
การวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันและการศึกษาพยาธิกาํเนดิของเชื้อไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอชนิดที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตในไกเน้ือ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นายธวัชชัย   โพธิ์เฮือง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวชิาอายุรศาสตรสัตวปก ภาควิชาอายุรศาสตร 
คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา 2548 
ISBN 974-17-5704-2  

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 



 
NUCLEOTIDE ANALYSIS OF S1 GENE AND PATHOGENESIS OF 

NEPHROPATHOGENIC INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS IN BROILER CHICKENS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mr. Tawatchai  Pohuang 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Avian Medicine 

Department of Veterinary Medicine 
Faculty of Veterinary Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2005 
ISBN 974-17-5704-2   









 ฉ

กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยความชวยเหลืออยางยิ่งของ ศ.น.สพ.ดร. จิโรจ  
ศศิปรียจันทร อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ซึ่งมคีวามอดทนตอความไมรูของศิษย คอยให
คําแนะนํา ใหคําปรึกษา และขอเสนอแนะที่เปนประโยชนอยางยิ่งในการทําวิทยานิพนธ 

ขอขอบพระคณุ ผศ.น.สพ. ดร. นิวตัร  จันทรศริิพรชัย ที่ใหคําแนะนําและชวยเหลือดาน
อุปกรณในการทํางานทางหองปฏิบัติการ รวมทัง้ใหคําปรึกษาจนงานวิจัยครัง้นีสํ้าเร็จลุลวงไปได
ดวยดี 

ขอขอบคุณทนุสนับสนนุวิทยานิพนธและกลุมวิทยานิพนธ ประจําภาคตน ปการศึกษา 
2548 ของบัณฑิตวิทยาลัย ที่ใหเงินทนุอุดหนนุการวิจัยในครัง้นี ้

ขอขอบคุณ เจาหนาทีภ่าควิชาอายุรศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณ
มหาวิทยาลัยทุกทาน ที่ใหความชวยเหลือและสนับสนนุการวิจัยในทุกๆ ดาน 

ขอขอบคุณ หนวยไวรัสวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ที่ใหความชวยเหลือดานหองปฏิบัติการ อุปกรณ และสารเคมีบางสวนทีใ่ชในการวิจัย 
คณุสุมติรา  วัฒโนดร ที่ใหคาํแนะนําและชวยเหลือดานการปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการ โดยเฉพาะ
อยางยิ่ง รศ.น.สพ.ดร.คณศิกัดิ์  อรวีระกุล และ อ.สพ.ญ. จุฑาทิพย  เขียวเจริญ ที่ใหคําแนะนําและ
ใหความชวยเหลือในการปฏิบัติงานดานอณูชีววิทยา 

ขอขอบคุณ สพ.ญ. สุวรักษ  วรรณรัตน  สพ.ญ. กฤดา  ชเูกียรตศิิร ิ และน.สพ. ฉตัรชัย   
สารชัย ทีค่อยใหความชวยเหลืออยางดีย่ิงตลอดการศึกษา 

ขอขอบคุณ สพ.ญ. ศริิลักษณ  มีสุวรรณ และน.สพ. สิทธิชัย  ประทมุศริิ เพื่อนทีค่อยรับฟง
ปญหาและเปนกําลังใจใหเสมอมา 

ขอขอบคุณ ผศ.สพ.ญ. กัลยา  เจือจันทร ที่คอยใหคําแนะนําที่เปนประโยชนหลายอยางตอ
การทําวิทยาพนธ รวมทัง้ชวยรับผิดชอบงานแทนขณะทีล่าศึกษาตอ 

ทายที่สุดนี้ใครขอขอบคณุ ญาติพี่นอง โดยเฉพาะอยางยิ่งพ่ีสาว บิดาและมารดา ทีค่อย
หวงใยและเปนแรงผลักดันใหมคีวามอดทนและตัง้ใจตลอดมา 

 
       

 



สารบัญ 
หนา 

บทคดัยอวิทยานิพนธภาษาไทย...............................................................................................ง 
บทคดัยอวิทยานิพนธภาษาอังกฤษ.....................................................………………………….จ 
กิตติกรรมประกาศ…………………………………………………………………………………..ฉ 
สารบัญ ................................................................................................................................ช 
สารบัญตาราง………………………………………………………………………………………ฌ 
สารบัญภาพ ....................................................................................................................... ญ 
บทที ่1 บทนํา.........................................................................................................................1 
 ความเปนมา และความสําคญัของปญหา…………………………………………………1 
 วัตถุประสงคของการวิจัย............................................................................................2 
 วิธีดําเนินการวิจัยโดยยอ.............................................................................................3 
 ประโยชนทีค่าดวาจะไดรับ…………………………………………………………………3 
บทที ่2 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ....................................................................................4 
 คณุสมบตัิของ S1 glycoprotein…………………………………………………………..5 
 ความแตกตางระดับโมเลกุลในยีนเอสวัน......................................................................6 
 การแยกซีโรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอโดยใชยีนเอสวัน..............................8 
 อาการของโรคหลอดลมอักเสบตดิตอ...........................................................................8 
 พยาธิกําเนิด………………………………………………………………………………..9 
 พยาธิวิทยา..............................................................................................................10 
 การทําลายเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ.................................................................12 
 การปองกันโรคหลอดลมอักเสบตดิตอ........................................................................13 
บทที ่3 อุปกรณและวิธีการ....................................................................................................15 
 การวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน.......................................................................15 

1. เชื้อไวรัส……………………………………………………………………..15 
2. การสกัด RNA……………………………………………………………….15 
3. Primer……………………………………………………………………….15 
4. ข้ันตอนการทาํปฏิกิริยา RT-PCR…………………………………………...16 
5. การวิเคราะหผลผลิตจาก PCR……………………………………………..16 
6. การเตรียมผลผลิตจาก PCR ใหบริสุทธิ.์..................................................16 
7. การหาลําดับของนิวคลโีอไทด................................................................16 



 ซ

หนา 
บทที ่3 อุปกรณและวิธีการ (ตอ) 

8. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด .............................................................17 
 การศึกษาพยาธิกําเนิดของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนดิที ่
    ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตในไกเนื้อ...............................................................................18 

1. การหาความเขมขนของเชื้อไวรัส……………………………………………18 
2. ไกทดลอง..............................................................................................19 
3. การใหอาหารและน้ํา..............................................................................20 
4. การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา………………………………………………..20 
5. การตรวจหาเชื้อไวรัส.............................................................................21 
6. การตรวจหาแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ.............................21 
7. การวิเคราะหทางสถิติ………………………………………………………22 

บทที ่4 ผลการทดลอง..........................................................................................................23 
 การวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน…………………………………………………..23 
 การหาความเขมขนของเชื้อไวรัส…………………………………………………………25 
 อาการปวยและอัตราการตาย...................................................................................27 

 น้ําหนักตัวไก............................................................................................................28 
 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่ทอลมและไต..................................................................31 

       รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่ทอลมและไต...................................................................32 
 ระดับแอนติบอดตีอไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ..........................................................34 
 การตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธี RT-PCR….………………………..36 
บทที ่5 วิจารณ ขอคดิเหน็ และสรุปผลการทดลอง……………………………………………….40 
รายการอางอิง……………………………………………………………………………………..46 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ….……………………………………………………………………...52 
 
 
 
 
 
 
 



 ฌ

สารบัญตาราง 
           หนา 
ตารางที ่

3.1 สายพันธุของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอทีร่ายงานใน GenBank    
           ซึ่งเปนสายพันธุที่ใชเปรียบเทียบความเหมือนของนวิคลีโอไทด............................17  

4.1 การเปรียบเทียบรอยละความเหมือน (%homology) ของลําดับนิวคลีโอไทด  
        ในยีนเอส วันระหวางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุหนึ่งที่แยกได 
        จากไกปวยในประเทศไทยและสายพันธุทีร่ายงานใน GenBank database………24 
4.2 คาการเปล่ียนแปลงของตัวออนไขฟกที่สังเกตเหน็จริงและคาสะสม………………...26 

 4.3 อัตราการตายในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 และ 14 วัน.............................................27 
 4.4 น้ําหนักตวัไกเฉล่ียกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อ 

        เมื่ออายุ 2 วันและไกกลุมควบคมุที่ไมไดรบัเชื้อ...................................................29 
4.5 น้ําหนักตวัไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อ 
        เมื่ออายุ 14 วัน    และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ………………………………..30 
4.6 คะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่ทอลมหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ 
        ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ………………...31 

 4.7 คะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่ไตหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ได 
        รับเชื้อเมือ่อายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมทีไ่มไดรับเชื้อ…………………...32 
4.8 คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่ทอลมหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ 
        ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ………………...33 
4.9 คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่ไตหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ได 
        รับเชื้อเมือ่อายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมทีไ่มไดรับเชื้อ……………………33 
4.10 ระดับแอนติบอดตีอไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอกอนและหลงัจากไดรับเชื้อ  
        ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรบัเชื้อ……………34 
4.11 ระดับแอนติบอดตีอไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอกอนและหลงัจากไดรับเชื้อ  
        ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ…………..35 
4.12 ผลการตรวจหาเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอดวยวิธี RT-PCR ในไกกลุม 
        ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 และ 14 วัน.......................................................................39 

    
 
 



 ญ

สารบัญภาพ 
           หนา 
ภาพประกอบ 
 2.1 ยีโนมและยีนเอสวันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ ........................................7 

4.1 phylogenetic relationship ของลําดับนิวคลีโอไทดในเอสวันยีน 
     ของไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอระหวางชนิดที่แยกไดจากไกปวยใน 
     ประเทศไทย (THA001) และสายพันธุที่รายงานใน GenBank database ……….23 

 4.2 ตัวออนที่เกิดสภาพแคระแกร็น และตวัออนปกติ …………………………………...26 
   4.3 ไตของตัวออนที่มีการสะสมของยูเรต ..................................................................27 
 4.4 อาการปวยของไกที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ .....................................28 
 4.5 น้ําหนักตวัไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่อ 
         อายุ 2 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ ………………………………………29 
 4.6 น้ําหนักตวัไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่อ 

        อายุ 14 วัน และไกกลุมควบคมุที่ไมไดรับเช้ือ ……………………………………..30 
4.7 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ  
        ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรบัเชื้อ …………..35 
4.8 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ  
        ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ …………36 
4.9 PCR amplified product จากทอลมของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน ……………...37 
4.10 PCR amplified product จากไตของไกที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 วัน ………………..37 
4.11 PCR amplified product จากทอลมของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน …………..38  
4.12 PCR amplified product จากไตของไกที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 14 วัน ………………38 

 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

โรคหลอดลมอักเสบติดตอ (infectious bronchitis, IB) เปนโรคที่พบไดบอยและกอใหเกิด
ความเสยีหายทางเศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเปนอยางมาก โดยทําใหเกดิโรคของระบบ
ทางเดินหายใจในไกทกุอาย ุ (Parsons et al., 1992) แตความรุนแรงของโรคแตกตางกันไปตาม
อายุของไก พบวาไกอายุนอยมีอาการปวยรุนแรงและอัตราตายสูงกวาไกอายุมาก (Animas et al., 
1994) และไกที่ติดเชื้อจะมีอัตราการเจริญเติบโตและอัตราการแลกเนื้อเลวลง โรคหลอดลมอักเสบ
ติดตอยังเปนสาเหตุโนมนําใหเกิดการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอนในระบบทางเดินหายใจ ทาํใหไก
ปวยและตายมากขึ้น (Ziegler et al., 2002) การเกดิโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกไขสงผลให
อัตราการไขลดลง 30% จากระดับปกติ (Gough et al., 1992) นอกจากนี้เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ติดตอหลายชนิดทาํใหเกิดรอยโรคที่ไต (nephropathogenic infectious bronchitis, NIB)  โดยทาํ
ใหไตอักเสบ (nephritis) ขยายใหญ สีซีด และมกีารสะสมของยูเรต (urate) ในทอไต พบไดทัง้ไก
เนื้อ ไกไข และไกพอแมพนัธุ (Ziegler et al., 2002)  

อุบัติการณของโรคหลอดลมอักเสบติดตอชนิดทาํใหเกิดรอยโรคที่ไต พบรายงานในหลาย
ประเทศ เชน การเกิดโรคในไกเนื้อที่ประเทศเบลเยียม อัตราการตาย 30% (Pensaert and 
Lambrechts, 1994) และประเทศสหรัฐอเมริกา อัตราการตาย 23% (Ziegler et al., 2002) 
ประเทศไทยพบอุบัติการณของโรคนี้ไดเกือบทุกพื้นที่ทัว่ประเทศ ถือเปนโรคประจําถิน่ (endemic 
disease) โดยพบการเกิดโรคในไกกระทงอายุระหวาง 14-28 วัน ทีจ่ังหวัดอุดรธานี อัตราการตาย 
1-15% (นิยมศักดิ์ อุปทมุ และคณะ, 2526) การเกิดโรคไตบวมจากเชือ้ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ
ในไกกระทงทีอํ่าเภอพนมสารคาม จังหวดัฉะเชิงเทรา (ศักดิ์ชัย หิมะทองคํา สุนีย หิมะทองคาํ  และ
สละ กองสมคัร, 2528) การเกิดโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกจังหวัดนครศรีธรรมราช สุราษฎร
ธาน ีพทัลุง ระนอง ปตตาน ีกระบี่ ตรัง และสงขลา โดยพบในไกกระทงอาย ุ12-44 วัน 29 ราย ไกไข
อายุ 8-40 สัปดาห 5 ราย และในไกพืน้เมืองอายุ 3 เดือน 1 ราย พบวาไกแสดงอาการของระบบ
ทางเดินหายใจรวมกับไตบวม 21 ราย และพบไตบวมอยางเดียว 4 ราย (ชองมาศ อันตรเสน 
สมพงศ สหพงศ  และคณะ, 2533)  

ปจจุบันวธิีการปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่นิยมคือ การใชวัคซีน แตอยางไรก็ตาม
ยังสามารถพบการเกิดโรคหลอดลมอักเสบติดตอชนิดที่ทาํใหเกิดรอยโรคที่ไตในไกที่ไดรับวัคซีน 
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ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุใหมซึง่แตกตางจากที่เคยมีรายงาน หรือ
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม จากรายงานของ Gough และ
คณะ (1992) พบการระบาดของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกพอแมพนัธุเปนเชื้อที่แตกตาง
จากสายพนัธุ Massachusetts 41 (M41), D274 และ D1468 อุบตัิการณของเชือ้ไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอสายพนัธุใหมพบรายงานในหลายประเทศ เชน การเกิดโรคหลอดลมอักเสบติดตอ
ชนิดทีท่ําใหเกดิรอยโรคที่ไตในไกไขที่ประเทศจนี จากผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน
พบวาเชื้อที่แยกไดทั้ง 5 ชนิด มีความเหมอืนกนัถึง 95-99 % แตเชื้อที่แยกไดนี้มีความเหมือนกบั
สายพนัธุอ่ืนๆ ที่รายงานใน GenBank เพยีง 60-81 %  (Liu and Kong, 2004) การเกิดโรคในไกไข
ที่รัฐนวิยอรค ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาเชือ้ที่แยกไดมีลําดับกรดอะมิโนและนวิคลีโอไทด
แตกตางจากวคัซีนสายพนัธุ DE 072 3.8% และ 6.4% ตามลาํดับ และเชื้อที่แยกไดกระตุนการ
สรางแอนติบอดีที่สามารถยบัยั้งเชื้อสายพนัธุ DE 072 ได แตแอนติบอดีที่เกิดจากการกระตุนดวย
เชื้อสายพันธุ DE 072  ไมสามารถยับยัง้เชื้อที่แยกไดจากไกปวย แสดงใหเห็นวาเชื้อที่แยกไดจากไก
ปวยเปนเชื้อทีเ่ปลี่ยนแปลงไปของสายพันธุ DE 072 (Mondal, Lucio-Matinez, and Naqi, 2001) 
ในประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุที่แตกตางจากที่เคยพบ 
จากการแยกซโีรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่แยกไดจากไกในเขตภาคใต โดยตรวจ
แยกซีโรไทปของเชื้อจํานวน 5 ตัวอยาง ซึง่ 2 ตัวอยางเปนเชื้อทีแ่ยกไดจากไกที่แสดงอาการของ
ระบบทางเดินหายใจอยางเดียว สวนอีก 3 ตัวอยางพบรอยโรคที่ไตรวมดวย ผลการแยกซีโรไทป
ดวยวิธ ีalpha neutralization test พบวาเชื้อ 1 ตัวอยางถูกยับยั้งดวยแอนติซีรัมของ Connecticut, 
H52 และวัคซีนสายพนัธุของกรมปศุสัตว เชื้อ 2 ตัวอยางเปนสายพนัธุเดยีวกบัวัคซีนของกรม      
ปศุสัตว สวนเชื้ออีก 2 ตัวอยางที่แยกไดจากไกทีพ่บรอยโรคที่ไตไมเขาพวกใดเลย (ชองมาศ    
อันตรเสน,  บญุเลิศ อาวเจรญิ  และนมิิต เชื้อเงิน, 2533) นอกจากนี้ปญหาที่สําคัญอีกประการหนึง่
ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอคือ การใชวัคซีนที่ไมใชชนิดเดียวกับเชื้อกอโรคจะไมสามารถ
ปองกนัการเกดิโรคได (Pensaert and Lambrechts, 1994)  

 

วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

1. เพื่อศึกษาความแตกตางของนิวคลีโอไทดในยนีเอสวนัของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ติดตอชนิดกอโรคที่ไตสายพนัธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทยกับ
สายพนัธุที่รายงานใน GenBank database  
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2. เพื่อศึกษาพยาธิกาํเนิดของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดกอโรคที่ไตสายพันธุ
หนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทยในไกเนื้ออายุตางๆ 

 
วิธีดําเนินการวิจัยโดยยอ 
 

วิธีดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 2 สวนคือ สวนที ่ 1 ทําการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยนีเอส
วันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพนัธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทย
กับสายพันธุทีร่ายงานใน GenBank database สวนที ่ 2 ทําการศึกษาพยาธิกําเนดิของเชื้อในไก
อายุ 2 และ 14 วัน โดยประเมินความรนุแรงของการเกิดโรคจากอัตราการตาย น้าํหนักไกมีชวีิต 
รอยโรคทางมหพยาธวิิทยาและจุลพยาธวิิทยาที่ทอลมและไต การตรวจหาเชื้อจากทอลมและไต 
และการตอบสนองของภูมคิุมกันภายหลงัจากไดรับเชื้อ  
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
 
1. ทราบลําดับของนวิคลีโอไทดและความแตกตางทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ

ติดตอสายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในทองที่ของประเทศไทยกับสายพนัธุที่รายงานใน 
GenBank database  

2. นําความรูที่ไดไปพัฒนาวัคซนีจากสเตรนทองถิ่นในประเทศไทย 
3. นําความรูที่ไดไปพัฒนาวิธกีารตรวจวินจิฉัยเชื้อสเตรนทองถิ่นในประเทศไทย ดวยเทคนิคทาง

อณูชีววทิยา 
4. ไดขอมูลการกอโรคในไกอายุตางๆ ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดทีท่ําใหเกิดรอยโรค

ที่ไตที่แยกไดจากการระบาดในทองที่ในประเทศไทยเพื่อใชเปนแนวทางประกอบการ
วินิจฉัยโรค 

5. ไดขอมูลประกอบการพิจารณาอายุของไกที่เหมาะสมในการใหวัคซนีและโปรแกรมวัคซีน
ปองกนัโรคหลอดลมอักเสบติดตอ เพื่อลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเนื่องจากการเกิดโรค 

 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

โรคหลอดลมอักเสบติดตอในไก เกิดจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ (infectious 
bronchitis virus, IBV) จัดอยูในสกุล (genus) โคโรนาไวรัส (Coronavirus)  วงศ (family) โคโรนา 
วิริดี (Coronaviridae) มียีโนมเปนอารเอน็เอสายเดี่ยว (single stranded RNA) ขนาดประมาณ 28 
กิโลเบส เปนไวรัสที่มีเปลือกหุม (enveloped) ผิวรอบนอกประกอบดวยโปรตนีที่มีรูปรางคลาย
กระบอง (club-shaped proteins) เชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอประกอบดวยโปรตีนโครงสราง 3 
ชนดิคือ โปรตนีนิวคลีโอแคปสิด (nucleocapsid protein, N), ไกลโคโปรตีนเมมเบรน (membrane 
glycoprotein, M) และ ไกลโคโปรตีนสไปค (spike glycoprotein, S) โดย S glycoprotein แบง
ออกเปน S1 glycoprotein ซึ่งมลัีกษณะเปนกระเปาะยื่นออกจากตัวเชื้อไวรัส และ S2 
glycoprotein ซึ่งมีปลายดานหนึ่งตดิกับ S1 glycoprotein และปลายอีกดานหนึ่งยึดกับผิวของเชื้อ
ไวรัส (Cavanagh, 1983)  

เช้ือไวรัสชนดินี้มีหลายสายพันธุ แตละสายพันธุมีความสามารถในการกอโรคในไกรุนแรง
แตกตางกัน จากการทดลองของ Albassam, Winterfield และ Thacker (1986) เปรยีบเทียบความ
รุนแรงของรอยโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส NIB สายพันธุ Gray, Holte, Australian T และ Italian 731 
(Il 731) ในไกพันธุ white leghorn อายุ 2 วัน ไดรับเชื้อขนาด 105 embryo infectious dose 50% 
(EID50)/ตัว พบวา 4 วันหลังจากไดรับเชื้อ ไกที่ไดรับเชื้อสายพันธุ Holte เกิดรอยโรคที่ไตเพยีง
เล็กนอย แตในไกที่ไดรบัเชือ้ สายพันธุ Australian T, Gray และ Il731 พบรอยโรครุนแรงปานกลาง 
และรอยโรครนุแรงมากขึ้นในวันที ่ 6 หลังจากไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทยีบความรุนแรงของรอยโรคใน
แตละสายพันธุ พบวารอยโรคทีเ่กิดจากเชื้อสายพันธุ Australian T มีความรุนแรงมากกวาสายพันธุ 
Il731, Gray และ Holte ตามลําดับ สอดคลองกับการศึกษาของ Chandra (1987) ซึ่งเปรียบเทียบ
ความรุนแรงของอาการและรอยโรคทีเ่กิดจากเชื้อไวรัส NIB สายพันธุ Gray, Holte, Australian T 
และ M41 ในไกพันธุ white leghorn เพศผูอายุ 2 สัปดาห ซึ่งไดรับเชื้อขนาด 106 EID50/ตัว พบ
อาการหายใจลําบากและมีเสียงดังครดืคราดในชวง 2-7 วันหลังจากไดรับเชื้อ โดยพบอาการ
ดังกลาว 30%, 45%, 55% และ 100% ในกลุมที่ไดรับเชื้อสายพันธุ Australian T, Holte, Gray 
และ M41 ตามลําดับ และในชวง 7 วันหลังจากไดรับเชือ้ พบไกตายจํานวน 8, 2, 1 และ 7 ตัว ในไก
ที่ไดรับเชื้อสายพันธุ Australian T, Holte, Gray และ M41 ตามลําดับ เมื่อคดิเปนเปอรเซ็นตของ
การเกิดโรคที่ไต พบวามีเปอรเซน็ตของการเกิดโรค 85%, 35%, 20% และ 5% จากการไดรับเชื้อ
สายพันธุ Australian T, Holte, Gray และ M41 ตามลําดับ  



 5

ความรุนแรงในการกอโรคของเชื้อ NIB นอกจากจะแตกตางกันตามสายพันธุของเชื้อแลว 
Animas และคณะ (1994) พบวาไกอายุตางกันมีความไวตอเชื้อ NIB ตางกัน โดยศกึษาในไกพันธุ 
White leghorn อายุ 2, 4 และ 6 สัปดาห ใหเช้ือ NIB สายพันธุ Kagoshima-34 (K-34) ขนาด 106 
EID50/ตัว พบวาในชวง 3-6 วันหลงัจากไดรับเชื้อ ไกอายุ 2 สัปดาหแสดงอาการของโรคระบบ
ทางเดินหายใจและทองเสียรุนแรงกวาไกอายุ 4 และ 6 สัปดาห สอดคลองกับการศึกษาของ 
Ignjatovic, Reece และ Ashton (2003) ที่พบวาไกพันธุ White leghorn สายพันธุ S และ HWL 
อายุ 2 สัปดาหที่ไดรับเชื้อสายพันธุ N/62 มีอัตราการตายมากกวาอายุ 4 สัปดาหอยางมีนัยสําคัญ 
และยังพบวาไกแตละสายพันธุมคีวามไวตอเชื้อตางกันโดยสายพันธุ S และ HWL มีอาการปวย
มากกวาไกสายพันธุ W นอกจากนี้ปริมาณของเชื้อที่ไกไดรับมีผลตอการกอโรคแตกตางกัน พบวา
ไกสายพันธุ W อายุ 2 สัปดาหที่ไดรับเชือ้ขนาด 2x102 median ciliostatic dose (CD50) ไมแสดง
อาการปวย แตเมื่อไดรับเชือ้ขนาด 2x104 CD50 ไกแสดงอาการปวย 70% และไกสายพันธุ S อายุ 4 
สัปดาหมีอตัราการตาย 75% และ 45% จากการไดรบัเชื้อขนาด 2x104 CD50 และ 2x102 CD50 
ตามลําดับ 
 
คุณสมบัติของ S1 glycoprotein 
 

S1 glycoprotein เปนสวนทีแ่สดงคณุสมบตัิทางชีววิทยา  (biological  function)  ของเชื้อ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ โดยเปนสวนที่กระตุนใหเกิดการสรางนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดี  (virus 
neutralizing antibody) และหลังจากยอยดวยเอนไซม phospholipase C แลวสามารถเกิดการ
เกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดงได พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุ M41 ที่ผานการแยก
สวนของ  S1 glycoprotein ออกจากเชื้อไวรัส จะไมสามารถกระตุนใหไกสรางนิวทรัลไลซิ่ง
แอนติบอดี  (virus neutralizing antibody) และหลังจากยอยดวยเอนไซม phospholipase C แลว
ไมสามารถเกิดการเกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดง (Cavanagh et al., 1986) จากการทดลองให N, M 
และ S1 glycoprotein ที่แยกไดจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิกอโรคที่ไตสายพันธุ 
N1/62 และทาํใหบริสุทธิ์ ขนาด 50 ไมโครกรัม ฉีดเขากลามเนื้อไกพันธุ white leghorn พบวา
หลังจากไกไดรับ S1 glycoprotein ครัง้ที่ 4 จะกระตุนใหเกิดการสรางภูมคิุมกันที่จําเพาะและ
สามารถปองกันการเกิดรอยโรคที่ไต และทอลม 86% และ 71% ตามลําดับ แตไกที่ไดรับโปรตนี N 
และ M ไมพบการสรางภูมิคุมกันที่จําเพาะและไมสามารถปองกันการเกิดโรคภายหลังจากไดรับเชือ้
สายพันธุ N1/62 (Ignjatovic and Galli, 1994) 

การวิเคราะหโครงสรางที่แสดงความเปนแอนตเิจน (antigenic structure) ใน S 
glycoprotein ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ D207, D3896, D274, D3128, H120  



 6

และ B801 โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอด ี (monoclonal antibody) พบวา S glycoprotein 
ประกอบดวยตําแหนงที่สามารถทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับแอนตบิอด ี(epitope) 8 ตําแหนง โดย 
6 ตําแหนงตรวจพบใน S1 glycoprotein คือ S1-A ถึง S1-F และ 2 ตําแหนงตรวจพบใน S2 
glycoprotein คือ S2-G และ S2-H ซ่ึงโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี่ทําปฏิกิริยากับ S1 glycoprotein  
จะไมทําปฏิกิริยากับ S2 glycoprotein และตรวจพบระดบั virus neutralizing antibody ตอ S1-A 
ถึง S1-E และ S2-G มคีาสูงกวา 2 log 10 (Koch et al., 1990) แตจากผลการศึกษาของ Parr และ 
Collisson (1993) พบวา S glycoprotein ของเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ Gray ซึ่ง
เปนสายพันธุที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต ม ี epitopes ที่สามารถกระตุนใหเกิดการสรางโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 11 ชนดิ โดยโมโนโคลนอลแอนติบอด ี 4 ชนดิสามารถทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับ S 
glycoprotein ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ Arkansas DPI (Ark DPI), M41 และ 
Gray และพบวา epitopes ทีท่ําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดดีังกลาวเปนชนดิที่เกิดจาก
การเรียงตดิตอกันของกรดอะมิโนบนสายโปรตีนอยางตอเนื่องหรือเปนเสนตรง ซึ่ง epitope แบบนี้
จะคงอยูแมโปรตีนนั้นถูกยอยเปนชิ้นสวนเล็กหรือถูกแปรสภาพไป เรียก epitope ชนดินี้วา 
conformation independent epitope สวนโมโนโคลนอลแอนติบอดีอกี 7 ชนิด ทําปฏิกิริยาอยาง
จําเพาะตอสายพันธุ Gray เทานั้น และพบวา epitopes ทีท่ําปฏิกิริยากับโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ดังกลาวเปนชนิดที่เกิดจากการเรียงตัวของกรดอะมโินในสายโปรตีนที่อยูหางกัน แตเขามาใกลกัน
จากการมวนพับของสายโปรตีนแลวรวมกันเปน epitope ข้ึน เมื่อโปรตนีนัน้ถูกแปรสภาพไป 
epitope เหลานี้ก็จะถูกทําลายดวย เรียก epitope ชนิดนี้วา conformation dependent epitope 
เมื่อนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีทัง้ 11 ชนดิดังกลาวมาทดสอบคณุสมบัติในการยับย้ังการทําใหตัว
ออนในไขไกฟกเกิดสภาพแคระแกร็นและการยับย้ังการทําใหเกิดรอยโรคที่ไตของเชื้อสายพันธุ 
Gray  พบวามีโมโนโคลนอลแอนติบอด ี 6 ชนดิที่สามารถยับย้ังการเกิดสภาพแคระแกร็นของตวั
ออนในไขไกฟก แตมีโมโนโคลนอลแอนตบิอดีเพียง 2 ชนิดเทานัน้ที่สามารถยับย้ังการเกิดสภาพ
แคระแกร็นและไมพบรอยโรคที่ไตของตัวออนในไขไกฟก แสดงวา epitopes บน S glycoprotein มี
ความเก่ียวของกับการเขาสูเซลลเปาหมายของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิกอโรคที่ไต 

 
 ความแตกตางระดับโมเลกุลในยีนเอสวัน 
 

กรดอะมโินใน S1 glycoprotein เปนองคประกอบที่ทาํใหเกิดโครงสรางที่แสดงความเปน
แอนติเจนของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบแตละสายพันธุ และพบวาชนิดของกรดอะมิโนใน S1 
glycoprotein ของเช้ือแตละสายพันธุจะแตกตางกัน จากการวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทดและ
กรดอะมโินในยีนเอสวันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ 3 ซีโรไทป คือ ซีโรไทปที่ 1 ไดแก    
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สายพันธุ UK/6/82, D207/79 และ UK/142/86 ซีโรไทปที ่ 2 ไดแก สายพันธุ UK/123/82 และ        
ซีโรไทปที่ 3 ไดแก สายพันธุ UK/123/82 และ NL/D3896/78 พบวานิวคลีโอไทดในยีนเอสวันของ  
ซีโรไทปที่ 1 มีความแตกตางกัน 19-32 นิวคลีโอไทด และซีโรไทปที่ 3 มคีวามแตกตางกัน 11         
นิวคลีโอไทด เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางของนิวคลีโอไทดระหวางซีโรไทป พบความแตกตาง 
19-34, 26-45 และ 19-34 นิวคลีโอไทปในซีโรไทปที่ 1 กับ 2, 1 กับ 3 และ 2 กับ 3 ตามลําดับ สวน
ความแตกตางของกรดอะมิโนพบวาซีโรไทปที่ 1 มคีวามแตกตางกัน 6-14 กรดอะมิโน และซีโรไทป
ที่ 3 มคีวามแตกตางกัน 8 กรดอะมิโน เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางของกรดอะมิโนระหวาง        
ซีโรไทป พบความแตกตาง 10-17, 16-23 และ 20-23 กรดอะมโินในซีโรไทปที่ 1 กับ 2, 1 กับ 3 
และ 2 กับ 3 ตามลําดับ โดยพบความแตกตางของกรดอะมิโนในยีนเอสวันตําแหนงที ่19-122 และ 
251-374 (Cavanagh et al., 1992) สอดคลองกับรายงานของ Kant และคณะ (1992) ที่พบความ
แตกตางของกรดอะมิโนตําแหนงที ่ 26-61,  132-149 และ 291-398 ใน S1 gene ของเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ D207 และเชื้อที่เกิดการเปลี่ยนแปลง (variant) จากสายพันธุ 
D207 ซึ่งความแตกตางของชนดิกรดอะมิโนนี้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงแทนที่เบส (base 
substitution) ภายในกรดอะมโิน โดยพบการเปลี่ยนแปลงของเบสหนึง่ตําแหนงหรือมากกวา    
หนึง่ตําแหนง มีขอมูลที่ไดจากการศึกษาพบวา สวนที่มักพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในยีน
เอสวันเรียกวาสวนที่มคีวามหลากหลาย (hypervariable region) ซึ่งแบงเปน 2 สวนคือ 
hypervariable region 1 ครอบคลมุกรดอะมโินตําแหนงที่ 54-68 และ hypervariable region 2 
ครอบคลมุกรดอะมโินตําแหนงที ่116-141 (Kusters et al., 1989) ดงัภาพที่ 2.1 
 
 

 
  
 

ภาพที่ 2.1 แสดงยีโนมและยีนเอสวันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ 
 ที่มา: Kingham et al., (2000) 
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การแยกซีโรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอโดยใชยีนเอสวัน 
 
 การที่ยีนเอสวันเปนสวนที่มคีวามหลากหลายของนิวคลีไอไทดหรือกรดอะมโิน จึงไดมีการ
นําสวนของยีนเอสวันมาใชเพื่อแยกสายพันธุหรือซีโรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอ 
Kwon, Jackwood, และ Gelb (1993) ทาํการแยกซีโรไทปของเชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอ ดวย
วิธี RT PCR รวมกับการใชเอนไซมตัดจาํเพาะ (restriction fragment length polymorphism 
analysis; RFLP) ซึ่งวิธนีี้ไดทําการเพิ่มจาํนวนของยีนเอสวัน ที่มีขนาด 1720 base pairs (bp) 
จากนั้นตดัยอยยีนเอสวัน ดวยเอนไซม HaeIII, XcmI หรือ BstYI พบวาสามารถแยกซีโรไทปของ
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอไดตรงกับการแยกดวยวิธีทางซรีัมวิทยา และสามารถแยกสายพันธุ
ของเชื้อได โดยพบวาเอนไซม HaeIII สามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุ Holte, 
Arkansas, SE 17 และ Iowa 97 เอนไซม XcmI สามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุ 
Beaudette, Connecticut และ Florida และเอนไซม BstYI สามารถแยกความแตกตางระหวาง
สายพันธุ Connecticut และ Florida  จากรายงานของ Keeler และคณะ (1998) ไดใชวิธี RT PCR 
เพิ่มจํานวนยีนเอสวัน เพ่ือแยกซีโรไทป Massachusetts, Connecticut, Arkansas, JMk, 
Delaware (DE/072/92) และ California (CA/633/85) โดยออกแบบ primer ใหครอบคลุมสวน 
hypervariable ของเชื้อแตละซีโรไทป ซึ่งเชื้อแตละซีโรไทปจะใหผลผลิตจากกระบวนการ PCR 
ขนาด 355 261 308 550 492 และ 555 คูเบส ตามลาํดับ นอกจากนี้ยังมีการแยกซีโรไทปของเชือ้
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอโดยใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมโินของยีนเอสวัน ซึ่ง
มีทั้งการใชนิวคลีโอไทดและกรดอะมโินทั้งหมด (Kuster et al., 1989; Zhou et al., 2004) และใช
เฉพาะสวน hypervariable region (Gelb, et al., 2001) 
 
อาการของโรคหลอดลมอักเสบติดตอ 
 

อาการของโรคหลอดลมอักเสบตดิตอจะเริม่ดวยอาการของระบบทางเดินหายใจ โดยมีการ
หายใจเสียงดังครดืคราด จามหรือไอ ภายใน 2 วันหลงัจากไดรับเชือ้ ไกที่ปวยจะพบการถายเหลว
เปนน้ํามีสีเขียวปนขาวในชวงวันที่ 3-11 หลังจากไดรับเชื้อ และจะพบการตายในวันที่ 5-9 หลังจาก
ไดรับเชื้อ จากนั้นไกจะเริ่มกินอาหารไดปกติในวันที่ 13 หลังจากไดรับเชื้อ และจะหายปวยเปนปกติ
ในวันที ่16 หลังจากไดรับเชื้อ (Chen et al., 1996)   

ไกไขที่ไดรับเชือ้หลอดลมอักเสบตดิตอจะแสดงอาการซึม ไมกินอาหาร ปกตก เปลอืกตา
ปด มีการบวมรอบตาและปาก สะบัดหวั จาม หายใจหอบ ถายเหลว ไขลด ในไกไขที่แสดงอาการ
ปวยเมื่ออายุ 29 สัปดาห พบวามีการไขลดลง 8% ภายใน 1 สัปดาห ไกตาย 0.65% ภายใน 1 วัน 
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และพบไกตาย 1.5% ภายใน 2 สัปดาห ในไกไขที่แสดงอาการปวยเมื่ออายุ 50 สัปดาห พบวาการ
ไขลดลงจาก 51.9% เหลือเพียง 29.5% ในชวง 4 สัปดาหของการปวย (Parsons et al., 1992) มี
รายงานวาไกไขที่ไดรับเชื้อหลอดลมอักเสบติดตอจะใหไขที่มีสีเปลือกไขซีด ซึ่งเริ่มพบประมาณ 3 
วันหลังจากไดรับเชื้อ และพบวามากกวา 50% ของไกที่ไดรับเชื้อ จะพบไขที่มีสีเปลือกไขซีดในชวง 
2 สัปดาหแรกภายหลังจากไดรับเชื้อ และไกไขบางตัวอาจใหไขที่มีสีเปลือกไขซีดจนถึง  4 สัปดาห
หลังจากไดรับเชื้อ แตสวนใหญจะใหไขทีม่ีสีปกติในสัปดาหที่ 3 หลังจากไดรับเชือ้ (Cook and 
Huggins, 1986) ไกไขที่ไดรับเชื้อหลอดลมอักเสบติดตอเมื่ออายุ 1 วัน จะทําใหเกิดความเสียหาย
ตอรงัไขและทอนําไขอยางถาวร ซึ่งจะมีผลตอการใหไขและคณุภาพของไข โดยพบวาพบวาเมื่อถึง
ระยะใหไขจะมีไกที่ไมใหไข ถึง 26% สวนไกที่สามารถใหไขไดจะพบไขที่มีคณุภาพไมดี 20% 
(Crinion, Ball, and Hofstad, 1971) และพบวาเมื่อไกอายุ 8 และ 9 เดือนจะใหไขเพียง 55.7% 
และ 50.0% ตามลําดับ ซึง่นอยกวาไกที่ไมไดรับเชื้อเมือ่เปรียบเทียบที่อายุเดียวกันที่ใหไข 76.3% 
และ 77.6% ตามลําดับ และคณุภาพของไขที่ไดจากไกไขซึ่งไดรับเชือ้เมื่ออายุ 1 วัน  จะมคีณุภาพ
ไมด ี โดยพบไขที่มีรูปรางผิดปกต ิ เนือ่งจากมีการสะสมของแคลเซียมบนผิวเปลือกไขไมเทากัน     
ไขแดงแยกตัวออกจากไขขาว และไขขาวมีลักษณะเหลวเปนน้ํา (Crinion, 1972) 
 
พยาธิกําเนิด 
 

เช้ือไวรัส NIB ทําใหเกิดโรคทั้งระบบทางเดินหายใจและไต หลังจากทีไ่กไดรับเชื้อไวรัสผาน
ทางระบบทางเดนิหายใจ สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสที่ทอลมไดภายใน 24 ชั่วโมงหลังจากไดรับเชื้อ 
(Chong and Apostolov, 1982) ในวันที ่2 หลังจากไดรบัเชื้อ จะพบเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุทอลม ซึ่ง
เชื้อไวรัสจะมีการเพิ่มจํานวนและกระจายตัวอยูในเซลลเย่ือบุทอลม ทาํใหไกแสดงอาการไอ หายใจ
เสียงดังครืดคราด ในวันที่ 4 หลังจากไดรับเชื้อ จะพบเชื้อปริมาณมากในไซโตพลาสมของเซลลเย่ือ
บุทอลม โดยเชื้อไวรัสจะทําลายซิเลีย และเซลลเย่ือบุทอลมทําใหเกิดการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุ
ทอลม ในวันที ่6 หลังจากไดรับเชื้อ พบวาเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุทอลมมีปริมาณนอยลง และในวันที่ 
8-20 จะไมพบเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุทอลม  (Chen et al., 1996) 

การแพรกระจายของเชื้อไวรัสเขาสูไต จะพบเชื้อในไซโตพลาสม (cytoplasm) ของเซลล
เย่ือบุทอไต ในวันที ่ 4 หลังจากไดรับเช้ือ โดยพบเชื้อใน proximal convoluted tubules (Chong 
and Apostolov, 1982), collecting ducts, collecting tubules และ distal convoluted tubules 
ซึ่งตําแหนงของทอไตที่มีการเพ่ิมจํานวนของเชื้อจะแตกตางกันตามสายพันธุของเชื้อ จากรายงาน
ของ Chong และ Apostolov (1982) พบวาเชื้อสายพันธุ Australian T มีการเพิ่มจํานวนของเชื้อ
มากที่ทอไตสวน proximal convoluted tubules และจากรายงานของ Chen et al. (1996) พบวา
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เชื้อสายพันธุ MA-87 มีการเพิ่มจํานวนของเชื้อมากที่ทอไตสวน collecting ducts, collecting 
tubules และ distal convoluted tubules ในวันที ่ 6-8 หลังไดรับเชื้อ พบเชือ้ปริมาณมากใน 
collecting ducts, collecting tubules, distal convoluted tubules และ Henle’s loop  แตพบเชื้อ
ปริมาณนอยใน proximal convoluted tubules นอกจากนี้ยังสามารถพบเชื้อไดใน macula densa 
และสามารถพบเชื้อไดบางใน macrophage ปริมาณของเชื้อไวรัสที่ไตจะนอยลงในวันที ่ 10 
หลังจากไดรับเชื้อ และจะไมพบเชื้อที่ไตเลยในวันที่ 16-20 หลังจากไดรบัเชื้อ (Chen et al., 1996) 
 
 
พยาธิวิทยา 
 
 รอยโรคทีม่องเห็นไดดวยตาเปลาจากการผาซากไกปวย จะเริม่พบไดในวันที ่ 2 หลงัจาก
ไดรับเชื้อ โดยจะพบ hyperemia และ catarrhal exudates เล็กนอยที่ทอลม จากนั้นในวันที่ 4-8 
หลังไดรับเชื้อจะพบการหนาตัวของเยื่อบุทอลม ทําใหผิวของเยื่อบุทอลมไมเรียบ ซึ่งรอยโรค
ดังกลาวจะหายไปในวันที่ 10 หลงัจากไดรับเชื้อ รอยโรคที่ไตที่มองเหน็ไดดวยตาเปลาจะเริ่มพบใน
วันที่ 4 หลังจากไดรับเชื้อ โดยจะพบไตบวม มีสีซีด ทอไตและ ureter ขยายใหญและมีการคั่งของ  
ยูเรตอยูภายใน รอยโรคทีพ่บจะมีความรุนแรงมากในวันที่ 5-8 หลังจากไดรับเชื้อหรือในไกที่ตาย 
จากนั้นความรนุแรงของรอยโรคจะลดลงและพบวาในวันที ่ 10-20 หลังไดรับเชื้อพบลักษณะไตบวม
เพียงเล็กนอย (Chen et al., 1996) 
 การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาที่ทอลม ในวันที่ 2 หลังไดรับเชื้อ พบวาซีเลียของเซลล
เย่ือบุทอลมหายไปและบางเซลลบวมหรือเกิดการเสื่อมแบบ vacuolar degeneration เซลลที่เกิด
การเส่ือมหรือตายจะเกิดการลอกหลุด นอกจากนี้ยังพบการคั่งเลือด การบวมน้ํา และมีการแทรก
ของ heterophils ในชั้น lamina propia ในวันที่ 4-6 หลังไดรับเชื้อพบการแทรกของ heterophils 
และ lymphocytes ในเย่ือบุทอลมและชัน้ basal cells พบ macrophages จํานวนเล็กนอยในชั้น 
lamina propia ในวันที่ 8 หลังไดรับเชื้อพบวาเซลลเย่ือบุทอลมมีการเรียงเปนชั้น ๆ โดยพบทั้งเซลล
ที่มีลักษณะ cuboidal และ columnar เริ่มพบซีเลียบนเซลลเย่ือบุทอลม นอกจากนี้ยังมีการแทรก
ของ lymphocytes, plasma cells และ heterophils จํานวนเล็กนอยภายในชั้น lamina propria 
รอยโรคทางจลุพยาธิวิทยาที่ทอลมจะเปนปกติในวันที ่ 10-20 หลังจากไดรับเชื้อ (Chen et al., 
1996)  

Nakamura และคณะ (1991) ไดจําแนกระยะของการเกิดโรคทีท่อลมจากรอยโรคทาง    
จุลพยาธิวิทยาของทอลมไดดังนี ้
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 Degenerative stage พบเซลลเย่ือบุทอลมบางเซลลเปลี่ยนจากรูปราง columnar เปน
คอนขางกลม มีซีเลียนอยลงและเริม่ลอกหลุดจาก basement membrane มักพบการแทรกของ 
heterophils ระหวางเซลลเย่ือบุและ basal cells อาจพบ heterophils และเซลลที่ลอกหลุดใน
ชองวางของทอลม เกิดการเสื่อมและเกิดการลอกหลุดของเซลลสรางเมือก (goblet cells) 
นอกจากนี้สวน laminar propia และเนื้อเย่ือเก่ียวพัน (connective tissues) ที่อยูระหวางกระดกู
ออนของทอลมมีการบวมน้ํา และมีการแทรกของ lymphocytes และ heterophils จํานวนเล็กนอย 
 Hyperplastic stage พบการขยายขนาดและการเพิ่มจํานวนของเซลลเย่ือบุทอลม แตยัง
ไมพบซีเลีย มักพบ heterophils ทั้งปกติและเสื่อมแลวอยูระหวางเซลลเย่ือบุ ไมพบ goblet cells 
และ alveolar mucus glands อาจพบเซลลที่มีการแบงตัวของนิวเคลียสในสวนทีม่ีการเพ่ิมจํานวน
ของเซลล พบเซลลเย่ือบุที่มีลักษณะเปน stratified squamous epithelium  และพบ heterophils , 
lymphocytes และ plasma cells จํานวนเล็กนอยอยูใน lamina propria  
 Recovery stage พบเซลลเย่ือบุที่มีลักษณะเปน columnar ciliated cells พบ goblet 
cells และสวน crypts ของเซลลเย่ือบุมี alveolar mucus glands พบ lymphocytes และ plasma 
cells จํานวนเล็กนอยอยูใน lamina propria 
 การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาที่ไตเริม่พบภายหลังจากตรวจพบเชื้อไวรัสที่เซลลเย่ือบุ
ทอไต ในวันที ่ 4 หลังไดรับเชื้อจะพบการเปลี่ยนแปลงของทอไตสวน collecting duct, collecting 
tubules และ distal convoluted tubules โดยพบการขยายของทอไต เกิดชองวางภายในเซลลเย่ือ
บุทอไต และเกิดการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุทอไต นอกจากนี้ยังพบการคั่งเลือดเล็กนอย การบวม
น้ํา และการแทรกของ heterophils ในวันที่ 6-8 หลังไดรับเชื้อจะพบการเสื่อมแบบ vacuolar 
degeneration การตายและการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุทอไตสวน collecting duct, collecting 
tubules, distal convoluted tubules และ Henle’s loop การเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธิวิทยาของ
ไตสวนอื่นๆ เชน interstitium พบการแทรกของ heterophils และ lymphocytes จํานวนมาก พบ
การขยายของชอง Bowman’s space ในบาง glomeruli ในวันที ่10-13 หลังไดรบัเชื้อพบการเสื่อม
และการตายของเซลลเย่ือบุ collecting duct, collecting tubules และ distal convoluted 
tubules เพียงเล็กนอย มีการแทรกเปนกลุมของ lymphocytes และ plasma cells กระจายทั่วไป
ในสวน interstitium และในชวงนี้เริ่มพบการสรางเซลลเย่ือบุทดแทนเซลลที่ถูกทําลาย โดยพบเซลล
ที่มีการแบงตัวของนิวเคลียส (mitotic figures) สัดสวนระหวางนิวเคลียสกับไซโตพลาสมสูง ในวันที ่
16-20 หลังไดรับเชื้อ พบ lymphoid nodules ในสวน interstitium ทอไตที่ถูกทําลายสวนใหญจะ
เปนปกต ิมีการขยายเล็กนอยของ  collecting duct, collecting tubules และ distal convoluted 
tubules และพบการลอกหลุดของเซลลเย่ือบุบางเซลล (Chen et al., 1996) 
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Chandra (1987) ไดจําแนกระยะของการเกิดโรคที่ไตจากรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาของ
ไตไดเปน 3 ระยะดังนี ้

ระยะเฉียบพลัน (acute phase) 1-7 วันหลังจากไดรับเชื้อ พบการเสื่อมและการลอกหลุด
ของเซลลเย่ือบุทอไตหลายระยะ มีการตายของเซลลเย่ือบุเล็กนอย พบเซลลเย่ือบุที่มีการแบงตัว
ของนิวเคลียส มีการแทรกของ mononuclear cells และ heterophils รอบทอไต glomeruli และชั้น 
submucosa ของ ureters ใน interstitium พบการแทรกของ heterophils และ lymphocytes   

ระยะกึ่งเฉียบพลัน (subacute phase) 8-14 วันหลังจากไดรับเชื้อ พบการเปลี่ยนแปลง
ของทอไตเชนเดียวกับระยะเฉียบพลัน ทอไตมีการขยายขนาดเนื่องจากการแทรกของเซลลอักเสบ
จํานวนมากใน interstitium อาจพบการรวมตัวของเซลลอักเสบเปนกลุม (focal aggregate) โดย
พบกลุมของเซลลอักเสบเหลานี้กระจายอยูทั่วไต นอกจากนี้ยังพบการแทรกของเซลลอักเสบรอบ 
glomeruli มากขึ้น เซลลอักเสบที่พบมากคือ lymphocytes, heterophils และ plasma cells 
ตามลําดับ  

ระยะเรื้อรงั (chronic phase) 15-21 วันหลังจากไดรับเชื้อ พบรอยโรคอยางออนทีท่อไต ไม
พบเซลลเย่ือบุที่มีการแบงตัวของนิวเคลียส ทอไตที่ถูกทําลายสวนใหญจะเปนปกต ิ พบ plasma 
cells และ lymphocytes ที่ไตบางสวน ระยะนี้จะพบการเปลี่ยนแปลงทัง้ในสวน medulla และ 
cortex 
 รอยโรคทางมหพยาธิวิทยาของทอนําไข พบวาไกซึ่งเคยไดรับเชื้อเมื่ออายุ 1 วันและไมใหไข
จะมีความผดิปกติของทอนาํไข โดยพบทอนําไขสวนที่มีความผิดปกติยาวประมาณ 5 มิลลิเมตรถึง 
5 เซนติเมตร มีลักษณะบางใส อยูระหวางทอนําไขสวน magnum กับ isthmus นอกจากนี้ยังพบไข
แดงแตกในชองทอง รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา พบวาสวนที่มคีวามผิดปกติเปนสวนที่ไมมีการ
พัฒนาของตอมภายในทอนําไข (glandular hypoplasia) (Crinion et al., 1971) 
 
การทาํลายเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 
  

เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอจะถูกทําลายคุณสมบตัิในการติดเชื้อ (infectivity) เมื่ออยู
ในสภาวะความเปนกรด pH 3 และสภาวะความเปนดาง pH 12 นาน 3 ชั่วโมงที่อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส (Zhou et al., 2004) การทําลายคุณสมบตัิในการติดเชือ้ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอดวยสารเคม ี  ไดแก 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
ตดิเชื้อแตยังคงคณุสมบัติในการเกาะกลุมกับเม็ดเลือดแดง การใช 0.1% formalin นาน 6 ชั่วโมงที่
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อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสสามารถทําลายคุณสมบตัิในการตดิเชื้อ ทําลายคุณสมบัติในการเกาะ
กลุมกับเม็ดเลือดแดงและทําลายเชื้อไวรัสได พบวาสามารถทําใหเชือ้ลดปริมาณไดถึง 32 เทา 
(King, 1984) การใช 0.1% formalin นาน 24 ชั่วโมง ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถทําลาย
คณุสมบตัิในการตดิเชื้อ และทําลาย RNA ของเชื้อ นอกจากนี้เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอจะถูก
ทําลายเมื่ออยูในอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม พบวาการใชอุณหภมูิ 56 องศาเซลเซียสเปน
เวลานาน 15 นาทีสามารถทําลายคุณสมบัติในการตดิเช้ือ แตยังสามารถตรวจพบ RNA ของเชื้อ 
การใชอุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส นาน 90 นาท ีไมสามารถทําลายเชื้อสายพันธุ Ark, Beaudette, 
M41 และ Connecticut (Jackwood, Yousef and Hilt, 1997) แตสามารถทําลายเชื้อ SC021202 
ที่แยกไดในประเทศจนี (Zhou et al., 2004)  

เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอมีความทนทานตอการยอยดวยเอนไซม โดยพบวาการใช
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 ไมสามารถทําลายคุณสมบัติในการติดเชื้อได นอกจากนี้การ
แชแข็งเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่เก็บใน allantoic fluid แลวทําใหละลายซ้ําๆ กัน 5-10 ครัง้ 
ไมสามารถทําลายเชื้อได (Zhou et al., 2004)   
 
การปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอ 
 

การปองกันโรคหลอดลมอักเสบตดิตอดวยวัคซีนเปนที่นิยมใชอยางแพรหลาย แตเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอมีหลายสายพันธุ การใหวัคซีนทีเ่ปนเชื้อตางสายพันธุกับเชื้อกอโรคจะใหผล
ในการปองกันโรคขามสายพันธุ (cross protection) ไมดีหรือปองกันโรคไมไดเลย (Endo-Munoz 
and Faragher, 1989) ปจจุบันวัคซนีปองกันโรคหลอลมอักเสบติดตอที่ใชในอตุสาหกรรมการเลี้ยง
ไกมีหลายสายพันธุ สําหรับประเทศไทยมีวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอที่จําหนายใน
ทองตลาดไดแก สายพันธุ Ma5, Connecticut, Massachusetts, Holland, Armidale A3, 4/91, 
Arkansas 99 และ C90/66 (จิโรจ ศศิปรยีจันทร, 2547) ดงันัน้การศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีน
แตละชนิดในการปองกันโรคจึงเปนสิง่จําเปน จากการศึกษาของ Albassam et al. (1986) พบวาไก
ที่ไดรับวัคซนีสายพันธุ H120 เมื่ออายุ 10 วัน และไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุ 
Gray, Holte, Australian T และ Italian หลังจากไดรับวัคซีน 4 สัปดาห ไมมรีอยโรคที่หลอดลม แต
ยังพบรอยโรคที่ไต 50-70% จากรายงานของ Pensaert และ Lambrechts (1994) พบวาไกที่ไดรับ
วัคซีนสายพันธุ H120 หรือ H52 ไมสามารถลดการตดิเชื้อที่ไตหลังจากไดรับเชื้อสายพันธุ B1648 ที่
ไดจากการระบาดในทองที่ แตวัคซนีที่ผลติจากเชื้อสายพันธุ B1648 สามารถปองกันโรคไดดี และ
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จากรายงานของ Parsons และคณะ (1992) พบวาวัคซีน สายพันธุ H120 สามารถปองกันการเกิด
โรคจากสายพันธุ M41 ซึ่งอยูในซีโรไทปเดียวกันไดด ี จากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวาการใชวัคซีน
ปองกันโรคหลอดลมอักเสบตดิตอที่ไดผลดี จะตองใชวัคซีนสายพันธุเดียวกันกับเชื้อกอโรคหรืออยู
ในซีโรไทปเดียวกัน  



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
การวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน 

1. เชื้อไวรัส 
เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่

ของประเทศไทยสายพันธุหนึ่ง ซึ่งเก็บไวในรูปของ allantoic fluid แชแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศา
เซลเซียส ที่ภาควิชาอายุรศาสตร คณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย นําออกมา
ละลายที่อุณหภูมิหอง ทําการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสโดยฉีดเชื้อเขาไขไกฟกอายุ 9-11 วัน ทาง 
allantoic cavity นําไขไกฟกเขาตูฟกไขอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวเก็บไข
ไกฟกในตูเย็นอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-18 ชั่วโมง จากนั้นทําการเก็บ allantoic fluid 
จากไขไกฟก แลวนํา allantoic fluid ที่ไดเก็บแชแข็งที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส (Ignjatovic et 
al., 2003) เพื่อนําไปใชงานตอไป  
 

2. การสกัด RNA 
นํา allantoic fluid ที่เตรียมไดมาสกัด RNA โดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป Viral Nucleic Acid 

Extraction Kit (Real Biotech, Taiwan) ดังนี้ นํา allantoic fluid จํานวน 200 ไมโครลิตร มายอย
ดวย VB buffer containing carrier RNA 400 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง 10 นาที เตมิ 
70% ethanol 400 ไมโครลิตร เพ่ือเพิ่มการจับของ RNA บนผิว membrane จากนั้นลางส่ิงปนเปอน
บนแผนกรองดวย Wash 1 buffer และ Wash buffer (concentrated) ในชุดสกัด RNA สําเร็จรูป
ดังกลาว แลวเติม RNase-free water 50 ไมโครลิตร เพื่อลางสาย RNA ที่ดดูซับอยูบนแผนกรอง
ออก เก็บที่ –20 องศาเซลเซยีส เตรียมนําไปใชในงานตอไป 
 

3. Primer  
Primer ที่ใชในการเพิ่มจํานวนของ S1 gene ออกแบบโดยใชลําดับของนิวคลีโอไทดของ

เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่มรีายงานใน GenBank มาทําการจัดเรียงดวยโปรแกรม BioEdit 
version 7.0.5.2 (Hall, 1999) ซึ่ง primer ที่ไดครอบคลมุสวนของ hypervariable region   

S1-forward (CTTTTGTTTGCACTATGTAG)  
S1-reverse (AGTACCATTAACAAAATAAGC) 
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4. ขั้นตอนการทําปฏกิิริยา RT-PCR 
นํา RNA ที่ไดจากการสกัดมาสังเคราะหเปน cDNA และเขาสูปฏิกิริยา 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 ตนแบบ (template) ที่
ไดจากการสกัดดังกลาวขางตน 5 ไมโครลิตร เริ่มเขาสูปฏิกิริยา Reverse transcription ที่อุณหภมูิ 
48 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที และที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที จากนั้นเขาสู
ปฏิกิริยา PCR จํานวน 35 รอบ เพื่อเพ่ิมจํานวนกรดนิวคลีอิก โดยแตละรอบของปฏิกิริยา 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. การวิเคราะหผลผลิตจาก PCR  
นําผลผลิตจาก PCR ที่ไดจํานวน 10 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหผลดวย 2% agarose gel 

electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide 0.5 ug/ml แลวนําไปตรวจสอบดวยกลอง 
ultraviolet transilluminator ซึ่งจะไดผลผลิตที่ขนาด 611 คูเบส (base pairs, bp) 
 

6. การเตรยีมผลผลิตจาก PCR ใหบริสุทธิ ์  
ทําการแยกแถบของ PCR product จาก 1% agrose gel electrophoresis แลวเตรียมให

บริสุทธิ์โดยใชชุดสําเร็จรูป Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system (Promega, USA) โดย
เติม Membrane Binding Solution บนแถบ PCR product ที่แยกได แลวทําให gel ละลายที่
อุณหภูม ิ50-65 องศาเซลเซียส เท gel ที่ละลายแลวลงใน SV minicolumn ปนเหว่ียง 14,000 g   1 
นาที นํา SV minicolumn ใสลงใน collecting tube แลวเติม Membrane Wash Solution จากนั้น
ปนเหวี่ยง 14,000 g 2 ครั้ง เปนเวลา 1 และ 5 นาท ี ตามลําดับ นํา SV minicolumn ไปใสใน 
microcentrifuge tube แลวเติม Nuclease-free water ปนเหว่ียง 14,000 g 1 นาท ีเก็บผลผลิตที่
ได ณ อณุหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปใชในการหาลําดับของนิวคลีโอไทดตอไป 

 
7. การหาลําดับของนิวคลีโอไทด 
นําผลผลิตจาก PCR ที่ผานการเตรียมใหบริสทุธิ์ สงไปตรวจหาลําดบันิวคลีโอไทดที่หนวย

บริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาติ โดยวิธ ี ABI PrismTM BigDye 
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Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems Inc., Foster City, 
CA) ตามวิธีการที่ระบุไวในเอกสารของบริษัทผูผลติ จากนั้นนําไปอานผลดวย ABI PrismTM 310 
Genetic Analyzer    

 
8. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 
ตารางท่ี 3.1 สายพันธุของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอทีร่ายงานใน GenBank ซ่ึงเปนสายพันธุ

ที่ใชเปรียบเทยีบความเหมือนของนิวคลีโอไทด  
 
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    ญี่ปุน    AY296746 
JP/Ibaraki/2003   ญี่ปุน    AB120652 
JP/Shimane/2002  ญี่ปุน    AB120651  

 K069-01   เกาหลี    AY257061 
K507-01   เกาหลี    AY257064  

ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิกอโรคที่ไต
ที่แยกไดกับสายพันธุทีร่ายงานไวใน  GenBank database จํานวน 18 สายพันธุ (ดังตารางที่ 3.1) 



 18

จากนั้นนํามาวิเคราะหดวยโปรแกรม BioEdit version 7.0.5.2 (Hall, 1999) เพื่อเปรียบเทียบ
เปอรเซน็ตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด และจดักลุม phylogenetic relationship ของเชื้อ
ดวยโปรแกรม MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004)  
 
การศึกษาพยาธิกําเนิดของเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดที่ทําใหเกดิรอยโรคที่ไตใน
ไกเนื้อ 

 
1. การหาความเขมขนของเชื้อไวรัส 
เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต ที่แยกไดจากไกปวยในทองที่

ของประเทศไทย 1 ชนิด ซึง่เก็บไวใน allantoic fluid แชแข็ง –70 องศาเซลเซียส ที่ภาควิชาอายุร
ศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย นาํออกมาละลายที่อุณหภูมหิอง 
ตรวจวัดความเขมขนของเชือ้ไวรัส โดยเตรียมเชื้อไวรัสใหเปนสารละลายเจือจาง 10 เทา (10 fold 
serial dilution) ซึ่งเริ่มแรกจะใชเชื้อที่เก็บไวใน allantoic fluid ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมลงใน 
eppendorf ที่มีฟอสเฟตบฟัเฟอรซาไลน (phosphate buffer saline, PBS) ปริมาตร 900 
ไมโครลิตร แลวดูดสารละลายที่ไดปริมาตร 100 ไมโครลติร เติมลงใน eppendorf ที่ม ี PBS 
ปริมาตร 900 ไมโครลติร ทําซ้ําในลักษณะเดียวกันจนถึง eppendorf สุดทาย จากนั้นฉีด
สารละลายเชื้อแตละ dilution เขาในไขไกฟกอายุ 10 วัน (Jackwood et al., 2003) dilution ละ 6 
ฟอง หลังการฉีดเชื้อ 5-7 วัน ทําการเปดเปลือกไขเพ่ือตรวจดตูัวออนในไขไกฟก แลวบันทึกจํานวน
ตัวออนในไขไกฟกที่เกิดการเปลี่ยนแปลง โดยจะพบการเกิดสภาพแคระแกร็นและมียูเรตที่ไต ซึ่ง
เปนลักษณะทีจ่ําเพาะตอโรคหลอดลมอักเสบตดิตอ (Ziegler et al., 2002) นําผลการทดสอบตั้งแต 
dilution ทีท่ําใหตัวออนในไขไกฟกเกิดการเปลี่ยนแปลง 100% จนถึง dilution ที่ไมทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเลย มาคํานวณหาคาการเปลี่ยนแปลงสะสม และคํานวณหาเปอรเซน็ตการตอบสนอง 
(response) สะสม ของตวัออนในไขไกฟกตอเชื้อไวรัส แลวคํานวณหาความเขมขนของไวรัส ใน
หนวย embryo infectious dose 50% (EID50/0.1 ml) ตามวิธีของ Reed และ Muench (1938) 
ดังนี ้

วิธีนี้จะคํานวณจากคาสะสม โดยหาตําแหนง 50% response ของคาสะสม ซึง่อยูระหวาง 
2 dilution จากนั้นหาคา proportionate distance (PD) โดยกําหนดให  
  A = % response สะสม คาแรกที่มากกวา 50% 
  B = % response สะสม คาแรกที่นอยกวา 50% 
  C = dilution ของไวรัสที่ใหคา A 
  X = ลําดับการเจือจางไวรัส (dilution factor) 
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แทนคาในสูตร 
    PD =  A–50 
     A–B 
เมื่อไดคา PD แลวนํามาคํานวณตอตามสูตร 

log EID50 = (log C)–(PD x log X) 
 

2. ไกทดลอง  
 ไกเนื้อพันธุ Arber Acres เพศเมีย อายุ 1 วัน จํานวน 150 ตัว  สุมไกแบงออกเปนกลุมการ
ทดลองดังนี ้
 กลุมที่ 1 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 2 วัน 
 กลุมที่ 2 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 14 วัน  
 กลุมที่ 3 ไกจํานวน 24 ตัว เปนกลุมควบคุมของกลุมที่ 1 และ 2 ไดรับ PBS เมื่ออายุ 2  

และ14 วัน 
 กลุมที่ 4 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 2 วัน 
 กลุมที่ 5 ไกจํานวน 24 ตัว ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เมื่ออายุ 14 วัน 
 กลุมที่ 6 ไกจํานวน 30 ตัว เปนกลุมควบคุมของกลุมที่ 5 และ 6 ไดรับ PBS เมื่ออายุ 2  

และ 14 วัน  
 โดยกลุมที่ 1 2 และ 3 เปนกลุมที่ใชเก็บขอมูลอัตราการปวยและอัตราการตาย และกลุมที่ 
4 5 และ 6    เปนกลุมที่ใชศกึษารอยโรคทีห่ลอดลมและไต 
 ใหเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอซ่ึงไดจากการหาความเขมขนของเชือ้ในขอที่ 1 โดยการ
หยอดตา ปริมาณ 0.1 ml/ตวั ความเขมขน 105.85 EID50/0.1 ml  

สังเกตอาการและบันทึกจํานวนไกปวย-ไกตายในกลุมที่ 1 2 และ 3 ทุกวันเปนเวลา 21 วัน
หลังจากไดรับเชื้อ และชั่งน้ําหนักไกรายตัวในวันที ่0, 7, 14 และ 21 หลังจากไดรับเชื้อ  

ทําการสุมเจาะเลือดจากไก 10 ตัว/กลุม ในกลุมที่ 1 2 และ 3  ในวันที ่ 0 7 14 และ 21 
หลังจากไดรับเชื้อ เพื่อตรวจหาระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 

ไกที่ตายในกลุมที่ 1 และ 2 นํามาผาซากเพื่อดูรอยโรคทางมหพยาธิวิทยา และทําการสุม
ไกปวยในกลุมที่ 4 และ 5 จํานวน 3 ตัว/กลุม ในวันที ่1, 3, 5, 7 และ 14 หลังจากไดรบัเชื้อ และจาก
กลุมที่ 6 จํานวน 3 ตัว/ครั้ง ในวันเดียวกันเพื่อทําเมตตาฆาต แลวนําซากไกมาผาดูรอยโรคทีท่อลม 
(trachea) และไตโดยใหคะแนนรอยโรคตามวิธีของ Wang และ Huang (2000) ดังนี ้

ทอลม 
 0 = ปกติ 
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 1 = มีเมือกเล็กนอย 
 2 = มีเมือกจํานวนมาก 
 3 =  มีเมือกจํานวนมากและมีการคั่งเลือด 
ไต 
 0 = ปกติ 
 1 = ไตบวม พบยูเรตเมื่อตรวจภายใตกลอง stereomicroscope 
 2 = ไตบวม มียูเรตเล็กนอยเมื่อมองดวยตาเปลา 
 3 =  ไตบวม มียูเรตจํานวนมากเมื่อมองดวยตาเปลา 
 

เก็บทอลมสวนลาง (distal portion) และไตสวนหนาดานขวา (cranial right lobe) แชใน 
10% บัฟเฟอรฟอรมาลิน เพื่อตรวจรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา และเก็บทอลมสวนบน (proximal 
portion) และไตดานซาย (left lobe) เพ่ือไปตรวจหาเชือ้ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ (Ignjatovic et 
al., 2002) 

 
3. การใหอาหารและน้ํา 
ใหไกมีอาหารและน้ํากินตลอดเวลา  
 
4. การตรวจทางจุลพยาธวิิทยา 
 ตัวอยางทอลมและไตทีเ่ก็บใน 10% บัฟเฟอรฟอรมาลิน นํามาผานการเตรียมชิน้เนื้อทาง

จุลพยาธิวิทยา ยอมดวย haematoxylin and eosin (H&E) และใหคะแนนรอยโรค ตามวิธีของ   
เชิดชัย และคณะ (2542) ดงันี ้

ทอลม 
0 = ปกติ 
1 =  ซิลเลียหายไป epithelium ลอกหลุดบางสวน มี lymphoid infiltration เล็กนอยใน

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 เปนบริเวณเล็กๆ 1-2 แหง 
2 =  มี lymphoid infiltration ที่ interstitial tissue เปนบริเวณเล็กๆ 3-4 แหง 
3 =  มี lymphoid infiltration ที่ interstitial tissue เปนบริเวณกวาง 

 
5. การตรวจหาเชื้อไวรัส 

 การตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอจากตัวอยางทอลมและไตไกกลุมที่ 4 5 และ 6 
จะทําการรวมตัวอยางทอลม 3 ตัวอยางหรือไต 3 ตัวอยางจากไกที่ฆาในวันเดียวกันและกลุม
เดียวกัน โดยนําตัวอยางมาตดัยอยเปนชิ้นเล็กๆ และบดใหละเอียด แลวเติม PBS เพื่อทําใหเปน
สารละลาย (suspension) 20% น้ําหนัก/ปริมาตร (w/v) (Animas et al., 1994) นาํสารละลายที่
ไดมาทําการปนเหว่ียง 3,000 g เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําสวนใสที่ไดจากการปนเหวี่ยงไปใชใน
การตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธี RT-PCR ซึ่งมข้ัีนตอนการปฏิบัติเชนเดียวกบั
การวิเคราะหนิวคลีโอไทดใน ยีนเอสวัน ขอที่ 2-5 
 

6. การตรวจหาระดับแอนติบดีตอไวรสัหลอดลมอักเสบติดตอ 
 เลือดที่ไดจากการเจาะเลือดซึ่งเก็บไวในหลอดเก็บเลือดทิ้งไวใหซรีัมแยกออกมา จากนั้น
นําไปปนเหวี่ยง แลวเก็บซีรัมไวที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจหาระดับแอนติบอดตีอไวรสั
หลอดลมอักเสบตดิตอ ดวยวิธี Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) โดยใชชุด
ทดสอบสําเร็จรูป infectious bronchitis antibody test kit (BioChek, Holland) ชุดทดสอบนีม้ี
ลักษณะเปน microtitre plate 96 หลุม ซึ่งแตละหลุมจะถูกเคลือบดวยเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอที่ถูกทําใหหมดฤทธิ์แลว (inactivated IBV antigen) ข้ันตอนการตรวจจะเริ่มจากการเจือจาง
ซีรัม 1 ตอ 500 จากนั้นเตมิซีรัมที่ผานการเจือจางแลวลงในหลุมของ microtitre plate ทิ้งไวเปน
เวลา 30 นาท ีแลวลางดวย wash buffer จากนั้นเติม sheep anti-chicken Immunoglobulin G 
(IgG) ที่ตดิฉลากดวยเอนไซม alkaline phosphatase ทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที แลวลางดวย wash 
buffer จากนั้นเติม substrate reagent ซึ่งมีสาร p-Nitrophenyl Phosphate เมื่อถูกยอยดวย
เอนไซม alkaline phosphatase จะเกิดสีเหลือง ทิ้งไวเปนเวลา 15 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวยการ
เติม stop solution จากนั้นนําไปอานผลดวยเครื่อง microtitre plate reader ใชความยาวคลื่น 405    
นาโนเมตร นําคาที่อานผลไดไปคํานวณหาคา 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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คา S/P ratio ที่ไดนํามาคํานวณหาคาแอนติบอดีไตเตอร ตามสตูร ดงันี ้
 
  Log10 titre =  1.0(log10 S/P) + 3.62 
   titre = antilog 
 

7. การวิเคราะหทางสถิติ 
  7.1)   น้ําหนกัตัวไกมีชีวิต เปรียบเทียบน้ําหนักตัวมีชีวิตของไกระหวางกลุมที่
ไดรับเชื้อกับกลุมควบคมุในชวงอายุเดียวกันดวยวิธี Unpaired t-test 
  7.2)   ระดับแอนติบอดีตอเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ เปรียบเทียบ
ระดับแอนติบอดตีอเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอของไกระหวางกลุมที่ไดรับเชื้อกับกลุมควบคุม
ในชวงอายุเดียวกันดวยวิธี Unpaired t-test 
  7.3)   รอยโรคของทอลมและไตทางมหพยาธิวทิยาและจุลพยาธิวิทยา 
วิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมทดลองโดยวิธี Kruskal Wallis test 
  7.4) การตาย ใชสถิติเชิงพรรณนาในรูปของอัตราการตาย 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
การวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน 
  

 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 ของลําดบันิวคลีโอไทดในยีนเอสวนัของไวรัส 
    หลอดลมอักเสบติดตอระหวางชนิดที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทย (THA001)  

 และสายพนัธุที่รายงานใน GenBank database  
 

ทําการตรวจหาลําดับนวิคลีโอไทดในยีนเอสวันที่ครอบคลุมสวน hypervariable region 
และทําการวิเคราะหเปรียบเทียบลาํดับนวิคลีโอไทดระหวางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดที่ทาํให
เกิดรอยโรคที่ไตสายพนัธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทยและชนิดทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไต
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ตารางที่ 4.1 การเปรียบเทยีบรอยละความเหมือน (%identity) ของลําดับนิวคลีโอไทด ในยีนเอสวันระหวางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยใน
ประเทศไทย (THA001) และสายพันธุที่รายงานใน 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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สายพนัธุที่รายงานใน GenBank database พบวาไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพนัธุที่แยกได
จากไกปวยในประเทศไทย 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 รอยละ 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
ติดตอชนิดที่ทาํใหเกิดรอยโรคที่ไตระหวางสายพนัธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทยและ
สายพนัธุที่รายงานใน GenBank database พบวาไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอสายพนัธุที่แยกได
จากไกปวยในประเทศไทยมคีวามสัมพันธใกลเคียงกบัสายพนัธุที่แยกไดในเกาหลีไดแก K069-01, 
K507-01 สายพันธุที่แยกไดในจีนไดแก BJQ, LS2, LD3 และ LH10 และสายพันธุทีแ่ยกไดในญี่ปุน
ไดแก JP/Shimane/2002 แสดงในภาพที ่4.1   
  
การหาความเขมขนของเชื้อไวรสั 
 

นําผลการทดสอบตั้งแต dilution ทีท่ําใหตัวออนในไขไกฟกเกิดการเปลี่ยนแปลง 100% 
จนถงึ dilution ที่ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเลย มาคํานวณหาคาการเปลี่ยนแปลงสะสม และ
คํานวณหาเปอรเซ็นตการตอบสนอง (response) สะสม ของตัวออนในไขไกฟกตอเชื้อไวรัส ดัง
แสดงในตารางที่ 4.2 แลวคํานวณหาความเขมขนของไวรัส ในหนวย EID50/0.1 ml ตามวิธีของ 
Reed และ Muench (1938) ซึ่งวิธนีี้จะคํานวณจากคาสะสม โดยหาตาํแหนง 50% response ของ
คาสะสม ซึง่อยูระหวาง 2 dilution จากนัน้หาคา proportionate distance (PD) โดยกําหนดให  

  A = % response สะสม คาแรกที่มากกวา 50% 
  B = % response สะสม คาแรกที่นอยกวา 50% 
  C = dilution ของไวรัสที่ใหคา A 
  X = ลําดับการเจือจางไวรัส (dilution factor) 
แทนคาในสูตร 
   PD  =  A–50 
     A–B  
    = 89–50   
     89–43 
    = 0.85 
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เมื่อไดคา PD แลวนํามาคํานวณตอตามสตูร 
log EID50  =  (log C)–(PD x log X) 
  = (–6)–(0.85)(1) 
  = –6.85 

แสดงวาที่ dilution 10-6.85  ไวรัสจะมีความเขมขน 1 EID50 /0.1 ml 
ดังนัน้ไวรัสที่เตรียมไดจะมีความเขมขน =  106.85 EID50 /0.1 ml 

 
 
ตารางที่ 4.2 คาการเปลี่ยนแปลงของตัวออนไขฟกที่สังเกตเหน็จริงและคาสะสม 
 
ระดับ       การสังเกต   คาการสังเกตสะสม              เปอรเซ็นต    
การเจือจาง     เปลี่ยนแปลง     ปกติ         เปลี่ยนแปลง ปกติ    อัตราสวน              
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 ตัวออนที่เกิดสภาพแคระแกร็น (ซาย) และตัวออนปกติ (ขวา) 
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  ภาพที่ 4.3 ไตของตัวออนมกีารสะสมของยูเรต 
 
อาการปวยและอัตราการตาย 
 

ภายหลงัจากไกไดรับเชื้อ ไกแสดงอาการของระบบทางเดินหายใจ ไดแก มีน้าํมูก มีน้ําตา 
ไอ จาม อาปากหายใจ หายใจเสียงดงัครืดคราดและสะบัดหวั แสดงอาการของระบบทางเดนิ
อาหาร ไดแก อาการทองเสีย ถายเปนน้าํมีสารยูเรตสขีาวปน อัตราการตายของไกที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 2 วันมีอัตราการตายสงูกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 14 วัน โดยพบอัตราการตาย 58 และ 8 
เปอรเซ็นต ในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน ตามลําดับ โดยไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันตาย
ระหวางวันที ่3-12 และไกทีไ่ดรับเชื้อเมื่ออาย ุ14 วันตายระหวางวันที ่8-11 ดังแสดงในตารางที ่4.3 
สวนไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อไมพบอาการปวยและไมมีไกตาย  
 
ตารางที่ 4.3 อัตราการตายในไกที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 และ 14 วัน 
 
                      จาํนวนไกตาย (ตวั)            จํานวนไกตาย/ 
  อายุไกที่ไดรับเชื้อ       หลังจากไดรับเชื้อ (วัน)  จํานวนไกทัง้หมด  

(วัน)  0-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-21     (เปอรเซ็นต) 
  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) 

      
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา  
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ภาพที่ 4.4 อาการปวยของไกที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ  

บนซาย แสดงอาการมนี้ํามูก  บนขวา แสดงอาการมนี้ําตา 
ลางซาย แสดงอาการทองเสีย  ลางขวา แสดงการถายเปนน้าํมียูเรตปน  

 
น้ําหนักตวัไก 
 

น้ําหนกัตัวไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน แสดงในตารางที ่ 4.4 และภาพที่ 4.5 พบวาเมื่อไก
อายุ 2 วัน (กอนไดรับเชื้อ) น้ําหนกัตัวไกเฉลี่ยของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน (กลุมที่ 1) และ
ไกกลุมควบคมุ (กลุมที่ 3) ไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ภายหลงัจาก
ไดรับเชื้อ 7 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน มนี้ําหนกัเฉลีย่นอยกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p<0.05)  

น้ําหนกัตัวไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แสดงในตารางที ่4.5 และภาพที่ 4.6 พบวาเมื่อไก
อายุ 14 วัน (กอนไดรับเชื้อ) น้ําหนักตัวไกเฉล่ียของไกกลุมที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 14 วนั (กลุมที่ 2) 
และไกกลุมควบคุม (กลุมที ่3) ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(p>0.05) ภายหลัง
จากไดรับเชื้อ 7 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน มีน้าํหนกัเฉลี่ยนอยกวา
กลุมควบคุมอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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ตารางที่ 4.4 น้ําหนกัตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วนั 
        และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

 
     หลังจากไดรับเชื้อ                      น้าํหนักตัวไก (กรัม)            

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ 
   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- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 4.5 น้าํหนักตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วนั และ    

ไกกลุมควบคมุที่ไมไดรับเชื้อ 
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ตารางที่ 4.5 น้ําหนกัตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั 
และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

 
หลังจากไดรับเชื้อ                      น้าํหนักตัวไก (กรัม)           

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ 
   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- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 4.6 น้าํหนักตัวไกเฉลี่ยกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั 

และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
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รอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ทอลมและไต 
 
 ไกที่ไดรับเชื้อจะพบเมือกทีท่อลมในวันที ่ 3 หลังจากไดรับเชื้อ โดยสามารถพบเมือก
ปริมาณมากในชวงสัปดาหแรกหลังจากไดรับเชื้อ จากนั้นปริมาณเมือกจะลดลงในวนัที ่ 14 
หลังจากไดรับเชื้อ ไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วันพบรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ทอลมมากกวาไกที่
ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ (p>0.05) โดยพบวาไกที่
ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน มีคะแนนรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ทอลมเฉลี่ย 1.33 สวนไกที่ไดรับเชือ้
เมื่ออาย ุ14 วัน มีคะแนนรอยโรคเฉลี่ย 1.00 ดังแสดงในตารางที ่4.6 สวนไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับ
เชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางมหพยาธิวทิยาทีท่อลม 

ไกที่ไดรับเชื้อจะพบไตบวมเล็กนอยในชวงวันที ่ 3-5 หลงัจากไดรับเชื้อ และพบไตบวมและ
มียูเรตคั่งภายในทอไตในชวงวนัที ่ 5-7 หลงัจากไดรับเชื้อ จากนั้นจะพบไตบวมนอยลงหรือไมพบ
เลยในวนัที่ 14 หลังจากไดรับเชื้อ ไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันพบรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ไต
มากกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
โดยพบวาไกทีไ่ดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน มคีะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่หลอดลมเฉลี่ย 1.00 
สวนไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน มีคะแนนรอยโรคเฉลีย่ 0.46 ดังแสดงในตารางที่ 4.7 สวนไกกลุม
ควบคุมที่ไมไดรับเชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางมหพยาธวิิทยาที่ไต  
 
ตารางที่ 4.6 คะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่ทอลมหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อ

เมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
 
     คะแนนรอยโรคที่หลอดลม  
   อายุไกที่ไดรับเชื้อ     หลงัจากไดรับเชื้อ (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

 
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที่ 4.7 คะแนนรอยโรคทางมหพยาธิวิทยาที่ไตหลงัจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 

     คะแนนรอยโรคที่ไต   
อายุไกที่ไดรับเชื้อ            หลังจากไดรับเชื้อ (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

              
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
รอยโรคทางจุลพยาธวิิทยาที่ทอลมและไต 
 

ไกที่ไดรับเชื้อจะเริ่มพบการหายไปของซิเลีย epithelium ลอกหลุดบางสวน ม ี lymphoid 
infiltration เลก็นอยในชั้น lamina propia และ submucosa ในไกบางตัว ภายในวนัที ่1 หลังจาก
ไดรับเชื้อ โดยสามารถพบรอยโรคที่รุนแรงในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน จากนัน้รอยโรคจะเพิ่ม
ระดับความรุนแรงมากขึ้น โดยยังสามารถพบรอยโรคไดจนถงึสิ้นสุดการทดลองในวันที่ 14 หลงัจาก
ไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทยีบคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธวิทิยาทีท่อลม พบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 
วันพบรอยโรคทางจุลพยาธวิทิยาทีท่อลมมากกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน มีคะแนนรอย
โรคทางจุลพยาธิวทิยาทีท่อลมเฉลี่ย 2.13 สวนไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ14 วนั มีคะแนนรอยโรคเฉลี่ย 
2.07 ดังแสดงในตารางที่ 4.8 สวนไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางจุลพยาธิ
วิทยาที่ทอลม 

ไกที่ไดรับเชื้อจะเริ่มพบ lymphoid infiltration ที ่ interstitial tissue เปนบริเวณเล็กๆ 1-2 
แหงวนัที่ 3 หลังจากไดรับเชื้อ จากนัน้รอยโรคจะเพิม่ระดับความรนุแรงมากขึ้น โดยยังสามารถพบ
รอยโรคไดจนถึงสิน้สุดการทดลองในวันที่ 14 หลังจากไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทยีบคะแนนรอยโรค
ทางจุลพยาธวิทิยาที่ไต พบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วันพบรอยโรคทางจลุพยาธิวทิยาที่ไต
มากกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แตไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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โดยพบวาไกทีไ่ดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วนั มีคะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวทิยาที่ไตเฉลี่ย 2.07 สวนไกที่
ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั มีคะแนนรอยโรคเฉลี่ย 1.40 ดังแสดงในตารางที่ 4.9 สวนไกกลุมควบคมุ
ที่ไมไดรับเชื้อตรวจไมพบรอยโรคทางจุลพยาธวิิทยาที่ไต 

 
ตารางที่ 4.8 คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่ทอลมหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อ

เมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ 
     คะแนนรอยโรคที่ทอลม  
   อายุไกที่ไดรับเชื้อ     หลงัจากไดรับเชื้อ (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

 
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
ตารางที่ 4.9 คะแนนรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่ไตหลงัจากไดรับเชื้อ ของไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่อ

อายุ 2 และ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
     คะแนนรอยโรคที่ไต   
อายุไกที่ไดรับเชื้อ            หลังจากไดรับเชื้อ (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

              
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในคอลัมนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ 
 
 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน แสดงใน 
ตารางที ่ 4.10 และภาพที ่ 4.7 กอนไดรับเชื้อและภายหลังไดรับเชื้อ 7 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชือ้
เมื่ออายุ 2 วัน และกลุมควบคุมมีระดับแอนติบอดีเฉล่ียไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
(p>0.05) ภายหลงัไดรับเชื้อ 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออาย ุ 2 วัน มีระดับ
แอนติบอดีเฉล่ีย1159.7 และ 1403.9 ซึ่งสูงกวาระดับแอนติบอดีเฉล่ียของไกกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน แสดงใน 
ตารางที ่ 4.11 และภาพที ่ 4.8 กอนไดรับเชื้อและภายหลังไดรับเชื้อ 7 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชือ้
เมื่ออาย ุ 14 วัน และกลุมควบคุมมีระดับแอนติบอดีเฉล่ียไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
(p>0.05) ภายหลงัไดรับเชื้อ 14 และ 21 วัน พบวาไกกลุมที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน มีระดบั
แอนติบอดีเฉล่ีย 1867 และ 1066.5 ซึ่งสูงกวาระดับแอนติบอดีเฉล่ียของไกกลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
ตารางที ่ 4.10 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไก

กลุมที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 วนั และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
   หลังจากไดรับเชื้อ                           ระดับแอนติบอดี             

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ* 
   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

 * ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตาเมื่ออาย ุ2 วัน 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 4.7 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุม

ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
ตารางที่ 4.11 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไก

กลุมที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
   หลังจากไดรับเชื้อ                           ระดับแอนติบอดี                   

(วัน)    ไกที่ไดรับเชื้อ   ไกกลุมควบคมุ* 
   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  
 * ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตาเมื่ออาย ุ14 วัน 
a, b- ตัวอักษรที่ตางกันตามหลังตัวเลขในแนวนอนเดียวกันแสดงถงึความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่  4.8 ระดับแอนติบอดีตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอกอนและหลังจากไดรับเชื้อ ของไกกลุม

ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน และไกกลุมควบคุมที่ไมไดรับเชื้อ  
 
การตรวจหาเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธี RT-PCR 
  

ผลการตรวจหาสารพนัธกุรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธ ี RT-PCR แสดงใน
ตารางที่ 4.12 และภาพที่ 4.9, 4.10, 4.11 และ 4.12 ไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันสามารถตรวจพบ
สารพันธุกรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่ทอลมและไตไดภายใน 1 วนัหลังจากไดรับเชื้อ 
จากนั้นจะตรวจพบจนถึงสิน้สุดการทดลองที ่ 14 วันหลงัจากไดรับเชื้อ สวนไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 
14 วันสามารถตรวจพบสารพันธกุรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่ทอลมไดภายใน 1 วัน
หลังจากไดรับ แตพบวาที่ไตจะตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอไดในวันที ่ 3 
หลังจากไดรับเชื้อ จากนัน้จะตรวจพบจนถึงสิน้สุดการทดลองที่ 14 วันหลงัจากไดรับเชื้อ  
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      1 2    3   4     5     6     7     8 

        
 
ภาพที่ 4.9 PCR amplified product จากทอลมของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลงัไดรับเชื้อ, 5 = 3 วัน
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลังไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
 
      1 2    3   4     5     6     7     8 

 
 
ภาพที่ 4.10 PCR amplified product จากไตของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลงัไดรับเชื้อ, 5 = 3 วัน
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลงัไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
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      1 2    3   4     5     6     7     8 

 
 
ภาพที่ 4.11 PCR amplified product จากทอลมของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วนั 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลงัไดรับเชื้อ, 5 = 3 วัน
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลังไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
    

   1 2     3     4     5     6     7     8 

 
 
ภาพที่ 4.12 PCR amplified product จากไตของไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน 1 = molecular 
weight marker, 2 = negative control, 3 = positive control, 4 = 1 วันหลังไดรับเชื้อ, 5 = 3 วนั
หลังไดรับเชื้อ, 6 = 5 วันหลงัไดรับเชื้อ, 7 = 7 วันหลงัไดรับเชื้อ, 8 = 14 วนัหลงัไดรับเชื้อ  
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ตารางที่ 4.12 ผลการตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอดวยวิธี RT-PCR ในไกกลุมที่ไดรับ
เชื้อเมื่ออาย ุ2 และ 14 วัน 
 
     ทอลม    ไต 
อายุไกที่ไดรับเชื้อ  หลังจากไดรับเชื้อ (วนั)  หลังจากไดรับเชื้อ (วนั) 
 (วัน)   1     3     5      7     14  1     3     5      7     14  
  

2   +     +     +     +     +  +     +     +     +     + 
 2*    -      -      -      -      -   -      -      -      -      - 
          14   +     +     +     +     +   -     +     +     +     +     
          14*   -      -      -      -      -   -      -      -      -      - 
 
* ไกไดรับ PBS ปริมาณ 100 ไมโครลิตร โดยการหยอดตา 
+ = ตรวจพบเชื้อ 
 - = ตรวจไมพบเชื้อ 
 



บทที่ 5  
 

สรุปผลการวิจัย วิจารณ และขอเสนอแนะ 
 

 การแยกกลุมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ โดยใชการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีน
เอสวันมีรายงานการใชอยางแพรหลายในปจจุบัน เนื่องจากการแยกกลุมทางซีรัมวิทยา (ซีโรไทป) 
ดวยวิธี virus neutralization ซึ่งเปนวิธมีาตรฐานนัน้ตองใชแอนตบิอดีทีม่ีความจําเพาะสําหรับแต
ละซีโรไทป และเมื่อใชตรวจแยกเชื้อที่มีการเปล่ียนแปลงไปจากซีโรไทปซึ่งมีแอนติบอดีที่จําเพาะอยู
ก็จะทําใหไมสามารถบอกซีโรไทปของเชื้อได (Keeler et al., 1998) การแยกกลุมโดยใช RT-PCR 
เพื่อเพิ่มจํานวนของยีนเอสวันรวมกับการใชเอนไซมตัดจาํเพาะก็เปนวิธีทีน่ิยมใช แตมรีายงานวา
เชื้อบางซีโรไทปเชน Gray กับ JMK มีรปูแบบของผลผลิตทีเ่กิดจากการตัดยอยดวยเอนไซมแลว
เหมือนกัน ทําใหไมสามารถแยกซีโรไทปดงักลาวออกจากกันได (Kwon et al., 1993) การแยกกลุม
โดยใชการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน มรีายงานทั้งการวิเคราะหนิวคลีโอไทดทั้งหมดของยีน
เอสวันซึ่งประกอบดวย 1720 base pair (Lee et al., 2004) การวิเคราะหนิวคลีโอไทดเฉพาะสวน 
hypervariable region ซึ่งครอบคลมุ hypervariable region I และ hypervariable region II มี
หลายรายงาน โดยแตละรายงานใชขนาดของนิวคลโีอไทดที่ทําการวิเคราะหแตกตางกันไปไดแก 
421 base pair (Lee, Hilt  and Jackwood, 2001) 600 base pair (Keeler et al., 1998) และ 
706 base pair (Gelb et al., 2001) แสดงใหเห็นวาขนาดของนิวคลโีอไทดในสวน hypervariable 
region I และ hypervariable region II ที่ใชวิเคราะหแยกกลุมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ
อยางนอยที่สุดตองมนีิวคลีโอไทดประมาณ 421 base pair นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการวิเคราะห
นิวคลีโอไทดเฉพาะสวน hypervariable region I สามารถแยกกลุมของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอไดสอดคลองกับการแยกกลุมโดยใชการวิเคราะหนิวคลีโอไทดทัง้หมดของยีนเอสวัน (Wang 
and Huang, 2000) แตการแบงกลุมโดยวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันอาจไมสอดคลองกบั
การแบงกลุมทางซีรมัวิทยา ในกรณทีี่เกิดการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยในยีนเอสวันตรงตําแหนง 
epitopes แตไมทําใหการตอบสนองทางซรีมัวิทยาเปลี่ยนแปลง จะทําใหไดเชื้อซีโรไทปเดียวกันโดย
อาจอยูคนละกลุมเมื่อทําการแยกดวยการวิเคราะหนิวคลีโอไทด (Ziegler et al., 2002)  ใน
การศึกษาครั้งนี้ไดทําการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันเของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ
สายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทย โดยใช primer ที่ออกแบบใหครอบคลุม 
hypervariable region I และ hypervariable region II และ primer ดังกลาวจะทําใหไดผลผลิต
จาก PCR ขนาด 611 base pair จึงเปนสวนที่สามารถใชวิเคราะหเพื่อแยกกลุมของไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอได  
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 ผลการแยกกลุมของเชื้อโดย phylogenetic relationship พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอสายพันธุหนึ่งที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทย มคีวามใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดจาก
ประเทศเกาหลี จนี และญีปุ่น ซึ่งเปนประเทศที่อยูในทวีปเอเชีย  แตเมื่อพิจารณาความเหมือนของ
นิวคลีโอไทด พบวาเชื้อที่แยกไดในประเทศไทยมีความเหมือนกับสายพันธุที่แยกไดจากประเทศ
ตางๆ 61.28-77.44 % เมือ่วิเคราะหตามขอสรุปของ Kingham และคณะ (2000) ที่กลาววาเชื้อ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่มคีวามเหมอืนของนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันนอยกวาหรือเทากับ 75% 
จัดเปนเชื้อตางซีโรไทปกัน ซึ่งสอดคลองกับขอสรุปของ Ziegler และคณะ (2002) ที่กลาววาเชื้อ
สายพันธุ T, Holte, Gray, B1648 และ Bj1/01 มีความเหมือนของยีนเอสวัน 67.5-81.2% จัดเปน
เชื้อตางกลุมกัน แสดงวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนสายพันธุที่
แตกตางจากเชื้อที่มรีายงานในประเทศอืน่ๆ สอดคลองกับการตรวจพบเชื้อในประเทศจีนทีร่ายงาน
โดย Liu และ Kong (2004) พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอทีแ่ยกไดในประเทศจีนคือ LD3, 
LS2, LX4 LH2 และ LH10 มีความเหมือนของนิวคลีโอไทดกับเชือ้ที่แยกไดในประเทศแถบยุโรป 
ออสเตรเลีย ไตหวนั ญี่ปุน และสหรัฐอเมริกาเพียง 48-79% และจากรายงานของ   Yu และคณะ 
(2001) พบวาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่แยกไดในประเทศจนี มาเลเซีย และสิงคโปร เปน
เชื้อที่มคีวามหลากหลายทางพันธุกรรม เนือ่งจากผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทดในยีนเอสวัน พบวา
เชื้อบางสายพันธุมคีวามใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดในยุโรป (D207) บางสายพันธุมีความ
ใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดในประเทศสหรัฐอเมริกา (M41, Beaudett และ Connecticut) และ
บางสายพันธุมีความใกลเคียงกับสายพันธุที่แยกไดในประเทศอิสราเอล (isolate 2886) แตทีน่า
สังเกตคือ บางสายพันธุมีความใกลเคียงกับสายพันธุ H120 ซึ่งเปนสายพันธุในวัคซนีเชื้อเปน แสดง
วาเชื้อกอโรคที่แยกไดมีการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรม (recombination) กับสายพันธุในวคัซีน ซึ่ง
สอดคลองกับผลการศึกษาการเกิด recombination ของเชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิตอ ของ 
Estevez, Villegas และ El-Attrache (2003) ที่พบวาเมื่อฉีดเชื้อสายพันธุ Massachusetts และ
สายพันธุทองถิ่น (D 072 like virus) เขาในไขไกฟกฟองเดียวกัน จะตรวจพบเชื้อไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอที่มีลําดับของนิวคลีโอไทดในยีนเอสวันเหมือนกับสายพันธุตั้งตนทัง้สองสายพันธุ จาก
รายงานของ จิโรจ ศศิปรียจันทร (2004) พบวาประเทศไทยมีวัคซนีปองกันโรคหลอดลมอักเสบ
ตดิตอจําหนายในทองตลาดหลายสายพันธุไดแก Massachusetts, Holland, Connecticut, Ma5, 
Armidale A3, 4/91, Arkansas 99 และ C90/66 และจากรายงานของ Lee, Sung และ Kwan 
(2004) พบวาการใชวัคซีนเชื้อเปนทีม่คีวามหลากหลายของสายพันธุในทองที่เดียวกัน เปนสาเหตุ
หนึง่ทีท่ําใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชือ้ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ หรือทําใหเกิด
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุที่แตกตางจากที่เคยมีรายงาน ดังนัน้การใชวัคซีนดังกลาว
อาจทําใหเกิดเชื้อสายพันธุใหมในประเทศไทย ที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมระหวางสาย
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พันธุของเชื้อได นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมตามธรรมชาติ (natural mutation) ของ
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอก็เปนสาเหตหุนึ่งของการเกิดเชื้อสายพันธุใหม เชน การเกิด point 
mutation และ insertion mutation ในเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอ SC021202 ที่แยกไดใน
ประเทศจีน (Zhou et al., 2004)  

เช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่ใชในการศึกษาครั้งนีเ้ปนชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไต แต
เมื่อไกไดรับเชือ้แลวพบวาเชื้อสามารถทําใหไกปวยและแสดงอาการของระบบทางเดนิหายใจดวย 
โดยพบอาการ มีน้ํามูก มีน้าํตา ไอ จาม อาปากหายใจ หายใจเสียงดังครดืคราดและสะบดัหัว 
รวมทัง้ทําใหเกิดรอยโรคที่ทอลมท้ังทางมหพยาธิวิทยาและจุลพยาธิวิทยา แสดงวาเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตสามารถกอโรคภายในระบบทางเดนิหายใจได 
สอดคลองกับการศึกษาของ Purcell, Tham และ Surman (1976) ทีพ่บวาไกที่ไดรับเชื้อหลอดลม
อักเสบติดตอชนดิทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ Australian T แสดงอาการของระบบทางเดิน
หายใจอยางออนภายใน 24 ชั่วโมงหลงัจากไดรับเชื้อ พบอาการไอและจามอยางชัดเจนในวันที่ 3 
ภายหลังจากไดรับเชื้อ และไกแสดงอาการของระบบทางเดินหายใจจนถึงวันที ่ 12 หลงัจากไดรบั
เชื้อ การศึกษาของ Animas และคณะ (1994) พบวาไกที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอกัเสบติดตอชนิด
ที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ K-34 แสดงอาการของระบบทางเดินหายใจภายในวันที่ 3-6 
หลังจากไดรับเชื้อ  
 การศึกษาในครั้งนี้พบวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 วันมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรับเชื้อ
เมื่ออายุ 14 วัน สอดคลองกับผลการศึกษาของ Chong และ Apostolov (1982) ทีพ่บวาเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอชนดิที่ทําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ Australian T ทําใหไกที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 1 วันมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรบัเชื้อเมื่ออายุ 15 วัน โดยพบอัตราการตาย 44.8 % และ 
25 % ในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 1 วันและ 15 วัน ตามลาํดับ นอกจากนี้ยังมีรายงานผลการศึกษาใน
ไกที่อายุมากกวา 14 วัน แตยังพบวาแนวโนมของอัตราการตายในไกที่ไดรับเชื้อหลอดลมอักเสบตดิ
ตอเมื่ออายุนอยมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุมาก จากผลการศึกษาของ Animas  
และคณะ (1994) พบวาไกที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนิดทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสาย
พันธุ K-34 เมือ่อายุ 2 สัปดาห แสดงอาการปวยรุนแรงและมีอัตราการตายสูงกวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่อ
อายุ 4 และ 6 สัปดาห โดยพบวาไกที่ใชศึกษากลุมอายุละ 4 ตัวมีการตาย 2 ตัวในไกที่ไดรับเชื้อเมือ่
อายุ 2 สัปดาห แตไกที่ไดรบัเชื้อเมื่ออายุ 4 และ 6 สัปดาหไมมีไกตาย ผลการศึกษาของ Ignjatovic 
และคณะ (2003) พบวาไกพันธุ White leghorn สายพันธุ S และ HWLที่ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลม
อักเสบติดตอชนดิทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุ N1/62 เมื่ออายุ 2 สัปดาหมอีัตราการตายสูง
กวาไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 4 สัปดาห ซึ่งไกสายพันธุ S ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 และ 4 สัปดาห มีอตัรา
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การตาย 90 % และ 45 % ตามลําดับ และไกสายพันธุ HWL ที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 2 และ 4 สัปดาห 
มีอัตราการตาย 70 % และ 25 % ตามลําดับ 
 เมื่อพิจารณา epitope ที่เก่ียวของกับการสรางแอนติบอดีของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ตดิตอ จะพบวาบน S glycoprotein มี epitopes 11 ตําแหนง แบงออกเปน epitopes ชนดิทีม่ี
ความจําเพาะตอสายพันธุ 7 epitopes และชนดิที่ไมจําเพาะตอสายพันธุ คือสามารถพบ epitope 
ชนดิเดียวกันในเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอสายพันธุอ่ืนๆ 4 epitopes (Parr and Collisson,  
1993) ดังนั้นเมื่อตรวจหาระดับแอนติบอดดีวยวิธี ELISA ที่มีการเคลอืบผิวของ microtitre plate 
ดวยเชื้อไวรัสที่ถูกทําใหหมดฤทธิ์ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี ้ จึงสามารถตรวจพบแอนติบอดีชนดิ IgG 
หลายชนิด ซึ่งเปนแอนติบอดีทีเ่กิดจากการกระตุนดวย epitopes แตละตําแหนงดังกลาวขางตน  

 ระดับแอนติบอดีในไกอายุ 2 วัน มคีาเฉลี่ยสูงมาก เนื่องจากเปนแอนติบอดทีี่ไดรับ
ถายทอดมาจากแมไก จะเห็นไดจากการทีร่ะดับแอนติบอดีในกลุมควบคุมลดลงเรื่อยๆ เมื่ออายุ
มากขึ้น การเปลี่ยนแปลงของระดับภูมิคุมกันที่ไดรับถายทอดมาจากแมไกมีความสอดคลองกบั
รายงานของ Davelaar และ Kouwenhoven (1977) โดยพบวาระดับนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดตีอ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอที่ไดรับมาจากแมไกจะตรวจพบสูงมากที่อายุ 1 วัน จากนั้นจะลดลง
เรื่อยๆ จนหมดไปเมื่ออายุ 30 วัน จากการศึกษาในครัง้นี้จะเหน็ไดวาแอนติบอดทีีไ่ดรับถายทอดมา
จากแมไกไมมีผลในการปองกันการกอโรคของเชื้อที่ใชศกึษา เนื่องจากไกที่ไดรับเชือ้เมื่ออายุ 2 วัน 
พบอาการปวยและการตายสูงในชวง 7 วันแรกของการไดรับเชื้อ ซึง่เปนชวงทีม่ีระดับแอนตบิอด ี 
สูงมาก แสดงวาภูมิคุมกันที่ไดรับถายทอดมาจากแมไกไมใชนิวทรัลไลซิ่งแอนติบอด ี จากเหตุผล
ดังกลาวประกอบกับผลการวิเคราะหความเหมือนของนวิคลีโอไทดในยีนเอสวัน ที่พบวาเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบตดิตอที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนสายพันธุที่แตกตางจากที่เคยมีรายงาน ดังนั้น
แอนติบอดทีี่ไดรับถายทอดมาจากแมไกและไมมีผลในการปองกันโรค จึงเปนแอนติบอดทีี่ไมใช
นิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดี และเปนแอนติบอดีทีเ่กิดจากการกระตุนดวย epitopes ที่ไมจําเพาะตอ
สายพันธุ การตอบสนองของแอนติบอดตีอเช้ือไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่เกิดจากการกระตุนของ
เชื้อที่ใชในการศึกษา เริ่มพบการตอบสนองภายหลังจากวันที่ 7 ของการไดรับเชื้อ  สอดคลองกับผล
การศึกษาของ Cook และคณะ (1991) ทีต่รวจพบแอนติบอดีชนดิ IgG ในวันที ่ 9 ภายหลังจากไก
ไดรับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอ เปนทีน่าสังเกตวาแอนติบอดทีีสู่งขึ้นในวันที ่ 14-21 ภายหลัง
จากไกไดรับเชือ้ เปนชวงที่ไมพบการตายของไก แสดงวาแอนติบอดีที่สรางขึน้ภายหลังจากไกไดรับ
เชื้อมีผลในการยับย้ังเชื้อ ดงันัน้แอนติบอดดีังกลาวจึงเกิดจากการกระตุนดวย epitope ที่จําเพาะ
ตอสายพันธุนัน้ๆ และมีนิวทรัลไลซ่ิงแอนติบอดีรวมอยูดวย จึงมีผลในการยับย้ังเชื้อ สอดคลองกับ
รายงานที่พบวาแอนติบอดตีอเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบตดิตอที่จะสามารถปองกันการเกิดโรคได
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จะตองเกิดจากเชื้อสายพันธุเดียวกันหรืออยูในซีโรไทปเดยีวกัน (Parsons et al. 1992; Pensaert 
and Lambrechts 1994) 

ผลการศึกษาในครัง้นี้แสดงใหเหน็วาความตานทานตอโรคหลอดลมอักเสบตดิตอชนดิทีท่ํา
ใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุหนึง่ที่แยกไดจากไกปวยในประเทศไทยจะเพิ่มข้ึนตามอายุของไก ซึ่งจะ
เห็นไดจากอัตราการตาย และแนวโนมความรุนแรงของรอยโรคทัง้ทางมหพยาธิวิทยาและจุลพยาธิ
วิทยาในไกที่ไดรับเชื้อเมื่ออายุ 14 วัน นอยกวาไกที่ไดรบัเชื้อเมื่ออายุ 2 วัน ความตานทานตอโรคที่
เพิ่มข้ึนตามอายุมีปจจัยที่สําคัญคือ ระบบภูมิคุมกันของไก โดยพบวาไกอายุนอยจะมีการพัฒนา
ของเซลลที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันไมสมบูรณหรือบางสวนยังไมมีการพัฒนา รวมทั้งอวัยวะ
น้ําเหลือง (lymphoid organs) ยังเจรญิไมเต็มที่ (Animas et al., 1994) จากรายงานของ 
Davelaar และ Kouwenhoven (1976) พบวาตอม Harderian ซึ่งเปนอวัยวะในระบบภูมิคุมกัน
รอบนอก (peripheral lymphoid organs) อยูบริเวณใตตา จะมีปรมิาณของ plasma cells เพ่ิมข้ึน
ตามอายุของไก จากการศึกษาพบวาตอม Harderian ของไกอายุ 1-3 วัน ยังไมมีการสะสมของ 
lymphoid cells และ plasma cells แตในไกอายุ 20 วัน จะพบ plasma cells แลว เมื่อไกไดรับ
วัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอ พบวาไกที่ไดรับวัคซนีเมื่ออายุ 1 วัน จะเริ่มพบ plasma cells ที่ตอม 
Harderian ในวันที ่ 3 ภายหลังจากไกไดรับวัคซนี แตในวันเดียวกันไกที่ไดรับวคัซีนเมื่ออายุ 20 วัน 
พบปริมาณของ plasma cells เพ่ิมข้ึนอยางมาก นอกจากนี้ผลการศึกษาของ Cook และคณะ 
(1991) ยังพบวาไกที่ไมมี B lymphocytes จะพบอาการของโรคหลอดลมอักเสบตดิตอรุนแรงกวา
ไกปกติ โดยพบการมีน้ํามูกและเมือกในทอลมเปนระยะเวลานาน ปริมาณเชื้อไวรัสที่แยกได
มากกวา ตรวจพบเชื้อไวรัสที่อวัยวะตางๆ เปนระยะเวลานาน และซีเลียของทอลมถูกยับย้ังการ
ทํางานเปนระยะเวลานานกวาไกปกติ  

นอกจากนี้ปจจัยอื่นที่เก่ียวของกับความตานทานตอโรคหลอดลมอักเสบตดิตอ ยังเกิดจาก
ความสามารถของเชื้อที่จะเพิ่มจํานวนที่อวัยวะเปาหมาย ความรุนแรงของรอยโรคที่อวัยวะ
เปาหมายซึ่งเกิดจากการทําลายของเชื้อ ความรวดเร็วของการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในการ
ตานทานตอเชือ้และการทําลายเชื้อ และระยะเวลาที่ใชในการกลับเปนปกติของอวัยวะที่ถูกเชื้อ
ทําลาย (Ignjatovic et al. 2003) จากผลการศึกษาของ Nakamura และคณะ (1991) พบวาเซลล
เย่ือบุที่มีซีเลียและเซลลที่สรางเมือกของทอลมของไกที่มีความไวตอการตดิเชื้อจะหายไป และใช
เวลาในการกลับเปนปกตนิานกวาไกที่มีความตานทานตอเชื้อ และสามารถตรวจพบเชื้อที่ทอลมได
นานกวาไกที่มีความตานทานตอเชื้อ จากผลการศึกษาของ Ignjatovic และคณะ (2003) พบวาการ
ตอบสนองของเซลลทีเ่ก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันเชน lymphocytes ที่ไตของไกที่มคีวามตานทาน
จะเกิดขึ้นเร็วกวาไกที่มีความไวตอเชื้อ โดยจะพบการตอบสนองของ lymphocytes ภายใน 3 วัน
หลังจากไดรับเชื้อและรอยโรคที่ไตจะหายเปนปกติไดในวันที่ 5 หลงัจากไดรับเชื้อ 
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สรุป เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอชนดิทีท่ําใหเกิดรอยโรคที่ไตสายพันธุหนึ่งที่แยกได
จากไกปวยในประเทศไทยทีใ่ชในการศึกษาเปนสายพันธุที่แตกตางจากสายพันธุทีท่ําใหเกิดรอยโรค
ที่ไต ซึ่งมรีายงานในประเทศอื่นๆ และการกอโรคของเชื้อจะรนุแรงในไกอายุนอย 

 
ขอเสนอแนะ การศึกษาในครัง้นี้เปนการศึกษาเชื้อเพียงสายพันธุเดียวที่แยกไดจากไก

ปวยในทองที่ของประเทศไทย แมผลการวิเคราะหนิวคลีโอไทดจะบงบอกวาเปนสายพันธุที่แตกตาง
จากที่เคยมีรายงานแลวก็ตาม ทําใหเกิดคําถามที่นาสนใจวาเชื้อสายพันธุอื่นๆ ที่แยกไดจาก
ประเทศไทยจะเปนสายพันธุเดียวกันหรือไม จึงควรศึกษาเชื้อสายพันธุอื่นๆ ที่แยกไดจากประเทศ
ไทยเพิ่มเติมเพื่อใหไดขอมูลที่เปนตัวแทนของเชื้อที่แยกไดในประเทศไทย นอกจากนี้เมื่อทราบแลว
วามีเชื้อสายพันธุที่แตกตางจากสายพันธุที่เคยมีรายงาน ประเด็นสําคญัอีกประการหนึง่ทีค่วรศึกษา
คือการปองกันและควบคุมโรค ดงันั้นควรมีการศกึษาประสิทธภิาพของวัคซีนหลอดลมอักเสบ
ตดิตอในการปองกันโรคสายพันธุนี้ ซึ่งจะทําใหไดขอมูลที่เปนประโยชนตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก
ตอไป 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  
 นายธวัชชัย  โพธิ์เฮือง เกิดวนัพุธ ที ่28 มกราคม พ.ศ. 2519 ที่จังหวดัมหาสารคาม สําเร็จ
การศึกษาระดับประถมศึกษา จากโรงเรียนบานหนองแวง เมื่อปการศึกษา 2531 สําเร็จการศึกษา
ระดับมัธยมศกึษาตอนตน จากโรงเรียนบรบือ เมื่อปการศึกษา 2534 สําเร็จการศึกษาระดับ
มัธยมศึกษาตอนปลาย จากโรงเรียนสารคามพทิยาคม เมื่อปการศกึษา 2537 เขาศึกษาระดบั
ปริญญาตรี ที่คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั เมือ่ปการศึกษา 2538 ดวยทุน
โครงการจฬุา-ชนบท สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วุฒิสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต เมือ่ป
การศึกษา 2543 หลังจากจบการศึกษาไดเขาทาํงานเปนพนักงานมหาวทิยาลยั ตําแหนงอาจารย ที่
คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัเชียงใหม ในป พ.ศ. 2544-2545 จากนัน้เขาทํางานเปน
พนกังานมหาวิทยาลัย ตาํแหนงอาจารย ที่คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลยัขอนแกน ในป 
พ.ศ. 2545 จนถงึปจจุบัน เขารับการศึกษาตอระดับปริญญาโทที่คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2547 ดวยทนุโครงการพัฒนาอาจารยสาขาขาดแคลน 
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