัส 

      H5N1 และความเปนกรด-ดาง นาน 5 และ10 นาที (n=6) 

 

กรด-ดาง  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 

*กลุมควบคุมลบ (เฉพาะ PBS ที่ปรับความเปนกรด-ดาง ๆ ละ 3 ฟอง) ไมพบการตายของไขไกฟก 

**กลุมควบคุมบวก (เฉพาะไวรัสทั้ง 3 เชื้อ ๆ ละ 6 ฟอง) พบการตายของไขไกฟกทั้ง 6 ฟอง 
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การอภิปรายผล 
 

การศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาในครั้งนี้ผูวิจัยไดเตรียมเชื้อไวรัสเอ

เวียนอินฟลูเอนซาจากตัวอยาง ปอด ลําไส และตับ ซึ่งเก็บมาจากแหลงที่พบการระบาดในประเทศ

ไทย ชวงเดือนมกราคม 2547 จํานวน 8 ตัวอยาง และไดนํามาเพิ่มจํานวนในไขไกฟก   อายุ 11 วัน 

โดยวิธีการที่ใชในการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัส เปนวิธีมาตรฐานและเปนที่ยอมรับใหใชในการเพิ่ม

จํานวนเชื้อไวรัสดังกลาวกันอยางแพรหลาย (Swayne et al., 1998) หลังจากเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัส

ไดในปริมาณที่ตองการ เลือกตัวอยางเชื้อไวรัสมา 3 ตัวอยาง โดยมีเกณฑวาตัวอยางเชื้อไวรัสมี

ความเหมือนกันของการเรียงตัวนิวคลิโอไทดของยีน hemagglutinin และ neuraminidase 

มากกวารอยละ 97 ซึ่งปรากฏวาไวรัสทั้ง 9 เชื้อมีความเหมือนกันรอยละ 99 ขึ้นไป ดังนั้นจึง

คัดเลือกเชื้อไวรัสที่มีการรายงานพบครั้งแรก (CUK-2/04) และ เชื้อไวรัสที่มีความสามารถในการ

ติดเชื้อสูงสุดคือ 109 ELD50/1ml (2004.1) ซึ่งเปนการระบาดครั้งแรก และคัดเลือกเชื้อไวรัสที่พบ

การระบาดครั้งที่ 2 (2004.2)  

การคํานวณหาความความสามารถในการติดเชื้อของเชื้อไวรัสโดยใชไขไกฟกอายุ 11 วัน 

ซึ่งวิธีการคํานวณไดอางอิงมาจาก Reed และ Munch (1938) โดยความสามารถในการติดเชื้อ

ต่ําสุดที่ไดรับการยอมรับใหใชในการศึกษาวิจัย คือ103–104 EID50/ มิลลิลิตร (OIE, 2000) แตจาก

การศึกษาของ Swayne และ Halvorson (2003) พบวาปริมาณของเชื้อไวรัสที่สามารถขับออกมา

จากระบบทางเดินหายใจของไกที่ติดเชื้อคือ 104.2-107.7 EID50 /1ml และที่ขับออกมาพรอมกับ

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

พบวาเปดสามารถขับเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H7N2 ออกมาพรอมกับอุจจาระได

ในปริมาณสูงถึง 108.7 EID50/gram feces ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงใชเชื้อไวรัสปริมาณ 108.0 

ELD50/1ml ซึ่งคอนขางมีความสามารถในการติดเชื้อสูง 

 เนื่องจากที่บริเวณเปลือกของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซามีโปรตีน HA ซึ่งมีคุณสมบัติ

จับกับเม็ดเลือดแดงทําใหเม็ดเลือดแดงแตก ดังนั้นจึงไดนําเชื้อไวรัสที่มีความสามารถในการติดเชื้อ

สูงที่สุดคือ 109 ELD50/1ml มาทดสอบการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดงเพื่อเปนการทดสอบ

เบื้องตนวาเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้นมานั้นเปนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา โดยผลการทดสอบพบวา 

เชื้อไวรัสมี HA titers เทากับ 256/25 μl จากนั้นไดทําการตรวจพิสูจนยืนยันชนิดและสายพันธุของ

เชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้นจากตัวอยางทั้งหมด 8 ตัวอยางอีกครั้งดวยวิธี multiplex RT-PCR ซึ่งผลการ

ตรวจพิสูจนยืนยันเชื้อไวรัสดวยวิธี multiplex RT-PCR พบวาเชื้อไวรัสที่เตรียมขึ้นจากตัวอยางทั้ง 

8 ตัวอยาง เปนเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 โดยวิธี multiplex RT-PCR เปนวิธี 

ทาํใหสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสหลายชนิดไดในเวลาเดียวกัน การใช primer 
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มากกวา 1 คู วิธี multiplex RT-PCR นั้นมีขอดีกวาวิธี RT-PCR คือประหยัดเวลาและเสียคาใชจาย

นอยกวา ในกรณีเพื่อการตรวจวินิจฉัย เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี RT-PCR รวมถึงลดโอกาสการ

ปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขั้นตอน (Spackman et al, 2003) และผลจากการวิเคราะห

เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางเชื้อไวรัสที่แยกไดจากตัวอยางทั้ง 8 ตัวอยาง พบวาเชื้อ

ไวรัสที่มีความเหมือนกันเฉลี่ยอยูที่ 99.695 แสดงวาทั้ง 8 ตัวอยางนั้นมีความสัมพันธใกลเคียงกัน 

และจัดวาเปนเชื้อไวรัสสายพันธุเดียวกัน ซึ่งสอดคลองกับขอสรุปของ Nobusawa และคณะ 

(1991) ที่กลาววาเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา ที่มีรอยละของความเหมือนกัน (% identity) ของยีนฮี

แมกกลูตินินเทากับ 80-90% จัดเปนเชื้อไวรัสสายพันธุเดียวกัน 

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาเกี่ยวกับประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสาย

พันธุ H5N1 โดยใชน้ํายาฆาเชื้อแตละชนิด และระยะเวลาการใชงานของน้ํายาฆาเชื้อภายหลัง

ผสม นอกจากนี้ยังศึกษาลักษณะความทนทานของเช้ือไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1

ภายใตสภาวะแวดลอมตาง ๆ ไดแก ที่อุณหภูมิตาง ๆ และสภาวะความเปนกรด-ดาง โดยใน

การศึกษาครั้งนี้พบวาน้ํายาฆาเชื้อที่ใหผลดีในการศึกษาครั้งนี้คือ น้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดีไฮด 

กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปคลอไรต และฟนอล จากการ

ทดสอบความทนทานของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 ที่อุณหภูมิตาง ๆ พบวาที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 60 นาที เปนอุณหภูมิต่ําที่สุดที่สามารถทําลายเชื้อไวรัสได 

นอกจากน้ียังพบวาเชื้อไวรัสมีความคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดางตั้งแต 3 ถึง 12 ที่ระยะเวลา 

5 และ 10 นาที   

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาเปนเชื้อไวรัสที่มีเปลือกหุม ซึ่งสามารถถูกทําลายไดงาย

ดังเชน การใชสารเคมีตาง ๆ ที่มีคุณสมบัติในการละลายไขมันสามารถทําลายเชื้อไวรัสได โดยในป 

1940 นั้น Stock และ Francis ไดทําการศึกษาการทําลายเชื้อตอเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาโดยใชสบู 

ซึ่งเตรียมมาจากกรดอินทรียและกรดไขมันเชน กรดโอลีอิค (oleic acid) กรดไลโนลิค (linolic 

acid) เปนตน โดยผลการทดลองพบวาสบูที่เตรียมขึ้นสามารถทําลายเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซาไดที่

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากการศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสไขหวัดนกตอน้ํายาฆาเชื้อทั้ง 8 ชนิด

พบวาน้ํายาฆาเชื้อทุกชนิดเมื่อเจือจางสัดสวนตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิตทันทีและนํามาฆา

เชื้อ สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ ทวีศักดิ์ และ

คณะ (2546) ที่ทําการทดลองโดยใชน้ํายาฆาเชื้อ 15 ชนิด พบวาน้ํายาฆาเชื้อในกลุม        

กลูตารัลดีไฮด ฟนอล กรดเปอรอะซิติก กลุมแอมโมเนียมคลอไรด และกลุมแอซิดไฮเปอรคลอไรต 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาได นอกจากนี้ที่ระดับความเขมขน 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) พบวาน้ํายาฆาเชื้อเบนซาโคเนียมคลอไรดสามารถทําลายเชื้อ

ไวรัสอินฟลูเอนซาไดเมื่อใชที่ความเขมขน 0.025 mg/ml ที่อุณหภูมิ 30 o ซ หรือจากการศึกษาของ 

Davison และคณะ (1999) ที่ทดสอบน้ํายาฆาเชื้อ 4 ชนิด คือ ฟนอล สารประกอบควอเตอนารี

แอมโมเนียม และ สารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียมรวมกับฟอรมัลดีไฮด พบวาน้ํายาฆาเชื้อที่

ทดสอบทั้ง 4 ชนิดนั้นสามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H7N2 ไดเมื่อใช

ความเขมขนตามคําแนะนําของบริษัท หรือจากการศึกษาของ Mbithi และคณะ (1990) พบวา

น้ํายาฆาเชื้อที่นิยมใช โดยทั่วไปไดแก  กลูตารัลดีไฮด  โซเดียมไฮโปรคลอไรด  ไอโอดีน 

สารประกอบควอเตอนารีแอมโมเนียม และฟนอล เมื่อผสมตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต

สามารถทําลายเชื้อไวรัสตับอักเสบ ชนิดเอได อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้พบวาน้ํายาฆาเชื้อ 

กลูตารัลดีไฮด กลูตารัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปคลอไรต และฟ

นอล ใหประสิทธิภาพการทําลายเชื้อไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํายาฆาเชื้อชนิดอื่น จาก

การศึกษาครั้งนี้พบวา การเก็บรักษาน้ํายาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 37 o ซ ทําใหประสิทธิภาพของน้ํายา

ฆาเชื้อทั้ง 8 ชนิดสูงกวาการเก็บรักษาน้ํายาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 25 o ซ  ซึ่งสอดคลองกับการทดลอง

ของ Yilmaz และ Kaleta (2003) ที่ทําการทดลองโดยใชกรดมด (formic acid) และน้ํายาฆาเชื้อ

อีก 3 ชนิด ไดแก Lysovet PA® ซึ่งมีฟอรมัลดีไฮด และกลูตารัลดีไฮดเปนสวนประกอบ น้ํายาฆา

เชื้อ TAD CID® ซึ่งมีฟอรมัลดีไฮด และกลูตารัลดีไฮด เปนสวนประกอบ และน้ํายาฆาเชื้อ 

Wofasteril E® รวมกับน้ํายาฆาเชื้อ 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  โดยผลการทดลองพบวากรดมดและน้ํายาฆาเชื้อที่ใชในการทดสอบนี้ 

สามารถทําลายเชื้อไวรัสที่ใชในการทดสอบไดทุกชนิด โดยที่อุณหภูมิ 20 o ซ  จะใหผลในการ

ทําลายเชื้อไดดีกวาที่อุณหภูมิ 10 o ซ  อยางไรก็ตามจากการทดลองของ Thomas และ Russell 

(1974) พบวาการเก็บรักษาน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดีไฮดที่อุณหภูมิสูงจะทําใหคาความเปนกรด-ดาง

ของน้ํายาฆาเชื้อเปลี่ยนไป โดยที่อุณหภูมิสูงทําใหน้ํายาฆาเชื้อมีความเปนกรดเพิ่มมากขึ้น สงผล

ตอประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อของน้ํายาฆาเชื้อ ทําใหประสิทธภิาพของน้ํายาฆาเชื้อกลูตารัลดี

ไฮดลดลง ซึ่งเปนเร่ืองที่ควรจะทําการศึกษาเพิ่มเติมเนื่องจากในการศึกษาในครั้งนี้ไมไดทําการ

บันทึกคาความเปนกรด-ดางของน้ํายาฆาเชื้อ   

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสามารถมีชีวิตอยูไดนานมากกวา 30 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 

0 องศาเซลเซียส และสามารถมีชีวิตอยูไดนาน 4 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 4 o ซ  (Hayden and 

Palese, 1997) และจากการศึกษาของ Stallknecht และคณะ (1990) พบวาเชื้อไวรัสเอเวียนอิน

ฟลูเอนซาสายพันธุที่กอโรคไมรุนแรงสามารถมีชีวิตไดนาน 126-207 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 17 o ซ  

และสามารถมีชีวิตไดนาน 30-102 วัน ในน้ําที่มีอุณหภูมิ 28 o ซ  ในขณะที่เชื้อไวรัสสามารถมีชีวิต
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ไดนานถึง 30-35 วัน ในมูลไกที่อุณหภูมิ 4 o ซ  และเชื้อไวรัสสามารถมีชีวิตไดนานถึง 7 วัน ในมูล

ไกที่มีอุณหภูมิ 20 o ซ  (Swayne and Halvorson, 2003) โดยการศึกษาในครั้งนี้ไดทําการศึกษา

ความคงทนของเชื้อไวรัสตออุณหภูมิที่ตางกันไดแก อุณหภูมิ 55 60 65 70 และ 75 o ซ  ตามลําดับ 

การเลือกใชชวงอุณหภูมิดังกลาวเนื่องมาจากที่อุณหภูมิ 56 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที เปนอุณหภูมิ

ต่ําที่สุดที่สามารถทําใหโปรตีนในซีรัมเสื่อมสภาพ (Schlesinger et al., 1990) และที่ชวงอุณหภูมิ 

60-65 o ซ  เปนชวงอุณหภูมิที่ใชในการพาสเจอรไรซ  (Pasteurization) ซึ่งโดยมากนิยมใชที่

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

ศูนยกลาง (core temperature) ที่ระยะเวลา 1 วินาที เปนชวงอุณหภูมิที่ไดมีการแนะนําวา

สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูซาในผลิตภัณฑไกปรุงสุกได (OIE, 2006) โดยผลการศึกษา

ความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาตออุณหภูมิตาง ๆ   ในงานวิจัยครั้งนี้พบวาอุณหภูมิ

ต่ําที่สุดที่สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ H5N1 ไดคือ อุณหภูมิ 60 o ซ  

ระยะเวลา 60 นาที โดยตรวจไมพบการจับกลุมตกตะกอนเม็ดเลือดแดง ในขณะที่อุณหภูมิ 55 o ซ  

ไมสามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 ได ซึ่งตางจากการศึกษาของ 

King (1991) พบวาที่อุณหภูมิ 56 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลู

เอนซา สายพันธุ H5N2 ได แตอยางไรก็ตามเชื้อไวรัสยังสามารถจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือด

แดงได และที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา 30 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา 

สายพันธุ H5N2 ไดโดยตรวจไมพบการจับกลุมตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง และจากการศึกษา

ของ Lu และคณะ (2003) พบวาที่อุณหภูมิ 56 o ซ  ระยะเวลา 40 และ 60 นาที ไมสามารถทําลาย       

เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H7N2 ไดซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยในครั้งนี้ ที่ทําการศึกษา

ชวงอุณหภูมิ 55 o ซ  เปนเวลา 60 นาที แตอยางไรก็ตามการศึกษาของ Lu และคณะ (2003) 

พบวาที่อุณหภูมิ 60 o ซ  ระยะเวลา 10 นาที สามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สาย

พันธุ H7N2 ได ในขณะที่การศึกษาของ Swayne และ Beck (2004) พบวาที่อุณหภูมิ 55, 57, 59, 

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

เอนซา สายพันธุที่กอโรครุนแรงและกอโรคไมรุนแรงที่อยูในไขแดงได  

 จากการศึกษาลักษณะความทนทานของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซาตอสภาพความ

เปนกรด-ดางในชวง pH 3 ถึง 12 โดยการเลือกใชชวง pH ดังกลาวเนื่องมาจากพบวาที่ระดับ pH 3 

เปนระดับ pH ที่ยังไมไดมีการศึกษาวิจัยมากอน และที่ระดับ pH  5 พบวาเปนระดับ pH ที่ใชใน

ขบวนการรวมตัว (fusion) ของ host cell กับสวนเปลือกหุมของเชื้อไวรัส (Huang et al., 1981) 

และที่ระดับ pH 12 พบวาเปนระดับ pH ของปูนขาวภายหลังจากละลายน้ํา (Westernlime, 2006) 

ซึ่งปูนขาวนิยมใชในการฆาเชื้อโรคภายในฟารม โดยผลจากการศึกษาลักษณะความคงทนของเชื้อ

ไวรัสตอสภาพความเปนกรด-ดางในครั้งนี้พบวาเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุ H5N1 มี
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ความคงทนตอสภาพความเปนกรด-ดางในชวง pH 3 ถึง pH 12 ซึ่งมีระยะเวลาสัมผัสเชื้อนาน 5 

และ 10 นาที อยางไรก็ตามมีแนวโนมวา pH ที่ต่ํากวา 3 หรือ สูงกวา 12 นาจะทําลายเชื้อไวรัส

ไขหวัดนกในการศึกษาครั้งนี้ โดยเฉพาะในสภาพ pH ที่ต่ํากวา 3 หรือสภาพที่เปนกรด มีโอกาส

ทําลายเชื้อไดมากกวา ดังนั้นการใชปูนขาวละลายน้ําอาจไมสามารถทําลายเชื้อไดอยางสมบูรณ 

จําเปนตองใชวิธีการอื่น ๆ รวมดวยในการทําลายเชื้อไวรัสไขหวัดนก สําหรับระยะเวลาสัมผัส 5 

และ 10 นาทีนั้น ไมพบความแตกตางในการทําลายเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยระยะเวลาสัมผัสนาน 5 

นาที ก็สามารถทําลายเชื้อได ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้ใกลเคียงกับการศึกษาของ Lu และ คณะ 

(2003) ที่ไดทําการศึกษาถึงผลของ pH ที่ระดับตาง ๆ ไดแก pH 2 5 7 10 และ 12 ตอเชื้อไวรัสเอ

เวียนอินฟลูเอนซาสายพันธุ H7N2 จากการศึกษาพบวาที่ระดับ pH 2 ระยะเวลา 5 นาที เทานั้นท่ี

สามารถทําลายเชื้อไวรัสดังกลาวได ซึ่งแตกตางกับการศึกษาของ Scholtissek  (1985) ที่ได

ทําการศึกษาความคงทนของเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุที่กอโรครุนแรง ไดแก H5 และ 

H7 และสายพันธุที่กอโรคไมรุนแรงไดแก H1 H3 และ H11 ตอสภาพความเปนกรดที่ระดับ pH 5.2 

พบวาที่ระดับ pH ดังกลาวสามารถทําลายเชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุรุนแรงได 

ในขณะที่เชื้อไวรัสเอเวียนอินฟลูเอนซา สายพันธุที่ไมรุนแรงมีความคงทนตอสภาพความเปนกรดที่

ระดับ pH 5.2  
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ขอสรุป 
 

 1.   การเตรียมเชื้อไวรัสได 9 เชื้อ และผานการยืนยันวาเปนไวรัสไขหวัดนก H5N1 ดวย

การทดสอบฮีแมกกลูติเนชั่น และ RT-PCR 

 2.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ทั้ง 9 เชื้อไดนําไปสงตรวจวิเคราะหการเรียงตัวของยีนซึ่งมี

ความเหมือนกันของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน hemagglutinin รอยละ 99.32 – 99.88 

และความเหมือนของการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของยีน neuraminidase ระหวาง รอยละ 99.16 

– 100 แสดงวาเปนเชื้อไขหวัดนกเชื้อเดียวกัน 

3.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ เชื้อ 2004.1, CUK-2 และ 2004.2 มี

ความคงทนตอน้ํายาฆาเชื้อเมื่อเจือจางในระดับความเขมขนที่จะนําไปใช (working dilution) ที่

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

คงทนปานกลางตอน้ํายาฆาเชื้อควอเตอนารีแอมโมเนียม และฟอรมาลีนที่อุณหภูมิ 25o ซ. แตมี

ความคงทนมากขึ้นที่อุณหภูมิ 37 o ซ. มีความคงทนต่ําหรือไมมีความคงทนตอน้ํายาฆาเชื้อ-

กลูตารัลอัลดีไฮด กลูตารัลอัลดีไฮดผสมกับกลุมควอเตอนารีแอมโมเนียม โซเดียมไฮโปคลอไรต 

และฟนอล  

4.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ เชื้อ 2004.1, CUK-2 และ 2004.2 ไมมี

ความคงทนตออุณหภูมิ 70 o ซ.หรือสูงกวา เปนเวลา 10 นาที โดยพบวาเชื้อ CUK-2 คอนขาง

คงทนเมื่อเปรียบเทียบกับ เชื้อ 2004.1 และ 2004.2 

5.   เชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่นํามาศึกษาครั้งนี้ เชื้อ 2004.1, CUK-2 และ 2004.2 มี

ความคงทนตอความเปนกรด-ดาง ในชวงที่ทําการศึกษา 

6.   การศึกษาครั้งนี้อาจชี้ใหเห็นวา เชื้อไขหวัดนกทั้ง 3 เชื้อ โดยพบการระบาดครั้งแรก คือ 

2004.1 ซึ่งมาจากการระบาดที่จังหวัดชลบุรีและ CUK-2 ซึ่งมาจากการระบาดที่จังหวัดนครปฐม 

และ 2004.2 ซึ่งพบการระบาดครั้งที่สองซ่ึงมาจากการระบาดที่จังหวัดราชบุรี ซึ่งมีความเหมือนกัน

ของยีน hemagglutinin และ neuraminidase มากกวารอยละ 99.16 ชี้ใหเห็นวาเชื้อไวรัสทั้ง 3 

เชื้อเปนเชื้อสายพันธุเดียวกัน แตจากการศึกษาถงึความคงทนตอสภาพตาง ๆ พบวาเชื้อ CUK-2 มี

ความคงทนมากกวาเชื้อ 2004.1 และ 2004.2  
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