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กิตติกรรมประกาศ 
 
 ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ผูวิจัยขอกราบขอบพระคณุรองศาสตราจารย นายสัตวแพทย 
ดร.คณศิักดิ์ อรวีระกุล อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ และ ศาสตราจารยนายแพทย ยง   ภูวรวรรณ 
อาจารยที่ปรึกษารวม ที่กรุณาใหคําปรึกษา คําแนะนําและชวยตรวจสอบแกไขขอบกพรอง
วิทยานิพนธ ตลอดจนใหความรูและขอเสนอแนะทีเ่ปนประโยชนอยางยิ่งตองานวิจัยนี้ดวยดมีา
ตลอด 
 ขอขอบคุณคณาจารยทุกทานในหลักสูตรสหสาขาจุลชีววิทยาทางการแพทย และคณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความรูจนสําเร็จการศึกษาในระดบัมหาบัณฑิต 
 ขอขอบคุณอาจารย สัตวแพทยหญงิ จฑุาทิพย เขียวเจริญ ที่กรณุาใหความชวยเหลือ 
ความรู ตลอดจนคําแนะนําในงานวิจัยครั้งนี ้

ขอขอบคุณ คณุสุมติรา วัฒโนดร และเจาหนาทีทุ่กทานในหนวยไวรัสวิทยา ภาควิชา
พยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่กรุณาใหความชวยเหลือ ความรู 
ตลอดจนคําแนะนําในงานวิจัยครัง้นี ้

ขอขอบคุณ คณุสญัชัย พยุงภร และเจาหนาที่ทุกทานในศนูยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดาน
ไวรัสตับอักเสบ  ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่กรุณา
ใหความชวยเหลือ ความรู ตลอดจนคําแนะนําในงานวจิัยครัง้นี ้

ขอขอบคุณภาควิชาจุลชีววิทยา และหนวยชันสูตรโรคสตัว คณะสตัวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความชวยเหลือในดานอปุกรณในการทําวิจัย 

ขอขอบคุณ ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาตทิี่กรณุาใหทนุอดุหนุนในการทํา
วิทยานิพนธ 

ขอขอบคุณ เพื่อนนิสติปรญิญาโทและปรญิญาเอก สหสาขาจุลชีววิทยาทางการแพทย
และเพื่อนนิสติปริญญาโท คณะสัตวแพทยศาสตร ทุกคนที่ใหความชวยเหลือในดานตางๆตลอด
การวิจัยจนสําเร็จไดดวยด ี

สุดทายนี้ผูวิจัยขอขอบคุณครอบครัวที่ใหความรัก ความเขาใจ กําลังใจ และชวยเหลือ
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
ไขหวัดนก (Avian influenza หรือ Bird flu) เปนโรคติดตอรายแรงที่มีผลตอระบบทางเดิน

หายใจ ทางเดินอาหาร หรือระบบประสาท ในสัตวปกหลายชนิด โดยการติดเชื้อในสัตวปกมีความ
หลากหลายตั้งแตการติดเชื้อเฉพาะแบบไมรุนแรง เชน การติดเชื้อที่ระบบทางเดินหายใจ ไขลด จนถึง
การติดเชื้อแบบรุนแรงหลายระบบ ที่ทําใหมีอัตราการตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต (Swayne and 
Senne, 2003) โรคนี้พบเปนครั้งแรกในปค.ศ. 1878 โดยรูจักกันในชื่อของ fowl plague (Alexander, 
2000; Branson, 1996) ตอมาในป ค.ศ. 1901 พบวาสาเหตุของโรคนี้เกิดจากเชื้อไวรัส และพบวาเชื้อ
นี้มีความสัมพันธกับ mammalian influenza A virus ในป ค.ศ. 1955 (Alexander, 2000; Branson, 
1996) และในปค.ศ. 1961 มีการตรวจพบเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 เปนครั้งแรก
ในนกทะเลที่ทวีปแอฟริกา เชื้อไวรัสดังกลาวแพรกระจายอยูในนกเปดน้ําหลายชนิด (wild waterfowl)  
นกทะเล (shorebird) และนกนางนวล (gull) ซึ่งเปนสัตวเจาบานตามธรรมชาติ (natural reservoir) 
ของเชื้อไวรัสนี้ โดยไมทําใหสัตวปกเหลานี้แสดงอาการปวย แตสามารถทําใหสัตวปกที่เปนสัตวเลี้ยง 
เชน ไก  ไกงวง ปวยหนักและตายทําใหเกิดความสูญเสียในทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก (Suarez, 
2000) ดังเชนการแพรระบาดของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 ในประเทศไทยในชวง
ปลายปค.ศ. 2003 ถึงตนปค.ศ. 2004 ทําใหเกิดความเสียหายเปนอยางมากตออุตสาหกรรมไกไข ไก
เนื้อ เปด และสัตวปกหลายชนิด ปกติแลวเชื้อไวรัสนี้ไมติดตอโดยตรงและไมระบาดในมนุษย (CDC, 
2004) อยางไรก็ดีปจจุบันมีรายงานการติดตอและการระบาดในคนหลายกรณี โดยเกิดจาก avian 
influenza A virus สายพันธุ H5N1 นับต้ังแตชวงปค.ศ. 1997 เปนตนมา ซึ่งเปนครั้งแรกที่พบวาเชื้อ
ไวรัสนี้สามารถติดตอสูคนไดในฮองกง โดยมีผูติดเชื้อจํานวน 18 คน เสียชีวิต 6 คน (Claas et al, 
1998; Tam, 2002; Zhou et al, 1999  ตอมาในปค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A 
virus สายพันธุ H5N1 สองรายในครอบครัวชาวฮองกงที่เดินทางไปสาธารณรัฐประชาชนจีน (Weir, 
Wong and Gemmill, 2004)  ตอมาในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ประเทศเวียดนามยืนยันการปวย
ตายของคน เกี่ยวของกับไกที่ลมตายจํานวนมากจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 
(Tran et al, 2004)  สําหรับในประเทศไทยมีการระบาดและลมตายของสัตวปกและไกจํานวนมากใน
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ภาคเหนือตอนลาง ภาคกลางและภาคตะวันออกหลายจังหวัดนับต้ังแตเดือนพฤศจิกายน ค.ศ. 2003 
และในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ไดมีการยืนยันการปวยตายของคนที่ไปสัมผัสกับสัตวปกที่ตดิเชือ้จาก
เชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1  โดยปจจุบันในประเทศไทยมีผูติดเชื้อทั้งหมด 22 คน 
เสียชีวิต 14 คน (WHO, 2006)  นอกจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 แลวเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุอ่ืนๆที่มีรายงานวาสามารถติดตอสูคนไดคือ สายพันธุ  H7N7 สายพันธุ 
H9N2 และสายพันธุ H7N3 ในปค.ศ. 1996 สามารถเพาะแยกเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H7N7 ไดจากตาของผูหญิงเลี้ยงเปดชาวอังกฤษที่ปวยเปนโรคเยื่อตาบุขาวอักเสบ (conjunctivitis) 
(Kurtz, Manvell and Banks, 1996)  ตอมาในป ค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A 
virus สายพันธุ H7N7 ในคนมากกวา 80 ราย และผูปวยหนึ่งรายเสียชีวิต โดยผูปวยและตายเกี่ยวของ
กับสัตวปกหรือกําจัดสัตวปกในระหวางการระบาดของไขหวัดนกในประเทศเนเธอรแลนด (Fouchier 
et al, 2004; Koopmans et al, 2004)  และพบวาในปค.ศ. 1998  1999 และ2003  สามารถแยกเชื้อ 
avian influenza A virus สายพันธุ H9N2 ไดในผูปวยชาวฮองกง ซึ่งพบวามีลักษณะการปวยไมรุนแรง 
(influenza-like symptom) และหายเองได (Nicholson et al, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 
2001)  ลาสุดในชวงตนปค.ศ. 2004 มีรายงานพบผูปวย 2 รายติดเชื้อ avian influenza A virus สาย
พันธุ H7N3 ในขณะที่มีการระบาดของเชื้อไวรัสสายพันธุดังกลาวในสัตวปกที่เมือง British Columbia 
ประเทศ Canada โดยพบวาผูปวยที่ติดเชื้อมีลักษณะอาการปวยที่ไมรุนแรง (mild influenza like 
illness) และหายเองได (Hirst et al, 2004) 

 
วิธีการวินิจฉัย avian influenza A virus มีหลายวิธีไดแก  การเพาะแยกเชื้อไวรัส (Virus 

isolation) ในไขไกฟก (Embryonated fowl’s egg) หรือในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เชน Mardin-Darby 
canine kidney cell (MDCK cell) ซึ่งมีความไวและความจําเพาะสูงจึงไดรับการยอมรับใหใชเปน
มาตราฐานในการวินิจฉัย influenza A virus ในปจจุบัน (Shan et al, 2003; Sugimura, Murakami 
and Ogawa, 2000) อยางไรก็ตามวิธีนี้มีขอเสียคือมีราคาแพง  ใชเวลานาน (1-2 สัปดาห)  และ
สิ้นเปลืองแรงงานมาก เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัส ซึ่งไดแก Enzyme-
linked immunoassay,  Immunofluorescence assay และพบวาสามารถตรวจหา influenza A virus 
ไดเร็วกวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวมีความไวและความจําเพาะต่ํากวา
วิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Boivin, Hardy and Kress, 2001)  การวินิจฉัยทางซีร่ัมวิทยาทําไดโดยดู
การเพิ่มข้ึนของระดับแอนติบอดีตอสายพันธุนั้นๆ ไดแก วิธี Haemagglutination-inhibition (HI) และ 
Neuraminidase inhibition (NI) assay ใชในการกําหนดสายพันธุของ influenza A virus  อยางไรก็
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ตามการเตรียม antisera ที่ใชใน HI และ NI assay ตองใชเวลานานและการแยกสายพันธุดวยวิธีนี้
บางครั้งอาจใหผลผิดพลาดได (Hoffmann et al, 2001)  ปจจุบันมีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการ
วินิจฉัย influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจจากคอและจมูกที่เก็บจากคน สุกร และมา (Oxburgh 
and Hagstrom, 1999; Schorr, Wentworth and Hinshaw, 1994)  ซึ่งวิธีนี้ทราบผลเร็วแตความไวสู
การเพาะแยกเชื้อไวรัสไมได (Cherian et al, 1994) และมีความไวและความจําเพาะสูงกวาวิธีอ่ืนๆที่
กลาวมา (Atmar et al, 1996; Boivin et al, 2001) ตอมาจึงไดมีการนําเอา RT-PCR มาใชในการ
วินิจฉัย avian influenza A virus ในสัตวปก (Dybkaer et al, 2004; Lee et al, 2001; Munch et al, 
2001) และใชในการบอกสายพันธุยอยของ influenza A virus ทั้ง 15 subtype  (Hoffmann et al, 
2001; Poddar, 2002)  อยางไรก็ดีข้ันตอนในการทํา RT-PCR ที่รายงานกอนหนานี้ตองทําสองขั้นตอน 
ซึ่งทําใหเกิดการปนเปอนระหวางขั้นตอนการทําได (Poddar, 2002)    วิธี one step Multiplex RT-
PCR เปนวิธีตรวจหาหลักฐานการติดเชื้อที่สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสหลายชนิดใน
ขณะเดียวกัน ทําใหสามารถลดปญหาการปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขั้นตอนได 

(Spackman et al, 2003) โดยสามารถใชในการตรวจหาเชื้อ influenza A virus สายพันธุตางๆที่ทําให
เกิดการติดเชื้อในคน  (Payungporn et al, 2004; Stockton et al, 1998) ในงานวิจัยครั้งนี้ไดมีการ
พัฒนาวิธี one-step multiplex RT-PCR เพื่อประกอบการตรวจวินิจฉัย avian influenza A virus สาย
พันธุที่สามารถติดตอสูคนได ไดแก H5, H7 และ H9 ในตัวอยางที่แยกไดจากสัตวปกที่มีประวัติอาการ
สงสัยการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ เพื่อเฝาระวังและเปนสัญญาณเตือนกอนที่จะมีการแพร
ระบาดไปยังคน   
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
  

เพื่อพัฒนาเทคนิค one step multiplex RT-PCR เพื่อประกอบการตรวจวินิจฉัย avian 
influenza A virus สายพันธุที่สามารถติดตอถึงคนได ไดแก H5 H7 และH9 ในตัวอยางที่แยกไดจาก
สัตวปกที่มีประวัติอาการสงสัยการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ และจากตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสง
ตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดานระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 

ไขหวัดนก (Avian influenza หรือ Bird flu) เปนโรคติดตอรายแรงที่มีผลตอระบบทางเดิน
หายใจ ทางเดินอาหาร หรือระบบประสาท ในสัตวปกหลายชนิด โดยการติดเชือ้ในสัตวปกมคีวาม
หลากหลายตัง้แตการติดเชือ้เฉพาะที่แบบไมรุนแรง เชน การติดเชื้อที่ระบบทางเดินหายใจ 
ความสามารถในการวางไขลดลง จนถงึการติดเชื้อแบบรุนแรงหลายระบบ ที่ทาํใหมีอัตราการตายสูง
ถึง 100% (Swayne and Senne, 2003)  โรคนี้พบเปนครั้งแรกที่ประเทศอิตาลีในปค.ศ. 1878 โดยรูจัก
กันในชื่อของ fowl plague (Alexander, 2000; Branson, 1996) ตอมาในป ค.ศ. 1951 พบวาเชื้อที่
เปนสาเหตุของโรคนี้อยูในกลุม influenza A virus   และในปค.ศ. 1961 มีการตรวจพบเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุ H5N1 เปนครั้งแรกในนกทะเลทีท่วีปแอฟริกา เชื้อไวรัสดังกลาว
แพรกระจายอยูในนกเปดน้าํหลายชนิด (wild waterfowl)  นกทะเล (shorebird) และนกนางนวล 
(gull) ซึ่งเปนสัตวเจาบานตามธรรมชาต ิ (natural reservoir) ของเชื้อไวรัสนี ้ โดยไมทําใหสัตวปก
เหลานี้แสดงอาการปวย แตสามารถทําใหสัตวปกที่เปนสัตวเลี้ยง เชน ไก  ไกงวง ปวยหนักและตายทาํ
ใหเกิดความสญูเสียในทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก (Suarez, 2000)  ดังเชนการแพรระบาดของเชื้อ 
avian influenza A virus สายพนัธุ H5N1 ในประเทศไทยในชวงปลายปค.ศ. 2003 ถึงตนปค.ศ. 2004 
ทําใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวปกอยางมาก โดยทําใหตองมกีารทาํลายสัตวปก
ไปมากกวา 26 ลานตัว และทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจคิดเปนจํานวนเงนิไมต่ํากวา 250 
ลานดอลลารสหรัฐ ปกติเชือ้ไวรัสนี้ไมติดตอโดยตรงและไมระบาดในมนุษย (CDC, 2004)  อยางไรก็ดี
ปจจุบันมีรายงานการติดตอและการระบาดในคนหลายกรณี (Rezza, 2005) โดยเกิดจาก avian 
influenza A virus สายพนัธุ H5N1 นับต้ังแตชวงปค.ศ. 1997 เปนตนมา ซึง่เปนครั้งแรกที่พบวาเชื้อ
ไวรัสนี้สามารถติดตอสูคนไดในฮองกง โดยมีผูติดเชื้อจํานวน 18 คน เสยีชีวิต 6 คน (Claas et al, 
1998; Tam, 2002; Zhou et al, 1999)  ตอมาในปค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A 
virus สายพนัธุ H5N1 สองรายในครอบครัวชาวฮองกงทีเ่ดินทางไปสาธารณรัฐประชาชนจีน (Weir, 
Wong and Gemmill, 2004)  ตอมาในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ประเทศเวยีดนามยืนยันการปวย
ตายของคนเกีย่วของกับไกทีล่มตายจาํนวนมากจากเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H5N1 
(Tran et al, 2004)  สําหรบัในประเทศไทยมกีารระบาดและลมตายของสัตวปกและไกจํานวนมากใน
ภาคเหนือตอนลาง ภาคกลางและภาคตะวันออกหลายจังหวัดนับต้ังแตเดือนพฤศจิกายน ค.ศ. 2003 
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และในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ไดมีการยืนยันการปวยตายของคนที่ไปสัมผัสกับสัตวปกที่ตดิเชื้อ 
avian influenza A virus สายพนัธุ H5N1  โดยปจจุบันในประเทศไทยมีผูติดเชื้อทั้งหมด 22 คน 
เสียชีวิต 14 คน (WHO, 2006)  นอกจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 แลวเชือ้ avian 
influenza A virus สายพนัธุอ่ืนๆที่มีรายงานวาสามารถติดตอสูคนไดคือ  สายพนัธุ  H7N7 (Fouchier 
et al, 2004; Kurtz, Manvell and Banks, 1996; Koopmans et al, 2004)  สายพนัธุ H9N2 
(Nicholson, Wood and Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 2001)   และสายพันธุ 
H7N3 (Hirst et al, 2004) ดังนัน้โรคไขหวัดนกนอกจากเปนปญหาสําคัญทางเศรษฐกิจแลวยงัเปน
ปญหาสาํคัญในทางสาธารณสุขเปนอยางมากในชวงทีผ่านมา 
 
2.1 เชื้อไวรสั 
 
2.1.1 การจําแนกและคณุสมบัติของเชือ้ avian influenza A virus 
  

โรคไขหวัดนก (Avian influenza / AI หรือ Bird flu) เกิดจากเชื้อไวรัส Influenzavirus A จดัอยู
ในตระกูล Orthomyxoviridae ซึ่งเปนเชือ้ไวรัสชนิดมีเปลือกหุม (enveloped) ตัวไวรัสมีรูปรางหลาย
แบบเชน กลม (spherical form) หรือเปนสายยาว (filamentous form) (Murray et al, 2003) ขนาด
เสนผานศูนยกลางประมาณ 80-120 นาโนเมตร และมีลักษณะสายพันธกุรรมเปนแบบ single 
stranded RNA สายลบขนาดประมาณ 13,600 นิวคลีโอไทด  ทีม่ีลักษณะเปนทอนสัน้ๆจํานวน 8 
ทอน (segmented RNA genome) โดยแตละทอนมีหนึง่ยนีที่เปนตนแบบในการสรางโปรตนีที่เปน
สวนประกอบตางๆของเชื้อไวรัส ซึ่งยนีทัง้ 8 ทอนถกูถอดรหัสเปนโปรตีน 10 ชนิดไดแก โปรตีน PB1, 
โปรตีน PB2, โปรตีน PA, โปรตีน HA, โปรตีน NP, โปรตีน NA, โปรตีน M1, โปรตีน M2, โปรตีน NS1 
และโปรตีน NS2  (Webster et al, 1992; Lamb and Kung, 2001) (ตารางที1่), (รูปที1่) 
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ตารางที่ 1 แสดงองคประกอบของเชื้อไวรัส influenza A virus (ดัดแปลงจาก Lamb and Krug, 
2001) 

Segment Length 
(nucleotides) 

mRNA 
length 

(nucleotides) 
 

Encoded 
polypeptide 

Nascent 
polypeptide 
length (aa) 

Molecular 
weight 

predicted 
หมายเหต ุ

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

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

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

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

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

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

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

Associated with RNA 
and polymerase 
protein; helical 
structure  

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

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

mRNA 
length 

(nucleotides) 
 

Encoded 
polypeptide 

Nascent 
polypeptide 
length (aa) 

Molecular 
weight 

predicted 
หมายเหต ุ

1,005 M1 252 27,801 

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

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

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

8 890 

395 NS2 121 14,216 

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

เชื้อ avian influenza A virus มีโปรตีนที่สําคัญ 2 ชนิดอยูบริเวณเปลือกหุมของไวรัสไดแก 
haemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) เปนโครงสราง spikes และเนือ่งจากโปรตีนทั้งสอง
ชนิดเปนโปรตีนหลกับนเปลอืกหุมไวรัสดังนั้นจงึเปนแอนติเจนสําคัญทีร่ะบบภูมิคุมกนัของรางกาย
โฮสตใชเปนเปาหมายในการโจมตีเพื่อตอสูกับการติดเชื้อไวรัสนี้อีกดวย 

 
1) โปรตีน HA 

 
โปรตีน HA มีคุณสมบัติในการจับกลุมกับเม็ดเลือดแดงและมีหนาที่สําคัญในการจับ

กับโครงสราง sialic acid ของตัวรับบนผิวเซลลของโฮสตเพื่อเขาไปเพิ่มจาํนวนภายในเซลล
ตอไป นอกจากนี้พบวาภูมิคุมกันตอ HA มีบทบาทสาํคัญตอการติดเชื้อ influenza A virus 
และความหลากหลายของโมเลกุลนีท้ําใหไวรัสนี้สามารถหลบหลีกจากภูมิคุมกันของโฮสตได
อีกดวย (Murray et al,1999) 

 
โปรตีน HA สรางมาจาก RNA ทอนที่ 4 (HA gene) ซึ่งมีความยาวประมาณ 1,742-

1,778 นิวคลีโอไทด (Lamb and Krug, 2001) โดยโปรตีนนี้มีรูปรางเปนแทง (trimeric rod-
shaped spike) และมีขนาดประมาณ 562-566 กรดอะมิโน (Brooks, Butel and Morse, 
2001) ซึ่งถูกเรียกวา HAO จากนั้นกอนไวรัสเขาสูเซลล HAO ถูกตัด (cleaved) โดยเอนไซม 
protease จากโฮสต (เชน serine protease) ไดเปน HA1 และ HA2 ซึ่งเชื่อมติดกนัดวยพนัธะ 
disulfide โดย amino terminus ของ HA2 เปนสวนสาํคัญที่ทําใหเปลือกหุมของไวรัส (viral 
envelope) เชื่อมติดกับเยื่อหุมเซลลของโฮสต ซึ่งเปนขัน้ตอนสําคัญที่ทาํใหเชื้อไวรัสเขาสูเซลล
ของโฮสตได โปรตีน HA แตละโมเลกุลประกอบดวย globular head domain และ fibrous 
stem domain (stalk) โดยสวน globular head หรือ HA1 ประกอบดวยจุดที่ใชจับกับตัวรับ
บนเซลลโฮสต (receptor-binding site) และมี antigenic site 5 จุดซึ่งอยูรอบๆ receptor-
binding site ซึ่ง antigenic site ทั้ง 5 จุดนี้เปนตาํแหนงที่เกิดการกลายพนัธุไดมากที่สุดของ
ยีน HA ในขณะที่สวนอื่นๆของยีนจะมีความคงตัว (conserved) ในแตละ subtype ของยีน 
HA (รูปที่ 2)  สวน fibrous stem domain ประกอบดวยสวน HA2 และ HA1 บางสวน 
(Webster et al, 1992)  ปจจุบันพบวาลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณ HA1 แสดงถงึความเปน
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แอนติเจนของ HA (HA antigenicity) โดยพบวาแตละ subtype ของ HA มีลําดับกรดอะมิโน
ที่บริเวณ HA1 แตกตางกนัประมาณ 30 เปอรเซ็นต (Horimoto and Kawaoka, 2001) 
นอกจากนี ้ ลําดับนิวคลีโอไทดที่บริเวณ HA2 มีความคงตัว (conserved) ในขณะที่บริเวณ 
HA1 มีความหลากหลาย (variability) มากกวา (Kovacova et al, 2002) 
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ก. 

 
ข. 
 
รูปที่ 2 แสดงแบบจําลองของ influenza virus haemagglutinin   

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

ข.  แสดงโครงสรางของ haemagglutinin polypeptide (ดัดแปลงจาก Brooks, Butel and 
Morse, 2001) 
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2) โปรตีน NA 
 
โปรตีน NA สรางมาจาก RNA ทอนที่ 6 และมีรูปรางเหมือนดอกเหด็ (mushroom-

shaped tetramer) (Murray et al,1999) โดยโปรตีนนี้มคีุณสมบัติเปน sialidase enzyme ทํา
หนาทีย่อยกรด sialic ออกจาก glycoproteins หรือ glycolipids ซึ่งเปนจุดรับ (receptor site) 
บนผิวเซลล ทาํใหไวรัสหลุดเปนอิสระจากเซลลโฮสตได นอกจากนี้แลวโปรตีน NA ชวยในการ
ปองกันการเกาะกลุมของไวรัสและชวยยอย mucous ที่ปกคลุมเยื่อบุทางเดินหายใจ ทําให
ไวรัสสามารถสามารถยึดเกาะและบุกรุกเขาสูเซลลของโฮสตไดอีกดวย (Brooks, Butel and 
Morse, 2001; Lamb and Krug, 2001) 

  
นอกจากนี้ลักษณะความเปนแอนติเจนของโปรตีน HA และ NA นํามาใชในการจัดกลุมสาย

พันธุยอย (subtype) ของ influenza A virus ได โดยปจจุบันมีสายพันธุยอยในกลุม HA อยูดวยกัน
ทั้งหมด 16 subtypes (H1-16) (Fouchier et al, 2005)  และสายพันธุยอยในกลุม NA 9 subtypes 
(N1-N9) (Webster, Shortridge and Kawaoka, 1997; Webster et al, 1992) ทุกสายพันธุยอย
ดังกลาวพบไดในนกตระกูลนกเปดน้ํา (Rohm et al, 1996) โดยใน HA ทั้ง 16 subtypes พบวาชนิดที่
กอโรครุนแรงในสัตวปกจํากัดที่ H5 และ H7 (Alexander and Brown, 2000)  สวนในมนุษยพบ HA 3 
subtypes คือ H1 H2 และ H3 และ NA 2 subtypes คือ N1 และ N2 เทานั้น แตในปจจุบัน influenza 
A virus subtype อ่ืนสามารถติดตอสูคนได (Rohm et al, 1996)  ไดแก H5N1 (Claas et al, 1998; 
Tam, 2002; Zhou et al, 1999) , H7N7 (Fouchier et al, 2004; Kurtz, Manvell and Banks, 1996; 
Koopmans et al, 2004) , H9N2 (Nicholson, Wood and Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito 
et al, 2001)   และ H7N3 (Hirst et al, 2004) 
 

นอกจากนี้มีการจัดแบงกลุม avian influenza A virus ตามความรุนแรงในการเกิดโรคโดยทํา
การทดลองฉีดเชื้อเขาในไก หรือพิจารณาจากลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนตรงตําแหนง 
cleavage site ของยีน HA แบงไดเปน highly pathogenic avian influenza (HPAI) virus และ low-
pathogenic avian influenza (LPAI) virus  โดย HPAI ทําใหสัตวปกที่ติดเชื้อมีอัตราการตาย 100 
เปอรเซ็นต และพบ  multiple basic amino acid ตรงตําแหนง cleavage site ของยีน HA ทําให
สามารถถูกตัด (cleaved) โดยเอนไซม protease ที่พบไดทุกแหงในรางกาย (ubiquitous protease) 
ทําใหเชื้อไวรัสสามารถเพิ่มจํานวนไดทั่วรางกายของโฮสต โดย HPAI พบอยูใน subtype H5 และ H7 
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อยางไรก็ดีไมใชไวรัสทุกตัวใน subtype ทั้งสองนี้เปน HPAI ทั้งหมด สวน LPAI ทําใหสัตวปกที่ติดเชื้อ
แสดงอาการไมรุนแรงเชน อาการทางระบบทางเดินหายใจ, ซึม, ความสามารถในการวางไขลดลง เปน
ตน (ตารางที่ 2) (Alexander and Brown, 2000; Capua and Alexander, 2004; Zambon,1999) 

 
 

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

คุณสมบัติ LPAI HPAI 
HA subtype H1-H15 H5, H7 
ตําแหนงที่มีการเพิ่มจํานวน ระบบทางเดินหายใจและ/หรือ

ระบบทางเดินอาหาร 
อวัยวะสวนใหญในรางกาย 

การกอโรค ไมกอโรคหรือกอโรคไมรุนแรง กอโรคแบบรุนแรงหลายระบบ 
(fowl plague symptom) 

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

ไมใช ใช 

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

Factor Xa-like protease  
(in vivo) 

Intracellular proteases ที่อยู
ทั่วไปในเนื้อเยื่อ  
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2.1.3 การเพิ่มจํานวนของเชื้อ avian influenza A virus 
  

การเพิ่มจํานวนของเชื้อ influenza  virus มีความแตกตางจาก RNA virus ชนิดอื่น โดยพบวา
ขั้นตอนการ transcription และการเพิ่มจํานวนของ RNA นั้นเกิดขึ้นในนิวเคลียสของเซลลโฮสต 
(Brooks, Butel and Morse, 2001) 
  

โปรตีน HA ของ influenza A virus จับกับกรด sialic ที่อยูบนตัวรับของเซลลโฮสต จากนัน้
ไวรัสจะเขาสูเซลลโฮสตโดยขบวนการ receptor-mediated endocytosis โดยภายใน endosome มี
สภาวะความเปนกรด (pH 5.5) ซึ่งเหนี่ยวนาํทาํใหมกีารเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโปรตีน HA เปนผล
ใหเปลือกหุมของไวรัส (viral envelope) เชื่อมติดกับเยื่อหุมของ endosome (endosomal 
membrane) ทําใหเกิดการปลดปลอยสวนประกอบของเชื้อไวรัส (ribonucleoprotein หรือ RNP) เขา
สูไซโตพลาสซมึของเซลลโฮสต จากนัน้ RNP เคลื่อนที่เขาสูนิวเคลยีสของเซลลโฮสตซึ่งเปนจุดที่ RNA 
ของไวรัสนี้เกดิขบวนการ transcription และเพิ่มจํานวน (replication) 
  

ขั้นตอน primary transcription ของ influenza virus มีลักษณะพิเศษเฉพาะตัวแตกตางจาก 
RNA virus อ่ืนๆโดย influenza virus มีขบวนการ Cap snatching ซึ่งเปนขบวนการที่ viral 
endonuclease (PB2) ตัด 5’ cap (10-13 นิวคลีโอไทด) จากนิวเคลียส RNA ของเซลลโฮสตเพื่อ
นําไปใชเปน primer ในขั้นตอน transcription ของไวรัส ซึ่งขั้นตอนนี้อาศัยเอนไซม viral 
transcriptase (PB1)  หลังจากนั้น RNA 6 ทอนถูก transcribed เปน monocistronic mRNAs ซึ่งถูก 
translated เปนโปรตีน HA, NA, NP, PA, PB1 และ PB2 สวน RNA อีกสองทอนคือยีน M และ NS  
ถูก transcribed เปน mRNA อยางละ 2 ชนิดโดยขบวนการ splicing จากนั้น mRNA จะถูก 
translated เปนโปรตีน M1, M2 และ NS1, NS2 ตามลําดับ (White and Fenner, 1994)  ปจจุบันมี
ความเชื่อวาปริมาณโปรตีน NP ที่เพิ่มข้ึนเหนี่ยวนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจากการสังเคราะห mRNA 
ไปเปนการสังเคราะห cRNA (Complementary RNA) และ vRNA (Virion RNA) แทน โดย vRNA ที่
สรางขึ้นมาใหมนั้นถูก encapsidated ดวยโปรตีน NP ที่อยูภายในนิวเคลียส และ vRNA นี้ทําหนาที่
เปนตนแบบ (template) สําหรับข้ันตอน secondary transcription ของ viral mRNAs ตอไป  ในการ
ติดเชื้อชวงทายพบวาผลผลิตหลักที่ไดจากขบวนการ translation คือโปรตีน M1, HA และ NA โดย
โปรตีน HA และ NA ถูก glycosylated ใน rER และผานขบวนการใน Golgi apparatus จากนั้น
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เคลื่อนที่ไปยังผิวเซลลและสอดแทรกเขาไปอยูในเยื่อหุมเซลล (Webster et al, 1992) จากนั้น RNP 
เคลื่อนที่ออกจากนิวเคลียสเขาสูไซโตพลาสซึมเพื่อเกิดการ assembly เปนไวรัสลูกหลาน (progeny 
virion) โดยอาศัยคุณสมบัติ nuclear localization ของโปรตีน M1 และ NS2 จากนั้นไวรัสลูกหลาน
เกิดการ budding ออกจากเซลลโฮสตผานเยื่อหุมเซลลซึ่งไวรัสลูกหลานนี้ถูกลอมรอบดวยเยื่อหุมเซลล 
(envelope) ซึ่งมีโปรตีน HA และ NA กระจายอยูบน envelope นี้ (Horimoto and Kawaoka, 2001) 
(รูปที่3) 
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รูปที่ 3 แสดงแบบจําลองการเพิ่มจํานวนของ influenza A virus (ดัดแปลงจาก Brooks, Butel and 
Morse, 2001) 
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2.2 การเปลี่ยนแปลงแอนติเจน (Antigenic variation) 
  

Influenza virus มีคุณสมบัติพิเศษแตกตางจากไวรัสอ่ืนกลาวคือ influenza virus มีการ
เปลี่ยนแปลงแอนติเจนที่บริเวณ HA และ NA ไดบอยครั้งเรียกวาเกิด Antigenic variation เนื่องจาก
เอนไซม RNA-dependent RNA polymerase ของ influenza virus ขาดคุณสมบัติ proofreading (5’-
3’ exonuclease activity) (Brooks, Butel and Morse, 2001; Zambon, 1999) 
 การเปลี่ยนแปลงแอนติเจนมี 2 แบบคือ 

 
1) Antigenic shift  

คือการสอดแทรกชิ้นสวนพันธุกรรม (genetic reassortment) ระหวางยีโนมของ 
influenza virus ดวยกันทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงแอนติเจนของไวรัสปรากฏเปนคูหมายเลข
ใหมของ H และ N ทําใหเกิดเปน influenza A virus สายพันธุใหมไดเร็วยิ่งขึ้น ซึ่งทําใหเกิดโรค
รุนแรงในมนุษยและสัตวเนื่องจากไมมีภูมิคุมกันตอไวรัสสายพันธุใหมนั้น และทําใหเกิดการ
ระบาดที่รุนแรงและกวางขวางขึ้นได  ดังปรากฏเปนการระบาดของไขหวัดใหญของโลกในอดตี 
ไดแก ในปค.ศ. 1918 เปนสายพันธุ H1N1 (Spanish flu)  ในปค.ศ. 1957 เปนสายพันธุ  
H2N2 (Asian flu)  ปค.ศ. 1968 เปนสายพันธุ  H3N2 (Hong Kong flu) และในปค.ศ. 1977 
เปนสายพันธุ  H1N1 (Russian flu) (Nicholson, Wood and Zambon, 2003; WHO, 2004) 

 
 
2) Antigenic drift  

คือการที่ไวรัสมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอย เปนผลมาจากขั้นตอนการเพิ่มจํานวนของ 
RNA ของไวรัสที่เกิดขบวนการ point mutation อยางคอยเปนคอยไป ซึ่งไมมีการเปลี่ยนแปลง
หมายเลข H และ N ทําใหไวรัสสามารถหลบหลีกจากภูมิคุมกันของ host ได จึงทําใหเกิดการ
ระบาดยอยที่ไมรุนแรงในพื้นที่ไมกวางนัก (Nicholson, Wood and Zambon, 2003) 
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2.3 แหลงที่อยูตามธรรมชาติของเชื้อ influenza A virus 
  

Influenza A virus สามารถติดตอและทําใหเกิดโรครุนแรงไดในสัตวหลายชนิดไดแก สัตวปก  
สุกร  มา  สัตวเลี้ยงลูกดวยนมที่อยูในทะเล  mustelid  มิงค  เสือ  เสือดาว (Keawchareon et al, 
2004) รวมถึงคนดวย โดยในนกตระกูลนกเปดน้ํา (waterfowl), นกทะเล (shorebird) และนกนางนวล 
(gull) เปนแหลงรังโรคหลักของเชื้อ influenza A virus และสามารถพบเชื้อ influenza A virus ไดทุก
สายพันธุยอย (subtype) อยางไรก็ดีเชื้อไวรัสนี้ไมกอโรคในนกเหลานี้เนื่องจากเปนสัตวเจาบานตาม
ธรรมชาติ (natural reservoir) ของเชื้อไวรัสนี้ โดยในนกเปดน้ําเชื้อไวรัสนี้มีการเพิ่มจํานวนในเซลลที่
ระบบทางเดินอาหารทําใหมีการปลอยเชื้อไวรัสออกมากับอุจจาระในปริมาณสูงและสามารถติดตอไป
ยังสัตวชนิดอื่นๆได  ขณะที่ในคนเชื้อไวรัสนี้กอโรคและทําใหคนที่ติดเชื้อแสดงอาการทางคลินิกโดยเชื้อ
ไวรัสนี้มีการเพิ่มจํานวนในระบบทางเดินหายใจ (รูปที่ 4) (Webby and Webster, 2001; Horimoto 
and Kawaoka, 2001; Webster, Shortridge and Kawaoka, 1997) 
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รูปที่ 4 แสดงแหลงที่อยูของ influenza A virus จากการศึกษาทางนิเวศวิทยาและการเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดพบวานกเปดน้ําเปนแหลงรังโรคหลักของเชื้อ influenza A virus และทําใหเชื้อไวรัส
นี้แพรกระจายไปยังสัตวชนิดอื่นไดเชน สัตวปก  สุกร  มา  สัตวเล้ียงลูกดวยนมที่อยูในทะเล  mustelid 
รวมถึงคนดวย กอใหเกิดการระบาดของเชื้อไวรัสนี้ในสัตวชนิดนั้นๆ (ดัดแปลงจาก Horimoto and 
Kawaoka, 2001) 
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2.4 พยาธิกําเนิด (Pathogenesis) 
  

โปรตีน HA ของเชื้อ avian influenza A virus ถูกตัด (cleaved) โดยเอนไซม protease ที่อยู
บริเวณเนื้อเยื่อเปาหมายของโฮสตทําใหไวรัสเขาสูเซลลโฮสตได โดยโปรตีน HA ของเชื้อ avian 
influenza A virus ทุกสายพันธุถูกตัดโดยเอนไซม protease ที่บริเวณเซลลเยื่อบุ (epithelial cell) ที่
ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร ในขณะที่โปรตีน HA ของเชื้อ avian influenza A virus 
สายพันธุที่กอโรครุนแรง (highly pathogenic avian influenza virus หรือ HPAI) ถูกตัดโดยเอนไซม 
protease ที่บริเวณเนื้อเยื่ออ่ืนๆในรางกายโฮสตนอกเหนือจากที่ระบบทางเดินหายใจและระบบ
ทางเดินอาหาร ทําให HPAI สามารถกอใหเกิดการติดเชื้อแบบรุนแรงหลายระบบและทําใหมีอัตราการ
ตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นตได 
  

พยาธิกําเนิดของเชื้อ avian influenza A virus ในสัตวปกมีความแตกตางจากสัตวเล้ียงลูก
ดวยนมคือการเพิ่มจํานวนของไวรัสนี้ในสัตวปกเกิดไดทั้งที่ระบบทางเดินอาหาร และระบบทางเดิน
หายใจ โดยการติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุที่กอโรครุนแรงทําใหเกิด viremia และพบ
เนื้อตายที่ lymphoid และอวัยวะภายในแบบกระจายเปนหยอมๆ (Multifocal lymphiod and visceral 
necrosis) ซึ่งทําใหเกิดตับออนอักเสบ (pancreatitis), กลามเนื้อหัวใจอักเสบ (myocarditis), 
กลามเนื้ออักเสบ (myositis) และเนื้อเยื่อสมองอักเสบ (encephalitis) ตามมา  โดยในไกและไกงวงพบ 
petechial hemorrhage และ serous exudate ที่เนื้อเยื่อในระบบทางเดินหายใจและทางเดินอาหาร 
(Murphy et al, 1999)  ไวรัสชนิดนี้สามารถเพิ่มจํานวนไดดีในผนังหลอดเลือดชั้นใน (vascular 
endothelium) และ perivascular parenchymatous cell ซึ่งมีความสําคัญในการแพรกระจายของ
ไวรัส (viral dissemination) และทําใหเกิดการติดเชื้อหลายระบบ  นอกจากนี้สามารถพบแอนติเจน
ของไวรัสนี้ไดใน necrotic cardial myocytes รวมถึงเซลลในอวัยวะอื่นๆที่มีเนื้อเยื่อตายและอักเสบ 
(Horimoto and Kawaoka, 2001)  ในสัตวปกทุกสายพันธุสามารถพบ neutralizing antibody ไดใน
เวลา 3 ถึง 7 วันหลังแสดงอาการและพบวามีปริมาณสูงในชวงอาทิตยที่สองและสามารถคงอยูไดนาน 
18 เดือน (Murphy et al, 1999) 
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2.5 ลักษณะอาการทางคลินิก (Clinical features) 
  

ลักษณะอาการทางคลินิกของสัตวปกที่ติดเชื้อ avian influenza A virus มีความหลากหลาย
และขึ้นอยูกับหลายปจจัยไดแก อายุและชนิดของสัตวปกที่ติดเชื้อ, ความรุนแรง , การติดเชื้ออ่ืนรวม
ดวย รวมถึงปจจัยแวดลอมอ่ืนๆ เปนตน (Chowton, 1996; Jordan, 1990)   ปกติแลวเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุที่กอโรครุนแรงทําใหสัตวปกที่ติดเชื้อตายอยางรวดเร็วโดยไมแสดงอาการ 
อยางไรก็ดีในการระบาดของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุที่กอโรครุนแรงสวนใหญสัตวปกที่
ติดเชื้อแสดงอาการเดนที่ระบบทางเดินหายใจ, ความสามารถในการวางไขลดลง, มีเสียงหายใจ
ผิดปกติ (rale), หงอนและเหนียงมีสีคล้ํา,  มีอาการบวมน้ําที่หัวและหนา, ขนหยอง, ทองเสียและแสดง
อาการผิดปกติที่ระบบประสาท (Horimoto and Kawaoka, 2001) สวนเชื้อ avian influenza A virus 
สายพันธุที่กอโรคไมรุนแรง (LPAI) สามารถทําใหเกิดความสูญเสียเปนอยางมากไดเชนกันเนื่องจาก
สัตวปกที่ติดเชื้อ LPAI แสดงอาการเบื่ออาหาร (anorexia), ความสามารถในการวางไขลดลง, ซึม และ
แสดงอาการทางระบบทางเดินหายใจ (Murphy et al, 1999; Jordan, 1990) 
 
2.6 การติดตอของเชื้อ avian influenza A virus จากสัตวสูคน (Zoonotic aspects) 
 

ปกติแลวเชื้อไวรัสนี้ไมติดตอโดยตรงและไมระบาดในมนุษย (CDC, 2004)    อยางไรก็ดี
ปจจุบันเปนที่แนชัดแลววาเชื้อ avian influenza A virus สามารถติดตอจากสัตวสูคนได (zoonosis) 
ซึ่งมีรายงานการติดตอและการระบาดในคนหลายกรณี โดยเกิดจากเชื้อ avian influenza A virus สาย
พันธุ H5N1, H7N7, H9N2 และ H7N3 (Rezza, 2005)  มีรายงานวาเชื้อ avian influenza A virus 
สามารถติดตอสูคนไดเปนครั้งแรกที่ฮองกงในปค.ศ. 1997 โดยเกิดจากเชื้อ avian influenza A virus 
สายพันธุ H5N1 โดยพบวามีผูติดเชื้อทั้งหมด 18 คน เสียชีวิต 6 คน (Claas et al, 1998; Tam, 2002; 
Zhou et al, 1999)    ตอมาในปค.ศ. 2003 มีรายงานการติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H5N1 สองรายในครอบครัวชาวฮองกงที่เดินทางไปสาธารณรัฐประชาชนจีน (Weir, Wong and 
Gemmill, 2004)  ตอมาในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ประเทศเวียดนามยืนยันการปวยตายของคนที่
เกี่ยวของกับไกที่ลมตายจํานวนมากจากเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 (Tran et al, 
2004)  สําหรับในประเทศไทยในเดือนมกราคม ค.ศ. 2004 ไดมีการยืนยันการปวยตายของคนที่ไป
สัมผัสกับสัตวปกที่ติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 โดยปจจุบันในประเทศไทยพบมีผู
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ติดเชื้อทั้งหมด 22 คน เสียชีวิต 14 คน (WHO, 2006)  นอกจากเชื้อ avian influenza A virus สาย
พันธุ H5N1 แลวเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุอ่ืนๆที่มีรายงานวาสามารถติดตอสูคนไดคือ 
สายพันธุ  H7N7 สายพันธุ H9N2 และสายพันธุ H7N3 ในปค.ศ. 1996 สามารถเพาะแยกเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุ H7N7 ไดจากตาของผูหญิงเลี้ยงเปดชาวอังกฤษที่ปวยเปนโรคเยื่อตาบุ
ขาวอักเสบ (conjunctivitis) (Kurtz, Manvell and Banks, 1996)  ตอมาในป ค.ศ. 2003 มีรายงาน
การติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H7N7 ในคนมากกวา 80 ราย และผูปวยหนึ่งราย
เสียชีวิต โดยผูปวยและตายเกี่ยวของกับสัตวปกหรือกําจัดสัตวปกในระหวางการระบาดของไขหวัดนก
ในประเทศเนเธอรแลนด (Fouchier et al, 2004; Koopmans et al, 2004)  และพบวาในปค.ศ. 1998  
1999 และ 2003  สามารถแยกเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H9N2 ไดในผูปวยชาวฮองกง 
ซึ่งมีลักษณะการปวยไมรุนแรง (influenza-like symptom) และหายเองได (Nicholson, Wood and 
Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 2001)  ลาสุดในชวงตนปค.ศ. 2004 มีรายงานพบ
ผูปวย 2 รายติดเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H7N3 ในขณะที่มีการระบาดของเชื้อไวรัสสาย
พันธุดังกลาวในสัตวปกที่เมือง British Columbia ประเทศ Canada โดยผูปวยที่ติดเชื้อมีลักษณะ
อาการปวยที่ไมรุนแรง (mild influenza like illness) และหายเองได (Hirst et al, 2004)  จะเห็นไดวา
การติดตอของเชื้อ avian influenza A virus จากสัตวสูคนนั้นถึงแมวาพบไดคอนขางยากแตสามารถ
เกิดขึ้นไดโดยเกิดจากการติดเชื้อ avian influenza A virus ส่ีสายพันธุดังที่กลาวไวขางตน 
 
2.7 การตรวจเพื่อวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus 
  

เนื่องจากโรคไขหวัดนกมีลักษณะอาการทางคลินิก (clinical symptom) ที่หลากหลายทําให
การวินิจฉัยโรคโดยพิจารณาจากอาการทางคลินิกนั้นทําไดยาก (Swayne and Senne, 2003) ดังนั้น
จึงตองใชการตรวจทางหองปฏิบัติการเขามาชวยในการวินิจฉัยโรค ซึ่งวิธีมาตรฐาน (gold standard) 
ในการตรวจวินิจฉัยโรคไขหวัดนกในปจจุบันคือ การเพาะแยกเชื้อไวรัส (Virus isolation) ในไขไกฟก 
(Embryonated fowl’s egg) หรือในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เชน Mardin-Darby canine kidney cell 
(MDCK cell) ตามดวยวิธี Hemagglutination inhibition test (HI) เพื่อใชในการจําแนกสายพันธุของ
เชื้อไวรัสดังกลาว ซึ่งวิธีนี้มีความไวและความจําเพาะสูง (Shan et al, 2003; Sugimura, Murakami 
and Ogawa, 2000; Murray et al, 1999) อยางไรก็ดีวิธีนี้มีขอเสียคือมีราคาแพง ใชเวลานาน (1-2 
สัปดาห)  และสิ้นเปลืองแรงงานมาก 
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วิธีการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อ avian influenza A virus มีอยูดวยกันหลายวิธีไดแก 
Enzyme-linked immunoassay,  Immunofluorescence assay โดยวิธีนี้สามารถรายงานผลไดใน
เวลารวดเร็วกวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส แตอยางไรก็ตามวิธีดังกลาวมีความไวและความจําเพาะต่ํา
กวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Boivin, Hardy and Kress, 2001; Murray et al, 1999; Hayden and 
Palese, 1997) 
  

การวินิจฉัยทางซีร่ัมวิทยาทําไดโดยดูการเพิ่มขึ้นของระดับแอนติบอดีตอสายพันธุนั้นๆ โดย
สามารถตรวจพบแอนติบอดีไดหลังจากมีการติดเชื้อไปแลวประมาณ 7-10 วัน (Swayne and Senne, 
2003) ซึ่งวิธีดังกลาวจําเปนตองเก็บซีร่ัมจากสัตวปวยสองชวงเวลาคือระยะเฉียบพลัน (acute) และ
ระยะพักฟน (convalescence) ทําใหวิธีนี้ไมเปนที่นิยมนักเมื่อตองการตรวจวินิจฉัยโรคใหไดผลภายใน
เวลารวดเร็ว (Lamb and Krug, 2001) วิธีทางซีร่ัมวิทยาที่ใชกันมากคือ วิธี Haemagglutination-
inhibition (HI) และ Neuraminidase inhibition (NI) assay ซึ่งมักใชในการกําหนดสายพันธุของ 
influenza A virus  อยางไรก็ตามการเตรียม antisera ที่ใชใน HI และ NI assay ตองใชเวลานานและ
การแยกสายพันธุดวยวิธีนี้บางครั้งอาจใหผลผิดพลาดได (Hoffmann et al, 2001)  วิธีวินิจฉัยทางซีร่ัม
วิทยาอื่นๆที่นํามาใชในการวินิจฉัย avian influenza A virus ไดแก single radial hemolysis, radial 
immunodiffusion, passive hemagglutination และ complement fixation เปนตน (Lamb and 
Krug, 2001; Swayne and Senne, 2003) 
  

ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular biology techniques) มาใชในการ
ตรวจวินิจฉัยและจําแนกสายพันธุของเชื้อ avian influenza A virus กันอยางกวางขวาง โดยพบวามี
การนําเอาเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใชแทนวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส ซึ่งถือวาเปนวิธีมาตรฐาน (gold 
standard) ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus เนื่องจากวิธีทางอณูชีววิทยาทราบผลเร็ว
แตความไวสูการเพาะแยกเชื้อไวรัสไมได (Cherian, 1994) และมีความไวและความจําเพาะสูงกวาวิธี
อ่ืนๆที่กลาวมา  (Atmar et al, 1996; Boivin, Hardy and Kress, 2001) ซึ่งเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่
นิยมใชในปจจุบันไดแก วิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), วิธี 
multiplex RT-PCR, วิธี real-time RT-PCR และวิธี microarray  มีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการ
ตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus เปนครั้งแรกในป คศ. 1991 (Zhang and Evans, 1991) 
จากนั้นมีรายงานการนําวิธี RT-PCR มาใชในการวินิจฉัยเชื้อ influenza A virus กันอยางแพรหลาย 
(Claas et al, 1993; Claas et al, 1992; Wright et al, 1995) มีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการ
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วินิจฉัย influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจจากคอและจมูกที่เก็บจากคน สุกร และมา (Schorr, 
Wentworth and Hinshaw,1994; Oxburgh and Hagstrom,1999) ตอมาจึงนําเอาวิธี RT-PCR มาใช
ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus ในสัตวปก (Dybkaer et al, 2004; Lee et al, 2001; 
Munch et al, 2001) และใชในการบอกสายพันธุยอยของ influenza A virus ทั้ง 15 subtypes 
(Hoffmann et al, 2001; Poddar, 2002) เมื่อเร็วๆนี้ไดมีการพัฒนาวิธี multiplex RT-PCR มาใชใน
การตรวจวินิจฉัยเชื้อ influenza A virus ในคน (Stockton et al,1998; Payungporn et al, 2004)  
ตอมาไดมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใชในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus 
ดวยกันอีกหลายวิธีไดแก real-time RT-PCR (Spackman et al, 2002), NASBA (Collins et al, 
2003), microarray (Li, Chen and Evans, 2001), fluorescent resonance energy transfer 
(FRET) probe (Smith et al, 2003) และ molecular beacon (Templeton et al, 2004) ซึ่งวิธีเหลานี้
สามารถตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus ไดอยางรวดเร็วและมีความจําเพาะมากกวาสองวิธี
แรกที่กลาวมา อยางไรก็ตามวิธีเหลานี้จําเปนตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพง ทําใหหองปฏิบัติการที่ขาด
แคลนเครื่องมือเหลานี้ไมสามารถใชวิธีดังกลาวในการตรวจวินิจฉัยได 
 
2.8 วิธี Multiplex RT-PCR 
  

วิธี Multiplex RT-PCR เปนวิธีที่ดัดแปลงจากวิธี PCR พื้นฐานโดยใหสามารถเพิ่มขยาย
หลายๆ target DNAs ดวย primers หลายคูพรอมๆกันในปฏิกิริยาเดียวกัน ปจจุบันไดถูกนํามาใชใน
การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อทางไวรัสโดยสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสหลายชนิดไดใน
ขณะเดียวกัน (Daum et al, 2002; Phan et al, 2005; Rohayem et al, 2004)  โดยวิธี multiplex RT-
PCR มีขอดีกวาวิธี RT-PCR ทั่วๆไปไดแก ประหยัดเวลาและคาใชจายมากกวาวิธี RT-PCR, ลดโอกาส
การปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขั้นตอน รวมถึงวิธีนี้ทําใหประสิทธิภาพของการทดสอบสงูขึน้ 
เนื่องจากสามารถตรวจหาเชื้อหลายชนิดไดในการตรวจเพียงครั้งเดียวแทนที่การตรวจหลายครั้งเมื่อใช
วิธี RT-PCR ทั่วไป อยางไรก็ตามพบวาวิธีนี้มีความไวต่ํากวาวิธี RT-PCR ทั่วไป (Spackman et al, 
2003) 
  

ปจจุบันไดมีการนําเอาวิธี multiplex RT-PCR มาใชในการตรวจหาเชื้อไวรัสหลายชนิด โดยวิธี
ดังกลาวสามารถตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสไดหลายชนิดในการตรวจเพียงครั้งเดียว (Malik et al, 2004; 
Caterina et al, 2004) ตอมาไดมีการนําเอาวิธี multiplex RT-PCR มาใชในการตรวจหาเชื้อ 
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influenza A virus สายพันธุตางๆที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในคน พบวาวิธีดังกลาวมีความไวและ
ความจําเพาะสูงและสามารถนําไปใชในการตรวจหาเชื้อ influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจจาก
คนไดเปนอยางดี (Stockton et al,1998; Payungporn et al, 2004)  
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รูปที5่   แสดงขั้นตอนของวธิ ีmultiplex RT-PCR  (Miesfeld, 2005 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
 
3.1 รูปแบบการวิจัย 
  

การวิจยัในครัง้นี้เปนการวิจยัเชิงพรรณนา (Descriptive research) 
 
 
3.2 วัสดุ 
 
3.2.1 เชื้อไวรัสอางอิง 
  

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

 

3.2.2 ตัวอยางที่นํามาทําการศกึษา 
   

เชื้อไวรัสที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจจากชิ้นเนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกที่มีประวัติ
อาการหรือรอยโรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ avian influenza A virus และตัวอยางที่แยกได
จากสิ่งสงตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดานระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย โดย
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ตัวอยางเหลานี้ใหผลบวกตอการทดสอบ influenza A virus จากการปรากฏของ matrix (M) gene 
ของไวรัสดังกลาวดวยวิธี RT-PCR (Payungporn et al, 2004) จํานวน 30 ตัวอยาง โดยมียีน 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) เปน internal control gene  ซึ่ง
ตัวอยางดังกลาวประกอบดวยตัวอยางจากเปด 16 ตัวอยาง, ไก 11 ตัวอยาง, นกพิราบ, นกปากหาง 
และนกกระทาอยางละ 1 ตัวอยาง  
 
3.3 วิธกีารทดลอง 
 
3.3.1 ออกแบบ สังเคราะห และทดสอบ primer ที่จําเพาะตอยีน H5 H7 และ H9 ของ avian 
influenza A virus  
  

หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน H5 H7 และ H9 ของ avian influenza A virus จาก GenBank 
data base (www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยเลือกสวนที่เปน conserved region ของแตละยีน เพื่อใช
เปน specific primer จากนั้นทําการทดสอบดวยโปรแกรม Oligo เพื่อใชในการคัดเลือกชุด primers ที่
ไมทําใหเกิด primer dimer, self-complementary และ hair pin loop  แลวจึงนําชุด primers ที่
เหมาะสมมาทดสอบใน Multiplex RT-PCR เพื่อคัดเลือกชุด primers ที่ให band ที่ชัดเจนและ
เหมาะสมในการอานผล 

 
3.3.2 การ clone ชิ้นสวนยนีของ avian influenza A virus สายพนัธุ H5 H7 และ H9 เขาสู cloning 
vector และทาํ in vitro transcription เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวก   
 
 ทําการ clone ยีน  H5, H7 และ H9 เขาสู cloning vector (pGEM-T Easy Vector, 
Promega, USA) ตามคําแนะนําของบริษัท และทํา in vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale 
RNA production system SP6 and T7, Promega, USA) ดังรูปที่ 6 เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวก
สําหรับใชในการพัฒนาวิธี one step multiplex RT-PCR   
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เตรียม ligation reaction โดยเติม 
2x Rapid Ligation Buffer   5 µL 
pGEM-T Easy Vector         1µL 
PCR product                  3-5 µL 
T4 DNA ligase                   1 µL 

 
 

ผสมใหเขากนัโดยใช pipette จากนั้นเก็บที่ 4ºC ขามคนื 
 

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

 
 

Incubate ในน้ําแข็ง 20 นาที แลว heat shock cells ที่ 42ºC นาน 45-50 s 
 
 

จากนั้นแชน้ําแข็งตออีก 2 นาทีแลวเตมิ SOC medium (SOC medium 980 µL+ Mg2+ 10 µL+  2 M 
glucose 10 µL) แลวนําไปเขยาในตู 37º C นาน 1.5 ชม. 

 
 

นําไปปนที ่4,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาที แลวดูดสวนใสออกใหเหลอื 100 µL 
 
 

เตรียม LB/ampicillin/IPTG/X-Gal plate (LB 100 ml+ ampicillin 100 µL+ X-Gal 15 µL+ IPTG 4 
µL) แลวใสตัวอยาง 100 µL แลว spread plate จากนัน้เก็บไวที ่37ºC นาน 18 ชม. 

 
 

เขี่ย colony สีขาวมาทาํ PCR โดยใช primer M13 
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เขี่ย colony สีขาวที่ไดทาํการตรวจสอบดวยวิธ ีPCR แลวใสใน LB broth 
 
 

จากนั้นนําไปเขยาในตู 37ºC นานขามคืน 
 
 

สกัด plasmid โดยใช Fast Plasmid Mini (Eppendorf, Germany) 
 
 

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

 
 

เก็บไวที ่37ºC นาน 4 ชม. 
 
 

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

 
 

เก็บไวที ่37ºC นาน 4 ชม. 
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เติม Rnase-Free Dnase 1 µL แลวเก็บไวที่ 37ºC นาน 30 นาท ี

 
 

ทําการสกัด RNA โดย 
 
 

เติม DEPC 180 µL 
 
 

เติม Phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) แลว vortex 1 นาท ี
 
 

จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
 
 

ดูดสวนใสมาใส chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 200 µL แลว vortex 1 นาท ี
 
 

จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
 
 

ดูดสวนใสมาใสในหลอดทีม่ี glycogen 4 µL+ 3 M sodium acetate 20 µL+ isopropanol 200 µL แลว
นําไปเก็บไวที ่-70ºC เปนเวลา 10 นาท ี

 
 

จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาท ีแลวเทสวนใสออก จากนั้นลางดวย 70% 
ethanol 1 m 
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นําไปทาํใหแหงโดยใช vacuum แลวละลายตะกอนดวย DEPC 20 µL จากนั้นเก็บไวที่ -70ºC 
 
รูปที่ 6 แสดงวิธีการ clone ชิ้นสวนยีน haemagglutinin ของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H5, H7 และ H9 เขาสู cloning vector และทํา in vitro transcription 
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3.3.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการทํา one step multiplex RT-PCR 
  

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

จากการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed RNA ของ H5 H7 และ H9 โดยการทํา in 
vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale RNA production system SP6 and T7, Promega, 
USA) แลวทําการคํานวณเปนหนวย copies/µL จากนั้นทํา 10-fold serial dilution ใหไดความเขมขน
ตั้งแต 10-107 copies/µL  แลวนํามาทดสอบความไวดวยวิธี Multiplex RT-PCR 
   
 3.3.6 การทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น  
  

เชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้นเนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกที่มีประวัติอาการหรือรอย
โรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ avian influenza A virus และตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจ
ที่ไดจากการเฝาระวังดานระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย โดยตัวอยางเหลานี้ให
ผลบวกตอการทดสอบ influenza A virus จากการปรากฏของ matrix (M) gene ของไวรัสดังกลาว
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ดวยวิธี RT-PCR (Payungporn et al, 2004) จํานวน 30 ตัวอยาง โดยมียีน Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) เปน internal control gene   
 
ขั้นตอนการทํา one step multiplex RT-PCR 
 
 ทําการทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นกับเชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้น
เนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในที่มีรอยโรคจากสัตวปกและตัวอยางสงตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดาน
ระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย จํานวน 30 ตัวอยาง โดยนําตัวอยางที่ไดมาเพาะ
แยกเชื้อในไขไกฟกโดยทําการฉีด supernatant fluid ของ specimen suspension เขาใน allantoic 
cavity ของไขไกฟกที่มีอายุ 9 วัน จากนั้นเก็บไวที่ 37ºC นาน 48-72 ชั่วโมง แลวนําเอา allantoic fluid 
ที่เก็บไดมาทําการสกัด RNA ดวยวิธี QIAamp® viral RNA Mini kit (QIAGEN, USA) ซึ่งมีขั้นตอนดัง
รูปที่ 7  แลวนํา RNA ที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี one step multiplex RT-PCR โดยใช 
AccessOuickTMRT-PCR system (Promega, USA)  และเคร่ือง Thermocycle (Perkin Elmer 
Cetus 9600,CA,USA)  
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Allantoic fluid 140 µL+ buffer AVL containing carrier RNA 560 µL 

 
 
 

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาท ี
 
 
 

เติม 100% ethanol 560 µL (vortex) 
 
 
 

นําสารละลายที่ไดใสลงใน QIASpin column 
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี
 
 
 

เติม AW1 500 µL 
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี
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เติม AW2 500 µL 
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ี
 
 
 

เติม buffer AVE 60 µL 
 
 
 

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาท ี
 
 
 

ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาท ี
 
 
 

                                                                    เก็บที่ -20ºC 
 
 

 
รูปที่ 7 แสดงขั้นตอนการสกัด RNA 
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การตรวจหา RT-PCR product 
 
 นําผลผลิตที่ไดจํานวน 10 µL ไปวิเคราะหผลดวย 2% agarose gel electrophoresis โดยมี 
100 bp DNA ladder (GIBCO BRL life Technologies Inc., Gaitherberg) เปน marker 
เปรียบเทียบ และยอมดวย Ethidium bromide (2µL/ml) ดูผลดวยกลอง UV transluminator ซึ่งจะให 
band ที่มีขนาดตามที่ไดคาดหมายไวในแตละ  subtype ของ  avian influenza A virus 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
  
4.1 ผลการออกแบบ สังเคราะห และทดสอบ primer ที่จําเพาะตอยีน H5 H7 และ H9 ของ avian 
influenza A virus  
 
 ทําการออกแบบ primers ที่จําเพาะตอยีน H5 จํานวน 10 สาย, H7 จํานวน 7 สาย และ H9 
จํานวน 4 สาย ดังรูปที่ 9  จากนั้นทําการทดสอบดวยโปรแกรม Oligo เพื่อใชในการคัดเลือกชุด 
primers ที่ไมทําใหเกิด primer dimer, self-complementary และ hair pin loop รายละเอียดดังแสดง
ในตารางที่ 3  แลวจึงนําชุด primers ที่เหมาะสมมาทดสอบใน Multiplex RT-PCR เพื่อคัดเลือกชุด 
primers ที่ให band patterns ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผล ซึ่งจากการทดลองชุด primers 
ทั้งสิ้น 14 ระบบ ซึ่งมีรายละเอียดของชุด primers ดังตารางที่ 4 พบวาชุด primers ระบบที่ II, IX และ 
XII ให band patterns ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผลมากที่สุด ดังรูปที่ 10 แตเนื่องจากพบวา
ชุด primers ระบบที่ II สามารถเกิด cross-reactivity กับ Newcastle disease virus (NDV) และชุด 
primers ระบบที่ IX สามารถเกิด cross-reactivity กับ influenza A virus สายพันธุ H10 ได ดังนั้นจึง
เลือกใชชุด primers ระบบที่ XII ในการศึกษาทดลองตอไป ซึ่งชุด primers ระบบที่ XII ใหผลผลิต
ขนาดตางๆกันดังนี้ H5 (157 bp), H7 (326 bp) และ H9 (231 bp) ดังแสดงในตารางที่ 5 และรูปที่ 11  
รายละเอียดของสวนประกอบและอุณหภูมิในการทํา PCR แสดงในตารางที่ 6 และ 7 
 
 
4.2 ผลการ clone ชิ้นสวนยีนของ avian influenza A virus สายพันธุ H5 H7 และ H9 เขาสู cloning 
vector และทํา in vitro transcription เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวก 
 
 ไดทําการ clone ยีน H5(nt 409-565), H7(nt 465-1630) และ H9(nt 170-1340) เขาสู 
cloning vector (pGEM-T Easy Vector,Promega,USA) ตามคําแนะนําของบริษทั (รูปที่ 8) และทํา 
in vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale RNA production system SP6 and T7, Promega, 
USA) เพื่อใชเปนตัวควบคุมบวกสําหรับใชในการพัฒนาวิธ ีone step multiplex RT-PCR    
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รูปที8่ แสดง Plasmid DNA ของยีน H7 และ H9 ที่ clone ได         
 
 
 
 
 
 

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

H5 gene (~1.7 Kb) 

     R1                                       R2++  R2     R2+      R3     R4 

F2                         F3             F3+               F4           

H9 gene (~1.7 Kb) 

 F1                                                            F2         

                 R1                                                            R2         

                          R1     R4                                                      R2       R3 

H7 gene (~1.7 Kb) 

       F1                                                                    F2                        
                F4 
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ตารางที ่3  แสดงรายละเอยีดของ primers ที่จําเพาะกบัสวนของยีน H5, H7 และ H9 ที่ใชใน
การศึกษาวิจัย  

Gene 
target 

Primer 
name Position Primer sequence 

Amplicon 
length 
(bp) 

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

189 

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

352 

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

157 

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

327 

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

264 

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

205 

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

1101-1080 5’-CCCTCTATAAAACCTGCTATAG-3’ 187 

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

H5 

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

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

300 

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

170 

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

280 

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

H7 

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

Primer 
name Position Primer sequence 

Amplicon 
length 
(bp) 

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

120 

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

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

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

 
 
 
 
 
(ข) ชุด primers ระบบที่ V-VII 
 

  
 
 
 
 

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

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

                            
 
 
(ง) ชุด primers ระบบที่ IX 
 

                            
 
 
 
 
 
 
 

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

1: system IX- H5 
2: system IX- H7 
3: system IX- H9 
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(จ) ชุด primers ระบบที่ X-XI 
 

    
 
 
 
 
 
(ฉ) ชุด primers ระบบที่ XII 
 

       
 
 
 
 
 
 

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

Lane 1: system XII- H5 
Lane 2: system XII- H7 
Lane 3: system XII- H9 
Lane 4: system XII-mix templates 
Lane 5: system XII-ตัวควบคุมลบ 



 47

 
 
 
 
(ช) ชุด primers ระบบที่ XIII-XIV 
     

  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่10  แสดงผลการทดสอบชุด primers ทั้ง 14 ระบบใน Multiplex RT-PCR เพื่อคัดเลือกชุด 
primers ที่ให band patterns ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผล   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

Primer sequence Position Amplicon length 
(bp) 

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

157 

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

326 

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

231 
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รูปที่11  แสดงชุด primers ระบบที่ XII ซึ่งเหมาะสมที่สุดในการพัฒนา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

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

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

  
40 cycles 
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4.3 การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR   
 
 ทําการทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น 
โดยทําการทดสอบกับไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินหายใจที่สําคัญในไกและมนุษย ไดแก 
Newcastle disease virus (NDV), Infectious bronchitis virus (IBV) , Infectious laryngotracheitis 
virus (ILT), Infectious bursal disease virus (IBD), Human respiratory syncytial virus (HRSV), 
Human metapneumovirus (hMPV) และ non-inoculated allantoic fluid  นอกจากนี้ยังทําการ
ทดสอบกับ avian influenza A virus subtype อ่ืนๆ H1 ถึง H15 นอกเหนือจาก H5, H7 และ H9  โดย
พบวาชุด primers ระบบที่ XII ใหผลลบตอไวรัสทุกชนิดที่กลาวมาในขางตน ดังแสดงในรูปที่ 12 
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(ก) แสดงความจําเพาะของวิธี Multiplex RT-PCR ตอไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินหายใจที่
สําคัญในไกและมนุษย ไดแก Newcastle disease virus (ND), Infectious bronchitis virus (IB) , 
Infectious laryngotracheitis virus (ILT), Infectious bursal disease virus (IBD), Human 
respiratory syncytial virus (RSV), Human metapneumovirus (MPV) และ non-inoculated 
allantoic fluid (AF) และ avian influenza A virus subtype H1, H3, H4 และ H10 
 

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

 
 
 
 
รูปที่ 12: การทดสอบความจําเพาะของวิธี Multiplex RT-PCR  
 
 

Lane P : ตัวควบคุมบวก 
Lane N: ตัวควบคุมลบ 

Lane P : ตัวควบคุมบวก 
Lane N: ตัวควบคุมลบ 



 53

 
4.4 การทดสอบความไว (sensitivity) ของวิธี one step multiplex RT-PCR  
 
 จากการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed RNA ของ H5 H7 และ H9 โดยการทํา in 
vitro transcription (RiboMAXTMLarge scale RNA production system SP6 and T7, Promega, 
USA) แลวทําการคํานวณเปนหนวย copies/µL จากนั้นทํา 10-fold serial dilution ใหไดความเขมขน
ตั้งแต 10-107 copies/µL  แลวนํามาทดสอบความไวดวยวิธี Multiplex RT-PCR  พบวาความเขมขน
ต่ําสุดที่สามารถตรวจสอบไดคือ 104 copies/µL เมื่อทําการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed 
RNA ของ H5 H7 และ H9 ในปฏิกิริยาเดียวกัน แตเมื่อทําการแยกวัดความเขมขนของ in vitro 
transcribed RNA ของ H5 H7 และ H9 พบวาความเขมขนต่ําสุดที่วิธีดังกลาวสามารถตรวจสอบได
คือ 103 copies/µL ดังแสดงในรูปที่ 13 
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(ก) Avian influenza A virus สายพันธุ H5 
  
 

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

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

                           
                      
 
  
รูปที่13: แสดงความไวของวิธี one step multiplex RT-PCR ในการตรวจหา in vitro transcribed 
RNA ของ H5, H7 และ H9 AIVs ที่ความเขมขนเจือจางทีละ 10 เทาจาก 10 copies/µL  จนถึง 107 
copies/µL  (lane 2-lane 8) เปรียบเทียบกับตัวควบคุมลบ (N) และ 100 bp ladder marker (M) 
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4.5 การทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น  
 
 ทําการทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นกับเชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้น
เนื้อจากปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกที่มีประวัติอาการหรือรอยโรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการ
ติดเชื้อ avian influenza A virus และตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจที่ไดจากการเฝาระวังดาน
ระบาดวิทยาของ Avian influenza ในประเทศไทย โดยตัวอยางเหลานี้ใหผลบวกตอการทดสอบ 
influenza A virus จากการปรากฏของ matrix (M) gene ของไวรัสดังกลาวดวยวิธี RT-PCR 
(Payungporn et al, 2004) จํานวน 30 ตัวอยาง โดยตัวอยางดังกลาวประกอบดวยตัวอยางจากเปด 
16 ตัวอยาง, ไก 11 ตัวอยาง, นกพิราบ, นกปากหางและนกกระทาอยางละ 1 ตัวอยาง  ผลการศึกษา
พบวาสามารถตรวจพบ avian influenza A virus subtype H5 (29 ตัวอยาง) และ  H7 (1 ตัวอยาง) 
จากสัตวปกชนิดตางๆไดอยางชัดเจนและถูกตอง ดังแสดงในรูปที่ 14 โดยตัวอยางดังกลาวไดถูกยืนยัน
ชนิดของ subtype ดวยวิธีการหาลําดับเบส (DNA sequencing) (Keawcharoen et al, 2005 ; 
Payungporn et al, 2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 57

 
 
 
 
 
 
 
  

                                  
 
 
 
 
รูปที่ 14: แสดงผลการทดสอบระบบ one step multiplex RT-PCR ที่พัฒนาข้ึนกบัเชื้อไวรัสที่แยกได
จากชิน้เนื้อจากปอดหรืออวยัวะภายในจากสัตวปก (M= 100 bp ladder marker, lane 1-10= RNA 
จากตัวอยางสงตรวจที่แยกไดจากสัตวปกในประเทศไทย , P= ตัวควบคุมบวก และ N= ตัวควบคมุลบ) 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธี one step multiplex RT-PCR  เพื่อนํามาใช
ประกอบการตรวจวินิจฉัย avian influenza A virus สายพันธุที่สามารถติดตอสูคนไดคือ H5, H7 และ 
H9 ในตัวอยางที่แยกไดจากสัตวปกที่มีประวัติอาการสงสัยการติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ เพื่อเฝา
ระวังและเปนสัญญาณเตือนกอนที่จะมีการแพรระบาดลามถึงคน โดยชุด primers ที่ไดทําการ
ออกแบบมานั้นใหผลผลิต (PCR product) ขนาดตางๆกันดังนี้คือ H5 (157 bp), H7 (326 bp) และ 
H9 (231 bp) ซึ่งชุด primers นี้ให band pattern ที่ชัดเจนและเหมาะสมในการอานผล (รูปที่ 11) 
นอกจากนี้แลววิธี one step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาข้ึนมานี้เปนการทํา PCR เพียงขั้นตอน
เดียวทําใหลดปญหาการปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR สองขั้นตอนไดอีกดวย และวิธี one step 
multiplex RT-PCR นี้ไมมีความจําเปนตองใชอุปกรณในการตรวจวินิจฉัยที่มีราคาแพง ทําใหสามารถ
นําเอาวิธีดังกลาวไปประยุกตใชในหองปฏิบัติการทั่วไปได 

 
เชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5 และ H7 เปนสายพันธุที่กอโรครุนแรงในสัตวปก 

(Highly pathogenic AIV) มักทําใหเกิดโรครุนแรงในสัตวปกหลายชนิดโดยพบวาทําใหมีอัตราการตาย
สูงในสัตวปกที่ติดเชื้อ ทําใหเกิดความสูญเสียในทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก (Suarez, 2000) 
นอกจากนี้แลวเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5N1 (Claas et al, 1998; Tam, 2002; Zhou 
et al, 1999) , H7N7 (Fouchier et al, 2004; Kurtz, Manvell and Banks, 1996; Koopmans et al, 
2004) , H9N2 (Nicholson, Wood and Zambon, 2003; Peiris et al, 1999; Saito et al, 2001)   
และ H7N3 (Hirst et al, 2004) สามารถติดตอสูคนไดอีกดวย ดังนั้นการพัฒนาวิธีในการตรวจวินิจฉัย
ไวรัสสายพันธุดังกลาวใหไดผลรวดเร็วจึงมีความสําคัญเปนอยางมากตอการปองกันและเฝาระวังไมให
เชื้อดังกลาวแพรสูคนอีกทั้งยังลดความสูญเสียทางเศรษฐกิจของอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวปกอีกดวย  
ที่ผานมาไดมีการใชวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Virus isolation) ในไขไกฟก (Embryonated fowl’s 
egg) หรือในเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง เชน Mardin-Darby canine kidney cell (MDCK cell) และวิธีทางซร่ัีม
วิทยาเปนมาตรฐานในการตรวจวินิจฉัย influenza A virus เนื่องจากวิธีนี้มีความไวและความจําเพาะ
สูง (Shan et al, 2003; Sugimura, Murakami and Ogawa, 2000) อยางไรก็ดีวิธีนี้มีขอเสียคือมีราคา
แพง  ใชเวลานาน (1-2 สัปดาห)  และสิ้นเปลืองแรงงานมากอีกดวย  เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการ
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ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัส ซึ่งไดแก Enzyme-linked immunoassay,  Immunofluorescence 
assay และพบวาสามารถตรวจหา influenza A virus ไดเร็วกวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส  แตวิธี
ดังกลาวมีความไวและความจําเพาะต่ํากวาวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัส (Boivin, Hardy and Kress, 
2001)  ปจจุบันไดมีการนําเอาวิธี RT-PCR มาใชในการวินิจฉัย influenza A virus ในตัวอยางสงตรวจ
จากคน สุกร มาและสัตวปก (Oxburgh and Hagstrom, 1999; Schorr, Wentworth and Hinshaw, 
1994) แตยังไมสามารถตรวจหาเชื้อไวรัสหลายชนิดพรอมกันได ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาวิธี multiplex 
RT-PCR ขึ้นโดยวิธีดังกลาวสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสหลายชนิดไดในเวลาเดียวกันโดย
การใช primer มากกวา 1 คู  วิธี multiplex RT-PCR มีขอดีกวาวิธี RT-PCR ปกติคือประหยัดเวลาและ
คาใชจายมากกวาวิธี RT-PCR ปกติรวมถึงลดโอกาสการปนเปอนที่เกิดจากการทํา PCR หลายขัน้ตอน 
(Spackman et al, 2003) โดยปจจุบันวิธีดังกลาวสามารถใชในการตรวจหาเชื้อ influenza A virus 
สายพันธุตางๆที่ทําใหเกิดการติดเชื้อในคน  (Payungporn et al, 2004; Stockton et al, 1998) 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการออกแบบชุด primers ที่จําเพาะตอยีน Haemagglutinin ของเชื้อ 

avian influenza A virus ซึ่งยีนดังกลาวมีอัตราการเปลี่ยนแปลงสูงสุดเมื่อเทียบกับยีนอื่นๆของเชื้อ 
avian influenza A virus (Webster et al, 1992) จึงมีความจําเปนที่จะตองทําการประเมินลําดับเบส
ของ primer อยางสม่ําเสมอเพื่อปรับใหเขากับการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (genetic variation) 
ของเชื้อ influenza A virus นอกจากนี้ตําแหนงของยีน Haemagglutinin ที่ใชในการออกแบบ primer 
H5 และ H7 ในครั้งนี้ไดเลือกใชตําแหนง HA1 ซึ่งตําแหนงดังกลาวจะมีความแตกตางกันในแตละ 
subtype ของเชื้อ avian influenza A virus มากกวาตําแหนง HA2 (Kovacova et al, 2001) ทําให 
primer ดังกลาวมีความจําเพาะตอ subtype นั้นๆสูง ลดโอกาสที่ primer จะเกิด cross-reactivity 
ระหวาง subtype ได อยางไรก็ดีไดทําการออกแบบ primer  H9 ที่ตําแหนง HA2 ซึ่งเปนบริเวณที่ 
conserved ระหวาง subtype ของ avina influenza A virus ทําใหมีโอกาสที่ primer จะเกิดการ 
cross-reactivity ระหวาง subtype ของ avian influenza A virus ได แตเมื่อนํา primer นี้ไปทดสอบ
กับ avian influenza A virus สายพันธุ H1-H15 แลวพบวาไมเกิด cross-reactivity กับสายพันธุอ่ืน
ของเชื้อ avian influenza A virus 

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

ทําการทดสอบกับเชื้อไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินหายใจที่สําคัญในไกและมนุษยไดแก 
Newcastle disease virus (NDV), Infectious bronchitis virus (IBV) , Infectious laryngotracheitis 
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virus (ILT), Infectious bursal disease virus (IBD), Human respiratory syncytial virus (HRSV), 
Human metapneumovirus (hMPV) และ non-inoculated allantoic fluid  นอกจากนี้ยังทําการ
ทดสอบกับ avian influenza A virus subtype อ่ืน คือ H1 ถึง H15 นอกเหนือจาก H5, H7 และ H9 
โดยพบวาวิธีดังกลาวใหผลลบตอไวรัสทุกชนิดที่กลาวมาในขางตน ดังนั้นจึงสรุปไดวาวิธี one step 
multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาข้ึนมีความจําเพาะและเหมาะสมสําหรับใชในการตรวจหาเชื้อ avian 
influenza A virus สายพันธุ H5, H7 และ H9  นอกจากนี้ไดทําการทดสอบความไว (Sensitivity) ของ
วิธี one step multiplex RT-PCR โดยทําการวัดความเขมขนของ in vitro transcribed RNA ของ H5, 
H7 และ H9 avian influenza A virus ที่ความเขมขนตั้งแต 10 ถึง107 copies/µL พบวาความเขมขน
ต่ําสุดที่วิธีดังกลาวสามารถตรวจสอบไดเมื่อทําการแยกวัด H5, H7 และ H9 RNA transcripts คือ 103 

copies/µL  ในขณะที่เมื่อทําการวัดความเขมขนของ H5, H7 และ H9 RNA transcripts ในปฏิกิริยา
เดียวกัน พบวาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถตรวจสอบไดคือ 104 copies/µL ซึ่งต่ํากวาเมื่อทําการแยก
วัดประมาณ 10 เทา (รูปที่ 13) นอกจากนี้เมื่อทําการเปรียบเทียบกับวิธี simplex RT-PCR พบวาวิธี 
one step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาขึ้นนี้มีความไวเทากับวิธี simplex RT-PCR ดังนั้นจึงกลาวได
วาวิธี one step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาขึ้นนี้มีความไวและความจําเพาะสูงเหมาะสําหรับ
นํามาใชในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H5, H7 และ H9 ไดเปนอยางดี 
 

ไดมีการนําเอาวิธี one step multiplex RT-PCR นี้มาทดสอบกับเชือ้ไวรัสที่แยกไดจากชิน้เนื้อ
ปอดหรืออวัยวะภายในจากสัตวปกทีม่ีประวัติอาการหรอืรอยโรคสงสัยวามีสาเหตุเกิดจากการติดเชื้อ 
avian influenza A virus เพื่อเปนการยนืยันวาวธิีดังกลาวสามารถนํามาใชกับตัวอยางสงตรวจไดจริง 
โดยพบวาสามารถตรวจพบ avian influenza A virus สายพนัธุ H5 และ H7 จากตัวอยางที่แยกไดจาก
สัตวปกไดอยางชัดเจนและถกูตอง (รูปที1่4) ซึ่งไดทําการเปรียบเทยีบผลการตรวจที่ไดกับวิธกีารหา
ลําดับเบส (DNA sequencing) พบวาไดผลเหมือนกนั ซึ่งเปนการยืนยนัวาวธิีนีส้ามารถนําไปใชกับ
ตัวอยางที่แยกไดจากสิ่งสงตรวจไดจริง แตอยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไดใชตัวอยางที่ผานการเพิ่ม
จํานวนในไขไกฟกมากอนแลว ยงัมิไดมกีารนาํวิธีดงักลาวไปใชกับตัวอยางสงตรวจโดยตรง ดังนั้นใน
การศึกษาวิจัยครั้งตอไปจึงควรนําวิธีดังกลาวไปทดสอบกับตัวอยางที่ไดจากสิ่งสงตรวจโดยตรง ซึง่ทาํ
ใหไดผลในการตรวจวินิจฉัยรวดเร็วขึ้น นอกจากนี้ขอจํากัดในการศึกษาครั้งนี้คือไมสามารถหาตวัอยาง
สงตรวจที่แยกเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H9 ได เนื่องจากตัวอยางที่นาํมาทาํการทดสอบ
ในครั้งนี้เปนตวัอยางที่แยกไดจากชิน้เนื้อของสัตวตายซึ่งยังไมไดลองนาํวิธีดงักลาวไปใชกับตัวอยาง
จากอุจจาระหรือส่ิงคัดหลั่ง (secretion) ของสัตวปกตามธรรมชาตซิึ่งนาจะพบสายพนัธุของ avian 
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influenza A virus ที่หลากหลายมากกวานี้ วิธ ีone step multiplex RT-PCR ที่ไดพัฒนาขึ้นนี้สามารถ
ตรวจวินิจฉยั cDNA ของ avian influenza A virus สายพนัธุ H9N2 
(influenza/A/turkey/Wisconsin/66(H9N2)) ได อยางไรก็ดี primer H9 ในงานวิจยันี้เปน primer ที่ได
ออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H9 ทีม่ีรายงานลาสดุใน 
GenBank ซึ่ง primer นี้สามารถใชตรวจวินิจฉยั cDNA ของเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ 
H9N2 ที่แยกไดในปค.ศ. 1966  (influenza/A/turkey/Wisconsin/66(H9N2) แตเนือ่งจากไมสามารถ
หาตัวอยางที่แยกเชื้อ avian influenza A virus สายพนัธุ H9 ที่มีการระบาดในปจจุบันได ทําใหไม
สามารถยืนยนัไดวา primer H9 สามารถใชในการตรวจหาเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุ H9 
ที่เพิง่มีการระบาดได 

 
 ดังนั้นจึงสรุปไดวาวิธี one step multiplex RT-PCR ที่ไดทําการพัฒนาข้ึนนี้เปนวิธีที่มี

ประสิทธิภาพสูงสามารถใชประกอบการตรวจวินิจฉัยเชื้อ avian influenza A virus สายพันธุที่สามารถ
ติดตอสูคนได ไดแก สายพันธุ H5, H7 และ H9 ในตัวอยางที่แยกไดจากสัตวปกไดอยางรวดเร็วและ
แมนยํา ทําใหมีความเหมาะสมที่จะใชในการตรวจเพื่อเฝาระวังและเปนสัญญาณเตือนกอนที่จะมีการ
แพรระบาดลามไปยังคน 
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ภาคผนวก 
 
การเตรยีม Phosphate buffer saline (PBS) 
  
 NaCl  8 กรัม 
 KCl  0.20 กรัม 
 KH3PO4 0.20 กรัม 
 Na2HPO4 1.15 กรัม 
 เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรยีม 10x Tris-borate EDTA buffer (TBE) 
 
 Tris base 10.8 กรัม 
 Boric acid 5.5 กรัม 
 Na2EDTA 9.3 กรัม 
 เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรยีม 1x TBE 
  

นํา 10x TBE 100 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรยีม 2% Agarose gel 
 
 ชั่ง Agarose 2 กรัม ละลายใน 1x TBE ใหมีปริมาตรทัง้หมด 100 มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 



 72

เครื่องมือและวัสดุทีใ่ชในการวิจัย 
 
Bubble plastic rack, Scienceware, USA 
Refrigerated Universal Centrifuge, Hermle Labortechnik, Germany 
Mini-Centrifuge, Quick spin, LABNET, USA 
Vortex mixer, Genie-2TM, Sciencetific Industries, USA 
Freezer-20°C, Sanyo, Japan 
Freezer-70°C, Forma Scientific, USA 
Power supplies, C.B.S. Scientific, USA 
Microcentrifuge tube 1.5 ml, Axygen, USA 
Microcentrifuge tube 0.5 ml, Elkay, USA 
Microcentrifuge tube 0.2 ml, Axygen, USA 
Pipette tips 0.5-10 ul, Axygen, USA 
Filter pipette tips 200 ul, Axygen, USA 
Filter pipette tips 200-1000 ul, Axygen, USA 
Thermal cycler 9600/Perkin-Elmer, Cetus, USA 
Timer, Citizen, Japan 
Dyna Cjill Portable Cooler, LABNET, USA 
Refrigerator, Mitsubishi Electric, Japan 
Water bath, Bosstech, England 
UV-visible recording spectrophotometer, UV-160A, Shimadzu, Japan 
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สารเคมีทีใ่ชในการวิจยั 
 
สารเคม ี        แหลง 
EDTA         Sigma, Germany 
Tris base        Amersham, USA 
Agarose        Gibco BRL, USA 
Boric acid        Merck, Germany 
Ethidium bromide       Sigma, Germany 
QIAamp® viral RNA Mini Kit      QIAGEN, USA 
Oligonucleotide primer       Proligo, USA 
 AccessQuick™RT-PCR system     Promega, USA 
pGEM-T Easy Vector       Promega, USA 
RiboMAX™Large scale RNA production system SP6 and T7  Promega, USA 
QIAquick PCR purification Kit      QIAGEN, USA 
100 bp DNA ladder       Fermentus, USA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวอัญญรัตน  ตนธีรวงศ เกิดวนัที่ 19 มีนาคม พ.ศ. 2521 ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  
จังหวัดกรุงเทพมหานคร  สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะ
สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  ในปการศึกษา 2545 และเขาศึกษาตอในหลักสูตร
วิทยาศาตรมหาบัณฑิต  สหสาขาจุลชีววทิยาทางการแพทย  คณะบณัฑิตวิทยาลยั  จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั  ในปการศึกษา 2546 
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