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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
ไขหวัดนก (Avian influenza หรือ Bird flu) เปนโรคติดตอรายแรงที่มีผลตอระบบทางเดิน

หายใจ ทางเดินอาหาร หรือระบบประสาท ในสัตวปกหลายชนิด โดยการติดเชื้อในสัตวปกมีความ
หลากหลายตั้งแตการติดเชื้อเฉพาะแบบไมรุนแรง เชน การติดเชื้อที่ระบบทางเดินหายใจ ไขลด จนถึง
การติดเชื้อแบบรุนแรงหลายระบบ ที่ทําใหมีอัตราการตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต (Swayne and 
Senne, 2003) โรคนี้พบเปนครั้งแรกในปค.ศ. 1878 โดยรูจักกันในชื่อของ fowl plague (Alexander, 
2000; Branson, 1996) ตอมาในป ค.ศ. 1901 พบวาสาเหตุของโรคนี้เกิดจากเชื้อไวรัส และพบวาเชื้อ
นี้มีความสัมพันธกับ mammalian influenza A virus ในป ค.ศ. 1955 (Alexander, 2000; Branson, 
1996) และในปค.ศ. 1961 มีการตรวจพบเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 เปนครั้งแรก
ในนกทะเลที่ทวีปแอฟริกา เชื้อไวรัสดังกลาวแพรกระจายอยูในนกเปดน้ําหลายชนิด (wild waterfowl)  
นกทะเล (shorebird) และนกนางนวล (gull) ซึ่งเปนสัตวเจาบานตามธรรมชาติ (natural reservoir) 
ของเชื้อไวรัสนี้ โดยไมทําใหสัตวปกเหลานี้แสดงอาการปวย แตสามารถทําใหสัตวปกที่เปนสัตวเลี้ยง 
เชน ไก  ไกงวง ปวยหนักและตายทําใหเกิดความสูญเสียในทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก (Suarez, 
2000) ดังเชนการแพรระบาดของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 ในประเทศไทยในชวง
ปลายปค.ศ. 2003 ถึงตนปค.ศ. 2004 ทําใหเกิดความเสียหายเปนอยางมากตออุตสาหกรรมไกไข ไก
เนื้อ เปด และสัตวปกหลายชนิด ปกติแลวเชื้อไวรัสนี้ไมติดตอโดยตรงและไมระบาดในมนุษย (CDC, 
2004) อยางไรก็ดีปจจุบันมีรายงานการติดตอและการระบาดในคนหลายกรณี โดยเกิดจาก avian 
influenza A virus สายพันธุ H5N1 นับต้ังแตชวงปค.ศ. 1997 เปนตนมา ซึ่งเปนครั้งแรกที่พบวาเชื้อ
ไวรัสนี้สามารถติดตอสูคนไดในฮองกง โดยมีผูติดเชื้อจํานวน 18 คน เสียชีวิต 6 คน (Claas et al, 
1998; Tam, 2002; Zhou et al, 1999  ตอมาในปค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A 
virus สายพันธุ H5N1 สองรายในครอบครัวชาวฮองกงที่เดินทางไปสาธารณรัฐประชาชนจีน (Weir, 
Wong and Gemmill, 2004)  ตอมาในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ประเทศเวียดนามยืนยันการปวย
ตายของคน เกี่ยวของกับไกที่ลมตายจํานวนมากจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 
(Tran et al, 2004)  สําหรับในประเทศไทยมีการระบาดและลมตายของสัตวปกและไกจํานวนมากใน
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ภาคเหนือตอนลาง ภาคกลางและภาคตะวันออกหลายจังหวัดนับต้ังแตเดือนพฤศจิกายน ค.ศ. 2003 
และในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ไดมีการยืนยันการปวยตายของคนที่ไปสัมผัสกับสัตวปกที่ตดิเชือ้จาก
เชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1  โดยปจจุบันในประเทศไทยมีผูติดเชื้อทั้งหมด 22 คน 
เสียชีวิต 14 คน (WHO, 2006)  นอกจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 แลวเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุอ่ืนๆที่มีรายงานวาสามารถติดตอสูคนไดคือ สายพันธุ  H7N7 สายพันธุ 
H9N2 และสายพันธุ H7N3 ในปค.ศ. 1996 สามารถเพาะแยกเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H7N7 ไดจากตาของผูหญิงเลี้ยงเปดชาวอังกฤษที่ปวยเปนโรคเยื่อตาบุขาวอักเสบ (conjunctivitis) 
(Kurtz, Manvell and Banks, 1996)  ตอมาในป ค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A 
virus สายพันธุ H7N7 ในคนมากกวา 80 ราย และผูปวยหนึ่งรายเสียชีวิต โดยผูปวยและตายเกี่ยวของ
กับสัตวปกหรือกําจัดสัตวปกในระหวางการระบาดของไขหวัดนกในประเทศเนเธอรแลนด (Fouchier 
et al, 2004; Koopmans et al, 2004)  และพบวาในปค.ศ. 1998  1999 และ2003  สามารถแยกเชื้อ 
avian influenza A virus สายพันธุ H9N2 ไดในผูปวยชาวฮองกง ซึ่งพบวามีลักษณะการปวยไมรุนแรง 
(influenza-like symptom) และหายเองได (Nicholson et al, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 
2001)  ลาสุดในชวงตนปค.ศ. 2004 มีรายงานพบผูปวย 2 รายติดเชื้อ avian influenza A virus สาย
พันธุ H7N3 ในขณะที่มีการระบาดของเชื้อไวรัสสายพันธุดังกลาวในสัตวปกที่เมือง British Columbia 
ประเทศ Canada โดยพบวาผูปวยที่ติดเชื้อมีลักษณะอาการปวยที่ไมรุนแรง (mild influenza like 
illness) และหายเองได (Hirst et al, 2004) 

 
วิธีการวินิจฉัย avian influenza A virus มีหลายวิธีไดแก  การเพาะแยกเชื้อไวรัส (Virus 

isolation) ในไขไกฟก (Embryonated fowl’s egg) หรือในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เชน Mardin-Darby 
canine kidney cell (MDCK cell) ซึ่งมีความไวและความจําเพาะสูงจึงไดรับการยอมรับใหใชเปน
มาตราฐานในการวินิจฉัย influenza A virus ในปจจุบัน (Shan et al, 2003; Sugimura, Murakami 
and Ogawa, 2000) อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอเสียคือมีราคาแพง  ใชเวลานาน (1-2 สัปดาห)  และ
สิ้นเปลืองแรงงานมาก เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัส ซึ่งไดแก Enzyme-
linked immunoassay,  Immunofluorescence assay และพบวาสามารถตรวจหา influenza A virus 
ไดเร็วกวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวมีความไวและความจําเพาะต่ํากวา
วิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Boivin, Hardy and Kress, 2001)  การวินิจฉัยทางซีร่ัมวิทยาทําไดโดยดู
การเพิ่มข้ึนของระดับแอนติบอดีตอสายพันธุนั้นๆ ไดแก วิธี Haemagglutination-inhibition (HI) และ 
Neuraminidase inhibition (NI) assay ใชในการกําหนดสายพันธุของ influenza A virus  อยางไรก็
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ตามการเตรียม antisera ที่ใชใน HI และ NI assay ตองใชเวลานานและการแยกสายพันธุดวยวิธีนี้
บางครั้งอาจใหผลผิดพลาดได (Hoffmann et al, 2001)  ปจจุบันมีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการ
วินิจฉัย influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจจากคอและจมูกที่เก็บจากคน สุกร และมา (Oxburgh 
and Hagstrom, 1999; Schorr, Wentworth and Hinshaw, 1994)  ซึ่งวิธีนี้ทราบผลเร็วแตความไวสู
การเพาะแยกเชื้อไวรัสไมได (Cherian et al, 1994) และมีความไวและความจําเพาะสูงกวาวิธีอ่ืนๆที่
กลาวมา (Atmar et al, 1996; Boivin et al, 2001) ตอมาจึงไดมีการนําเอา RT-PCR มาใชในการ
วินิจฉัย avian influenza A virus ในสัตวปก (Dybkaer et al, 2004; Lee et al, 2001; Munch et al, 
2001) และใชในการบอกสายพันธุยอยของ influenza A virus ทั้ง 15 subtype  (Hoffmann et al, 
2001; Poddar, 2002)  อยางไรก็ดีข้ันตอนในการทํา RT-PCR ที่รายงานกอนหนานี้ตองทําสองขั้นตอน 
ซึ่งทําใหเกิดการปนเปอนระหวางขั้นตอนการทําได (Poddar, 2002)    วิธี one step Multiplex RT-
PCR เปนวิธีตรวจหาหลักฐานการติดเชื้อที่สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสหลายชนิดใน
ขณะเดียวกัน ทําใหสามารถลดปญหาการปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขั้นตอนได 

(Spackman et al, 2003) โดยสามารถใชในการตรวจหาเชื้อ influenza A virus สายพันธุตางๆที่ทําให
เกิดการติดเชื้อในคน  (Payungporn et al, 2004; Stockton et al, 1998) ในงานวิจัยครั้งนี้ไดมีการ
พัฒนาวิธี one-step multiplex RT-PCR เพื่อประกอบการตรวจวินิจฉัย avian influenza A virus สาย
พันธุที่สามารถติดตอสูคนได ไดแก H5, H7 และ H9 ในตัวอยางที่แยกไดจากสัตวปกที่มีประวัติอาการ
สงสัยการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ เพื่อเฝาระวังและเปนสัญญาณเตือนกอนที่จะมีการแพร
ระบาดไปยังคน   
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
  

เพื่อพัฒนาเทคนิค one step multiplex RT-PCR เพื่อประกอบการตรวจวินิจฉัย avian 
influenza A virus สายพันธุที่สามารถติดตอถึงคนได ไดแก H5 H7 และH9 ในตัวอยางที่แยกไดจาก
สัตวปกที่มีประวัติอาการสงสัยการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ และจากตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสง
ตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดานระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

ไขหวัดนก (Avian influenza หรือ Bird flu) เปนโรคติดตอรายแรงที่มีผลตอระบบทางเดิน
หายใจ ทางเดินอาหาร หรือระบบประสาท ในสัตวปกหลายชนิด โดยการติดเชือ้ในสัตวปกมคีวาม
หลากหลายตัง้แตการติดเชือ้เฉพาะที่แบบไมรุนแรง เชน การติดเชื้อที่ระบบทางเดินหายใจ 
ความสามารถในการวางไขลดลง จนถงึการติดเชื้อแบบรุนแรงหลายระบบ ที่ทาํใหมีอัตราการตายสูง
ถึง 100% (Swayne and Senne, 2003)  โรคนี้พบเปนครั้งแรกที่ประเทศอิตาลีในปค.ศ. 1878 โดยรูจัก
กันในชื่อของ fowl plague (Alexander, 2000; Branson, 1996) ตอมาในป ค.ศ. 1951 พบวาเชื้อที่
เปนสาเหตุของโรคนี้อยูในกลุม influenza A virus   และในปค.ศ. 1961 มีการตรวจพบเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุ H5N1 เปนครั้งแรกในนกทะเลทีท่วีปแอฟริกา เชื้อไวรัสดังกลาว
แพรกระจายอยูในนกเปดน้าํหลายชนิด (wild waterfowl)  นกทะเล (shorebird) และนกนางนวล 
(gull) ซึ่งเปนสัตวเจาบานตามธรรมชาต ิ (natural reservoir) ของเชื้อไวรัสนี ้ โดยไมทําใหสัตวปก
เหลานี้แสดงอาการปวย แตสามารถทําใหสัตวปกที่เปนสัตวเลี้ยง เชน ไก  ไกงวง ปวยหนักและตายทาํ
ใหเกิดความสญูเสียในทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก (Suarez, 2000)  ดังเชนการแพรระบาดของเชื้อ 
avian influenza A virus สายพนัธุ H5N1 ในประเทศไทยในชวงปลายปค.ศ. 2003 ถึงตนปค.ศ. 2004 
ทําใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวปกอยางมาก โดยทําใหตองมกีารทาํลายสัตวปก
ไปมากกวา 26 ลานตัว และทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจคิดเปนจํานวนเงนิไมต่ํากวา 250 
ลานดอลลารสหรัฐ ปกติเชือ้ไวรัสนี้ไมติดตอโดยตรงและไมระบาดในมนุษย (CDC, 2004)  อยางไรก็ดี
ปจจุบันมีรายงานการติดตอและการระบาดในคนหลายกรณี (Rezza, 2005) โดยเกิดจาก avian 
influenza A virus สายพนัธุ H5N1 นับต้ังแตชวงปค.ศ. 1997 เปนตนมา ซึง่เปนครั้งแรกที่พบวาเชื้อ
ไวรัสนี้สามารถติดตอสูคนไดในฮองกง โดยมีผูติดเชื้อจํานวน 18 คน เสยีชีวิต 6 คน (Claas et al, 
1998; Tam, 2002; Zhou et al, 1999)  ตอมาในปค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A 
virus สายพนัธุ H5N1 สองรายในครอบครัวชาวฮองกงทีเ่ดินทางไปสาธารณรัฐประชาชนจีน (Weir, 
Wong and Gemmill, 2004)  ตอมาในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ประเทศเวยีดนามยืนยันการปวย
ตายของคนเกีย่วของกับไกทีล่มตายจาํนวนมากจากเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H5N1 
(Tran et al, 2004)  สําหรบัในประเทศไทยมกีารระบาดและลมตายของสัตวปกและไกจํานวนมากใน
ภาคเหนือตอนลาง ภาคกลางและภาคตะวันออกหลายจังหวัดนับต้ังแตเดือนพฤศจิกายน ค.ศ. 2003 
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และในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ไดมีการยืนยันการปวยตายของคนที่ไปสัมผัสกับสัตวปกที่ตดิเชื้อ 
avian influenza A virus สายพนัธุ H5N1  โดยปจจุบันในประเทศไทยมีผูติดเชื้อทั้งหมด 22 คน 
เสียชีวิต 14 คน (WHO, 2006)  นอกจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 แลวเชือ้ avian 
influenza A virus สายพนัธุอ่ืนๆที่มีรายงานวาสามารถติดตอสูคนไดคือ  สายพนัธุ  H7N7 (Fouchier 
et al, 2004; Kurtz, Manvell and Banks, 1996; Koopmans et al, 2004)  สายพนัธุ H9N2 
(Nicholson, Wood and Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 2001)   และสายพันธุ 
H7N3 (Hirst et al, 2004) ดังนัน้โรคไขหวัดนกนอกจากเปนปญหาสําคัญทางเศรษฐกิจแลวยงัเปน
ปญหาสาํคัญในทางสาธารณสุขเปนอยางมากในชวงทีผ่านมา 
 
2.1 เชื้อไวรสั 
 
2.1.1 การจําแนกและคณุสมบัติของเชือ้ avian influenza A virus 
  

โรคไขหวัดนก (Avian influenza / AI หรือ Bird flu) เกิดจากเชื้อไวรัส Influenzavirus A จดัอยู
ในตระกูล Orthomyxoviridae ซึ่งเปนเชือ้ไวรัสชนิดมีเปลือกหุม (enveloped) ตัวไวรัสมีรูปรางหลาย
แบบเชน กลม (spherical form) หรือเปนสายยาว (filamentous form) (Murray et al, 2003) ขนาด
เสนผานศูนยกลางประมาณ 80-120 นาโนเมตร และมีลักษณะสายพันธกุรรมเปนแบบ single 
stranded RNA สายลบขนาดประมาณ 13,600 นิวคลีโอไทด  ทีม่ีลักษณะเปนทอนสัน้ๆจํานวน 8 
ทอน (segmented RNA genome) โดยแตละทอนมีหนึง่ยนีที่เปนตนแบบในการสรางโปรตนีที่เปน
สวนประกอบตางๆของเชื้อไวรัส ซึ่งยนีทัง้ 8 ทอนถกูถอดรหัสเปนโปรตีน 10 ชนิดไดแก โปรตีน PB1, 
โปรตีน PB2, โปรตีน PA, โปรตีน HA, โปรตีน NP, โปรตีน NA, โปรตีน M1, โปรตีน M2, โปรตีน NS1 
และโปรตีน NS2  (Webster et al, 1992; Lamb and Kung, 2001) (ตารางที1่), (รูปที1่) 
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ตารางที่ 1 แสดงองคประกอบของเชื้อไวรัส influenza A virus (ดัดแปลงจาก Lamb and Krug, 
2001) 

Segment Length 
(nucleotides) 

mRNA 
length 

(nucleotides) 
 

Encoded 
polypeptide 

Nascent 
polypeptide 
length (aa) 

Molecular 
weight 

predicted 
หมายเหต ุ

1 2,341 2,320 PB2 759 85,700 

M7-GpppXmNm (cap) 
recognition of host 
cell RNA; component 
of RNA transcriptase 
complex 

2 2,341 2,320 PB1 757 86,500 Endonuclease activity 

3 2,233 2,211 PA 716 84,200 
Component of RNA 
transcriptase and 
replication complex 

4 1,778 1,757 HA 566 61,468 

Major surface 
glycoprotein; trimer; 
receptor (sialic acid) 
binding; proteolytic 
cleavage activation; 
low-pH-induced 
conformational 
change and fusion 
activity; major 
antigenic determinant 

5 1,565 1,540 NP 498 56,101 

Associated with RNA 
and polymerase 
protein; helical 
structure  

6 1,413 1,392 NA 454 50,087 

Surface glycoprotein; 
neuraminidase  
activity; tetramer; 
antigenic determinant 
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Segment Length 
(nucleotides) 

mRNA 
length 

(nucleotides) 
 

Encoded 
polypeptide 

Nascent 
polypeptide 
length (aa) 

Molecular 
weight 

predicted 
หมายเหต ุ

1,005 M1 252 27,801 

Major protein of virion, 
underlies lipid bilayer; 
interacts with RNPs 
and NS2 7 1,027 

315 M2 97 11,010 
Integral membrane 
protein; ion channel 
activity 

868 NS1 230 26,815 
Nonstructural protein; 
inhibits nuclear export 
of mRNAs 

8 890 

395 NS2 121 14,216 

Minor component of 
virions; interacts with 
M1 and involved in 
nuclear export of 
RNPs 
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รูปที่ 1 แบบจําลองแสดงสวนประกอบของเชื้อ influenza A virus (ดัดแปลงจาก Lamb and Krug, 
2001)   
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2.1.2 แอนติเจนของเชื้อ avian influenza A virus 
  

เชื้อ avian influenza A virus มีโปรตีนที่สําคัญ 2 ชนิดอยูบริเวณเปลือกหุมของไวรัสไดแก 
haemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) เปนโครงสราง spikes และเนือ่งจากโปรตีนทั้งสอง
ชนิดเปนโปรตีนหลกับนเปลอืกหุมไวรัสดังนั้นจงึเปนแอนติเจนสําคัญทีร่ะบบภูมิคุมกนัของรางกาย
โฮสตใชเปนเปาหมายในการโจมตีเพื่อตอสูกับการติดเชื้อไวรัสนี้อีกดวย 

 
1) โปรตีน HA 

 
โปรตีน HA มีคุณสมบัติในการจับกลุมกับเม็ดเลือดแดงและมีหนาที่สําคัญในการจับ

กับโครงสราง sialic acid ของตัวรับบนผิวเซลลของโฮสตเพื่อเขาไปเพิ่มจาํนวนภายในเซลล
ตอไป นอกจากนี้พบวาภูมิคุมกันตอ HA มีบทบาทสาํคัญตอการติดเชื้อ influenza A virus 
และความหลากหลายของโมเลกุลนีท้ําใหไวรัสนี้สามารถหลบหลีกจากภูมิคุมกันของโฮสตได
อีกดวย (Murray et al,1999) 

 
โปรตีน HA สรางมาจาก RNA ทอนที่ 4 (HA gene) ซึ่งมีความยาวประมาณ 1,742-

1,778 นิวคลีโอไทด (Lamb and Krug, 2001) โดยโปรตีนนี้มีรูปรางเปนแทง (trimeric rod-
shaped spike) และมีขนาดประมาณ 562-566 กรดอะมิโน (Brooks, Butel and Morse, 
2001) ซึ่งถูกเรียกวา HAO จากนั้นกอนไวรัสเขาสูเซลล HAO ถูกตัด (cleaved) โดยเอนไซม 
protease จากโฮสต (เชน serine protease) ไดเปน HA1 และ HA2 ซึ่งเชื่อมติดกนัดวยพนัธะ 
disulfide โดย amino terminus ของ HA2 เปนสวนสาํคัญที่ทําใหเปลือกหุมของไวรัส (viral 
envelope) เชื่อมติดกับเยื่อหุมเซลลของโฮสต ซึ่งเปนขัน้ตอนสําคัญที่ทาํใหเชื้อไวรัสเขาสูเซลล
ของโฮสตได โปรตีน HA แตละโมเลกุลประกอบดวย globular head domain และ fibrous 
stem domain (stalk) โดยสวน globular head หรือ HA1 ประกอบดวยจุดที่ใชจับกับตัวรับ
บนเซลลโฮสต (receptor-binding site) และมี antigenic site 5 จุดซึ่งอยูรอบๆ receptor-
binding site ซึ่ง antigenic site ทั้ง 5 จุดนี้เปนตาํแหนงที่เกิดการกลายพนัธุไดมากที่สุดของ
ยีน HA ในขณะที่สวนอื่นๆของยีนจะมีความคงตัว (conserved) ในแตละ subtype ของยีน 
HA (รูปที่ 2)  สวน fibrous stem domain ประกอบดวยสวน HA2 และ HA1 บางสวน 
(Webster et al, 1992)  ปจจุบันพบวาลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณ HA1 แสดงถงึความเปน
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แอนติเจนของ HA (HA antigenicity) โดยพบวาแตละ subtype ของ HA มีลําดับกรดอะมิโน
ที่บริเวณ HA1 แตกตางกนัประมาณ 30 เปอรเซ็นต (Horimoto and Kawaoka, 2001) 
นอกจากนี ้ ลําดับนิวคลีโอไทดที่บริเวณ HA2 มีความคงตัว (conserved) ในขณะที่บริเวณ 
HA1 มีความหลากหลาย (variability) มากกวา (Kovacova et al, 2002) 
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ก. 

 
ข. 
 
รูปที่ 2 แสดงแบบจําลองของ influenza virus haemagglutinin   

ก. แสดงสวนประกอบของโปรตีน haemagglutinin และ major antigenic site 5 จุด (A-E) ที่อยู
บนโปรตีน haemagglutinin   

ข.  แสดงโครงสรางของ haemagglutinin polypeptide (ดัดแปลงจาก Brooks, Butel and 
Morse, 2001) 
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2) โปรตีน NA 
 
โปรตีน NA สรางมาจาก RNA ทอนที่ 6 และมีรูปรางเหมือนดอกเหด็ (mushroom-

shaped tetramer) (Murray et al,1999) โดยโปรตีนนี้มคีุณสมบัติเปน sialidase enzyme ทํา
หนาทีย่อยกรด sialic ออกจาก glycoproteins หรือ glycolipids ซึ่งเปนจุดรับ (receptor site) 
บนผิวเซลล ทาํใหไวรัสหลุดเปนอิสระจากเซลลโฮสตได นอกจากนี้แลวโปรตีน NA ชวยในการ
ปองกันการเกาะกลุมของไวรัสและชวยยอย mucous ที่ปกคลุมเยื่อบุทางเดินหายใจ ทําให
ไวรัสสามารถสามารถยึดเกาะและบุกรุกเขาสูเซลลของโฮสตไดอีกดวย (Brooks, Butel and 
Morse, 2001; Lamb and Krug, 2001) 

  
นอกจากนี้ลักษณะความเปนแอนติเจนของโปรตีน HA และ NA นํามาใชในการจัดกลุมสาย

พันธุยอย (subtype) ของ influenza A virus ได โดยปจจุบันมีสายพันธุยอยในกลุม HA อยูดวยกัน
ทั้งหมด 16 subtypes (H1-16) (Fouchier et al, 2005)  และสายพันธุยอยในกลุม NA 9 subtypes 
(N1-N9) (Webster, Shortridge and Kawaoka, 1997; Webster et al, 1992) ทุกสายพันธุยอย
ดังกลาวพบไดในนกตระกูลนกเปดน้ํา (Rohm et al, 1996) โดยใน HA ทั้ง 16 subtypes พบวาชนิดที่
กอโรครุนแรงในสัตวปกจํากัดที่ H5 และ H7 (Alexander and Brown, 2000)  สวนในมนุษยพบ HA 3 
subtypes คือ H1 H2 และ H3 และ NA 2 subtypes คือ N1 และ N2 เทานั้น แตในปจจุบัน influenza 
A virus subtype อ่ืนสามารถติดตอสูคนได (Rohm et al, 1996)  ไดแก H5N1 (Claas et al, 1998; 
Tam, 2002; Zhou et al, 1999) , H7N7 (Fouchier et al, 2004; Kurtz, Manvell and Banks, 1996; 
Koopmans et al, 2004) , H9N2 (Nicholson, Wood and Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito 
et al, 2001)   และ H7N3 (Hirst et al, 2004) 
 

นอกจากนี้มีการจัดแบงกลุม avian influenza A virus ตามความรุนแรงในการเกิดโรคโดยทํา
การทดลองฉีดเชื้อเขาในไก หรือพิจารณาจากลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนตรงตําแหนง 
cleavage site ของยีน HA แบงไดเปน highly pathogenic avian influenza (HPAI) virus และ low-
pathogenic avian influenza (LPAI) virus  โดย HPAI ทําใหสัตวปกที่ติดเชื้อมีอัตราการตาย 100 
เปอรเซ็นต และพบ  multiple basic amino acid ตรงตําแหนง cleavage site ของยีน HA ทําให
สามารถถูกตัด (cleaved) โดยเอนไซม protease ที่พบไดทุกแหงในรางกาย (ubiquitous protease) 
ทําใหเชื้อไวรัสสามารถเพิ่มจํานวนไดทั่วรางกายของโฮสต โดย HPAI พบอยูใน subtype H5 และ H7 
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อยางไรก็ดีไมใชไวรัสทุกตัวใน subtype ทั้งสองนี้เปน HPAI ทั้งหมด สวน LPAI ทําใหสัตวปกที่ติดเชื้อ
แสดงอาการไมรุนแรงเชน อาการทางระบบทางเดินหายใจ, ซึม, ความสามารถในการวางไขลดลง เปน
ตน (ตารางที่ 2) (Alexander and Brown, 2000; Capua and Alexander, 2004; Zambon,1999) 

 
 

ตารางที่ 2 แสดงคุณสมบัติของเชื้อ highly pathogenic avian influenza (HPAI) virus และ low-
pathogenic avian influenza (LPAI) virus (ดัดแปลงจาก Horimoto and Kawaoka, 2001) 
 

คุณสมบัติ LPAI HPAI 
HA subtype H1-H15 H5, H7 
ตําแหนงที่มีการเพิ่มจํานวน ระบบทางเดินหายใจและ/หรือ

ระบบทางเดินอาหาร 
อวัยวะสวนใหญในรางกาย 

การกอโรค ไมกอโรคหรือกอโรคไมรุนแรง กอโรคแบบรุนแรงหลายระบบ 
(fowl plague symptom) 

อัตราการตาย ต่ํา สูง (ประมาณ 100%) 
HA cleavage by 
intracellular proteases 

ไมใช ใช 

HA cleavage site sequence Single arginine Multiple basic amino acid 
Endoproteases 
responsibility for HA 
cleavage 

Factor Xa-like protease  
(in vivo) 

Intracellular proteases ที่อยู
ทั่วไปในเนื้อเยื่อ  
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2.1.3 การเพิ่มจํานวนของเชื้อ avian influenza A virus 
  

การเพิ่มจํานวนของเชื้อ influenza  virus มีความแตกตางจาก RNA virus ชนิดอื่น โดยพบวา
ขั้นตอนการ transcription และการเพิ่มจํานวนของ RNA นั้นเกิดขึ้นในนิวเคลียสของเซลลโฮสต 
(Brooks, Butel and Morse, 2001) 
  

โปรตีน HA ของ influenza A virus จับกับกรด sialic ที่อยูบนตัวรับของเซลลโฮสต จากนัน้
ไวรัสจะเขาสูเซลลโฮสตโดยขบวนการ receptor-mediated endocytosis โดยภายใน endosome มี
สภาวะความเปนกรด (pH 5.5) ซึ่งเหนี่ยวนาํทาํใหมกีารเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน HA เปนผล
ใหเปลือกหุมของไวรัส (viral envelope) เชื่อมติดกับเยื่อหุมของ endosome (endosomal 
membrane) ทําใหเกิดการปลดปลอยสวนประกอบของเชื้อไวรัส (ribonucleoprotein หรือ RNP) เขา
สูไซโตพลาสซมึของเซลลโฮสต จากนัน้ RNP เคลื่อนที่เขาสูนิวเคลยีสของเซลลโฮสตซึ่งเปนจุดที่ RNA 
ของไวรัสนี้เกดิขบวนการ transcription และเพิ่มจํานวน (replication) 
  

ขั้นตอน primary transcription ของ influenza virus มีลักษณะพิเศษเฉพาะตัวแตกตางจาก 
RNA virus อ่ืนๆโดย influenza virus มีขบวนการ Cap snatching ซึ่งเปนขบวนการที่ viral 
endonuclease (PB2) ตัด 5’ cap (10-13 นิวคลีโอไทด) จากนิวเคลียส RNA ของเซลลโฮสตเพื่อ
นําไปใชเปน primer ในขั้นตอน transcription ของไวรัส ซึ่งขั้นตอนนี้อาศัยเอนไซม viral 
transcriptase (PB1)  หลังจากนั้น RNA 6 ทอนถูก transcribed เปน monocistronic mRNAs ซึ่งถูก 
translated เปนโปรตีน HA, NA, NP, PA, PB1 และ PB2 สวน RNA อีกสองทอนคือยีน M และ NS  
ถูก transcribed เปน mRNA อยางละ 2 ชนิดโดยขบวนการ splicing จากนั้น mRNA จะถูก 
translated เปนโปรตีน M1, M2 และ NS1, NS2 ตามลําดับ (White and Fenner, 1994)  ปจจุบันมี
ความเชื่อวาปริมาณโปรตีน NP ที่เพิ่มข้ึนเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจากการสังเคราะห mRNA 
ไปเปนการสังเคราะห cRNA (Complementary RNA) และ vRNA (Virion RNA) แทน โดย vRNA ที่
สรางขึ้นมาใหมนั้นถูก encapsidated ดวยโปรตีน NP ที่อยูภายในนิวเคลียส และ vRNA นี้ทําหนาที่
เปนตนแบบ (template) สําหรับข้ันตอน secondary transcription ของ viral mRNAs ตอไป  ในการ
ติดเชื้อชวงทายพบวาผลผลิตหลักที่ไดจากขบวนการ translation คือโปรตีน M1, HA และ NA โดย
โปรตีน HA และ NA ถูก glycosylated ใน rER และผานขบวนการใน Golgi apparatus จากนั้น
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เคลื่อนที่ไปยังผิวเซลลและสอดแทรกเขาไปอยูในเยื่อหุมเซลล (Webster et al, 1992) จากนั้น RNP 
เคลื่อนที่ออกจากนิวเคลียสเขาสูไซโตพลาสซึมเพื่อเกิดการ assembly เปนไวรัสลูกหลาน (progeny 
virion) โดยอาศัยคุณสมบัติ nuclear localization ของโปรตีน M1 และ NS2 จากนั้นไวรัสลูกหลาน
เกิดการ budding ออกจากเซลลโฮสตผานเยื่อหุมเซลลซึ่งไวรัสลูกหลานนี้ถูกลอมรอบดวยเยื่อหุมเซลล 
(envelope) ซึ่งมีโปรตีน HA และ NA กระจายอยูบน envelope นี้ (Horimoto and Kawaoka, 2001) 
(รูปที่3) 
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รูปที่ 3 แสดงแบบจําลองการเพิ่มจํานวนของ influenza A virus (ดัดแปลงจาก Brooks, Butel and 
Morse, 2001) 
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2.2 การเปลี่ยนแปลงแอนติเจน (Antigenic variation) 
  

Influenza virus มีคุณสมบัติพิเศษแตกตางจากไวรัสอ่ืนกลาวคือ influenza virus มีการ
เปลี่ยนแปลงแอนติเจนที่บริเวณ HA และ NA ไดบอยครั้งเรียกวาเกิด Antigenic variation เนื่องจาก
เอนไซม RNA-dependent RNA polymerase ของ influenza virus ขาดคุณสมบัติ proofreading (5’-
3’ exonuclease activity) (Brooks, Butel and Morse, 2001; Zambon, 1999) 
 การเปลี่ยนแปลงแอนติเจนมี 2 แบบคือ 

 
1) Antigenic shift  

คือการสอดแทรกชิ้นสวนพันธุกรรม (genetic reassortment) ระหวางยีโนมของ 
influenza virus ดวยกันทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงแอนติเจนของไวรัสปรากฏเปนคูหมายเลข
ใหมของ H และ N ทําใหเกิดเปน influenza A virus สายพันธุใหมไดเร็วยิ่งขึ้น ซึ่งทําใหเกิดโรค
รุนแรงในมนุษยและสัตวเนื่องจากไมมีภูมิคุมกันตอไวรัสสายพันธุใหมนั้น และทําใหเกิดการ
ระบาดที่รุนแรงและกวางขวางขึ้นได  ดังปรากฏเปนการระบาดของไขหวัดใหญของโลกในอดตี 
ไดแก ในปค.ศ. 1918 เปนสายพันธุ H1N1 (Spanish flu)  ในปค.ศ. 1957 เปนสายพันธุ  
H2N2 (Asian flu)  ปค.ศ. 1968 เปนสายพันธุ  H3N2 (Hong Kong flu) และในปค.ศ. 1977 
เปนสายพันธุ  H1N1 (Russian flu) (Nicholson, Wood and Zambon, 2003; WHO, 2004) 

 
 
2) Antigenic drift  

คือการที่ไวรัสมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอย เปนผลมาจากขั้นตอนการเพิ่มจํานวนของ 
RNA ของไวรัสที่เกิดขบวนการ point mutation อยางคอยเปนคอยไป ซึ่งไมมีการเปลี่ยนแปลง
หมายเลข H และ N ทําใหไวรัสสามารถหลบหลีกจากภูมิคุมกันของ host ได จึงทําใหเกิดการ
ระบาดยอยที่ไมรุนแรงในพื้นที่ไมกวางนัก (Nicholson, Wood and Zambon, 2003) 
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2.3 แหลงที่อยูตามธรรมชาติของเชื้อ influenza A virus 
  

Influenza A virus สามารถติดตอและทําใหเกิดโรครุนแรงไดในสัตวหลายชนิดไดแก สัตวปก  
สุกร  มา  สัตวเลี้ยงลูกดวยนมที่อยูในทะเล  mustelid  มิงค  เสือ  เสือดาว (Keawchareon et al, 
2004) รวมถึงคนดวย โดยในนกตระกูลนกเปดน้ํา (waterfowl), นกทะเล (shorebird) และนกนางนวล 
(gull) เปนแหลงรังโรคหลักของเชื้อ influenza A virus และสามารถพบเชื้อ influenza A virus ไดทุก
สายพันธุยอย (subtype) อยางไรก็ดีเชื้อไวรัสนี้ไมกอโรคในนกเหลานี้เนื่องจากเปนสัตวเจาบานตาม
ธรรมชาติ (natural reservoir) ของเชื้อไวรัสนี้ โดยในนกเปดน้ําเชื้อไวรัสนี้มีการเพิ่มจํานวนในเซลลที่
ระบบทางเดินอาหารทําใหมีการปลอยเชื้อไวรัสออกมากับอุจจาระในปริมาณสูงและสามารถติดตอไป
ยังสัตวชนิดอื่นๆได  ขณะที่ในคนเชื้อไวรัสนี้กอโรคและทําใหคนที่ติดเชื้อแสดงอาการทางคลินิกโดยเชื้อ
ไวรัสนี้มีการเพิ่มจํานวนในระบบทางเดินหายใจ (รูปที่ 4) (Webby and Webster, 2001; Horimoto 
and Kawaoka, 2001; Webster, Shortridge and Kawaoka, 1997) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 19

 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 แสดงแหลงที่อยูของ influenza A virus จากการศึกษาทางนิเวศวิทยาและการเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดพบวานกเปดน้ําเปนแหลงรังโรคหลักของเชื้อ influenza A virus และทําใหเชื้อไวรัส
นี้แพรกระจายไปยังสัตวชนิดอื่นไดเชน สัตวปก  สุกร  มา  สัตวเล้ียงลูกดวยนมที่อยูในทะเล  mustelid 
รวมถึงคนดวย กอใหเกิดการระบาดของเชื้อไวรัสนี้ในสัตวชนิดนั้นๆ (ดัดแปลงจาก Horimoto and 
Kawaoka, 2001) 
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2.4 พยาธิกําเนิด (Pathogenesis) 
  

โปรตีน HA ของเชื้อ avian influenza A virus ถูกตัด (cleaved) โดยเอนไซม protease ที่อยู
บริเวณเนื้อเยื่อเปาหมายของโฮสตทําใหไวรัสเขาสูเซลลโฮสตได โดยโปรตีน HA ของเชื้อ avian 
influenza A virus ทุกสายพันธุถูกตัดโดยเอนไซม protease ที่บริเวณเซลลเยื่อบุ (epithelial cell) ที่
ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร ในขณะที่โปรตีน HA ของเชื้อ avian influenza A virus 
สายพันธุที่กอโรครุนแรง (highly pathogenic avian influenza virus หรือ HPAI) ถูกตัดโดยเอนไซม 
protease ที่บริเวณเนื้อเยื่ออ่ืนๆในรางกายโฮสตนอกเหนือจากที่ระบบทางเดินหายใจและระบบ
ทางเดินอาหาร ทําให HPAI สามารถกอใหเกิดการติดเชื้อแบบรุนแรงหลายระบบและทําใหมีอัตราการ
ตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นตได 
  

พยาธิกําเนิดของเชื้อ avian influenza A virus ในสัตวปกมีความแตกตางจากสัตวเล้ียงลูก
ดวยนมคือการเพิ่มจํานวนของไวรัสนี้ในสัตวปกเกิดไดทั้งที่ระบบทางเดินอาหาร และระบบทางเดิน
หายใจ โดยการติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุที่กอโรครุนแรงทําใหเกิด viremia และพบ
เนื้อตายที่ lymphoid และอวัยวะภายในแบบกระจายเปนหยอมๆ (Multifocal lymphiod and visceral 
necrosis) ซึ่งทําใหเกิดตับออนอักเสบ (pancreatitis), กลามเนื้อหัวใจอักเสบ (myocarditis), 
กลามเนื้ออักเสบ (myositis) และเนื้อเยื่อสมองอักเสบ (encephalitis) ตามมา  โดยในไกและไกงวงพบ 
petechial hemorrhage และ serous exudate ที่เนื้อเยื่อในระบบทางเดินหายใจและทางเดินอาหาร 
(Murphy et al, 1999)  ไวรัสชนิดนี้สามารถเพิ่มจํานวนไดดีในผนังหลอดเลือดชั้นใน (vascular 
endothelium) และ perivascular parenchymatous cell ซึ่งมีความสําคัญในการแพรกระจายของ
ไวรัส (viral dissemination) และทําใหเกิดการติดเชื้อหลายระบบ  นอกจากนี้สามารถพบแอนติเจน
ของไวรัสนี้ไดใน necrotic cardial myocytes รวมถึงเซลลในอวัยวะอื่นๆที่มีเนื้อเยื่อตายและอักเสบ 
(Horimoto and Kawaoka, 2001)  ในสัตวปกทุกสายพันธุสามารถพบ neutralizing antibody ไดใน
เวลา 3 ถึง 7 วันหลังแสดงอาการและพบวามีปริมาณสูงในชวงอาทิตยที่สองและสามารถคงอยูไดนาน 
18 เดือน (Murphy et al, 1999) 
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2.5 ลักษณะอาการทางคลินิก (Clinical features) 
  

ลักษณะอาการทางคลินิกของสัตวปกที่ติดเชื้อ avian influenza A virus มีความหลากหลาย
และขึ้นอยูกับหลายปจจัยไดแก อายุและชนิดของสัตวปกที่ติดเชื้อ, ความรุนแรง , การติดเชื้ออ่ืนรวม
ดวย รวมถึงปจจัยแวดลอมอ่ืนๆ เปนตน (Chowton, 1996; Jordan, 1990)   ปกติแลวเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุที่กอโรครุนแรงทําใหสัตวปกที่ติดเชื้อตายอยางรวดเร็วโดยไมแสดงอาการ 
อยางไรก็ดีในการระบาดของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุที่กอโรครุนแรงสวนใหญสัตวปกที่
ติดเชื้อแสดงอาการเดนที่ระบบทางเดินหายใจ, ความสามารถในการวางไขลดลง, มีเสียงหายใจ
ผิดปกติ (rale), หงอนและเหนียงมีสีคล้ํา,  มีอาการบวมน้ําที่หัวและหนา, ขนหยอง, ทองเสียและแสดง
อาการผิดปกติที่ระบบประสาท (Horimoto and Kawaoka, 2001) สวนเชื้อ avian influenza A virus 
สายพันธุที่กอโรคไมรุนแรง (LPAI) สามารถทําใหเกิดความสูญเสียเปนอยางมากไดเชนกันเนื่องจาก
สัตวปกที่ติดเชื้อ LPAI แสดงอาการเบื่ออาหาร (anorexia), ความสามารถในการวางไขลดลง, ซึม และ
แสดงอาการทางระบบทางเดินหายใจ (Murphy et al, 1999; Jordan, 1990) 
 
2.6 การติดตอของเชื้อ avian influenza A virus จากสัตวสูคน (Zoonotic aspects) 
 

ปกติแลวเชื้อไวรัสนี้ไมติดตอโดยตรงและไมระบาดในมนุษย (CDC, 2004)    อยางไรก็ดี
ปจจุบันเปนที่แนชัดแลววาเชื้อ avian influenza A virus สามารถติดตอจากสัตวสูคนได (zoonosis) 
ซึ่งมีรายงานการติดตอและการระบาดในคนหลายกรณี โดยเกิดจากเชื้อ avian influenza A virus สาย
พันธุ H5N1, H7N7, H9N2 และ H7N3 (Rezza, 2005)  มีรายงานวาเชื้อ avian influenza A virus 
สามารถติดตอสูคนไดเปนครั้งแรกที่ฮองกงในปค.ศ. 1997 โดยเกิดจากเชื้อ avian influenza A virus 
สายพันธุ H5N1 โดยพบวามีผูติดเชื้อทั้งหมด 18 คน เสียชีวิต 6 คน (Claas et al, 1998; Tam, 2002; 
Zhou et al, 1999)    ตอมาในปค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H5N1 สองรายในครอบครัวชาวฮองกงที่เดินทางไปสาธารณรัฐประชาชนจีน (Weir, Wong and 
Gemmill, 2004)  ตอมาในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ประเทศเวียดนามยืนยันการปวยตายของคนที่
เกี่ยวของกับไกที่ลมตายจํานวนมากจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 (Tran et al, 
2004)  สําหรับในประเทศไทยในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ไดมีการยืนยันการปวยตายของคนที่ไป
สัมผัสกับสัตวปกที่ติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 โดยปจจุบันในประเทศไทยพบมีผู
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ติดเชื้อทั้งหมด 22 คน เสียชีวิต 14 คน (WHO, 2006)  นอกจากเชื้อ avian influenza A virus สาย
พันธุ H5N1 แลวเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุอ่ืนๆที่มีรายงานวาสามารถติดตอสูคนไดคือ 
สายพันธุ  H7N7 สายพันธุ H9N2 และสายพันธุ H7N3 ในปค.ศ. 1996 สามารถเพาะแยกเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุ H7N7 ไดจากตาของผูหญิงเลี้ยงเปดชาวอังกฤษที่ปวยเปนโรคเยื่อตาบุ
ขาวอักเสบ (conjunctivitis) (Kurtz, Manvell and Banks, 1996)  ตอมาในป ค.ศ. 2003 มีรายงาน
การติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H7N7 ในคนมากกวา 80 ราย และผูปวยหนึ่งราย
เสียชีวิต โดยผูปวยและตายเกี่ยวของกับสัตวปกหรือกําจัดสัตวปกในระหวางการระบาดของไขหวัดนก
ในประเทศเนเธอรแลนด (Fouchier et al, 2004; Koopmans et al, 2004)  และพบวาในปค.ศ. 1998  
1999 และ 2003  สามารถแยกเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H9N2 ไดในผูปวยชาวฮองกง 
ซึ่งมีลักษณะการปวยไมรุนแรง (influenza-like symptom) และหายเองได (Nicholson, Wood and 
Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 2001)  ลาสุดในชวงตนปค.ศ. 2004 มีรายงานพบ
ผูปวย 2 รายติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H7N3 ในขณะที่มีการระบาดของเชื้อไวรัสสาย
พันธุดังกลาวในสัตวปกที่เมือง British Columbia ประเทศ Canada โดยผูปวยที่ติดเชื้อมีลักษณะ
อาการปวยที่ไมรุนแรง (mild influenza like illness) และหายเองได (Hirst et al, 2004)  จะเห็นไดวา
การติดตอของเชื้อ avian influenza A virus จากสัตวสูคนนั้นถึงแมวาพบไดคอนขางยากแตสามารถ
เกิดขึ้นไดโดยเกิดจากการติดเชื้อ avian influenza A virus ส่ีสายพันธุดังที่กลาวไวขางตน 
 
2.7 การตรวจเพื่อวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus 
  

เนื่องจากโรคไขหวัดนกมีลักษณะอาการทางคลินิก (clinical symptom) ที่หลากหลายทําให
การวินิจฉัยโรคโดยพิจารณาจากอาการทางคลินิกนั้นทําไดยาก (Swayne and Senne, 2003) ดังนั้น
จึงตองใชการตรวจทางหองปฏิบัติการเขามาชวยในการวินิจฉัยโรค ซึ่งวิธีมาตรฐาน (gold standard) 
ในการตรวจวินิจฉัยโรคไขหวัดนกในปจจุบันคือ การเพาะแยกเชื้อไวรัส (Virus isolation) ในไขไกฟก 
(Embryonated fowl’s egg) หรือในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เชน Mardin-Darby canine kidney cell 
(MDCK cell) ตามดวยวิธี Hemagglutination inhibition test (HI) เพื่อใชในการจําแนกสายพันธุของ
เชื้อไวรัสดังกลาว ซึ่งวิธีนี้มีความไวและความจําเพาะสูง (Shan et al, 2003; Sugimura, Murakami 
and Ogawa, 2000; Murray et al, 1999) อยางไรก็ดีวิธีนี้มีขอเสียคือมีราคาแพง ใชเวลานาน (1-2 
สัปดาห)  และสิ้นเปลืองแรงงานมาก 
  



 23

วิธีการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ avian influenza A virus มีอยูดวยกันหลายวิธีไดแก 
Enzyme-linked immunoassay,  Immunofluorescence assay โดยวิธีนี้สามารถรายงานผลไดใน
เวลารวดเร็วกวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส แตอยางไรก็ตามวิธีดังกลาวมีความไวและความจําเพาะต่ํา
กวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Boivin, Hardy and Kress, 2001; Murray et al, 1999; Hayden and 
Palese, 1997) 
  

การวินิจฉัยทางซีร่ัมวิทยาทําไดโดยดูการเพิ่มขึ้นของระดับแอนติบอดีตอสายพันธุนั้นๆ โดย
สามารถตรวจพบแอนติบอดีไดหลังจากมีการติดเชื้อไปแลวประมาณ 7-10 วัน (Swayne and Senne, 
2003) ซึ่งวิธีดังกลาวจําเปนตองเก็บซีร่ัมจากสัตวปวยสองชวงเวลาคือระยะเฉียบพลัน (acute) และ
ระยะพักฟน (convalescence) ทําใหวิธีนี้ไมเปนที่นิยมนักเมื่อตองการตรวจวินิจฉัยโรคใหไดผลภายใน
เวลารวดเร็ว (Lamb and Krug, 2001) วิธีทางซีร่ัมวิทยาที่ใชกันมากคือ วิธี Haemagglutination-
inhibition (HI) และ Neuraminidase inhibition (NI) assay ซึ่งมักใชในการกําหนดสายพันธุของ 
influenza A virus  อยางไรก็ตามการเตรียม antisera ที่ใชใน HI และ NI assay ตองใชเวลานานและ
การแยกสายพันธุดวยวิธีนี้บางครั้งอาจใหผลผิดพลาดได (Hoffmann et al, 2001)  วิธีวินิจฉัยทางซีร่ัม
วิทยาอื่นๆที่นํามาใชในการวินิจฉัย avian influenza A virus ไดแก single radial hemolysis, radial 
immunodiffusion, passive hemagglutination และ complement fixation เปนตน (Lamb and 
Krug, 2001; Swayne and Senne, 2003) 
  

ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular biology techniques) มาใชในการ
ตรวจวินิจฉัยและจําแนกสายพันธุของเชื้อ avian influenza A virus กันอยางกวางขวาง โดยพบวามี
การนําเอาเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใชแทนวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส ซึ่งถือวาเปนวิธีมาตรฐาน (gold 
standard) ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus เนื่องจากวิธีทางอณูชีววิทยาทราบผลเร็ว
แตความไวสูการเพาะแยกเชื้อไวรัสไมได (Cherian, 1994) และมีความไวและความจําเพาะสูงกวาวิธี
อ่ืนๆที่กลาวมา  (Atmar et al, 1996; Boivin, Hardy and Kress, 2001) ซึ่งเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่
นิยมใชในปจจุบันไดแก วิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), วิธี 
multiplex RT-PCR, วิธี real-time RT-PCR และวิธี microarray  มีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการ
ตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus เปนครั้งแรกในป คศ. 1991 (Zhang and Evans, 1991) 
จากนั้นมีรายงานการนําวิธี RT-PCR มาใชในการวินิจฉัยเชื้อ influenza A virus กันอยางแพรหลาย 
(Claas et al, 1993; Claas et al, 1992; Wright et al, 1995) มีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการ
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วินิจฉัย influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจจากคอและจมูกที่เก็บจากคน สุกร และมา (Schorr, 
Wentworth and Hinshaw,1994; Oxburgh and Hagstrom,1999) ตอมาจึงนําเอาวิธี RT-PCR มาใช
ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus ในสัตวปก (Dybkaer et al, 2004; Lee et al, 2001; 
Munch et al, 2001) และใชในการบอกสายพันธุยอยของ influenza A virus ทั้ง 15 subtypes 
(Hoffmann et al, 2001; Poddar, 2002) เมื่อเร็วๆนี้ไดมีการพัฒนาวิธี multiplex RT-PCR มาใชใน
การตรวจวินิจฉัยเชื้อ influenza A virus ในคน (Stockton et al,1998; Payungporn et al, 2004)  
ตอมาไดมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใชในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus 
ดวยกันอีกหลายวิธีไดแก real-time RT-PCR (Spackman et al, 2002), NASBA (Collins et al, 
2003), microarray (Li, Chen and Evans, 2001), fluorescent resonance energy transfer 
(FRET) probe (Smith et al, 2003) และ molecular beacon (Templeton et al, 2004) ซึ่งวิธีเหลานี้
สามารถตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus ไดอยางรวดเร็วและมีความจําเพาะมากกวาสองวิธี
แรกที่กลาวมา อยางไรก็ตามวิธีเหลานี้จําเปนตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพง ทําใหหองปฏิบัติการที่ขาด
แคลนเครื่องมือเหลานี้ไมสามารถใชวิธีดังกลาวในการตรวจวินิจฉัยได 
 
2.8 วิธี Multiplex RT-PCR 
  

วิธี Multiplex RT-PCR เปนวิธีที่ดัดแปลงจากวิธี PCR พื้นฐานโดยใหสามารถเพิ่มขยาย
หลายๆ target DNAs ดวย primers หลายคูพรอมๆกันในปฏิกิริยาเดียวกัน ปจจุบันไดถูกนํามาใชใน
การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อทางไวรัสโดยสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสหลายชนิดไดใน
ขณะเดียวกัน (Daum et al, 2002; Phan et al, 2005; Rohayem et al, 2004)  โดยวิธี multiplex RT-
PCR มีขอดีกวาวิธี RT-PCR ทั่วๆไปไดแก ประหยัดเวลาและคาใชจายมากกวาวิธี RT-PCR, ลดโอกาส
การปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขั้นตอน รวมถึงวิธีนี้ทําใหประสิทธิภาพของการทดสอบสงูขึน้ 
เนื่องจากสามารถตรวจหาเชื้อหลายชนิดไดในการตรวจเพียงครั้งเดียวแทนที่การตรวจหลายครั้งเมื่อใช
วิธี RT-PCR ทั่วไป อยางไรก็ตามพบวาวิธีนี้มีความไวต่ํากวาวิธี RT-PCR ทั่วไป (Spackman et al, 
2003) 
  

ปจจุบันไดมีการนําเอาวิธี multiplex RT-PCR มาใชในการตรวจหาเชื้อไวรัสหลายชนิด โดยวิธี
ดังกลาวสามารถตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไดหลายชนิดในการตรวจเพียงครั้งเดียว (Malik et al, 2004; 
Caterina et al, 2004) ตอมาไดมีการนําเอาวิธี multiplex RT-PCR มาใชในการตรวจหาเชื้อ 
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influenza A virus สายพันธุตางๆที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในคน พบวาวิธีดังกลาวมีความไวและ
ความจําเพาะสูงและสามารถนําไปใชในการตรวจหาเชื้อ influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจจาก
คนไดเปนอยางดี (Stockton et al,1998; Payungporn et al, 2004)  
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รูปที5่   แสดงขั้นตอนของวธิ ีmultiplex RT-PCR  (Miesfeld, 2005 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
 
3.1 รูปแบบการวิจัย 
  

การวิจยัในครัง้นี้เปนการวิจยัเชิงพรรณนา (Descriptive research) 
 
 
3.2 วัสดุ 
 
3.2.1 เชื้อไวรัสอางอิง 
  

Avian influenza A virus สายพนัธุ H5N1 ที่แยกไดในประเทศไทย (A/chicken/ Nakorn-
Pathom/Thailand/CU-K2/04(H5N1)) และ cDNA ของ Avian influenza A virus สายพันธุ  
H7N7(A/chicken/Netherland/1/03(H7N7)) และ สายพนัธุ H9N2 
(influenza/A/turkey/Wisconsin/66(H9N2)) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Prof. Dr. Albert 
Osterhaus จาก Department of Virology, Erasmus Medical Centre, Rotterdam, The 
Netherlands, standard strains  ของกรมปศุสัตว  กระทรวงเกษตรและสหกรณ และเชื้อ Newcastle 
disease virus (NDV), Infectious bronchitis virus (IBV) , Infectious laryngotracheitis virus 
(ILT),  Infectious bursal disease virus (IBD), Human respiratory syncytial virus (HRSV) และ 
Human metapneumovirus (hMPV) 

 

3.2.2 ตัวอยางที่นํามาทําการศกึษา 
   

เชื้อไวรัสที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจจากชิ้นเนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกที่มีประวัติ
อาการหรือรอยโรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ avian influenza A virus และตัวอยางที่แยกได
จากสิ่งสงตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดานระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย โดย
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ตัวอยางเหลานี้ใหผลบวกตอการทดสอบ influenza A virus จากการปรากฏของ matrix (M) gene 
ของไวรัสดังกลาวดวยวิธี RT-PCR (Payungporn et al, 2004) จํานวน 30 ตัวอยาง โดยมียีน 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) เปน internal control gene  ซึ่ง
ตัวอยางดังกลาวประกอบดวยตัวอยางจากเปด 16 ตัวอยาง, ไก 11 ตัวอยาง, นกพิราบ, นกปากหาง 
และนกกระทาอยางละ 1 ตัวอยาง  
 
3.3 วิธกีารทดลอง 
 
3.3.1 ออกแบบ สังเคราะห และทดสอบ primer ที่จําเพาะตอยีน H5 H7 และ H9 ของ avian 
influenza A virus  
  

หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน H5 H7 และ H9 ของ avian influenza A virus จาก GenBank 
data base (www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยเลือกสวนที่เปน conserved region ของแตละยีน เพื่อใช
เปน specific primer จากนั้นทําการทดสอบดวยโปรแกรม Oligo เพื่อใชในการคัดเลือกชุด primers ที่
ไมทําใหเกิด primer dimer, self-complementary และ hair pin loop  แลวจึงนําชุด primers ที่
เหมาะสมมาทดสอบใน Multiplex RT-PCR เพื่อคัดเลือกชุด primers ที่ให band ที่ชัดเจนและ
เหมาะสมในการอานผล 

 
3.3.2 การ clone ชิ้นสวนยนีของ avian influenza A virus สายพนัธุ H5 H7 และ H9 เขาสู cloning 
vector และทาํ in vitro transcription เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวก   
 
 ทําการ clone ยีน  H5, H7 และ H9 เขาสู cloning vector (pGEM-T Easy Vector, 
Promega, USA) ตามคําแนะนําของบริษัท และทํา in vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale 
RNA production system SP6 and T7, Promega, USA) ดังรูปที่ 6 เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวก
สําหรับใชในการพัฒนาวิธี one step multiplex RT-PCR   
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เตรียม ligation reaction โดยเติม 
2x Rapid Ligation Buffer   5 µL 
pGEM-T Easy Vector         1µL 
PCR product                  3-5 µL 
T4 DNA ligase                   1 µL 

 
 

ผสมใหเขากนัโดยใช pipette จากนั้นเก็บที่ 4ºC ขามคนื 
 

 
ละลาย competent cell ในน้ําแข็งจากนั้นเติม ligation reaction 5 µL ลงไปใน competent cell 50 µL 

 
 

Incubate ในน้ําแข็ง 20 นาที แลว heat shock cells ที่ 42ºC นาน 45-50 s 
 
 

จากนั้นแชน้ําแข็งตออีก 2 นาทีแลวเตมิ SOC medium (SOC medium 980 µL+ Mg2+ 10 µL+  2 M 
glucose 10 µL) แลวนําไปเขยาในตู 37º C นาน 1.5 ชม. 

 
 

นําไปปนที ่4,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาที แลวดูดสวนใสออกใหเหลอื 100 µL 
 
 

เตรียม LB/ampicillin/IPTG/X-Gal plate (LB 100 ml+ ampicillin 100 µL+ X-Gal 15 µL+ IPTG 4 
µL) แลวใสตัวอยาง 100 µL แลว spread plate จากนัน้เก็บไวที ่37ºC นาน 18 ชม. 

 
 

เขี่ย colony สีขาวมาทาํ PCR โดยใช primer M13 
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เขี่ย colony สีขาวที่ไดทาํการตรวจสอบดวยวิธ ีPCR แลวใสใน LB broth 
 
 

จากนั้นนําไปเขยาในตู 37ºC นานขามคืน 
 
 

สกัด plasmid โดยใช Fast Plasmid Mini (Eppendorf, Germany) 
 
 

Linearize DNA template ดวยเอนไซม NdeI โดยใส 
10x NE Buffer                      2.0 µL 
NdeI enzyme (20 U/L)         1.2 µL 
DNA (0.2-1.5 g)                 16.8 µL 

 
 

เก็บไวที ่37ºC นาน 4 ชม. 
 
 

ทํา in vitro transcription โดยใส 
T7 transcription 5x buffer       4.0 µL 
rNTPs (25 mM each)               6.0 µL 
linear DNA template (1 g)        8.0 µL 
enzyme mix (T7)                      2.0 µL 

 
 

เก็บไวที ่37ºC นาน 4 ชม. 
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เติม Rnase-Free Dnase 1 µL แลวเก็บไวที่ 37ºC นาน 30 นาท ี

 
 

ทําการสกัด RNA โดย 
 
 

เติม DEPC 180 µL 
 
 

เติม Phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) แลว vortex 1 นาท ี
 
 

จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
 
 

ดูดสวนใสมาใส chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 200 µL แลว vortex 1 นาท ี
 
 

จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
 
 

ดูดสวนใสมาใสในหลอดทีม่ี glycogen 4 µL+ 3 M sodium acetate 20 µL+ isopropanol 200 µL แลว
นําไปเก็บไวที ่-70ºC เปนเวลา 10 นาท ี

 
 

จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาท ีแลวเทสวนใสออก จากนั้นลางดวย 70% 
ethanol 1 m 
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นําไปทาํใหแหงโดยใช vacuum แลวละลายตะกอนดวย DEPC 20 µL จากนั้นเก็บไวที่ -70ºC 
 
รูปที่ 6 แสดงวิธีการ clone ชิ้นสวนยีน haemagglutinin ของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H5, H7 และ H9 เขาสู cloning vector และทํา in vitro transcription 
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3.3.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการทํา one step multiplex RT-PCR 
  

โดยทําการทดสอบกับตัวควบคุมบวกของ avian influenza A virus subtype H5, H7 และ 
H9 ที่กลาวมาขางตน 
 
3.3.4 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR   
 
 ทําการทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น 
โดยทําการทดสอบกับไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินหายใจที่สําคัญในไกและมนุษย ไดแก 
Newcastle disease virus (NDV), Infectious bronchitis virus (IBV) , Infectious laryngotracheitis 
virus (ILT), Infectious bursal disease virus (IBD), Human respiratory syncytial virus (HRSV), 
Human metapneumovirus (hMPV) และ non-inoculated allantoic fluid นอกจากนี้ทําการทดสอบ
กับ avian infuenza A virus subtype อ่ืนๆ H1 ถึง H15 นอกเหนือจาก H5, H7 และ H9 (standard 
strains จากกรมปศุสัตว กระทรวงเกษตรและสหกรณ)  
 
3.3.5 การทดสอบความไว (sensitivity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR 
   

จากการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed RNA ของ H5 H7 และ H9 โดยการทํา in 
vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale RNA production system SP6 and T7, Promega, 
USA) แลวทําการคํานวณเปนหนวย copies/µL จากนั้นทํา 10-fold serial dilution ใหไดความเขมขน
ตั้งแต 10-107 copies/µL  แลวนํามาทดสอบความไวดวยวิธี Multiplex RT-PCR 
   
 3.3.6 การทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น  
  

เชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้นเนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกที่มีประวัติอาการหรือรอย
โรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ avian influenza A virus และตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจ
ที่ไดจากการเฝาระวังดานระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย โดยตัวอยางเหลานี้ให
ผลบวกตอการทดสอบ influenza A virus จากการปรากฏของ matrix (M) gene ของไวรัสดังกลาว
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ดวยวิธี RT-PCR (Payungporn et al, 2004) จํานวน 30 ตัวอยาง โดยมียีน Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) เปน internal control gene   
 
ขั้นตอนการทํา one step multiplex RT-PCR 
 
 ทําการทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นกับเชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้น
เนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในที่มีรอยโรคจากสัตวปกและตัวอยางสงตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดาน
ระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย จํานวน 30 ตัวอยาง โดยนําตัวอยางที่ไดมาเพาะ
แยกเชื้อในไขไกฟกโดยทําการฉีด supernatant fluid ของ specimen suspension เขาใน allantoic 
cavity ของไขไกฟกที่มีอายุ 9 วัน จากนั้นเก็บไวที่ 37ºC นาน 48-72 ชั่วโมง แลวนําเอา allantoic fluid 
ที่เก็บไดมาทําการสกัด RNA ดวยวิธี QIAamp® viral RNA Mini kit (QIAGEN, USA) ซึ่งมีขั้นตอนดัง
รูปที่ 7  แลวนํา RNA ที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี one step multiplex RT-PCR โดยใช 
AccessOuickTMRT-PCR system (Promega, USA)  และเคร่ือง Thermocycle (Perkin Elmer 
Cetus 9600,CA,USA)  
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Allantoic fluid 140 µL+ buffer AVL containing carrier RNA 560 µL 

 
 
 

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาท ี
 
 
 

เติม 100% ethanol 560 µL (vortex) 
 
 
 

นําสารละลายที่ไดใสลงใน QIASpin column 
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี
 
 
 

เติม AW1 500 µL 
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี
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เติม AW2 500 µL 
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ี
 
 
 

เติม buffer AVE 60 µL 
 
 
 

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาท ี
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี
 
 
 

                                                                    เก็บที่ -20ºC 
 
 

 
รูปที่ 7 แสดงขั้นตอนการสกัด RNA 
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การตรวจหา RT-PCR product 
 
 นําผลผลิตที่ไดจํานวน 10 µL ไปวิเคราะหผลดวย 2% agarose gel electrophoresis โดยมี 
100 bp DNA ladder (GIBCO BRL life Technologies Inc., Gaitherberg) เปน marker 
เปรียบเทียบ และยอมดวย Ethidium bromide (2µL/ml) ดูผลดวยกลอง UV transluminator ซึ่งจะให 
band ที่มีขนาดตามที่ไดคาดหมายไวในแตละ  subtype ของ  avian influenza A virus 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
  
4.1 ผลการออกแบบ สังเคราะห และทดสอบ primer ที่จําเพาะตอยีน H5 H7 และ H9 ของ avian 
influenza A virus  
 
 ทําการออกแบบ primers ที่จําเพาะตอยีน H5 จํานวน 10 สาย, H7 จํานวน 7 สาย และ H9 
จํานวน 4 สาย ดังรูปที่ 9  จากนั้นทําการทดสอบดวยโปรแกรม Oligo เพื่อใชในการคัดเลือกชุด 
primers ที่ไมทําใหเกิด primer dimer, self-complementary และ hair pin loop รายละเอียดดังแสดง
ในตารางที่ 3  แลวจึงนําชุด primers ที่เหมาะสมมาทดสอบใน Multiplex RT-PCR เพื่อคัดเลือกชุด 
primers ที่ให band patterns ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผล ซึ่งจากการทดลองชุด primers 
ทั้งสิ้น 14 ระบบ ซึ่งมีรายละเอียดของชุด primers ดังตารางที่ 4 พบวาชุด primers ระบบที่ II, IX และ 
XII ให band patterns ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผลมากที่สุด ดังรูปที่ 10 แตเนื่องจากพบวา
ชุด primers ระบบที่ II สามารถเกิด cross-reactivity กับ Newcastle disease virus (NDV) และชุด 
primers ระบบที่ IX สามารถเกิด cross-reactivity กับ influenza A virus สายพันธุ H10 ได ดังนั้นจึง
เลือกใชชุด primers ระบบที่ XII ในการศึกษาทดลองตอไป ซึ่งชุด primers ระบบที่ XII ใหผลผลิต
ขนาดตางๆกันดังนี้ H5 (157 bp), H7 (326 bp) และ H9 (231 bp) ดังแสดงในตารางที่ 5 และรูปที่ 11  
รายละเอียดของสวนประกอบและอุณหภูมิในการทํา PCR แสดงในตารางที่ 6 และ 7 
 
 
4.2 ผลการ clone ชิ้นสวนยีนของ avian influenza A virus สายพันธุ H5 H7 และ H9 เขาสู cloning 
vector และทํา in vitro transcription เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวก 
 
 ไดทําการ clone ยีน H5(nt 409-565), H7(nt 465-1630) และ H9(nt 170-1340) เขาสู 
cloning vector (pGEM-T Easy Vector,Promega,USA) ตามคําแนะนําของบริษทั (รูปที่ 8) และทํา 
in vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale RNA production system SP6 and T7, Promega, 
USA) เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวกสําหรับใชในการพัฒนาวิธ ีone step multiplex RT-PCR    
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รูปที8่ แสดง Plasmid DNA ของยีน H7 และ H9 ที่ clone ได         
 
 
 
 
 
 

Lane 1: 100 bp ladder marker 
Lane 2: H7 plasmid DNA 
Lane 3: H9 plasmid DNA 
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รูป9 แสดง primers ที่จําเพาะกับตําแหนงของยนี H5, H7 และ H9 
 

H5 gene (~1.7 Kb) 

     R1                                       R2++  R2     R2+      R3     R4 

F2                         F3             F3+               F4           

H9 gene (~1.7 Kb) 

 F1                                                            F2         

                 R1                                                            R2         

                          R1     R4                                                      R2       R3 

H7 gene (~1.7 Kb) 

       F1                                                                    F2                        
                F4 
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ตารางที ่3  แสดงรายละเอยีดของ primers ที่จําเพาะกบัสวนของยีน H5, H7 และ H9 ที่ใชใน
การศึกษาวิจัย  

Gene 
target 

Primer 
name Position Primer sequence 

Amplicon 
length 
(bp) 

H5-F4 1400-1422 5’-GACTCAAATGTCAAGAACCTTTA-3’ 
H5-R3 1577-1554 5’- CCACTTATTTCCTCTCTGTTTAG-3’ 

189 

H5-F3 898-919 5’- ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 
H5-R2 1265-1245 5’- TGTTGACAAAATGACCATCG-3’ 

352 

H5-F2 409-430 5’- TGAGAAAATTCAGATCATCCCC-3’ 
H5-R1 565-543 5’- GCTCCTCTTTATTGTTGGGTATG-3’ 

157 

H5-F4 1400-1422 5’-GACTCAAATGTCAAGAACCTTTA-3’ 
H5-R4 1748-1706 5’- CAAATTCTGCATTGTAACGATCC-3’ 

327 

H5-F3+ 1001-1021 5’- AACAGATTAGTCCTTGCGACTG-3’ 
H5-R2 1265-1245 5’- TGTTGACAAAATGACCATCG-3’ 

264 

H5-F3 898-919 5’-ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 
H5-R2+ 1124-1103 5’-CATCTACCATTCCCTGCCATCC-3’ 

205 

H5-F3 898-919 5’-ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 
H5-
R2++ 

1101-1080 5’-CCCTCTATAAAACCTGCTATAG-3’ 187 

H5-F3+ 1001-1021 5’- AACAGATTAGTCCTTGCGACTG-3’ 

H5 

H5-R2+ 1124-1103 5’-CATCTACCATTCCCTGCCATCC-3’ 
123 

H7-F1 466-488 5’- AGATCAGGTTCTTCTTTCTATGC-3’ 
H7-R1 765-743 5’- AAGTGAAAGTCACTGTGTCATTG-3’ 

300 

H7-F2 1460-1480 5’- GGAGAATGCTGRAGAAGATGG-3’    
H7-R2 1630-1610 5’- TGATGCCCCGAAGCTAAACCA-3’ 

170 

H7-F2 1460-1480 5’- GGAGAATGCTGRAGAAGATGG-3’    
H7-R3 1740-1716 5’-CTTCAAACTATATACAAATAGTGC-3’ 

280 

H7-F4 465-487 5’- AAGATCAGGTTCTTCTTTCTATG-3’ 

H7 

H7-R4 790-768  5’-TGAAAGTGAAGGTCACTGTGTCA-3’ 
326 
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Gene 
target 

Primer 
name Position Primer sequence 

Amplicon 
length 
(bp) 

H9-F1 170-192 5’- TGCCAAAGAATTGCTCCACACA-3’ 
H9-R1 290-269 5’- AAGTGAAAGTCACTGTGTCATTG-3’ 

120 

H9-F2 1110-1131 5’-ATTCAAATGATCAAGGGGTTGG-3’ H9 

H9-R2 1340-1318 5’- GTGTTTTCTGGTTTTCAAGCAG-3’ 
231 
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ตารางที ่4  แสดงการเลือกใชชุด primers ทั้งสิน้ 14 ระบบ ในการทาํ Multiplex RT-PCR 
 

System H5 H7 H9 
I F4/R3 (189) F1/R1 (300) F1/R1 (120) 
II F4/R3 (189) F1/R1 (300) F2/R2 (231) 
III F3/R2 (352) F1/R1 (300) F1/R1 (120) 
IV F3/R2 (352) F1/R1 (300) F2/R2 (231) 
V F2/R1 (157) F1/R1 (300) F2/R2 (231) 
VI F2/R1 (157) F2/R3 (280) F2/R2 (231) 
VII F4/R4 (327) F2/R3 (280) F2/R2 (231) 
VIII F3+/R2 (264) F2/R2 (170) F2/R2 (231) 
IX F3+/R2 (264) F2/R2 (170) F1/R1 (120) 
X F3/R2+ (205) F4/R4 (326) F1/R1 (120) 
XI F3+/R2+ (123) F4/R4 (326) F2/R2 (231) 
XII F2/R1 (157) F4/R4 (326) F2/R2 (231) 
XIII F3/R2++ (187) F4/R4 (326) F1/R1 (120) 
XIV F3+/R2 (264) F4/R4 (326) F1/R1 (120) 
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(ก) ชุด primers ระบบที่ I-IV 
 

 
 
 
 
 
(ข) ชุด primers ระบบที่ V-VII 
 

  
 
 
 
 

1: system V- H5       7: system VII- H5 
2: system V- H7       8: system VII- H7 
3: system V- H9       9: system VII- H9 
4: system VI- H5 
5: system VI- H7 
6: system VI- H9 

1: system I- H5         7: system III- H5 
2: system I- H7         8: system III- H7 
3: system I- H9         9: system III- H9 
4: system II- H5      10: system IV- H5 
5: system II- H7      11: system IV- H7 
6: system II- H9      12: system IV- H9 
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(ค) ชุด primers ระบบที่ VIII 
 

                            
 
 
(ง) ชุด primers ระบบที่ IX 
 

                            
 
 
 
 
 
 
 

1: system VIII- H5 
2: system VIII- H7 
3: system VIII- H9 

1: system IX- H5 
2: system IX- H7 
3: system IX- H9 



 46

 
 
(จ) ชุด primers ระบบที่ X-XI 
 

    
 
 
 
 
 
(ฉ) ชุด primers ระบบที่ XII 
 

       
 
 
 
 
 
 

1: system X- H5 
2: system X- H7 
3: system X- H9 
4: system X- mix templates 
5: system X- ตัวควบคุมลบ 
6: system XI- H5 
7: system XI- H7 
8: system XI- H9 
9: system XI- mix templates 
10: system XI- ตัวควบคุมลบ 

Lane 1: system XII- H5 
Lane 2: system XII- H7 
Lane 3: system XII- H9 
Lane 4: system XII-mix templates 
Lane 5: system XII-ตัวควบคุมลบ 
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(ช) ชุด primers ระบบที่ XIII-XIV 
     

  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่10  แสดงผลการทดสอบชุด primers ทั้ง 14 ระบบใน Multiplex RT-PCR เพื่อคัดเลือกชุด 
primers ที่ให band patterns ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผล   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1: system XIII- H5 
2: system XIII- H7 
3: system XIII- H9 
4: system XIII-mix templates 
5: system XIII-ตัวควบคุมลบ 
6: system XIV-H5 
7: system XIV-H7 
8: system XIV-H9 
9: system XIV-mix templates 
10: system XIV-ตัวควบคุมลบ 
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ตารางที่5  แสดงรายละเอียดของชุด primers ระบบที่ XII ซึ่งเหมาะสมที่สุดในการพัฒนา มี
รายละเอียดดังนี้ 
 
 
 
Primer 
name 

Primer sequence Position Amplicon length 
(bp) 

H5-F2 5’-TGAGAAAATTCAGATCATCCCC-3’ 409-430 
H5-R1 5’-GCTCCTCTTTATTGTTGGGTATG-3’ 565-543 

157 

H7-F4 5’-AAGATCAGGTTCTTCTTTCTATG-3’ 465-487 
H7-R4 5’-TGAAAGTGAAGGTCACTGTGTCA-3’ 790-768 

326 

H9-F2 5’-ATTCAAATGATCAAGGGGTTGG-3’ 1110-1131 
H9-R2 5’-GTGTTTTCTGGTTTTCAAGCAG-3’ 1340-1318 

231 
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รูปที่11  แสดงชุด primers ระบบที่ XII ซึ่งเหมาะสมที่สุดในการพัฒนา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lane M: 100-bp ladder 
Lane H5: H5(F2/R1)= 157 bp 
Lane H7: H7(F4/R4)= 326 bp 
Lane H9: H9(F2/R2)= 231 bp 
Lane Mix: H5, H7 and H9 templates 
Lane N: ตัวควบคุมลบ 
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ตารางที่6  แสดงสวนประกอบในการทําปฏิกิริยา Multiplex RT-PCR 
 
 

Component Volume (µl) 
AccessQuick (2x Master Mix) (Promega) 12.5 
Forward primer (H5,H7,H9) 0.25/0.75 µM each 0.25,0.75,0.25 
Reverse primer (H5,H7,H9) 0.25/0.75 µM each 0.25,0.75,0.25 
AMV reverse transcriptase (5U) 0.5 
RNA template 5 
Rnase-free water to a final volume of  25 
 
 
 
 
 
ตารางที่7  แสดงอุณหภูมิและเวลาในการทําปฏิกิริยา Multiplex RT-PCR 
 
 

Step Temperature/Time 
Reverse Transcription 48ºC/45 min 
Initial denaturation 94ºC/3 min 
Denaturation 94ºC/30 sec 
Annealing 55ºC/30 sec 
Extension 72ºC/30 sec 
Final Extension 72ºC/7 min 
 
 
 

  
40 cycles 
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4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR   
 
 ทําการทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น 
โดยทําการทดสอบกับไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินหายใจที่สําคัญในไกและมนุษย ไดแก 
Newcastle disease virus (NDV), Infectious bronchitis virus (IBV) , Infectious laryngotracheitis 
virus (ILT), Infectious bursal disease virus (IBD), Human respiratory syncytial virus (HRSV), 
Human metapneumovirus (hMPV) และ non-inoculated allantoic fluid  นอกจากนี้ยังทําการ
ทดสอบกับ avian influenza A virus subtype อ่ืนๆ H1 ถึง H15 นอกเหนือจาก H5, H7 และ H9  โดย
พบวาชุด primers ระบบที่ XII ใหผลลบตอไวรัสทุกชนิดที่กลาวมาในขางตน ดังแสดงในรูปที่ 12 
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(ก) แสดงความจําเพาะของวิธี Multiplex RT-PCR ตอไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินหายใจที่
สําคัญในไกและมนุษย ไดแก Newcastle disease virus (ND), Infectious bronchitis virus (IB) , 
Infectious laryngotracheitis virus (ILT), Infectious bursal disease virus (IBD), Human 
respiratory syncytial virus (RSV), Human metapneumovirus (MPV) และ non-inoculated 
allantoic fluid (AF) และ avian influenza A virus subtype H1, H3, H4 และ H10 
 

  
  
(ข) แสดงความจําเพาะของวิธี Multiplex RT-PCR ตอ avian influenza A virus subtype H2, H6, 
H8, H11, H12, H13, H14 และ H15 
 

 
 
 
 
รูปที่ 12: การทดสอบความจําเพาะของวิธี Multiplex RT-PCR  
 
 

Lane P : ตัวควบคุมบวก 
Lane N: ตัวควบคุมลบ 

Lane P : ตัวควบคุมบวก 
Lane N: ตัวควบคุมลบ 
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4.4 การทดสอบความไว (sensitivity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR  
 
 จากการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed RNA ของ H5 H7 และ H9 โดยการทํา in 
vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale RNA production system SP6 and T7, Promega, 
USA) แลวทําการคํานวณเปนหนวย copies/µL จากนั้นทํา 10-fold serial dilution ใหไดความเขมขน
ตั้งแต 10-107 copies/µL  แลวนํามาทดสอบความไวดวยวิธี Multiplex RT-PCR  พบวาความเขมขน
ต่ําสุดที่สามารถตรวจสอบไดคือ 104 copies/µL เมื่อทําการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed 
RNA ของ H5 H7 และ H9 ในปฏิกิริยาเดียวกัน แตเมื่อทําการแยกวัดความเขมขนของ in vitro 
transcribed RNA ของ H5 H7 และ H9 พบวาความเขมขนต่ําสุดที่วิธีดังกลาวสามารถตรวจสอบได
คือ 103 copies/µL ดังแสดงในรูปที่ 13 
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(ก) Avian influenza A virus สายพันธุ H5 
  
 

                          
                        
 
 
(ข) Avian influenza A virus สายพันธุ H7 
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(ค) Avian influenza A virus สายพันธุ H9 
 

                           
                             
 
(ง) Avian influenza A virus สายพันธุ H5, H7 และ H9 
 
 

                           
                      
 
  
รูปที่13: แสดงความไวของวิธี one step multiplex RT-PCR ในการตรวจหา in vitro transcribed 
RNA ของ H5, H7 และ H9 AIVs ที่ความเขมขนเจือจางทีละ 10 เทาจาก 10 copies/µL  จนถึง 107 
copies/µL  (lane 2-lane 8) เปรียบเทียบกับตัวควบคุมลบ (N) และ 100 bp ladder marker (M) 
 
 



 56

4.5 การทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น  
 
 ทําการทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นกับเชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้น
เนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกที่มีประวัติอาการหรือรอยโรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการ
ติดเชื้อ avian influenza A virus และตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดาน
ระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย โดยตัวอยางเหลานี้ใหผลบวกตอการทดสอบ 
influenza A virus จากการปรากฏของ matrix (M) gene ของไวรัสดังกลาวดวยวิธี RT-PCR 
(Payungporn et al, 2004) จํานวน 30 ตัวอยาง โดยตัวอยางดังกลาวประกอบดวยตัวอยางจากเปด 
16 ตัวอยาง, ไก 11 ตัวอยาง, นกพิราบ, นกปากหางและนกกระทาอยางละ 1 ตัวอยาง  ผลการศึกษา
พบวาสามารถตรวจพบ avian influenza A virus subtype H5 (29 ตัวอยาง) และ  H7 (1 ตัวอยาง) 
จากสัตวปกชนิดตางๆไดอยางชัดเจนและถูกตอง ดังแสดงในรูปที่ 14 โดยตัวอยางดังกลาวไดถูกยืนยัน
ชนิดของ subtype ดวยวิธีการหาลําดับเบส (DNA sequencing) (Keawcharoen et al, 2005 ; 
Payungporn et al, 2004) 
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รูปที่ 14: แสดงผลการทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาข้ึนกบัเชื้อไวรัสที่แยกได
จากชิน้เนื้อจากปอดหรืออวยัวะภายในจากสัตวปก (M= 100 bp ladder marker, lane 1-10= RNA 
จากตัวอยางสงตรวจที่แยกไดจากสัตวปกในประเทศไทย , P= ตัวควบคุมบวก และ N= ตัวควบคมุลบ) 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธี one step multiplex RT-PCR  เพื่อนํามาใช
ประกอบการตรวจวินิจฉัย avian influenza A virus สายพันธุที่สามารถติดตอสูคนไดคือ H5, H7 และ 
H9 ในตัวอยางที่แยกไดจากสัตวปกที่มีประวัติอาการสงสัยการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ เพื่อเฝา
ระวังและเปนสัญญาณเตือนกอนที่จะมีการแพรระบาดลามถึงคน โดยชุด primers ที่ไดทําการ
ออกแบบมานั้นใหผลผลิต (PCR product) ขนาดตางๆกันดังนี้คือ H5 (157 bp), H7 (326 bp) และ 
H9 (231 bp) ซึ่งชุด primers นี้ให band pattern ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผล (รูปที่ 11) 
นอกจากนี้แลววิธี one step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาข้ึนมานี้เปนการทํา PCR เพียงขั้นตอน
เดียวทําใหลดปญหาการปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR สองขั้นตอนไดอีกดวย และวิธี one step 
multiplex RT-PCR นี้ไมมีความจําเปนตองใชอุปกรณในการตรวจวินิจฉัยที่มีราคาแพง ทําใหสามารถ
นําเอาวิธีดังกลาวไปประยุกตใชในหองปฏิบัติการทั่วไปได 

 
เชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5 และ H7 เปนสายพันธุที่กอโรครุนแรงในสัตวปก 

(Highly pathogenic AIV) มักทําใหเกิดโรครุนแรงในสัตวปกหลายชนิดโดยพบวาทําใหมีอัตราการตาย
สูงในสัตวปกที่ติดเชื้อ ทําใหเกิดความสูญเสียในทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก (Suarez, 2000) 
นอกจากนี้แลวเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 (Claas et al, 1998; Tam, 2002; Zhou 
et al, 1999) , H7N7 (Fouchier et al, 2004; Kurtz, Manvell and Banks, 1996; Koopmans et al, 
2004) , H9N2 (Nicholson, Wood and Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 2001)   
และ H7N3 (Hirst et al, 2004) สามารถติดตอสูคนไดอีกดวย ดังนั้นการพัฒนาวิธีในการตรวจวินิจฉัย
ไวรัสสายพันธุดังกลาวใหไดผลรวดเร็วจึงมีความสําคัญเปนอยางมากตอการปองกันและเฝาระวังไมให
เชื้อดังกลาวแพรสูคนอีกทั้งยังลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจของอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวปกอีกดวย  
ที่ผานมาไดมีการใชวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Virus isolation) ในไขไกฟก (Embryonated fowl’s 
egg) หรือในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เชน Mardin-Darby canine kidney cell (MDCK cell) และวิธีทางซร่ัีม
วิทยาเปนมาตรฐานในการตรวจวินิจฉัย influenza A virus เนื่องจากวิธีนี้มีความไวและความจําเพาะ
สูง (Shan et al, 2003; Sugimura, Murakami and Ogawa, 2000) อยางไรก็ดีวิธีนี้มีขอเสียคือมีราคา
แพง  ใชเวลานาน (1-2 สัปดาห)  และสิ้นเปลืองแรงงานมากอีกดวย  เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการ
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ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัส ซึ่งไดแก Enzyme-linked immunoassay,  Immunofluorescence 
assay และพบวาสามารถตรวจหา influenza A virus ไดเร็วกวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส  แตวิธี
ดังกลาวมีความไวและความจําเพาะต่ํากวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Boivin, Hardy and Kress, 
2001)  ปจจุบันไดมีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการวินิจฉัย influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจ
จากคน สุกร มาและสัตวปก (Oxburgh and Hagstrom, 1999; Schorr, Wentworth and Hinshaw, 
1994) แตยังไมสามารถตรวจหาเชื้อไวรัสหลายชนิดพรอมกันได ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาวิธี multiplex 
RT-PCR ขึ้นโดยวิธีดังกลาวสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสหลายชนิดไดในเวลาเดียวกันโดย
การใช primer มากกวา 1 คู  วิธี multiplex RT-PCR มีขอดีกวาวิธี RT-PCR ปกติคือประหยัดเวลาและ
คาใชจายมากกวาวิธี RT-PCR ปกติรวมถึงลดโอกาสการปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขัน้ตอน 
(Spackman et al, 2003) โดยปจจุบันวิธีดังกลาวสามารถใชในการตรวจหาเชื้อ influenza A virus 
สายพันธุตางๆที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในคน  (Payungporn et al, 2004; Stockton et al, 1998) 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการออกแบบชุด primers ที่จําเพาะตอยีน Haemagglutinin ของเชื้อ 

avian influenza A virus ซึ่งยีนดังกลาวมีอัตราการเปลี่ยนแปลงสูงสุดเมื่อเทียบกับยีนอื่นๆของเชื้อ 
avian influenza A virus (Webster et al, 1992) จึงมีความจําเปนที่จะตองทําการประเมินลําดับเบส
ของ primer อยางสม่ําเสมอเพื่อปรับใหเขากับการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (genetic variation) 
ของเชื้อ influenza A virus นอกจากนี้ตําแหนงของยีน Haemagglutinin ที่ใชในการออกแบบ primer 
H5 และ H7 ในครั้งนี้ไดเลือกใชตําแหนง HA1 ซึ่งตําแหนงดังกลาวจะมีความแตกตางกันในแตละ 
subtype ของเชื้อ avian influenza A virus มากกวาตําแหนง HA2 (Kovacova et al, 2001) ทําให 
primer ดังกลาวมีความจําเพาะตอ subtype นั้นๆสูง ลดโอกาสที่ primer จะเกิด cross-reactivity 
ระหวาง subtype ได อยางไรก็ดีไดทําการออกแบบ primer  H9 ที่ตําแหนง HA2 ซึ่งเปนบริเวณที่ 
conserved ระหวาง subtype ของ avina influenza A virus ทําใหมีโอกาสที่ primer จะเกิดการ 
cross-reactivity ระหวาง subtype ของ avian influenza A virus ได แตเมื่อนํา primer นี้ไปทดสอบ
กับ avian influenza A virus สายพันธุ H1-H15 แลวพบวาไมเกิด cross-reactivity กับสายพันธุอ่ืน
ของเชื้อ avian influenza A virus 

 
สําหรับการทดสอบความจําเพาะ (Specificity)  ของวิธี one step multiplex RT-PCR นั้นได

ทําการทดสอบกับเชื้อไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินหายใจที่สําคัญในไกและมนุษยไดแก 
Newcastle disease virus (NDV), Infectious bronchitis virus (IBV) , Infectious laryngotracheitis 
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virus (ILT), Infectious bursal disease virus (IBD), Human respiratory syncytial virus (HRSV), 
Human metapneumovirus (hMPV) และ non-inoculated allantoic fluid  นอกจากนี้ยังทําการ
ทดสอบกับ avian influenza A virus subtype อ่ืน คือ H1 ถึง H15 นอกเหนือจาก H5, H7 และ H9 
โดยพบวาวิธีดังกลาวใหผลลบตอไวรัสทุกชนิดที่กลาวมาในขางตน ดังนั้นจึงสรุปไดวาวิธี one step 
multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาข้ึนมีความจําเพาะและเหมาะสมสําหรับใชในการตรวจหาเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุ H5, H7 และ H9  นอกจากนี้ไดทําการทดสอบความไว (Sensitivity) ของ
วิธี one step multiplex RT-PCR โดยทําการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed RNA ของ H5, 
H7 และ H9 avian influenza A virus ที่ความเขมขนตั้งแต 10 ถึง107 copies/µL พบวาความเขมขน
ต่ําสุดที่วิธีดังกลาวสามารถตรวจสอบไดเมื่อทําการแยกวัด H5, H7 และ H9 RNA transcripts คือ 103 

copies/µL  ในขณะที่เมื่อทําการวัดความเขมขนของ H5, H7 และ H9 RNA transcripts ในปฏิกิริยา
เดียวกัน พบวาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถตรวจสอบไดคือ 104 copies/µL ซึ่งต่ํากวาเมื่อทําการแยก
วัดประมาณ 10 เทา (รูปที่ 13) นอกจากนี้เมื่อทําการเปรียบเทียบกับวิธี simplex RT-PCR พบวาวิธี 
one step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาขึ้นนี้มีความไวเทากับวิธี simplex RT-PCR ดังนั้นจึงกลาวได
วาวิธี one step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาขึ้นนี้มีความไวและความจําเพาะสูงเหมาะสําหรับ
นํามาใชในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5, H7 และ H9 ไดเปนอยางดี 
 

ไดมีการนําเอาวิธี one step multiplex RT-PCR นี้มาทดสอบกับเชือ้ไวรัสที่แยกไดจากชิน้เนื้อ
ปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกทีม่ีประวัติอาการหรอืรอยโรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ 
avian influenza A virus เพื่อเปนการยนืยันวาวธิีดังกลาวสามารถนํามาใชกับตัวอยางสงตรวจไดจริง 
โดยพบวาสามารถตรวจพบ avian influenza A virus สายพนัธุ H5 และ H7 จากตัวอยางที่แยกไดจาก
สัตวปกไดอยางชัดเจนและถกูตอง (รูปที1่4) ซึ่งไดทําการเปรียบเทยีบผลการตรวจที่ไดกับวิธกีารหา
ลําดับเบส (DNA sequencing) พบวาไดผลเหมือนกนั ซึ่งเปนการยืนยนัวาวธิีนีส้ามารถนําไปใชกับ
ตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจไดจริง แตอยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไดใชตัวอยางที่ผานการเพิ่ม
จํานวนในไขไกฟกมากอนแลว ยงัมิไดมกีารนาํวิธีดงักลาวไปใชกับตัวอยางสงตรวจโดยตรง ดังนั้นใน
การศึกษาวิจัยครั้งตอไปจึงควรนําวิธีดังกลาวไปทดสอบกับตัวอยางที่ไดจากสิ่งสงตรวจโดยตรง ซึง่ทาํ
ใหไดผลในการตรวจวินิจฉัยรวดเร็วขึ้น นอกจากนี้ขอจํากัดในการศึกษาครั้งนี้คือไมสามารถหาตวัอยาง
สงตรวจที่แยกเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H9 ได เนื่องจากตัวอยางที่นาํมาทาํการทดสอบ
ในครั้งนี้เปนตวัอยางที่แยกไดจากชิน้เนื้อของสัตวตายซึ่งยังไมไดลองนาํวิธีดงักลาวไปใชกับตัวอยาง
จากอุจจาระหรือส่ิงคัดหลั่ง (secretion) ของสัตวปกตามธรรมชาตซิึ่งนาจะพบสายพนัธุของ avian 
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influenza A virus ที่หลากหลายมากกวานี้ วิธ ีone step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาขึ้นนี้สามารถ
ตรวจวินิจฉยั cDNA ของ avian influenza A virus สายพนัธุ H9N2 
(influenza/A/turkey/Wisconsin/66(H9N2)) ได อยางไรก็ดี primer H9 ในงานวิจยันี้เปน primer ที่ได
ออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H9 ทีม่ีรายงานลาสดุใน 
GenBank ซึ่ง primer นี้สามารถใชตรวจวินิจฉยั cDNA ของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H9N2 ที่แยกไดในปค.ศ. 1966  (influenza/A/turkey/Wisconsin/66(H9N2) แตเนือ่งจากไมสามารถ
หาตัวอยางที่แยกเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H9 ที่มีการระบาดในปจจุบันได ทําใหไม
สามารถยืนยนัไดวา primer H9 สามารถใชในการตรวจหาเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H9 
ที่เพิง่มีการระบาดได 

 
 ดังนั้นจึงสรุปไดวาวิธี one step multiplex RT-PCR ที่ไดทําการพัฒนาข้ึนนี้เปนวิธีที่มี

ประสิทธิภาพสูงสามารถใชประกอบการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุที่สามารถ
ติดตอสูคนได ไดแก สายพันธุ H5, H7 และ H9 ในตัวอยางที่แยกไดจากสัตวปกไดอยางรวดเร็วและ
แมนยํา ทําใหมีความเหมาะสมที่จะใชในการตรวจเพื่อเฝาระวังและเปนสัญญาณเตือนกอนที่จะมีการ
แพรระบาดลามไปยังคน 
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ภาคผนวก 
 
การเตรยีม Phosphate buffer saline (PBS) 
  
 NaCl  8 กรัม 
 KCl  0.20 กรัม 
 KH3PO4 0.20 กรัม 
 Na2HPO4 1.15 กรัม 
 เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรยีม 10x Tris-borate EDTA buffer (TBE) 
 
 Tris base 10.8 กรัม 
 Boric acid 5.5 กรัม 
 Na2EDTA 9.3 กรัม 
 เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรยีม 1x TBE 
  

นํา 10x TBE 100 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรยีม 2% Agarose gel 
 
 ชั่ง Agarose 2 กรัม ละลายใน 1x TBE ใหมีปริมาตรทัง้หมด 100 มิลลิลิตร 
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เครื่องมือและวัสดุทีใ่ชในการวิจัย 
 
Bubble plastic rack, Scienceware, USA 
Refrigerated Universal Centrifuge, Hermle Labortechnik, Germany 
Mini-Centrifuge, Quick spin, LABNET, USA 
Vortex mixer, Genie-2TM, Sciencetific Industries, USA 
Freezer-20°C, Sanyo, Japan 
Freezer-70°C, Forma Scientific, USA 
Power supplies, C.B.S. Scientific, USA 
Microcentrifuge tube 1.5 ml, Axygen, USA 
Microcentrifuge tube 0.5 ml, Elkay, USA 
Microcentrifuge tube 0.2 ml, Axygen, USA 
Pipette tips 0.5-10 ul, Axygen, USA 
Filter pipette tips 200 ul, Axygen, USA 
Filter pipette tips 200-1000 ul, Axygen, USA 
Thermal cycler 9600/Perkin-Elmer, Cetus, USA 
Timer, Citizen, Japan 
Dyna Cjill Portable Cooler, LABNET, USA 
Refrigerator, Mitsubishi Electric, Japan 
Water bath, Bosstech, England 
UV-visible recording spectrophotometer, UV-160A, Shimadzu, Japan 
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สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั 
 
สารเคม ี        แหลง 
EDTA         Sigma, Germany 
Tris base        Amersham, USA 
Agarose        Gibco BRL, USA 
Boric acid        Merck, Germany 
Ethidium bromide       Sigma, Germany 
QIAamp® viral RNA Mini Kit      QIAGEN, USA 
Oligonucleotide primer       Proligo, USA 
 AccessQuick™RT-PCR system     Promega, USA 
pGEM-T Easy Vector       Promega, USA 
RiboMAX™Large scale RNA production system SP6 and T7  Promega, USA 
QIAquick PCR purification Kit      QIAGEN, USA 
100 bp DNA ladder       Fermentus, USA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวอัญญรัตน  ตนธีรวงศ เกิดวนัที่ 19 มีนาคม พ.ศ. 2521 ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  
จังหวัดกรุงเทพมหานคร  สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  ในปการศึกษา 2545 และเขาศึกษาตอในหลักสูตร
วิทยาศาตรมหาบัณฑิต  สหสาขาจุลชีววทิยาทางการแพทย  คณะบณัฑิตวิทยาลยั  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั  ในปการศึกษา 2546 
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