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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

โรคหลอดลมอักเสบติดตอ (infectious bronchitis, IB) เปนโรคที่พบไดบอยและกอใหเกิด
ความเสยีหายทางเศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก โดยทําใหเกดิโรคของระบบ
ทางเดินหายใจในไกทกุอาย ุ (Parsons et al., 1992) แตความรุนแรงของโรคแตกตางกันไปตาม
อายุของไก พบวาไกอายุนอยมีอาการปวยรุนแรงและอัตราตายสูงกวาไกอายุมาก (Animas et al., 
1994) และไกที่ติดเชื้อจะมีอัตราการเจริญเติบโตและอัตราการแลกเนื้อเลวลง โรคหลอดลมอักเสบ
ติดตอยังเปนสาเหตุโนมนําใหเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอนในระบบทางเดินหายใจ ทาํใหไก
ปวยและตายมากขึ้น (Ziegler et al., 2002) การเกดิโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกไขสงผลให
อัตราการไขลดลง 30% จากระดับปกติ (Gough et al., 1992) นอกจากนี้เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ติดตอหลายชนิดทาํใหเกิดรอยโรคที่ไต (nephropathogenic infectious bronchitis, NIB)  โดยทาํ
ใหไตอักเสบ (nephritis) ขยายใหญ สีซีด และมกีารสะสมของยูเรต (urate) ในทอไต พบไดทัง้ไก
เนื้อ ไกไข และไกพอแมพนัธุ (Ziegler et al., 2002)  

อุบัติการณของโรคหลอดลมอักเสบติดตอชนิดทาํใหเกิดรอยโรคที่ไต พบรายงานในหลาย
ประเทศ เชน การเกิดโรคในไกเนื้อที่ประเทศเบลเยียม อัตราการตาย 30% (Pensaert and 
Lambrechts, 1994) และประเทศสหรัฐอเมริกา อัตราการตาย 23% (Ziegler et al., 2002) 
ประเทศไทยพบอุบัติการณของโรคนี้ไดเกือบทุกพื้นที่ทัว่ประเทศ ถือเปนโรคประจําถิน่ (endemic 
disease) โดยพบการเกิดโรคในไกกระทงอายุระหวาง 14-28 วัน ทีจ่ังหวัดอุดรธานี อัตราการตาย 
1-15% (นิยมศักดิ์ อุปทมุ และคณะ, 2526) การเกิดโรคไตบวมจากเชือ้ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ
ในไกกระทงทีอํ่าเภอพนมสารคาม จังหวดัฉะเชิงเทรา (ศักดิ์ชัย หิมะทองคํา สุนีย หิมะทองคาํ  และ
สละ กองสมคัร, 2528) การเกิดโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกจังหวัดนครศรีธรรมราช สุราษฎร
ธาน ีพทัลุง ระนอง ปตตาน ีกระบี่ ตรัง และสงขลา โดยพบในไกกระทงอาย ุ12-44 วัน 29 ราย ไกไข
อายุ 8-40 สัปดาห 5 ราย และในไกพืน้เมืองอายุ 3 เดือน 1 ราย พบวาไกแสดงอาการของระบบ
ทางเดินหายใจรวมกับไตบวม 21 ราย และพบไตบวมอยางเดียว 4 ราย (ชองมาศ อันตรเสน 
สมพงศ สหพงศ  และคณะ, 2533)  

ปจจุบันวธิีการปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่นิยมคือ การใชวัคซีน แตอยางไรก็ตาม
ยังสามารถพบการเกิดโรคหลอดลมอักเสบติดตอชนิดที่ทาํใหเกิดรอยโรคที่ไตในไกที่ไดรับวัคซีน 
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ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุใหมซึง่แตกตางจากที่เคยมีรายงาน หรือ
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม จากรายงานของ Gough และ
คณะ (1992) พบการระบาดของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกพอแมพนัธุเปนเชื้อที่แตกตาง
จากสายพนัธุ Massachusetts 41 (M41), D274 และ D1468 อุบตัิการณของเชือ้ไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอสายพนัธุใหมพบรายงานในหลายประเทศ เชน การเกิดโรคหลอดลมอักเสบติดตอ
ชนิดทีท่ําใหเกดิรอยโรคที่ไตในไกไขที่ประเทศจนี จากผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน
พบวาเชื้อที่แยกไดทั้ง 5 ชนิด มีความเหมอืนกนัถึง 95-99 % แตเชื้อที่แยกไดนี้มีความเหมือนกบั
สายพนัธุอ่ืนๆ ที่รายงานใน GenBank เพยีง 60-81 %  (Liu and Kong, 2004) การเกิดโรคในไกไข
ที่รัฐนวิยอรค ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาเชือ้ที่แยกไดมีลําดับกรดอะมิโนและนวิคลีโอไทด
แตกตางจากวคัซีนสายพนัธุ DE 072 3.8% และ 6.4% ตามลาํดับ และเชื้อที่แยกไดกระตุนการ
สรางแอนติบอดีที่สามารถยบัยั้งเชื้อสายพนัธุ DE 072 ได แตแอนติบอดีที่เกิดจากการกระตุนดวย
เชื้อสายพันธุ DE 072  ไมสามารถยับยัง้เชื้อที่แยกไดจากไกปวย แสดงใหเห็นวาเชื้อที่แยกไดจากไก
ปวยเปนเชื้อทีเ่ปลี่ยนแปลงไปของสายพันธุ DE 072 (Mondal, Lucio-Matinez, and Naqi, 2001) 
ในประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุที่แตกตางจากที่เคยพบ 
จากการแยกซโีรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่แยกไดจากไกในเขตภาคใต โดยตรวจ
แยกซีโรไทปของเชื้อจํานวน 5 ตัวอยาง ซึง่ 2 ตัวอยางเปนเชื้อทีแ่ยกไดจากไกที่แสดงอาการของ
ระบบทางเดินหายใจอยางเดียว สวนอีก 3 ตัวอยางพบรอยโรคที่ไตรวมดวย ผลการแยกซีโรไทป
ดวยวิธ ีalpha neutralization test พบวาเชื้อ 1 ตัวอยางถูกยับยั้งดวยแอนติซีรัมของ Connecticut, 
H52 และวัคซีนสายพนัธุของกรมปศุสัตว เชื้อ 2 ตัวอยางเปนสายพนัธุเดยีวกบัวัคซีนของกรม      
ปศุสัตว สวนเชื้ออีก 2 ตัวอยางที่แยกไดจากไกทีพ่บรอยโรคที่ไตไมเขาพวกใดเลย (ชองมาศ    
อันตรเสน,  บญุเลิศ อาวเจรญิ  และนมิิต เชื้อเงิน, 2533) นอกจากนี้ปญหาที่สําคัญอีกประการหนึง่
ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอคือ การใชวัคซีนที่ไมใชชนิดเดียวกับเชื้อกอโรคจะไมสามารถ
ปองกนัการเกดิโรคได (Pensaert and Lambrechts, 1994)  

 

วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

1. เพื่อศึกษาความแตกตางของนิวคลีโอไทดในยนีเอสวนัของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ติดตอชนิดกอโรคที่ไตสายพนัธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทยกับ
สายพนัธุที่รายงานใน GenBank database  
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2. เพื่อศึกษาพยาธิกาํเนิดของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดกอโรคที่ไตสายพันธุ
หนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทยในไกเนื้ออายุตางๆ 

 
วิธีดําเนินการวิจัยโดยยอ 
 

วิธีดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 2 สวนคือ สวนที ่ 1 ทําการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยนีเอส
วันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพนัธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทย
กับสายพันธุทีร่ายงานใน GenBank database สวนที ่ 2 ทําการศึกษาพยาธิกําเนดิของเชื้อในไก
อายุ 2 และ 14 วัน โดยประเมินความรนุแรงของการเกิดโรคจากอัตราการตาย น้าํหนักไกมีชวีิต 
รอยโรคทางมหพยาธวิิทยาและจุลพยาธวิิทยาที่ทอลมและไต การตรวจหาเชื้อจากทอลมและไต 
และการตอบสนองของภูมคิุมกันภายหลงัจากไดรับเชื้อ  
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
 
1. ทราบลําดับของนวิคลีโอไทดและความแตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ

ติดตอสายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทยกับสายพนัธุที่รายงานใน 
GenBank database  

2. นําความรูที่ไดไปพัฒนาวัคซนีจากสเตรนทองถิ่นในประเทศไทย 
3. นําความรูที่ไดไปพัฒนาวิธกีารตรวจวินจิฉัยเชื้อสเตรนทองถิ่นในประเทศไทย ดวยเทคนิคทาง

อณูชีววทิยา 
4. ไดขอมูลการกอโรคในไกอายุตางๆ ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดทีท่ําใหเกิดรอยโรค

ที่ไตที่แยกไดจากการระบาดในทองที่ในประเทศไทยเพื่อใชเปนแนวทางประกอบการ
วินิจฉัยโรค 

5. ไดขอมูลประกอบการพิจารณาอายุของไกที่เหมาะสมในการใหวัคซนีและโปรแกรมวัคซีน
ปองกนัโรคหลอดลมอักเสบติดตอ เพื่อลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเนื่องจากการเกิดโรค 

 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

โรคหลอดลมอักเสบติดตอในไก เกิดจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ (infectious 
bronchitis virus, IBV) จัดอยูในสกุล (genus) โคโรนาไวรัส (Coronavirus)  วงศ (family) โคโรนา 
วิริดี (Coronaviridae) มียีโนมเปนอารเอน็เอสายเดี่ยว (single stranded RNA) ขนาดประมาณ 28 
กิโลเบส เปนไวรัสที่มีเปลือกหุม (enveloped) ผิวรอบนอกประกอบดวยโปรตนีที่มีรูปรางคลาย
กระบอง (club-shaped proteins) เชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอประกอบดวยโปรตีนโครงสราง 3 
ชนดิคือ โปรตนีนิวคลีโอแคปสิด (nucleocapsid protein, N), ไกลโคโปรตีนเมมเบรน (membrane 
glycoprotein, M) และ ไกลโคโปรตีนสไปค (spike glycoprotein, S) โดย S glycoprotein แบง
ออกเปน S1 glycoprotein ซึ่งมลัีกษณะเปนกระเปาะยื่นออกจากตัวเชื้อไวรัส และ S2 
glycoprotein ซึ่งมีปลายดานหนึ่งตดิกับ S1 glycoprotein และปลายอีกดานหนึ่งยึดกับผิวของเชื้อ
ไวรัส (Cavanagh, 1983)  

เช้ือไวรัสชนดินี้มีหลายสายพันธุ แตละสายพันธุมีความสามารถในการกอโรคในไกรุนแรง
แตกตางกัน จากการทดลองของ Albassam, Winterfield และ Thacker (1986) เปรยีบเทียบความ
รุนแรงของรอยโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส NIB สายพันธุ Gray, Holte, Australian T และ Italian 731 
(Il 731) ในไกพันธุ white leghorn อายุ 2 วัน ไดรับเชื้อขนาด 105 embryo infectious dose 50% 
(EID50)/ตัว พบวา 4 วันหลังจากไดรับเชื้อ ไกที่ไดรับเชื้อสายพันธุ Holte เกิดรอยโรคที่ไตเพยีง
เล็กนอย แตในไกที่ไดรบัเชือ้ สายพันธุ Australian T, Gray และ Il731 พบรอยโรครุนแรงปานกลาง 
และรอยโรครนุแรงมากขึ้นในวันที ่ 6 หลังจากไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทยีบความรุนแรงของรอยโรคใน
แตละสายพันธุ พบวารอยโรคทีเ่กิดจากเชื้อสายพันธุ Australian T มีความรุนแรงมากกวาสายพันธุ 
Il731, Gray และ Holte ตามลําดับ สอดคลองกับการศึกษาของ Chandra (1987) ซึ่งเปรียบเทียบ
ความรุนแรงของอาการและรอยโรคทีเ่กิดจากเชื้อไวรัส NIB สายพันธุ Gray, Holte, Australian T 
และ M41 ในไกพันธุ white leghorn เพศผูอายุ 2 สัปดาห ซึ่งไดรับเชื้อขนาด 106 EID50/ตัว พบ
อาการหายใจลําบากและมีเสียงดังครดืคราดในชวง 2-7 วันหลังจากไดรับเชื้อ โดยพบอาการ
ดังกลาว 30%, 45%, 55% และ 100% ในกลุมที่ไดรับเชื้อสายพันธุ Australian T, Holte, Gray 
และ M41 ตามลําดับ และในชวง 7 วันหลังจากไดรับเชือ้ พบไกตายจํานวน 8, 2, 1 และ 7 ตัว ในไก
ที่ไดรับเชื้อสายพันธุ Australian T, Holte, Gray และ M41 ตามลําดับ เมื่อคดิเปนเปอรเซ็นตของ
การเกิดโรคที่ไต พบวามีเปอรเซน็ตของการเกิดโรค 85%, 35%, 20% และ 5% จากการไดรับเชื้อ
สายพันธุ Australian T, Holte, Gray และ M41 ตามลําดับ  
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ความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อ NIB นอกจากจะแตกตางกันตามสายพันธุของเชื้อแลว 
Animas และคณะ (1994) พบวาไกอายุตางกันมีความไวตอเชื้อ NIB ตางกัน โดยศกึษาในไกพันธุ 
White leghorn อายุ 2, 4 และ 6 สัปดาห ใหเช้ือ NIB สายพันธุ Kagoshima-34 (K-34) ขนาด 106 
EID50/ตัว พบวาในชวง 3-6 วันหลงัจากไดรับเชื้อ ไกอายุ 2 สัปดาหแสดงอาการของโรคระบบ
ทางเดินหายใจและทองเสียรุนแรงกวาไกอายุ 4 และ 6 สัปดาห สอดคลองกับการศึกษาของ 
Ignjatovic, Reece และ Ashton (2003) ที่พบวาไกพันธุ White leghorn สายพันธุ S และ HWL 
อายุ 2 สัปดาหที่ไดรับเชื้อสายพันธุ N/62 มีอัตราการตายมากกวาอายุ 4 สัปดาหอยางมีนัยสําคัญ 
และยังพบวาไกแตละสายพันธุมคีวามไวตอเชื้อตางกันโดยสายพันธุ S และ HWL มีอาการปวย
มากกวาไกสายพันธุ W นอกจากนี้ปริมาณของเชื้อที่ไกไดรับมีผลตอการกอโรคแตกตางกัน พบวา
ไกสายพันธุ W อายุ 2 สัปดาหที่ไดรับเชือ้ขนาด 2x102 median ciliostatic dose (CD50) ไมแสดง
อาการปวย แตเมื่อไดรับเชือ้ขนาด 2x104 CD50 ไกแสดงอาการปวย 70% และไกสายพันธุ S อายุ 4 
สัปดาหมีอตัราการตาย 75% และ 45% จากการไดรบัเชื้อขนาด 2x104 CD50 และ 2x102 CD50 
ตามลําดับ 
 
คุณสมบัติของ S1 glycoprotein 
 

S1 glycoprotein เปนสวนทีแ่สดงคณุสมบตัิทางชีววิทยา  (biological  function)  ของเชื้อ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ โดยเปนสวนที่กระตุนใหเกิดการสรางนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดี  (virus 
neutralizing antibody) และหลังจากยอยดวยเอนไซม phospholipase C แลวสามารถเกิดการ
เกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดงได พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุ M41 ที่ผานการแยก
สวนของ  S1 glycoprotein ออกจากเชื้อไวรัส จะไมสามารถกระตุนใหไกสรางนิวทรัลไลซิ่ง
แอนติบอดี  (virus neutralizing antibody) และหลังจากยอยดวยเอนไซม phospholipase C แลว
ไมสามารถเกิดการเกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดง (Cavanagh et al., 1986) จากการทดลองให N, M 
และ S1 glycoprotein ที่แยกไดจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิกอโรคที่ไตสายพันธุ 
N1/62 และทาํใหบริสุทธิ์ ขนาด 50 ไมโครกรัม ฉีดเขากลามเนื้อไกพันธุ white leghorn พบวา
หลังจากไกไดรับ S1 glycoprotein ครัง้ที่ 4 จะกระตุนใหเกิดการสรางภูมคิุมกันที่จําเพาะและ
สามารถปองกันการเกิดรอยโรคที่ไต และทอลม 86% และ 71% ตามลําดับ แตไกที่ไดรับโปรตนี N 
และ M ไมพบการสรางภูมิคุมกันที่จําเพาะและไมสามารถปองกันการเกิดโรคภายหลังจากไดรับเชือ้
สายพันธุ N1/62 (Ignjatovic and Galli, 1994) 

การวิเคราะหโครงสรางที่แสดงความเปนแอนตเิจน (antigenic structure) ใน S 
glycoprotein ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ D207, D3896, D274, D3128, H120  
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และ B801 โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอด ี (monoclonal antibody) พบวา S glycoprotein 
ประกอบดวยตําแหนงที่สามารถทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับแอนตบิอด ี(epitope) 8 ตําแหนง โดย 
6 ตําแหนงตรวจพบใน S1 glycoprotein คือ S1-A ถึง S1-F และ 2 ตําแหนงตรวจพบใน S2 
glycoprotein คือ S2-G และ S2-H ซ่ึงโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ทําปฏิกิริยากับ S1 glycoprotein  
จะไมทําปฏิกิริยากับ S2 glycoprotein และตรวจพบระดบั virus neutralizing antibody ตอ S1-A 
ถึง S1-E และ S2-G มคีาสูงกวา 2 log 10 (Koch et al., 1990) แตจากผลการศึกษาของ Parr และ 
Collisson (1993) พบวา S glycoprotein ของเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ Gray ซึ่ง
เปนสายพันธุที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต ม ี epitopes ที่สามารถกระตุนใหเกิดการสรางโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 11 ชนดิ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอด ี 4 ชนดิสามารถทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับ S 
glycoprotein ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ Arkansas DPI (Ark DPI), M41 และ 
Gray และพบวา epitopes ทีท่ําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดดีังกลาวเปนชนดิที่เกิดจาก
การเรียงตดิตอกันของกรดอะมิโนบนสายโปรตีนอยางตอเนื่องหรือเปนเสนตรง ซึ่ง epitope แบบนี้
จะคงอยูแมโปรตีนนั้นถูกยอยเปนชิ้นสวนเล็กหรือถูกแปรสภาพไป เรียก epitope ชนดินี้วา 
conformation independent epitope สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีอกี 7 ชนิด ทําปฏิกิริยาอยาง
จําเพาะตอสายพันธุ Gray เทานั้น และพบวา epitopes ทีท่ําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ดังกลาวเปนชนิดที่เกิดจากการเรียงตัวของกรดอะมโินในสายโปรตีนที่อยูหางกัน แตเขามาใกลกัน
จากการมวนพับของสายโปรตีนแลวรวมกันเปน epitope ข้ึน เมื่อโปรตนีนัน้ถูกแปรสภาพไป 
epitope เหลานี้ก็จะถูกทําลายดวย เรียก epitope ชนิดนี้วา conformation dependent epitope 
เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 11 ชนดิดังกลาวมาทดสอบคณุสมบัติในการยับย้ังการทําใหตัว
ออนในไขไกฟกเกิดสภาพแคระแกร็นและการยับย้ังการทําใหเกิดรอยโรคที่ไตของเชื้อสายพันธุ 
Gray  พบวามีโมโนโคลนอลแอนติบอด ี 6 ชนดิที่สามารถยับย้ังการเกิดสภาพแคระแกร็นของตวั
ออนในไขไกฟก แตมีโมโนโคลนอลแอนตบิอดีเพียง 2 ชนิดเทานัน้ที่สามารถยับย้ังการเกิดสภาพ
แคระแกร็นและไมพบรอยโรคที่ไตของตัวออนในไขไกฟก แสดงวา epitopes บน S glycoprotein มี
ความเก่ียวของกับการเขาสูเซลลเปาหมายของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิกอโรคที่ไต 

 
 ความแตกตางระดับโมเลกุลในยีนเอสวัน 
 

กรดอะมโินใน S1 glycoprotein เปนองคประกอบที่ทาํใหเกิดโครงสรางที่แสดงความเปน
แอนติเจนของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบแตละสายพันธุ และพบวาชนิดของกรดอะมิโนใน S1 
glycoprotein ของเช้ือแตละสายพันธุจะแตกตางกัน จากการวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทดและ
กรดอะมโินในยีนเอสวันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปที่ 1 ไดแก    
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สายพันธุ UK/6/82, D207/79 และ UK/142/86 ซีโรไทปที ่ 2 ไดแก สายพันธุ UK/123/82 และ        
ซีโรไทปที่ 3 ไดแก สายพันธุ UK/123/82 และ NL/D3896/78 พบวานิวคลีโอไทดในยีนเอสวันของ  
ซีโรไทปที่ 1 มีความแตกตางกัน 19-32 นิวคลีโอไทด และซีโรไทปที่ 3 มคีวามแตกตางกัน 11         
นิวคลีโอไทด เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางของนิวคลีโอไทดระหวางซีโรไทป พบความแตกตาง 
19-34, 26-45 และ 19-34 นิวคลีโอไทปในซีโรไทปที่ 1 กับ 2, 1 กับ 3 และ 2 กับ 3 ตามลําดับ สวน
ความแตกตางของกรดอะมิโนพบวาซีโรไทปที่ 1 มคีวามแตกตางกัน 6-14 กรดอะมิโน และซีโรไทป
ที่ 3 มคีวามแตกตางกัน 8 กรดอะมิโน เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางของกรดอะมิโนระหวาง        
ซีโรไทป พบความแตกตาง 10-17, 16-23 และ 20-23 กรดอะมโินในซีโรไทปที่ 1 กับ 2, 1 กับ 3 
และ 2 กับ 3 ตามลําดับ โดยพบความแตกตางของกรดอะมิโนในยีนเอสวันตําแหนงที ่19-122 และ 
251-374 (Cavanagh et al., 1992) สอดคลองกับรายงานของ Kant และคณะ (1992) ที่พบความ
แตกตางของกรดอะมิโนตําแหนงที ่ 26-61,  132-149 และ 291-398 ใน S1 gene ของเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ D207 และเชื้อที่เกิดการเปลี่ยนแปลง (variant) จากสายพันธุ 
D207 ซึ่งความแตกตางของชนดิกรดอะมิโนนี้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงแทนที่เบส (base 
substitution) ภายในกรดอะมโิน โดยพบการเปลี่ยนแปลงของเบสหนึง่ตําแหนงหรือมากกวา    
หนึง่ตําแหนง มีขอมูลที่ไดจากการศึกษาพบวา สวนที่มักพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในยีน
เอสวันเรียกวาสวนที่มคีวามหลากหลาย (hypervariable region) ซึ่งแบงเปน 2 สวนคือ 
hypervariable region 1 ครอบคลมุกรดอะมโินตําแหนงที่ 54-68 และ hypervariable region 2 
ครอบคลมุกรดอะมโินตําแหนงที ่116-141 (Kusters et al., 1989) ดงัภาพที่ 2.1 
 
 

 
  
 

ภาพที่ 2.1 แสดงยีโนมและยีนเอสวันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ 
 ที่มา: Kingham et al., (2000) 
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การแยกซีโรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอโดยใชยีนเอสวัน 
 
 การที่ยีนเอสวันเปนสวนที่มคีวามหลากหลายของนิวคลีไอไทดหรือกรดอะมโิน จึงไดมีการ
นําสวนของยีนเอสวันมาใชเพื่อแยกสายพันธุหรือซีโรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอ 
Kwon, Jackwood, และ Gelb (1993) ทาํการแยกซีโรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอ ดวย
วิธี RT PCR รวมกับการใชเอนไซมตัดจาํเพาะ (restriction fragment length polymorphism 
analysis; RFLP) ซึ่งวิธนีี้ไดทําการเพิ่มจาํนวนของยีนเอสวัน ที่มีขนาด 1720 base pairs (bp) 
จากนั้นตดัยอยยีนเอสวัน ดวยเอนไซม HaeIII, XcmI หรือ BstYI พบวาสามารถแยกซีโรไทปของ
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอไดตรงกับการแยกดวยวิธีทางซรีัมวิทยา และสามารถแยกสายพันธุ
ของเชื้อได โดยพบวาเอนไซม HaeIII สามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุ Holte, 
Arkansas, SE 17 และ Iowa 97 เอนไซม XcmI สามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุ 
Beaudette, Connecticut และ Florida และเอนไซม BstYI สามารถแยกความแตกตางระหวาง
สายพันธุ Connecticut และ Florida  จากรายงานของ Keeler และคณะ (1998) ไดใชวิธี RT PCR 
เพิ่มจํานวนยีนเอสวัน เพ่ือแยกซีโรไทป Massachusetts, Connecticut, Arkansas, JMk, 
Delaware (DE/072/92) และ California (CA/633/85) โดยออกแบบ primer ใหครอบคลุมสวน 
hypervariable ของเชื้อแตละซีโรไทป ซึ่งเชื้อแตละซีโรไทปจะใหผลผลิตจากกระบวนการ PCR 
ขนาด 355 261 308 550 492 และ 555 คูเบส ตามลาํดับ นอกจากนี้ยังมีการแยกซีโรไทปของเชือ้
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอโดยใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมโินของยีนเอสวัน ซึ่ง
มีทั้งการใชนิวคลีโอไทดและกรดอะมโินทั้งหมด (Kuster et al., 1989; Zhou et al., 2004) และใช
เฉพาะสวน hypervariable region (Gelb, et al., 2001) 
 
อาการของโรคหลอดลมอักเสบติดตอ 
 

อาการของโรคหลอดลมอักเสบตดิตอจะเริม่ดวยอาการของระบบทางเดินหายใจ โดยมีการ
หายใจเสียงดังครดืคราด จามหรือไอ ภายใน 2 วันหลงัจากไดรับเชือ้ ไกที่ปวยจะพบการถายเหลว
เปนน้ํามีสีเขียวปนขาวในชวงวันที่ 3-11 หลังจากไดรับเชื้อ และจะพบการตายในวันที่ 5-9 หลังจาก
ไดรับเชื้อ จากนั้นไกจะเริ่มกินอาหารไดปกติในวันที่ 13 หลังจากไดรับเชื้อ และจะหายปวยเปนปกติ
ในวันที ่16 หลังจากไดรับเชื้อ (Chen et al., 1996)   

ไกไขที่ไดรับเชือ้หลอดลมอักเสบตดิตอจะแสดงอาการซึม ไมกินอาหาร ปกตก เปลอืกตา
ปด มีการบวมรอบตาและปาก สะบัดหวั จาม หายใจหอบ ถายเหลว ไขลด ในไกไขที่แสดงอาการ
ปวยเมื่ออายุ 29 สัปดาห พบวามีการไขลดลง 8% ภายใน 1 สัปดาห ไกตาย 0.65% ภายใน 1 วัน 
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และพบไกตาย 1.5% ภายใน 2 สัปดาห ในไกไขที่แสดงอาการปวยเมื่ออายุ 50 สัปดาห พบวาการ
ไขลดลงจาก 51.9% เหลือเพียง 29.5% ในชวง 4 สัปดาหของการปวย (Parsons et al., 1992) มี
รายงานวาไกไขที่ไดรับเชื้อหลอดลมอักเสบติดตอจะใหไขที่มีสีเปลือกไขซีด ซึ่งเริ่มพบประมาณ 3 
วันหลังจากไดรับเชื้อ และพบวามากกวา 50% ของไกที่ไดรับเชื้อ จะพบไขที่มีสีเปลือกไขซีดในชวง 
2 สัปดาหแรกภายหลังจากไดรับเชื้อ และไกไขบางตัวอาจใหไขที่มีสีเปลือกไขซีดจนถึง  4 สัปดาห
หลังจากไดรับเชื้อ แตสวนใหญจะใหไขทีม่ีสีปกติในสัปดาหที่ 3 หลังจากไดรับเชือ้ (Cook and 
Huggins, 1986) ไกไขที่ไดรับเชื้อหลอดลมอักเสบติดตอเมื่ออายุ 1 วัน จะทําใหเกิดความเสียหาย
ตอรงัไขและทอนําไขอยางถาวร ซึ่งจะมีผลตอการใหไขและคณุภาพของไข โดยพบวาพบวาเมื่อถึง
ระยะใหไขจะมีไกที่ไมใหไข ถึง 26% สวนไกที่สามารถใหไขไดจะพบไขที่มีคณุภาพไมดี 20% 
(Crinion, Ball, and Hofstad, 1971) และพบวาเมื่อไกอายุ 8 และ 9 เดือนจะใหไขเพียง 55.7% 
และ 50.0% ตามลําดับ ซึง่นอยกวาไกที่ไมไดรับเชื้อเมือ่เปรียบเทียบที่อายุเดียวกันที่ใหไข 76.3% 
และ 77.6% ตามลําดับ และคณุภาพของไขที่ไดจากไกไขซึ่งไดรับเชือ้เมื่ออายุ 1 วัน  จะมคีณุภาพ
ไมด ี โดยพบไขที่มีรูปรางผิดปกต ิ เนือ่งจากมีการสะสมของแคลเซียมบนผิวเปลือกไขไมเทากัน     
ไขแดงแยกตัวออกจากไขขาว และไขขาวมีลักษณะเหลวเปนน้ํา (Crinion, 1972) 
 
พยาธิกําเนิด 
 

เช้ือไวรัส NIB ทําใหเกิดโรคทั้งระบบทางเดินหายใจและไต หลังจากทีไ่กไดรับเชื้อไวรัสผาน
ทางระบบทางเดนิหายใจ สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสที่ทอลมไดภายใน 24 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อ 
(Chong and Apostolov, 1982) ในวันที ่2 หลังจากไดรบัเชื้อ จะพบเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุทอลม ซึ่ง
เชื้อไวรัสจะมีการเพิ่มจํานวนและกระจายตัวอยูในเซลลเย่ือบุทอลม ทาํใหไกแสดงอาการไอ หายใจ
เสียงดังครืดคราด ในวันที่ 4 หลังจากไดรับเชื้อ จะพบเชื้อปริมาณมากในไซโตพลาสมของเซลลเย่ือ
บุทอลม โดยเชื้อไวรัสจะทําลายซิเลีย และเซลลเย่ือบุทอลมทําใหเกิดการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุ
ทอลม ในวันที ่6 หลังจากไดรับเชื้อ พบวาเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุทอลมมีปริมาณนอยลง และในวันที่ 
8-20 จะไมพบเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุทอลม  (Chen et al., 1996) 

การแพรกระจายของเชื้อไวรัสเขาสูไต จะพบเชื้อในไซโตพลาสม (cytoplasm) ของเซลล
เย่ือบุทอไต ในวันที ่ 4 หลังจากไดรับเช้ือ โดยพบเชื้อใน proximal convoluted tubules (Chong 
and Apostolov, 1982), collecting ducts, collecting tubules และ distal convoluted tubules 
ซึ่งตําแหนงของทอไตที่มีการเพ่ิมจํานวนของเชื้อจะแตกตางกันตามสายพันธุของเชื้อ จากรายงาน
ของ Chong และ Apostolov (1982) พบวาเชื้อสายพันธุ Australian T มีการเพิ่มจํานวนของเชื้อ
มากที่ทอไตสวน proximal convoluted tubules และจากรายงานของ Chen et al. (1996) พบวา
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เชื้อสายพันธุ MA-87 มีการเพิ่มจํานวนของเชื้อมากที่ทอไตสวน collecting ducts, collecting 
tubules และ distal convoluted tubules ในวันที ่ 6-8 หลังไดรับเชื้อ พบเชือ้ปริมาณมากใน 
collecting ducts, collecting tubules, distal convoluted tubules และ Henle’s loop  แตพบเชื้อ
ปริมาณนอยใน proximal convoluted tubules นอกจากนี้ยังสามารถพบเชื้อไดใน macula densa 
และสามารถพบเชื้อไดบางใน macrophage ปริมาณของเชื้อไวรัสที่ไตจะนอยลงในวันที ่ 10 
หลังจากไดรับเชื้อ และจะไมพบเชื้อที่ไตเลยในวันที่ 16-20 หลังจากไดรบัเชื้อ (Chen et al., 1996) 
 
 
พยาธิวิทยา 
 
 รอยโรคทีม่องเห็นไดดวยตาเปลาจากการผาซากไกปวย จะเริม่พบไดในวันที ่ 2 หลงัจาก
ไดรับเชื้อ โดยจะพบ hyperemia และ catarrhal exudates เล็กนอยที่ทอลม จากนั้นในวันที่ 4-8 
หลังไดรับเชื้อจะพบการหนาตัวของเยื่อบุทอลม ทําใหผิวของเยื่อบุทอลมไมเรียบ ซึ่งรอยโรค
ดังกลาวจะหายไปในวันที่ 10 หลงัจากไดรับเชื้อ รอยโรคที่ไตที่มองเหน็ไดดวยตาเปลาจะเริ่มพบใน
วันที่ 4 หลังจากไดรับเชื้อ โดยจะพบไตบวม มีสีซีด ทอไตและ ureter ขยายใหญและมีการคั่งของ  
ยูเรตอยูภายใน รอยโรคทีพ่บจะมีความรุนแรงมากในวันที่ 5-8 หลังจากไดรับเชื้อหรือในไกที่ตาย 
จากนั้นความรนุแรงของรอยโรคจะลดลงและพบวาในวันที ่ 10-20 หลังไดรับเชื้อพบลักษณะไตบวม
เพียงเล็กนอย (Chen et al., 1996) 
 การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาที่ทอลม ในวันที่ 2 หลังไดรับเชื้อ พบวาซีเลียของเซลล
เย่ือบุทอลมหายไปและบางเซลลบวมหรือเกิดการเสื่อมแบบ vacuolar degeneration เซลลที่เกิด
การเส่ือมหรือตายจะเกิดการลอกหลุด นอกจากนี้ยังพบการคั่งเลือด การบวมน้ํา และมีการแทรก
ของ heterophils ในชั้น lamina propia ในวันที่ 4-6 หลังไดรับเชื้อพบการแทรกของ heterophils 
และ lymphocytes ในเย่ือบุทอลมและชัน้ basal cells พบ macrophages จํานวนเล็กนอยในชั้น 
lamina propia ในวันที่ 8 หลังไดรับเชื้อพบวาเซลลเย่ือบุทอลมมีการเรียงเปนชั้น ๆ โดยพบทั้งเซลล
ที่มีลักษณะ cuboidal และ columnar เริ่มพบซีเลียบนเซลลเย่ือบุทอลม นอกจากนี้ยังมีการแทรก
ของ lymphocytes, plasma cells และ heterophils จํานวนเล็กนอยภายในชั้น lamina propria 
รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาที่ทอลมจะเปนปกติในวันที ่ 10-20 หลังจากไดรับเชื้อ (Chen et al., 
1996)  

Nakamura และคณะ (1991) ไดจําแนกระยะของการเกิดโรคทีท่อลมจากรอยโรคทาง    
จุลพยาธิวิทยาของทอลมไดดังนี ้
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 Degenerative stage พบเซลลเย่ือบุทอลมบางเซลลเปลี่ยนจากรูปราง columnar เปน
คอนขางกลม มีซีเลียนอยลงและเริม่ลอกหลุดจาก basement membrane มักพบการแทรกของ 
heterophils ระหวางเซลลเย่ือบุและ basal cells อาจพบ heterophils และเซลลที่ลอกหลุดใน
ชองวางของทอลม เกิดการเสื่อมและเกิดการลอกหลุดของเซลลสรางเมือก (goblet cells) 
นอกจากนี้สวน laminar propia และเนื้อเย่ือเก่ียวพัน (connective tissues) ที่อยูระหวางกระดกู
ออนของทอลมมีการบวมน้ํา และมีการแทรกของ lymphocytes และ heterophils จํานวนเล็กนอย 
 Hyperplastic stage พบการขยายขนาดและการเพิ่มจํานวนของเซลลเย่ือบุทอลม แตยัง
ไมพบซีเลีย มักพบ heterophils ทั้งปกติและเสื่อมแลวอยูระหวางเซลลเย่ือบุ ไมพบ goblet cells 
และ alveolar mucus glands อาจพบเซลลที่มีการแบงตัวของนิวเคลียสในสวนทีม่ีการเพ่ิมจํานวน
ของเซลล พบเซลลเย่ือบุที่มีลักษณะเปน stratified squamous epithelium  และพบ heterophils , 
lymphocytes และ plasma cells จํานวนเล็กนอยอยูใน lamina propria  
 Recovery stage พบเซลลเย่ือบุที่มีลักษณะเปน columnar ciliated cells พบ goblet 
cells และสวน crypts ของเซลลเย่ือบุมี alveolar mucus glands พบ lymphocytes และ plasma 
cells จํานวนเล็กนอยอยูใน lamina propria 
 การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาที่ไตเริม่พบภายหลังจากตรวจพบเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุ
ทอไต ในวันที ่ 4 หลังไดรับเชื้อจะพบการเปลี่ยนแปลงของทอไตสวน collecting duct, collecting 
tubules และ distal convoluted tubules โดยพบการขยายของทอไต เกิดชองวางภายในเซลลเย่ือ
บุทอไต และเกิดการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุทอไต นอกจากนี้ยังพบการคั่งเลือดเล็กนอย การบวม
น้ํา และการแทรกของ heterophils ในวันที่ 6-8 หลังไดรับเชื้อจะพบการเสื่อมแบบ vacuolar 
degeneration การตายและการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุทอไตสวน collecting duct, collecting 
tubules, distal convoluted tubules และ Henle’s loop การเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธิวิทยาของ
ไตสวนอื่นๆ เชน interstitium พบการแทรกของ heterophils และ lymphocytes จํานวนมาก พบ
การขยายของชอง Bowman’s space ในบาง glomeruli ในวันที ่10-13 หลังไดรบัเชื้อพบการเสื่อม
และการตายของเซลลเย่ือบุ collecting duct, collecting tubules และ distal convoluted 
tubules เพียงเล็กนอย มีการแทรกเปนกลุมของ lymphocytes และ plasma cells กระจายทั่วไป
ในสวน interstitium และในชวงนี้เริ่มพบการสรางเซลลเย่ือบุทดแทนเซลลที่ถูกทําลาย โดยพบเซลล
ที่มีการแบงตัวของนิวเคลียส (mitotic figures) สัดสวนระหวางนิวเคลียสกับไซโตพลาสมสูง ในวันที ่
16-20 หลังไดรับเชื้อ พบ lymphoid nodules ในสวน interstitium ทอไตที่ถูกทําลายสวนใหญจะ
เปนปกต ิมีการขยายเล็กนอยของ  collecting duct, collecting tubules และ distal convoluted 
tubules และพบการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุบางเซลล (Chen et al., 1996) 
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Chandra (1987) ไดจําแนกระยะของการเกิดโรคที่ไตจากรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของ
ไตไดเปน 3 ระยะดังนี ้

ระยะเฉียบพลัน (acute phase) 1-7 วันหลังจากไดรับเชื้อ พบการเสื่อมและการลอกหลุด
ของเซลลเย่ือบุทอไตหลายระยะ มีการตายของเซลลเย่ือบุเล็กนอย พบเซลลเย่ือบุที่มีการแบงตัว
ของนิวเคลียส มีการแทรกของ mononuclear cells และ heterophils รอบทอไต glomeruli และชั้น 
submucosa ของ ureters ใน interstitium พบการแทรกของ heterophils และ lymphocytes   

ระยะกึ่งเฉียบพลัน (subacute phase) 8-14 วันหลังจากไดรับเชื้อ พบการเปลี่ยนแปลง
ของทอไตเชนเดียวกับระยะเฉียบพลัน ทอไตมีการขยายขนาดเนื่องจากการแทรกของเซลลอักเสบ
จํานวนมากใน interstitium อาจพบการรวมตัวของเซลลอักเสบเปนกลุม (focal aggregate) โดย
พบกลุมของเซลลอักเสบเหลานี้กระจายอยูทั่วไต นอกจากนี้ยังพบการแทรกของเซลลอักเสบรอบ 
glomeruli มากขึ้น เซลลอักเสบที่พบมากคือ lymphocytes, heterophils และ plasma cells 
ตามลําดับ  

ระยะเรื้อรงั (chronic phase) 15-21 วันหลังจากไดรับเชื้อ พบรอยโรคอยางออนทีท่อไต ไม
พบเซลลเย่ือบุที่มีการแบงตัวของนิวเคลียส ทอไตที่ถูกทําลายสวนใหญจะเปนปกต ิ พบ plasma 
cells และ lymphocytes ที่ไตบางสวน ระยะนี้จะพบการเปลี่ยนแปลงทัง้ในสวน medulla และ 
cortex 
 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาของทอนําไข พบวาไกซึ่งเคยไดรับเชื้อเมื่ออายุ 1 วันและไมใหไข
จะมีความผดิปกติของทอนาํไข โดยพบทอนําไขสวนที่มีความผิดปกติยาวประมาณ 5 มิลลิเมตรถึง 
5 เซนติเมตร มีลักษณะบางใส อยูระหวางทอนําไขสวน magnum กับ isthmus นอกจากนี้ยังพบไข
แดงแตกในชองทอง รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา พบวาสวนที่มคีวามผิดปกติเปนสวนที่ไมมีการ
พัฒนาของตอมภายในทอนําไข (glandular hypoplasia) (Crinion et al., 1971) 
 
การทาํลายเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 
  

เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอจะถูกทําลายคุณสมบตัิในการติดเชื้อ (infectivity) เมื่ออยู
ในสภาวะความเปนกรด pH 3 และสภาวะความเปนดาง pH 12 นาน 3 ชั่วโมงที่อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส (Zhou et al., 2004) การทําลายคุณสมบตัิในการติดเชือ้ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอดวยสารเคม ี  ไดแก phenol ที่ pH 4.3 (Gelb et al., 2001) 0.05% Betapropiolactone 
(BPL) นาน 4 ชั่วโมงที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Ignjatovic and Galli, 1994) การใช 0.1% 
Betapropiolactone นาน 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส สามารถทําลายคุณสมบตัิในการ
ตดิเชื้อแตยังคงคณุสมบัติในการเกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดง การใช 0.1% formalin นาน 6 ชั่วโมงที่
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อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสสามารถทําลายคุณสมบตัิในการตดิเชื้อ ทําลายคุณสมบัติในการเกาะ
กลุมกับเม็ดเลือดแดงและทําลายเชื้อไวรัสได พบวาสามารถทําใหเชือ้ลดปริมาณไดถึง 32 เทา 
(King, 1984) การใช 0.1% formalin นาน 24 ชั่วโมง ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถทําลาย
คณุสมบตัิในการตดิเชื้อ และทําลาย RNA ของเชื้อ นอกจากนี้เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอจะถูก
ทําลายเมื่ออยูในอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม พบวาการใชอุณหภมูิ 56 องศาเซลเซียสเปน
เวลานาน 15 นาทีสามารถทําลายคุณสมบัติในการตดิเช้ือ แตยังสามารถตรวจพบ RNA ของเชื้อ 
การใชอุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส นาน 90 นาท ีไมสามารถทําลายเชื้อสายพันธุ Ark, Beaudette, 
M41 และ Connecticut (Jackwood, Yousef and Hilt, 1997) แตสามารถทําลายเชื้อ SC021202 
ที่แยกไดในประเทศจนี (Zhou et al., 2004)  

เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอมีความทนทานตอการยอยดวยเอนไซม โดยพบวาการใช
เอนไซม protenase K นาน 5 นาทีที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Jackwood et al., 1997) 0.25% 
trypsinase นาน 3 ชั่วโมงทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส และ 0.5% หรือ 1% trypsinase นาน 1 
ชั่วโมงที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไมสามารถทําลายคุณสมบัติในการติดเชื้อได นอกจากนี้การ
แชแข็งเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่เก็บใน allantoic fluid แลวทําใหละลายซ้ําๆ กัน 5-10 ครัง้ 
ไมสามารถทําลายเชื้อได (Zhou et al., 2004)   
 
การปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอ 
 

การปองกันโรคหลอดลมอักเสบตดิตอดวยวัคซีนเปนที่นิยมใชอยางแพรหลาย แตเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอมีหลายสายพันธุ การใหวัคซีนทีเ่ปนเชื้อตางสายพันธุกับเชื้อกอโรคจะใหผล
ในการปองกันโรคขามสายพันธุ (cross protection) ไมดีหรือปองกันโรคไมไดเลย (Endo-Munoz 
and Faragher, 1989) ปจจุบันวัคซนีปองกันโรคหลอลมอักเสบติดตอที่ใชในอตุสาหกรรมการเลี้ยง
ไกมีหลายสายพันธุ สําหรับประเทศไทยมีวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่จําหนายใน
ทองตลาดไดแก สายพันธุ Ma5, Connecticut, Massachusetts, Holland, Armidale A3, 4/91, 
Arkansas 99 และ C90/66 (จิโรจ ศศิปรยีจันทร, 2547) ดงันัน้การศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีน
แตละชนิดในการปองกันโรคจึงเปนสิง่จําเปน จากการศึกษาของ Albassam et al. (1986) พบวาไก
ที่ไดรับวัคซนีสายพันธุ H120 เมื่ออายุ 10 วัน และไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ 
Gray, Holte, Australian T และ Italian หลังจากไดรับวัคซีน 4 สัปดาห ไมมรีอยโรคที่หลอดลม แต
ยังพบรอยโรคที่ไต 50-70% จากรายงานของ Pensaert และ Lambrechts (1994) พบวาไกที่ไดรับ
วัคซีนสายพันธุ H120 หรือ H52 ไมสามารถลดการตดิเชื้อที่ไตหลังจากไดรับเชื้อสายพันธุ B1648 ที่
ไดจากการระบาดในทองที่ แตวัคซนีที่ผลติจากเชื้อสายพันธุ B1648 สามารถปองกันโรคไดดี และ
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จากรายงานของ Parsons และคณะ (1992) พบวาวัคซีน สายพันธุ H120 สามารถปองกันการเกิด
โรคจากสายพันธุ M41 ซึ่งอยูในซีโรไทปเดียวกันไดด ี จากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวาการใชวัคซีน
ปองกันโรคหลอดลมอักเสบตดิตอที่ไดผลดี จะตองใชวัคซีนสายพันธุเดียวกันกับเชื้อกอโรคหรืออยู
ในซีโรไทปเดียวกัน  



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
การวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน 

1. เชื้อไวรัส 
เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่

ของประเทศไทยสายพันธุหนึ่ง ซึ่งเก็บไวในรูปของ allantoic fluid แชแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศา
เซลเซียส ที่ภาควิชาอายุรศาสตร คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย นําออกมา
ละลายที่อุณหภูมิหอง ทําการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสโดยฉีดเชื้อเขาไขไกฟกอายุ 9-11 วัน ทาง 
allantoic cavity นําไขไกฟกเขาตูฟกไขอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวเก็บไข
ไกฟกในตูเย็นอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ชั่วโมง จากนั้นทําการเก็บ allantoic fluid 
จากไขไกฟก แลวนํา allantoic fluid ที่ไดเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส (Ignjatovic et 
al., 2003) เพื่อนําไปใชงานตอไป  
 

2. การสกัด RNA 
นํา allantoic fluid ที่เตรียมไดมาสกัด RNA โดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป Viral Nucleic Acid 

Extraction Kit (Real Biotech, Taiwan) ดังนี้ นํา allantoic fluid จํานวน 200 ไมโครลิตร มายอย
ดวย VB buffer containing carrier RNA 400 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 10 นาที เตมิ 
70% ethanol 400 ไมโครลิตร เพ่ือเพิ่มการจับของ RNA บนผิว membrane จากนั้นลางส่ิงปนเปอน
บนแผนกรองดวย Wash 1 buffer และ Wash buffer (concentrated) ในชุดสกัด RNA สําเร็จรูป
ดังกลาว แลวเติม RNase-free water 50 ไมโครลิตร เพื่อลางสาย RNA ที่ดดูซับอยูบนแผนกรอง
ออก เก็บที่ –20 องศาเซลเซยีส เตรียมนําไปใชในงานตอไป 
 

3. Primer  
Primer ที่ใชในการเพิ่มจํานวนของ S1 gene ออกแบบโดยใชลําดับของนิวคลีโอไทดของ

เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่มรีายงานใน GenBank มาทําการจัดเรียงดวยโปรแกรม BioEdit 
version 7.0.5.2 (Hall, 1999) ซึ่ง primer ที่ไดครอบคลมุสวนของ hypervariable region   

S1-forward (CTTTTGTTTGCACTATGTAG)  
S1-reverse (AGTACCATTAACAAAATAAGC) 
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4. ขั้นตอนการทําปฏกิิริยา RT-PCR 
นํา RNA ที่ไดจากการสกัดมาสังเคราะหเปน cDNA และเขาสูปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช 

AccessQuickTM RT-PCR System (Promega, USA) ดงันี้ AccessQuickTM Master Mix 25 
ไมโครลิตร RNase free water 17 ไมโครลติร AMV Reverse Transcriptase 1 ไมโครลติร S1-
forward primer 1 ไมโครลติร  S1-reverse primer 1 ไมโครลิตร และ RNA ตนแบบ (template) ที่
ไดจากการสกัดดังกลาวขางตน 5 ไมโครลิตร เริ่มเขาสูปฏิกิริยา Reverse transcription ที่อุณหภมูิ 
48 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที และที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที จากนั้นเขาสู
ปฏิกิริยา PCR จํานวน 35 รอบ เพื่อเพ่ิมจํานวนกรดนิวคลีอิก โดยแตละรอบของปฏิกิริยา PCR 
กําหนดอณุหภูมิและเวลาดังนี ้

Denaturation   94 องศาเซลเซียส  30 วินาที 
 Annealing   55 องศาเซลเซียส  45 วินาที 
 Polymerization   72 องศาเซลเซียส  90 วินาที 

Final polymerization step 72 องศาเซลเซียส  10 นาท ี
  
5. การวิเคราะหผลผลิตจาก PCR  
นําผลผลิตจาก PCR ที่ไดจํานวน 10 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหผลดวย 2% agarose gel 

electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide 0.5 ug/ml แลวนําไปตรวจสอบดวยกลอง 
ultraviolet transilluminator ซึ่งจะไดผลผลิตที่ขนาด 611 คูเบส (base pairs, bp) 
 

6. การเตรยีมผลผลิตจาก PCR ใหบริสุทธิ ์  
ทําการแยกแถบของ PCR product จาก 1% agrose gel electrophoresis แลวเตรียมให

บริสุทธิ์โดยใชชุดสําเร็จรูป Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system (Promega, USA) โดย
เติม Membrane Binding Solution บนแถบ PCR product ที่แยกได แลวทําให gel ละลายที่
อุณหภูม ิ50-65 องศาเซลเซียส เท gel ที่ละลายแลวลงใน SV minicolumn ปนเหว่ียง 14,000 g   1 
นาที นํา SV minicolumn ใสลงใน collecting tube แลวเติม Membrane Wash Solution จากนั้น
ปนเหวี่ยง 14,000 g 2 ครั้ง เปนเวลา 1 และ 5 นาท ี ตามลําดับ นํา SV minicolumn ไปใสใน 
microcentrifuge tube แลวเติม Nuclease-free water ปนเหว่ียง 14,000 g 1 นาท ีเก็บผลผลิตที่
ได ณ อณุหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปใชในการหาลําดับของนิวคลีโอไทดตอไป 

 
7. การหาลําดับของนิวคลีโอไทด 
นําผลผลิตจาก PCR ที่ผานการเตรียมใหบริสทุธิ์ สงไปตรวจหาลําดบันิวคลีโอไทดที่หนวย

บริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาติ โดยวิธ ี ABI PrismTM BigDye 
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Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems Inc., Foster City, 
CA) ตามวิธีการที่ระบุไวในเอกสารของบริษัทผูผลติ จากนั้นนําไปอานผลดวย ABI PrismTM 310 
Genetic Analyzer    

 
8. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 
ตารางท่ี 3.1 สายพันธุของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอทีร่ายงานใน GenBank ซ่ึงเปนสายพันธุ

ที่ใชเปรียบเทยีบความเหมือนของนิวคลีโอไทด  
 
สายพันธุ   ประเทศ   Accession no. 
 
JMK    สหรัฐอเมริกา   L14070 
Gray     สหรัฐอเมริกา   L14069 
PA/171/99    สหรัฐอเมริกา   AF419314 
PA/4327/97    สหรัฐอเมริกา   AY789944 
N9/74    ออสเตรเลีย   AIU29452   
N2/75    ออสเตรเลีย   AIU29523 
N1/62    ออสเตรเลีย   AIU29522   
B1648    เบลเยียม   X87238 
UK2/91    อังกฤษ    Z83976 
BJQ    จีน    DQ070839 
LS2     จีน    AY278246 
LD3     จีน    AY277632 
LHI10     จีน    AY273193 
JP9758    ญี่ปุน    AY296746 
JP/Ibaraki/2003   ญี่ปุน    AB120652 
JP/Shimane/2002  ญี่ปุน    AB120651  

 K069-01   เกาหลี    AY257061 
K507-01   เกาหลี    AY257064  

ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิกอโรคที่ไต
ที่แยกไดกับสายพันธุทีร่ายงานไวใน  GenBank database จํานวน 18 สายพันธุ (ดังตารางที่ 3.1) 
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จากนั้นนํามาวิเคราะหดวยโปรแกรม BioEdit version 7.0.5.2 (Hall, 1999) เพื่อเปรียบเทียบ
เปอรเซน็ตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด และจดักลุม phylogenetic relationship ของเชื้อ
ดวยโปรแกรม MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004)  
 
การศึกษาพยาธิกําเนิดของเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดที่ทําใหเกดิรอยโรคที่ไตใน
ไกเนื้อ 

 
1. การหาความเขมขนของเชื้อไวรัส 
เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่

ของประเทศไทย 1 ชนิด ซึง่เก็บไวใน allantoic fluid แชแข็ง –70 องศาเซลเซียส ที่ภาควิชาอายุร
ศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย นาํออกมาละลายที่อุณหภูมหิอง 
ตรวจวัดความเขมขนของเชือ้ไวรัส โดยเตรียมเชื้อไวรัสใหเปนสารละลายเจือจาง 10 เทา (10 fold 
serial dilution) ซึ่งเริ่มแรกจะใชเชื้อที่เก็บไวใน allantoic fluid ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมลงใน 
eppendorf ที่มีฟอสเฟตบฟัเฟอรซาไลน (phosphate buffer saline, PBS) ปริมาตร 900 
ไมโครลิตร แลวดูดสารละลายที่ไดปริมาตร 100 ไมโครลติร เติมลงใน eppendorf ที่ม ี PBS 
ปริมาตร 900 ไมโครลติร ทําซ้ําในลักษณะเดียวกันจนถึง eppendorf สุดทาย จากนั้นฉีด
สารละลายเชื้อแตละ dilution เขาในไขไกฟกอายุ 10 วัน (Jackwood et al., 2003) dilution ละ 6 
ฟอง หลังการฉีดเชื้อ 5-7 วัน ทําการเปดเปลือกไขเพ่ือตรวจดตูัวออนในไขไกฟก แลวบันทึกจํานวน
ตัวออนในไขไกฟกที่เกิดการเปลี่ยนแปลง โดยจะพบการเกิดสภาพแคระแกร็นและมียูเรตที่ไต ซึ่ง
เปนลักษณะทีจ่ําเพาะตอโรคหลอดลมอักเสบตดิตอ (Ziegler et al., 2002) นําผลการทดสอบตั้งแต 
dilution ทีท่ําใหตัวออนในไขไกฟกเกิดการเปลี่ยนแปลง 100% จนถึง dilution ที่ไมทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเลย มาคํานวณหาคาการเปลี่ยนแปลงสะสม และคํานวณหาเปอรเซน็ตการตอบสนอง 
(response) สะสม ของตวัออนในไขไกฟกตอเชื้อไวรัส แลวคํานวณหาความเขมขนของไวรัส ใน
หนวย embryo infectious dose 50% (EID50/0.1 ml) ตามวิธีของ Reed และ Muench (1938) 
ดังนี ้

วิธีนี้จะคํานวณจากคาสะสม โดยหาตําแหนง 50% response ของคาสะสม ซึง่อยูระหวาง 
2 dilution จากนั้นหาคา proportionate distance (PD) โดยกําหนดให  
  A = % response สะสม คาแรกที่มากกวา 50% 
  B = % response สะสม คาแรกที่นอยกวา 50% 
  C = dilution ของไวรัสที่ใหคา A 
  X = ลําดับการเจือจางไวรัส (dilution factor) 
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แทนคาในสูตร 
    PD =  A–50 
     A–B 
เมื่อไดคา PD แลวนํามาคํานวณตอตามสูตร 

log EID50 = (log C)–(PD x log X) 
 

2. ไกทดลอง  
 ไกเนื้อพันธุ Arber Acres เพศเมีย อายุ 1 วัน จํานวน 150 ตัว  สุมไกแบงออกเปนกลุมการ
ทดลองดังนี ้
 กลุมที่ 1 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 2 วัน 
 กลุมที่ 2 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 14 วัน  
 กลุมที่ 3 ไกจํานวน 24 ตัว เปนกลุมควบคุมของกลุมที่ 1 และ 2 ไดรับ PBS เมื่ออายุ 2  

และ14 วัน 
 กลุมที่ 4 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 2 วัน 
 กลุมที่ 5 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 14 วัน 
 กลุมที่ 6 ไกจํานวน 30 ตัว เปนกลุมควบคุมของกลุมที่ 5 และ 6 ไดรับ PBS เมื่ออายุ 2  

และ 14 วัน  
 โดยกลุมที่ 1 2 และ 3 เปนกลุมที่ใชเก็บขอมูลอัตราการปวยและอัตราการตาย และกลุมที่ 
4 5 และ 6    เปนกลุมที่ใชศกึษารอยโรคทีห่ลอดลมและไต 
 ใหเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอซ่ึงไดจากการหาความเขมขนของเชือ้ในขอที่ 1 โดยการ
หยอดตา ปริมาณ 0.1 ml/ตวั ความเขมขน 105.85 EID50/0.1 ml  

สังเกตอาการและบันทึกจํานวนไกปวย-ไกตายในกลุมที่ 1 2 และ 3 ทุกวันเปนเวลา 21 วัน
หลังจากไดรับเชื้อ และชั่งน้ําหนักไกรายตัวในวันที ่0, 7, 14 และ 21 หลังจากไดรับเชื้อ  

ทําการสุมเจาะเลือดจากไก 10 ตัว/กลุม ในกลุมที่ 1 2 และ 3  ในวันที ่ 0 7 14 และ 21 
หลังจากไดรับเชื้อ เพื่อตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 

ไกที่ตายในกลุมที่ 1 และ 2 นํามาผาซากเพื่อดูรอยโรคทางมหพยาธิวิทยา และทําการสุม
ไกปวยในกลุมที่ 4 และ 5 จํานวน 3 ตัว/กลุม ในวันที ่1, 3, 5, 7 และ 14 หลังจากไดรบัเชื้อ และจาก
กลุมที่ 6 จํานวน 3 ตัว/ครั้ง ในวันเดียวกันเพื่อทําเมตตาฆาต แลวนําซากไกมาผาดูรอยโรคทีท่อลม 
(trachea) และไตโดยใหคะแนนรอยโรคตามวิธีของ Wang และ Huang (2000) ดังนี ้

ทอลม 
 0 = ปกติ 
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 1 = มีเมือกเล็กนอย 
 2 = มีเมือกจํานวนมาก 
 3 =  มีเมือกจํานวนมากและมีการคั่งเลือด 
ไต 
 0 = ปกติ 
 1 = ไตบวม พบยูเรตเมื่อตรวจภายใตกลอง stereomicroscope 
 2 = ไตบวม มียูเรตเล็กนอยเมื่อมองดวยตาเปลา 
 3 =  ไตบวม มียูเรตจํานวนมากเมื่อมองดวยตาเปลา 
 

เก็บทอลมสวนลาง (distal portion) และไตสวนหนาดานขวา (cranial right lobe) แชใน 
10% บัฟเฟอรฟอรมาลิน เพื่อตรวจรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และเก็บทอลมสวนบน (proximal 
portion) และไตดานซาย (left lobe) เพ่ือไปตรวจหาเชือ้ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ (Ignjatovic et 
al., 2002) 

 
3. การใหอาหารและน้ํา 
ใหไกมีอาหารและน้ํากินตลอดเวลา  
 
4. การตรวจทางจุลพยาธวิิทยา 
 ตัวอยางทอลมและไตทีเ่ก็บใน 10% บัฟเฟอรฟอรมาลิน นํามาผานการเตรียมชิน้เนื้อทาง

จุลพยาธิวิทยา ยอมดวย haematoxylin and eosin (H&E) และใหคะแนนรอยโรค ตามวิธีของ   
เชิดชัย และคณะ (2542) ดงันี ้

ทอลม 
0 = ปกติ 
1 =  ซิลเลียหายไป epithelium ลอกหลุดบางสวน มี lymphoid infiltration เล็กนอยใน

ชั้น lamina propia และ submucosa 
2 = ซิลเลียหายไป epithelium hyperplasia มี lymphoid infiltration ปานกลางในชั้น 

lamina propia และ submucosa 
3 = ซิลเลียหายไป epithelium hyperplasia มี lymphoid infiltration มากในชั้น 

lamina propia และ submucosa 
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ไต 
0 =  ปกติ 
1 =  มี lymphoid infiltration ที่ interstitial tissue เปนบริเวณเล็กๆ 1-2 แหง 
2 =  มี lymphoid infiltration ที่ interstitial tissue เปนบริเวณเล็กๆ 3-4 แหง 
3 =  มี lymphoid infiltration ที่ interstitial tissue เปนบริเวณกวาง 

 
5. การตรวจหาเชื้อไวรัส 

 การตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอจากตัวอยางทอลมและไตไกกลุมที่ 4 5 และ 6 
จะทําการรวมตัวอยางทอลม 3 ตัวอยางหรือไต 3 ตัวอยางจากไกที่ฆาในวันเดียวกันและกลุม
เดียวกัน โดยนําตัวอยางมาตดัยอยเปนชิ้นเล็กๆ และบดใหละเอียด แลวเติม PBS เพื่อทําใหเปน
สารละลาย (suspension) 20% น้ําหนัก/ปริมาตร (w/v) (Animas et al., 1994) นาํสารละลายที่
ไดมาทําการปนเหว่ียง 3,000 g เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําสวนใสที่ไดจากการปนเหวี่ยงไปใชใน
การตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธี RT-PCR ซึ่งมข้ัีนตอนการปฏิบัติเชนเดียวกบั
การวิเคราะหนิวคลีโอไทดใน ยีนเอสวัน ขอที่ 2-5 
 

6. การตรวจหาระดับแอนติบดีตอไวรสัหลอดลมอักเสบติดตอ 
 เลือดที่ไดจากการเจาะเลือดซึ่งเก็บไวในหลอดเก็บเลือดทิ้งไวใหซรีัมแยกออกมา จากนั้น
นําไปปนเหวี่ยง แลวเก็บซีรัมไวที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจหาระดับแอนติบอดตีอไวรสั
หลอดลมอักเสบตดิตอ ดวยวิธี Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) โดยใชชุด
ทดสอบสําเร็จรูป infectious bronchitis antibody test kit (BioChek, Holland) ชุดทดสอบนีม้ี
ลักษณะเปน microtitre plate 96 หลุม ซึ่งแตละหลุมจะถูกเคลือบดวยเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอที่ถูกทําใหหมดฤทธิ์แลว (inactivated IBV antigen) ข้ันตอนการตรวจจะเริ่มจากการเจือจาง
ซีรัม 1 ตอ 500 จากนั้นเตมิซีรัมที่ผานการเจือจางแลวลงในหลุมของ microtitre plate ทิ้งไวเปน
เวลา 30 นาท ีแลวลางดวย wash buffer จากนั้นเติม sheep anti-chicken Immunoglobulin G 
(IgG) ที่ตดิฉลากดวยเอนไซม alkaline phosphatase ทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที แลวลางดวย wash 
buffer จากนั้นเติม substrate reagent ซึ่งมีสาร p-Nitrophenyl Phosphate เมื่อถูกยอยดวย
เอนไซม alkaline phosphatase จะเกิดสีเหลือง ทิ้งไวเปนเวลา 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวยการ
เติม stop solution จากนั้นนําไปอานผลดวยเครื่อง microtitre plate reader ใชความยาวคลื่น 405    
นาโนเมตร นําคาที่อานผลไดไปคํานวณหาคา sample to positive ratio (S/P ratio) ตามสูตร ดงันี ้

S/P = Mean of test sample – Mean of negative control 
    Mean of positive control – Mean of negative control 
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คา S/P ratio ที่ไดนํามาคํานวณหาคาแอนติบอดีไตเตอร ตามสตูร ดงันี ้
 
  Log10 titre =  1.0(log10 S/P) + 3.62 
   titre = antilog 
 

7. การวิเคราะหทางสถิติ 
  7.1)   น้ําหนกัตัวไกมีชีวิต เปรียบเทียบน้ําหนักตัวมีชีวิตของไกระหวางกลุมที่
ไดรับเชื้อกับกลุมควบคมุในชวงอายุเดียวกันดวยวิธี Unpaired t-test 
  7.2)   ระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ เปรียบเทียบ
ระดับแอนติบอดตีอเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอของไกระหวางกลุมที่ไดรับเชื้อกับกลุมควบคุม
ในชวงอายุเดียวกันดวยวิธี Unpaired t-test 
  7.3)   รอยโรคของทอลมและไตทางมหพยาธิวทิยาและจุลพยาธิวิทยา 
วิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมทดลองโดยวิธี Kruskal Wallis test 
  7.4) การตาย ใชสถิติเชิงพรรณนาในรูปของอัตราการตาย 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
การวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน 
  

 PA/171/99

 PA/4327/97

 JP/Ibaraki/2003

 JP9758

 N9/74

 N1/62

 JMK

 Gray

 N2/75

 B1648

 UK2/91

 THA001

 JP/Shimane/2002

 BJQ

 K507-01

 K069-01

 LS2

 LD3

 LHI10

0.02  
 
ภาพที่ 4.1 แสดง phylogenetic relationship ของลําดบันิวคลีโอไทดในยีนเอสวนัของไวรัส 
    หลอดลมอักเสบติดตอระหวางชนิดที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทย (THA001)  

 และสายพนัธุที่รายงานใน GenBank database  
 

ทําการตรวจหาลําดับนวิคลีโอไทดในยีนเอสวันที่ครอบคลุมสวน hypervariable region 
และทําการวิเคราะหเปรียบเทียบลาํดับนวิคลีโอไทดระหวางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดที่ทาํให
เกิดรอยโรคที่ไตสายพนัธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทยและชนิดทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไต
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ตารางที่ 4.1 การเปรียบเทยีบรอยละความเหมือน (%identity) ของลําดับนิวคลีโอไทด ในยีนเอสวันระหวางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยใน
ประเทศไทย (THA001) และสายพันธุที่รายงานใน GenBank database 
 
    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
 
1. JMK                  100   
2. Gray                 98.35 100  
3. PA/171/99   71.18 71.72 100 
4. PA/4327/97   72.51 72.21 89.11 100 
5. N9/74                 71.71 71.69 71.39 74.65 100 
6. N2/75                      71.89 71.83 70.89 74.28 76.38 100 
7. N1/62                74.57 73.67 74.15 78.55 83.79 76.30 100 
8. B1648                 66.38 66.68 62.97 65.20 68.80 69.72 69.61 100 
9. UK2/91                 62.34 61.70 64.29 65.03 65.58 66.83 66.22 60.02 100 
10. BJQ      57.75 56.01 59.76 62.15 64.77 67.09 65.59 61.06 67.54 100 
11. LS2                 56.93 55.55 58.89 59.84 62.03 64.01 64.04 61.92 66.51 94.13 100 
12. LD3                55.02 54.30 59.88 60.82 63.44 63.62 62.99 60.43 65.87 92.05 93.56 100 
13. LHI10                54.74 54.03 59.25 60.08 64.15 63.98 63.02 60.17 66.22 92.05 93.56 99.07 100 
14. JP/Ibaraki/2003   69.51 69.42 76.22 77.16 74.93 75.73 77.95 67.33 63.27 60.47 58.41 58.90 59.93 100  
15. JP/Shimane/2002 59.62 55.16 56.54 59.00 64.06 63.88 65.59 61.65 66.63 93.72 92.73 90.78 90.78 61.10 100 
16. JP9758                70.69 71.26 76.03 78.06 75.83 76.03 80.63 70.14 65.33 62.45 61.02 60.43 60.80 92.57 63.52 100 
17. K069-01                58.62 56.87 59.55 60.61 64.89 67.43 65.73 63.27 67.25 96.09 94.84 92.54 92.54 60.25 94.24 63.19 100 
18. K507-01                57.73 55.98 60.71 62.30 64.24 65.40 66.12 59.66 66.89 94.90 93.49 91.80 92.01 59.58 92.19 61.94 94.63 100 
19. THA001               66.57 65.63 64.26 65.56 63.79 67.18 64.19 64.35 69.10 76.15 75.45 72.34 72.11 61.28 75.71 63.95 77.17 77.44 100 
 

Nkam
Text Box
24
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สายพนัธุที่รายงานใน GenBank database พบวาไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพนัธุที่แยกได
จากไกปวยในประเทศไทย มีความเหมือนกับสายพนัธุ JMK, Gray, PA/171/99, PA/4327/97, 
N9/74, N2/75, N1/62, B1648, UK2/91, BJQ, LS2, LD3, LHI10, JP9758, JP/Ibaraki/2003, 
JP/Shimane/2002, K069-01 และ K507-01 รอยละ 66.57, 65.63, 64.26, 65.56, 63.79, 67.18, 
64.19, 64.35, 69.10, 76.15, 75.45, 72.34, 72.11, 61.28, 75.71, 63.95, 77.17 และ 77.44 
ตามลําดับ ดงัแสดงในตารางที ่4.1     
 จากผลการศึกษา phylogenetic relationship ในยีนเอสวันของไวรัสหลอดลมอักเสบ
ติดตอชนิดที่ทาํใหเกิดรอยโรคที่ไตระหวางสายพนัธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทยและ
สายพนัธุที่รายงานใน GenBank database พบวาไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพนัธุที่แยกได
จากไกปวยในประเทศไทยมคีวามสัมพันธใกลเคียงกบัสายพนัธุที่แยกไดในเกาหลีไดแก K069-01, 
K507-01 สายพันธุที่แยกไดในจีนไดแก BJQ, LS2, LD3 และ LH10 และสายพันธุทีแ่ยกไดในญี่ปุน
ไดแก JP/Shimane/2002 แสดงในภาพที ่4.1   
  
การหาความเขมขนของเชื้อไวรสั 
 

นําผลการทดสอบตั้งแต dilution ทีท่ําใหตัวออนในไขไกฟกเกิดการเปลี่ยนแปลง 100% 
จนถงึ dilution ที่ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเลย มาคํานวณหาคาการเปลี่ยนแปลงสะสม และ
คํานวณหาเปอรเซ็นตการตอบสนอง (response) สะสม ของตัวออนในไขไกฟกตอเชื้อไวรัส ดัง
แสดงในตารางที่ 4.2 แลวคํานวณหาความเขมขนของไวรัส ในหนวย EID50/0.1 ml ตามวิธีของ 
Reed และ Muench (1938) ซึ่งวิธนีี้จะคํานวณจากคาสะสม โดยหาตาํแหนง 50% response ของ
คาสะสม ซึง่อยูระหวาง 2 dilution จากนัน้หาคา proportionate distance (PD) โดยกําหนดให  

  A = % response สะสม คาแรกที่มากกวา 50% 
  B = % response สะสม คาแรกที่นอยกวา 50% 
  C = dilution ของไวรัสที่ใหคา A 
  X = ลําดับการเจือจางไวรัส (dilution factor) 
แทนคาในสูตร 
   PD  =  A–50 
     A–B  
    = 89–50   
     89–43 
    = 0.85 
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เมื่อไดคา PD แลวนํามาคํานวณตอตามสตูร 
log EID50  =  (log C)–(PD x log X) 
  = (–6)–(0.85)(1) 
  = –6.85 

แสดงวาที่ dilution 10-6.85  ไวรัสจะมีความเขมขน 1 EID50 /0.1 ml 
ดังนัน้ไวรัสที่เตรียมไดจะมีความเขมขน =  106.85 EID50 /0.1 ml 

 
 
ตารางที่ 4.2 คาการเปลี่ยนแปลงของตัวออนไขฟกที่สังเกตเหน็จริงและคาสะสม 
 
ระดับ       การสังเกต   คาการสังเกตสะสม              เปอรเซ็นต    
การเจือจาง     เปลี่ยนแปลง     ปกติ         เปลี่ยนแปลง ปกติ    อัตราสวน              
10-5     6     0      14    0      14/14       100 
10-6     5    1       8    1       8/9       89 
10-7     3     3            3      4       3/7        43 
10-8     0     6       0    10       0/10       0 
 
 
 

 
 
  ภาพที ่4.2 ตัวออนที่เกิดสภาพแคระแกร็น (ซาย) และตัวออนปกติ (ขวา) 
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  ภาพที่ 4.3 ไตของตัวออนมกีารสะสมของยูเรต 
 
อาการปวยและอัตราการตาย 
 

ภายหลงัจากไกไดรับเชื้อ ไกแสดงอาการของระบบทางเดินหายใจ ไดแก มีน้าํมูก มีน้ําตา 
ไอ จาม อาปากหายใจ หายใจเสียงดงัครืดคราดและสะบัดหวั แสดงอาการของระบบทางเดนิ
อาหาร ไดแก อาการทองเสีย ถายเปนน้าํมีสารยูเรตสขีาวปน อัตราการตายของไกที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 2 วันมีอัตราการตายสงูกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 14 วัน โดยพบอัตราการตาย 58 และ 8 
เปอรเซ็นต ในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน ตามลําดับ โดยไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันตาย
ระหวางวันที ่3-12 และไกทีไ่ดรับเชื้อเมื่ออาย ุ14 วันตายระหวางวันที ่8-11 ดังแสดงในตารางที ่4.3 
สวนไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อไมพบอาการปวยและไมมีไกตาย  
 
ตารางที่ 4.3 อัตราการตายในไกที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 และ 14 วัน 
 
                      จาํนวนไกตาย (ตวั)            จํานวนไกตาย/ 
  อายุไกที่ไดรับเชื้อ       หลังจากไดรับเชื้อ (วัน)  จํานวนไกทัง้หมด  

(วัน)  0-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-21     (เปอรเซ็นต) 
  2   1  7  3   3   0   0    14/24 (58) 
  2*   0  0  0   0   0   0      0/24 (0) 

            14   0  0  1   1   0   0      2/24 (8) 
14*   0  0  0   0   0   0      0/24 (0) 

      
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา  
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ภาพที่ 4.4 อาการปวยของไกที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ  

บนซาย แสดงอาการมนี้ํามูก  บนขวา แสดงอาการมนี้ําตา 
ลางซาย แสดงอาการทองเสีย  ลางขวา แสดงการถายเปนน้าํมียูเรตปน  

 
น้ําหนักตวัไก 
 

น้ําหนกัตัวไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน แสดงในตารางที ่ 4.4 และภาพที่ 4.5 พบวาเมื่อไก
อายุ 2 วัน (กอนไดรับเชื้อ) น้ําหนกัตัวไกเฉลี่ยของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน (กลุมที่ 1) และ
ไกกลุมควบคมุ (กลุมที่ 3) ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ภายหลงัจาก
ไดรับเชื้อ 7 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน มนี้ําหนกัเฉลีย่นอยกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p<0.05)  

น้ําหนกัตัวไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แสดงในตารางที ่4.5 และภาพที่ 4.6 พบวาเมื่อไก
อายุ 14 วัน (กอนไดรับเชื้อ) น้ําหนักตัวไกเฉล่ียของไกกลุมที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 14 วนั (กลุมที่ 2) 
และไกกลุมควบคุม (กลุมที ่3) ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p>0.05) ภายหลัง
จากไดรับเชื้อ 7 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน มีน้าํหนกัเฉลี่ยนอยกวา
กลุมควบคุมอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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ตารางที่ 4.4 น้ําหนกัตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วนั 
        และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

 
     หลังจากไดรับเชื้อ                      น้าํหนักตัวไก (กรัม)            

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ 
   0    46.5+4.7a     45.4+4.6a

   7    145.3+22.2a   181.4+20.5b

             14    331.0+62.2a   449.8+42.9b

             21    595.0+122.6a   795.8+60.9b

 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 4.5 น้าํหนักตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วนั และ    

ไกกลุมควบคมุที่ไมไดรับเชื้อ 
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ตารางที่ 4.5 น้ําหนกัตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั 
และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

 
หลังจากไดรับเชื้อ                      น้าํหนักตัวไก (กรัม)           

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ 
   0    333.1+35.2a      340.0+36.6a

   7    627.1+55.6a         706.9+55.4b       
             14    987.1+96.0a       1097.9+78.5b      
             21    1295.4+127.2a   1441.7+90.5b

 
 a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 4.6 น้าํหนักตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั 

และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
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รอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ทอลมและไต 
 
 ไกที่ไดรับเชื้อจะพบเมือกทีท่อลมในวันที ่ 3 หลังจากไดรับเชื้อ โดยสามารถพบเมือก
ปริมาณมากในชวงสัปดาหแรกหลังจากไดรับเชื้อ จากนั้นปริมาณเมือกจะลดลงในวนัที ่ 14 
หลังจากไดรับเชื้อ ไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วันพบรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ทอลมมากกวาไกที่
ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ (p>0.05) โดยพบวาไกที่
ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน มีคะแนนรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ทอลมเฉลี่ย 1.33 สวนไกที่ไดรับเชือ้
เมื่ออาย ุ14 วัน มีคะแนนรอยโรคเฉลี่ย 1.00 ดังแสดงในตารางที ่4.6 สวนไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับ
เชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางมหพยาธิวทิยาทีท่อลม 

ไกที่ไดรับเชื้อจะพบไตบวมเล็กนอยในชวงวันที ่ 3-5 หลงัจากไดรับเชื้อ และพบไตบวมและ
มียูเรตคั่งภายในทอไตในชวงวนัที ่ 5-7 หลงัจากไดรับเชื้อ จากนั้นจะพบไตบวมนอยลงหรือไมพบ
เลยในวนัที่ 14 หลังจากไดรับเชื้อ ไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันพบรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ไต
มากกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
โดยพบวาไกทีไ่ดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน มคีะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่หลอดลมเฉลี่ย 1.00 
สวนไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน มีคะแนนรอยโรคเฉลีย่ 0.46 ดังแสดงในตารางที่ 4.7 สวนไกกลุม
ควบคุมที่ไมไดรับเชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ไต  
 
ตารางที่ 4.6 คะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่ทอลมหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อ

เมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
 
     คะแนนรอยโรคที่หลอดลม  
   อายุไกที่ไดรับเชื้อ     หลงัจากไดรับเชื้อ (วนั)   เฉล่ีย 
 (วัน)     1   3   5   7   14 

  2             0,0,0     2,2,1    2,2,2    1,2,2     2,1,1  1.33a  
  2*            0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0  0.00b

            14            0,0,0     2,2,2    2,1,1    1,1,2     1,0,0  1.00a

            14*          0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0     0.00b

 
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที่ 4.7 คะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่ไตหลงัจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

     คะแนนรอยโรคที่ไต   
อายุไกที่ไดรับเชื้อ            หลังจากไดรับเชื้อ (วนั)   เฉล่ีย 
 (วัน)     1   3   5   7   14 

  2            0,0,0     0,0,0    3,3,3    3,3,0     0,0,0  1.00a

  2*            0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0  0.00b

             14            0,0,0     0,0,1    1,1,1    1,1,2     0,0,0  0.46a

             14*         0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0     0.00b

              
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
รอยโรคทางจุลพยาธวิิทยาที่ทอลมและไต 
 

ไกที่ไดรับเชื้อจะเริ่มพบการหายไปของซิเลีย epithelium ลอกหลุดบางสวน ม ี lymphoid 
infiltration เลก็นอยในชั้น lamina propia และ submucosa ในไกบางตัว ภายในวนัที ่1 หลังจาก
ไดรับเชื้อ โดยสามารถพบรอยโรคที่รุนแรงในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน จากนัน้รอยโรคจะเพิ่ม
ระดับความรุนแรงมากขึ้น โดยยังสามารถพบรอยโรคไดจนถงึสิ้นสุดการทดลองในวันที่ 14 หลงัจาก
ไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทยีบคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธวิทิยาทีท่อลม พบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 
วันพบรอยโรคทางจุลพยาธวิทิยาทีท่อลมมากกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน มีคะแนนรอย
โรคทางจุลพยาธิวทิยาทีท่อลมเฉลี่ย 2.13 สวนไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ14 วนั มีคะแนนรอยโรคเฉลี่ย 
2.07 ดังแสดงในตารางที่ 4.8 สวนไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิ
วิทยาที่ทอลม 

ไกที่ไดรับเชื้อจะเริ่มพบ lymphoid infiltration ที ่ interstitial tissue เปนบริเวณเล็กๆ 1-2 
แหงวนัที่ 3 หลังจากไดรับเชื้อ จากนัน้รอยโรคจะเพิม่ระดับความรนุแรงมากขึ้น โดยยังสามารถพบ
รอยโรคไดจนถึงสิน้สุดการทดลองในวันที่ 14 หลังจากไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทยีบคะแนนรอยโรค
ทางจุลพยาธวิทิยาที่ไต พบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วันพบรอยโรคทางจลุพยาธิวทิยาที่ไต
มากกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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โดยพบวาไกทีไ่ดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วนั มีคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาที่ไตเฉลี่ย 2.07 สวนไกที่
ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั มีคะแนนรอยโรคเฉลี่ย 1.40 ดังแสดงในตารางที่ 4.9 สวนไกกลุมควบคมุ
ที่ไมไดรับเชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางจุลพยาธวิิทยาที่ไต 

 
ตารางที่ 4.8 คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่ทอลมหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อ

เมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
     คะแนนรอยโรคที่ทอลม  
   อายุไกที่ไดรับเชื้อ     หลงัจากไดรับเชื้อ (วนั)   เฉล่ีย 
 (วัน)     1   3   5   7   14 

  2             0,0,3     2,2,3    1,1,3    2,3,3     3,3,3  2.13 a  
  2*            0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0  0.00 b

            14            0,0,1     1,2,2    2,3,3    3,3,3     3,3,3  2.07 a

            14*          0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0     0.00 b

 
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
ตารางที่ 4.9 คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่ไตหลงัจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่อ

อายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
     คะแนนรอยโรคที่ไต   
อายุไกที่ไดรับเชื้อ            หลังจากไดรับเชื้อ (วนั)   เฉล่ีย 
 (วัน)     1   3   5   7   14 

  2            0,0,0     1,1,2    3,3,3    3,3,3     3,3,3  2.07 a

  2*            0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0  0.00 b

             14            0,0,0     0,1,1    1,2,3    0,1,3     3,3,3  1.40 a

             14*         0,0,0     0,0,0    0,0,0    0,0,0     0,0,0     0.00 b

              
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 
 
 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน แสดงใน 
ตารางที ่ 4.10 และภาพที ่ 4.7 กอนไดรับเชื้อและภายหลังไดรับเชื้อ 7 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชือ้
เมื่ออายุ 2 วัน และกลุมควบคุมมีระดับแอนติบอดีเฉล่ียไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
(p>0.05) ภายหลงัไดรับเชื้อ 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน มีระดับ
แอนติบอดีเฉล่ีย1159.7 และ 1403.9 ซึ่งสูงกวาระดับแอนติบอดีเฉล่ียของไกกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แสดงใน 
ตารางที ่ 4.11 และภาพที ่ 4.8 กอนไดรับเชื้อและภายหลังไดรับเชื้อ 7 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชือ้
เมื่ออาย ุ 14 วัน และกลุมควบคุมมีระดับแอนติบอดีเฉล่ียไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
(p>0.05) ภายหลงัไดรับเชื้อ 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน มีระดบั
แอนติบอดีเฉล่ีย 1867 และ 1066.5 ซึ่งสูงกวาระดับแอนติบอดีเฉล่ียของไกกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
ตารางที ่ 4.10 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไก

กลุมที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 วนั และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
   หลังจากไดรับเชื้อ                           ระดับแอนติบอดี             

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ* 
   0    6530.4+3146.48a  6288+2548.2a

   7    970.1+311.83a        1290.7+482.94a

             14    1159.7+982.89a  419.9+160.82b

             21    1403.9+1058.71a  229.8+78.8b

 * ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตาเมื่ออาย ุ2 วัน 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 4.7 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุม

ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
ตารางที่ 4.11 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไก

กลุมที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
   หลังจากไดรับเชื้อ                           ระดับแอนติบอดี                   

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ* 
   0    576.5+365.68a   429.7+208.91a  
   7    288.4+193.72a   236.3+92.38a

             14    1867+1061.73a   136.3+62.21b

             21    1066.5+1051.39a  145.5+45.34b  
 * ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตาเมื่ออาย ุ14 วัน 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่  4.8 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุม

ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
การตรวจหาเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธี RT-PCR 
  

ผลการตรวจหาสารพนัธกุรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธ ี RT-PCR แสดงใน
ตารางที่ 4.12 และภาพที่ 4.9, 4.10, 4.11 และ 4.12 ไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันสามารถตรวจพบ
สารพันธุกรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่ทอลมและไตไดภายใน 1 วนัหลังจากไดรับเชื้อ 
จากนั้นจะตรวจพบจนถึงสิน้สุดการทดลองที ่ 14 วันหลงัจากไดรับเชื้อ สวนไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 
14 วันสามารถตรวจพบสารพันธกุรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่ทอลมไดภายใน 1 วัน
หลังจากไดรับ แตพบวาที่ไตจะตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอไดในวันที ่ 3 
หลังจากไดรับเชื้อ จากนัน้จะตรวจพบจนถึงสิน้สุดการทดลองที่ 14 วันหลงัจากไดรับเชื้อ  
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      1 2    3   4     5     6     7     8 

        
 
ภาพที่ 4.9 PCR amplified product จากทอลมของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลงัไดรับเชื้อ, 5 = 3 วัน
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลังไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
 
      1 2    3   4     5     6     7     8 

 
 
ภาพที่ 4.10 PCR amplified product จากไตของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลงัไดรับเชื้อ, 5 = 3 วัน
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลงัไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
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      1 2    3   4     5     6     7     8 

 
 
ภาพที่ 4.11 PCR amplified product จากทอลมของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลงัไดรับเชื้อ, 5 = 3 วัน
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลังไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
    

   1 2     3     4     5     6     7     8 

 
 
ภาพที่ 4.12 PCR amplified product จากไตของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลังไดรับเชื้อ, 5 = 3 วนั
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลงัไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
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ตารางที่ 4.12 ผลการตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธี RT-PCR ในไกกลุมที่ไดรับ
เชื้อเมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน 
 
     ทอลม    ไต 
อายุไกที่ไดรับเชื้อ  หลังจากไดรับเชื้อ (วนั)  หลังจากไดรับเชื้อ (วนั) 
 (วัน)   1     3     5      7     14  1     3     5      7     14  
  

2   +     +     +     +     +  +     +     +     +     + 
 2*    -      -      -      -      -   -      -      -      -      - 
          14   +     +     +     +     +   -     +     +     +     +     
          14*   -      -      -      -      -   -      -      -      -      - 
 
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
+ = ตรวจพบเชื้อ 
 - = ตรวจไมพบเชื้อ 
 



บทที่ 5  
 

สรุปผลการวิจัย วิจารณ และขอเสนอแนะ 
 

 การแยกกลุมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ โดยใชการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีน
เอสวันมีรายงานการใชอยางแพรหลายในปจจุบัน เนื่องจากการแยกกลุมทางซีรัมวิทยา (ซีโรไทป) 
ดวยวิธี virus neutralization ซึ่งเปนวิธมีาตรฐานนัน้ตองใชแอนตบิอดีทีม่ีความจําเพาะสําหรับแต
ละซีโรไทป และเมื่อใชตรวจแยกเชื้อที่มีการเปล่ียนแปลงไปจากซีโรไทปซึ่งมีแอนติบอดีที่จําเพาะอยู
ก็จะทําใหไมสามารถบอกซีโรไทปของเชื้อได (Keeler et al., 1998) การแยกกลุมโดยใช RT-PCR 
เพื่อเพิ่มจํานวนของยีนเอสวันรวมกับการใชเอนไซมตัดจาํเพาะก็เปนวิธีทีน่ิยมใช แตมรีายงานวา
เชื้อบางซีโรไทปเชน Gray กับ JMK มีรปูแบบของผลผลิตทีเ่กิดจากการตัดยอยดวยเอนไซมแลว
เหมือนกัน ทําใหไมสามารถแยกซีโรไทปดงักลาวออกจากกันได (Kwon et al., 1993) การแยกกลุม
โดยใชการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน มรีายงานทั้งการวิเคราะหนิวคลีโอไทดทั้งหมดของยีน
เอสวันซึ่งประกอบดวย 1720 base pair (Lee et al., 2004) การวิเคราะหนิวคลีโอไทดเฉพาะสวน 
hypervariable region ซึ่งครอบคลมุ hypervariable region I และ hypervariable region II มี
หลายรายงาน โดยแตละรายงานใชขนาดของนิวคลโีอไทดที่ทําการวิเคราะหแตกตางกันไปไดแก 
421 base pair (Lee, Hilt  and Jackwood, 2001) 600 base pair (Keeler et al., 1998) และ 
706 base pair (Gelb et al., 2001) แสดงใหเห็นวาขนาดของนิวคลโีอไทดในสวน hypervariable 
region I และ hypervariable region II ที่ใชวิเคราะหแยกกลุมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ
อยางนอยที่สุดตองมนีิวคลีโอไทดประมาณ 421 base pair นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการวิเคราะห
นิวคลีโอไทดเฉพาะสวน hypervariable region I สามารถแยกกลุมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอไดสอดคลองกับการแยกกลุมโดยใชการวิเคราะหนิวคลีโอไทดทัง้หมดของยีนเอสวัน (Wang 
and Huang, 2000) แตการแบงกลุมโดยวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันอาจไมสอดคลองกบั
การแบงกลุมทางซีรมัวิทยา ในกรณทีี่เกิดการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยในยีนเอสวันตรงตําแหนง 
epitopes แตไมทําใหการตอบสนองทางซรีมัวิทยาเปลี่ยนแปลง จะทําใหไดเชื้อซีโรไทปเดียวกันโดย
อาจอยูคนละกลุมเมื่อทําการแยกดวยการวิเคราะหนิวคลีโอไทด (Ziegler et al., 2002)  ใน
การศึกษาครั้งนี้ไดทําการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันเของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ
สายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทย โดยใช primer ที่ออกแบบใหครอบคลุม 
hypervariable region I และ hypervariable region II และ primer ดังกลาวจะทําใหไดผลผลิต
จาก PCR ขนาด 611 base pair จึงเปนสวนที่สามารถใชวิเคราะหเพื่อแยกกลุมของไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอได  
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 ผลการแยกกลุมของเชื้อโดย phylogenetic relationship พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอสายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทย มคีวามใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดจาก
ประเทศเกาหลี จนี และญีปุ่น ซึ่งเปนประเทศที่อยูในทวีปเอเชีย  แตเมื่อพิจารณาความเหมือนของ
นิวคลีโอไทด พบวาเชื้อที่แยกไดในประเทศไทยมีความเหมือนกับสายพันธุที่แยกไดจากประเทศ
ตางๆ 61.28-77.44 % เมือ่วิเคราะหตามขอสรุปของ Kingham และคณะ (2000) ที่กลาววาเชื้อ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่มคีวามเหมอืนของนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันนอยกวาหรือเทากับ 75% 
จัดเปนเชื้อตางซีโรไทปกัน ซึ่งสอดคลองกับขอสรุปของ Ziegler และคณะ (2002) ที่กลาววาเชื้อ
สายพันธุ T, Holte, Gray, B1648 และ Bj1/01 มีความเหมือนของยีนเอสวัน 67.5-81.2% จัดเปน
เชื้อตางกลุมกัน แสดงวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนสายพันธุที่
แตกตางจากเชื้อที่มรีายงานในประเทศอืน่ๆ สอดคลองกับการตรวจพบเชื้อในประเทศจีนทีร่ายงาน
โดย Liu และ Kong (2004) พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอทีแ่ยกไดในประเทศจีนคือ LD3, 
LS2, LX4 LH2 และ LH10 มีความเหมือนของนิวคลีโอไทดกับเชือ้ที่แยกไดในประเทศแถบยุโรป 
ออสเตรเลีย ไตหวนั ญี่ปุน และสหรัฐอเมริกาเพียง 48-79% และจากรายงานของ   Yu และคณะ 
(2001) พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่แยกไดในประเทศจนี มาเลเซีย และสิงคโปร เปน
เชื้อที่มคีวามหลากหลายทางพันธุกรรม เนือ่งจากผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน พบวา
เชื้อบางสายพันธุมคีวามใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดในยุโรป (D207) บางสายพันธุมีความ
ใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดในประเทศสหรัฐอเมริกา (M41, Beaudett และ Connecticut) และ
บางสายพันธุมีความใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดในประเทศอิสราเอล (isolate 2886) แตทีน่า
สังเกตคือ บางสายพันธุมีความใกลเคียงกับสายพันธุ H120 ซึ่งเปนสายพันธุในวัคซนีเชื้อเปน แสดง
วาเชื้อกอโรคที่แยกไดมีการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรม (recombination) กับสายพันธุในวคัซีน ซึ่ง
สอดคลองกับผลการศึกษาการเกิด recombination ของเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอ ของ 
Estevez, Villegas และ El-Attrache (2003) ที่พบวาเมื่อฉีดเชื้อสายพันธุ Massachusetts และ
สายพันธุทองถิ่น (D 072 like virus) เขาในไขไกฟกฟองเดียวกัน จะตรวจพบเชื้อไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอที่มีลําดับของนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันเหมือนกับสายพันธุตั้งตนทัง้สองสายพันธุ จาก
รายงานของ จิโรจ ศศิปรียจันทร (2004) พบวาประเทศไทยมีวัคซนีปองกันโรคหลอดลมอักเสบ
ตดิตอจําหนายในทองตลาดหลายสายพันธุไดแก Massachusetts, Holland, Connecticut, Ma5, 
Armidale A3, 4/91, Arkansas 99 และ C90/66 และจากรายงานของ Lee, Sung และ Kwan 
(2004) พบวาการใชวัคซีนเชื้อเปนทีม่คีวามหลากหลายของสายพันธุในทองที่เดียวกัน เปนสาเหตุ
หนึง่ทีท่ําใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชือ้ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ หรือทําใหเกิด
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุที่แตกตางจากที่เคยมีรายงาน ดังนัน้การใชวัคซีนดังกลาว
อาจทําใหเกิดเชื้อสายพันธุใหมในประเทศไทย ที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมระหวางสาย
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พันธุของเชื้อได นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมตามธรรมชาติ (natural mutation) ของ
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอก็เปนสาเหตหุนึ่งของการเกิดเชื้อสายพันธุใหม เชน การเกิด point 
mutation และ insertion mutation ในเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ SC021202 ที่แยกไดใน
ประเทศจีน (Zhou et al., 2004)  

เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่ใชในการศึกษาครั้งนีเ้ปนชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต แต
เมื่อไกไดรับเชือ้แลวพบวาเชื้อสามารถทําใหไกปวยและแสดงอาการของระบบทางเดนิหายใจดวย 
โดยพบอาการ มีน้ํามูก มีน้าํตา ไอ จาม อาปากหายใจ หายใจเสียงดังครดืคราดและสะบดัหัว 
รวมทัง้ทําใหเกิดรอยโรคที่ทอลมท้ังทางมหพยาธิวิทยาและจุลพยาธิวิทยา แสดงวาเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตสามารถกอโรคภายในระบบทางเดนิหายใจได 
สอดคลองกับการศึกษาของ Purcell, Tham และ Surman (1976) ทีพ่บวาไกที่ไดรับเชื้อหลอดลม
อักเสบติดตอชนดิทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ Australian T แสดงอาการของระบบทางเดิน
หายใจอยางออนภายใน 24 ชั่วโมงหลงัจากไดรับเชื้อ พบอาการไอและจามอยางชัดเจนในวันที่ 3 
ภายหลังจากไดรับเชื้อ และไกแสดงอาการของระบบทางเดินหายใจจนถึงวันที ่ 12 หลงัจากไดรบั
เชื้อ การศึกษาของ Animas และคณะ (1994) พบวาไกที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอชนิด
ที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ K-34 แสดงอาการของระบบทางเดินหายใจภายในวันที่ 3-6 
หลังจากไดรับเชื้อ  
 การศึกษาในครั้งนี้พบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรับเชื้อ
เมื่ออายุ 14 วัน สอดคลองกับผลการศึกษาของ Chong และ Apostolov (1982) ทีพ่บวาเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ Australian T ทําใหไกที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 1 วันมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรบัเชื้อเมื่ออายุ 15 วัน โดยพบอัตราการตาย 44.8 % และ 
25 % ในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 1 วันและ 15 วัน ตามลาํดับ นอกจากนี้ยังมีรายงานผลการศึกษาใน
ไกที่อายุมากกวา 14 วัน แตยังพบวาแนวโนมของอัตราการตายในไกที่ไดรับเชื้อหลอดลมอักเสบตดิ
ตอเมื่ออายุนอยมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุมาก จากผลการศึกษาของ Animas  
และคณะ (1994) พบวาไกที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสาย
พันธุ K-34 เมือ่อายุ 2 สัปดาห แสดงอาการปวยรุนแรงและมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 4 และ 6 สัปดาห โดยพบวาไกที่ใชศึกษากลุมอายุละ 4 ตัวมีการตาย 2 ตัวในไกที่ไดรับเชื้อเมือ่
อายุ 2 สัปดาห แตไกที่ไดรบัเชื้อเมื่ออายุ 4 และ 6 สัปดาหไมมีไกตาย ผลการศึกษาของ Ignjatovic 
และคณะ (2003) พบวาไกพันธุ White leghorn สายพันธุ S และ HWLที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอชนดิทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ N1/62 เมื่ออายุ 2 สัปดาหมอีัตราการตายสูง
กวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 4 สัปดาห ซึ่งไกสายพันธุ S ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 และ 4 สัปดาห มีอตัรา
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การตาย 90 % และ 45 % ตามลําดับ และไกสายพันธุ HWL ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 และ 4 สัปดาห 
มีอัตราการตาย 70 % และ 25 % ตามลําดับ 
 เมื่อพิจารณา epitope ที่เก่ียวของกับการสรางแอนติบอดีของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอ จะพบวาบน S glycoprotein มี epitopes 11 ตําแหนง แบงออกเปน epitopes ชนดิทีม่ี
ความจําเพาะตอสายพันธุ 7 epitopes และชนดิที่ไมจําเพาะตอสายพันธุ คือสามารถพบ epitope 
ชนดิเดียวกันในเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุอ่ืนๆ 4 epitopes (Parr and Collisson,  
1993) ดังนั้นเมื่อตรวจหาระดับแอนติบอดดีวยวิธี ELISA ที่มีการเคลอืบผิวของ microtitre plate 
ดวยเชื้อไวรัสที่ถูกทําใหหมดฤทธิ์ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี ้ จึงสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนดิ IgG 
หลายชนิด ซึ่งเปนแอนติบอดีทีเ่กิดจากการกระตุนดวย epitopes แตละตําแหนงดังกลาวขางตน  

 ระดับแอนติบอดีในไกอายุ 2 วัน มคีาเฉลี่ยสูงมาก เนื่องจากเปนแอนติบอดทีี่ไดรับ
ถายทอดมาจากแมไก จะเห็นไดจากการทีร่ะดับแอนติบอดีในกลุมควบคุมลดลงเรื่อยๆ เมื่ออายุ
มากขึ้น การเปลี่ยนแปลงของระดับภูมิคุมกันที่ไดรับถายทอดมาจากแมไกมีความสอดคลองกบั
รายงานของ Davelaar และ Kouwenhoven (1977) โดยพบวาระดับนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดตีอ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่ไดรับมาจากแมไกจะตรวจพบสูงมากที่อายุ 1 วัน จากนั้นจะลดลง
เรื่อยๆ จนหมดไปเมื่ออายุ 30 วัน จากการศึกษาในครัง้นี้จะเหน็ไดวาแอนติบอดทีีไ่ดรับถายทอดมา
จากแมไกไมมีผลในการปองกันการกอโรคของเชื้อที่ใชศกึษา เนื่องจากไกที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 วัน 
พบอาการปวยและการตายสูงในชวง 7 วันแรกของการไดรับเชื้อ ซึง่เปนชวงทีม่ีระดับแอนตบิอด ี 
สูงมาก แสดงวาภูมิคุมกันที่ไดรับถายทอดมาจากแมไกไมใชนิวทรัลไลซิ่งแอนติบอด ี จากเหตุผล
ดังกลาวประกอบกับผลการวิเคราะหความเหมือนของนวิคลีโอไทดในยีนเอสวัน ที่พบวาเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนสายพันธุที่แตกตางจากที่เคยมีรายงาน ดังนั้น
แอนติบอดทีี่ไดรับถายทอดมาจากแมไกและไมมีผลในการปองกันโรค จึงเปนแอนติบอดทีี่ไมใช
นิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดี และเปนแอนติบอดีทีเ่กิดจากการกระตุนดวย epitopes ที่ไมจําเพาะตอ
สายพันธุ การตอบสนองของแอนติบอดตีอเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่เกิดจากการกระตุนของ
เชื้อที่ใชในการศึกษา เริ่มพบการตอบสนองภายหลังจากวันที่ 7 ของการไดรับเชื้อ  สอดคลองกับผล
การศึกษาของ Cook และคณะ (1991) ทีต่รวจพบแอนติบอดีชนดิ IgG ในวันที ่ 9 ภายหลังจากไก
ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เปนทีน่าสังเกตวาแอนติบอดทีีสู่งขึ้นในวันที ่ 14-21 ภายหลัง
จากไกไดรับเชือ้ เปนชวงที่ไมพบการตายของไก แสดงวาแอนติบอดีที่สรางขึน้ภายหลังจากไกไดรับ
เชื้อมีผลในการยับย้ังเชื้อ ดงันัน้แอนติบอดดีังกลาวจึงเกิดจากการกระตุนดวย epitope ที่จําเพาะ
ตอสายพันธุนัน้ๆ และมีนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดีรวมอยูดวย จึงมีผลในการยับย้ังเชื้อ สอดคลองกับ
รายงานที่พบวาแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่จะสามารถปองกันการเกิดโรคได
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จะตองเกิดจากเชื้อสายพันธุเดียวกันหรืออยูในซีโรไทปเดยีวกัน (Parsons et al. 1992; Pensaert 
and Lambrechts 1994) 

ผลการศึกษาในครัง้นี้แสดงใหเหน็วาความตานทานตอโรคหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิทีท่ํา
ใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทยจะเพิ่มข้ึนตามอายุของไก ซึ่งจะ
เห็นไดจากอัตราการตาย และแนวโนมความรุนแรงของรอยโรคทัง้ทางมหพยาธิวิทยาและจุลพยาธิ
วิทยาในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน นอยกวาไกที่ไดรบัเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน ความตานทานตอโรคที่
เพิ่มข้ึนตามอายุมีปจจัยที่สําคัญคือ ระบบภูมิคุมกันของไก โดยพบวาไกอายุนอยจะมีการพัฒนา
ของเซลลที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันไมสมบูรณหรือบางสวนยังไมมีการพัฒนา รวมทั้งอวัยวะ
น้ําเหลือง (lymphoid organs) ยังเจรญิไมเต็มที่ (Animas et al., 1994) จากรายงานของ 
Davelaar และ Kouwenhoven (1976) พบวาตอม Harderian ซึ่งเปนอวัยวะในระบบภูมิคุมกัน
รอบนอก (peripheral lymphoid organs) อยูบริเวณใตตา จะมีปรมิาณของ plasma cells เพ่ิมข้ึน
ตามอายุของไก จากการศึกษาพบวาตอม Harderian ของไกอายุ 1-3 วัน ยังไมมีการสะสมของ 
lymphoid cells และ plasma cells แตในไกอายุ 20 วัน จะพบ plasma cells แลว เมื่อไกไดรับ
วัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอ พบวาไกที่ไดรับวัคซนีเมื่ออายุ 1 วัน จะเริ่มพบ plasma cells ที่ตอม 
Harderian ในวันที ่ 3 ภายหลังจากไกไดรับวัคซนี แตในวันเดียวกันไกที่ไดรับวคัซีนเมื่ออายุ 20 วัน 
พบปริมาณของ plasma cells เพ่ิมข้ึนอยางมาก นอกจากนี้ผลการศึกษาของ Cook และคณะ 
(1991) ยังพบวาไกที่ไมมี B lymphocytes จะพบอาการของโรคหลอดลมอักเสบตดิตอรุนแรงกวา
ไกปกติ โดยพบการมีน้ํามูกและเมือกในทอลมเปนระยะเวลานาน ปริมาณเชื้อไวรัสที่แยกได
มากกวา ตรวจพบเชื้อไวรัสที่อวัยวะตางๆ เปนระยะเวลานาน และซีเลียของทอลมถูกยับย้ังการ
ทํางานเปนระยะเวลานานกวาไกปกติ  

นอกจากนี้ปจจัยอื่นที่เก่ียวของกับความตานทานตอโรคหลอดลมอักเสบตดิตอ ยังเกิดจาก
ความสามารถของเชื้อที่จะเพิ่มจํานวนที่อวัยวะเปาหมาย ความรุนแรงของรอยโรคที่อวัยวะ
เปาหมายซึ่งเกิดจากการทําลายของเชื้อ ความรวดเร็วของการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในการ
ตานทานตอเชือ้และการทําลายเชื้อ และระยะเวลาที่ใชในการกลับเปนปกติของอวัยวะที่ถูกเชื้อ
ทําลาย (Ignjatovic et al. 2003) จากผลการศึกษาของ Nakamura และคณะ (1991) พบวาเซลล
เย่ือบุที่มีซีเลียและเซลลที่สรางเมือกของทอลมของไกที่มีความไวตอการตดิเชื้อจะหายไป และใช
เวลาในการกลับเปนปกตนิานกวาไกที่มีความตานทานตอเชื้อ และสามารถตรวจพบเชื้อที่ทอลมได
นานกวาไกที่มีความตานทานตอเชื้อ จากผลการศึกษาของ Ignjatovic และคณะ (2003) พบวาการ
ตอบสนองของเซลลทีเ่ก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันเชน lymphocytes ที่ไตของไกที่มคีวามตานทาน
จะเกิดขึ้นเร็วกวาไกที่มีความไวตอเชื้อ โดยจะพบการตอบสนองของ lymphocytes ภายใน 3 วัน
หลังจากไดรับเชื้อและรอยโรคที่ไตจะหายเปนปกติไดในวันที่ 5 หลงัจากไดรับเชื้อ 
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สรุป เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนดิทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุหนึ่งที่แยกได
จากไกปวยในประเทศไทยทีใ่ชในการศึกษาเปนสายพันธุที่แตกตางจากสายพันธุทีท่ําใหเกิดรอยโรค
ที่ไต ซึ่งมรีายงานในประเทศอื่นๆ และการกอโรคของเชื้อจะรนุแรงในไกอายุนอย 

 
ขอเสนอแนะ การศึกษาในครัง้นี้เปนการศึกษาเชื้อเพียงสายพันธุเดียวที่แยกไดจากไก

ปวยในทองที่ของประเทศไทย แมผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทดจะบงบอกวาเปนสายพันธุที่แตกตาง
จากที่เคยมีรายงานแลวก็ตาม ทําใหเกิดคําถามที่นาสนใจวาเชื้อสายพันธุอื่นๆ ที่แยกไดจาก
ประเทศไทยจะเปนสายพันธุเดียวกันหรือไม จึงควรศึกษาเชื้อสายพันธุอื่นๆ ที่แยกไดจากประเทศ
ไทยเพิ่มเติมเพื่อใหไดขอมูลที่เปนตัวแทนของเชื้อที่แยกไดในประเทศไทย นอกจากนี้เมื่อทราบแลว
วามีเชื้อสายพันธุที่แตกตางจากสายพันธุที่เคยมีรายงาน ประเด็นสําคญัอีกประการหนึง่ทีค่วรศึกษา
คือการปองกันและควบคุมโรค ดงันั้นควรมีการศกึษาประสิทธภิาพของวัคซีนหลอดลมอักเสบ
ตดิตอในการปองกันโรคสายพันธุนี้ ซึ่งจะทําใหไดขอมูลที่เปนประโยชนตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก
ตอไป 
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การศึกษาระดับประถมศึกษา จากโรงเรียนบานหนองแวง เมื่อปการศึกษา 2531 สําเร็จการศึกษา
ระดับมัธยมศกึษาตอนตน จากโรงเรียนบรบือ เมื่อปการศึกษา 2534 สําเร็จการศึกษาระดับ
มัธยมศึกษาตอนปลาย จากโรงเรียนสารคามพทิยาคม เมื่อปการศกึษา 2537 เขาศึกษาระดบั
ปริญญาตรี ที่คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั เมือ่ปการศึกษา 2538 ดวยทุน
โครงการจฬุา-ชนบท สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วุฒิสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต เมือ่ป
การศึกษา 2543 หลังจากจบการศึกษาไดเขาทาํงานเปนพนักงานมหาวทิยาลยั ตําแหนงอาจารย ที่
คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัเชียงใหม ในป พ.ศ. 2544-2545 จากนัน้เขาทํางานเปน
พนกังานมหาวิทยาลัย ตาํแหนงอาจารย ที่คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลยัขอนแกน ในป 
พ.ศ. 2545 จนถงึปจจุบัน เขารับการศึกษาตอระดับปริญญาโทที่คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2547 ดวยทนุโครงการพัฒนาอาจารยสาขาขาดแคลน 
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