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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
โรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ เกิดจากไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ (Infectious bronchitis 

virus; IBV)   โดยมีรายงานเป็นครั้งแรกในปี คศ. 1930 เมือง North Dakota ประเทศสหรัสอเมริกา 
โดย Shalk และ Hawn (cited by Cavanagh and Naqi, 2003) ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ ซ่ึง
เป็นสาเหตุของโรคนี้ ถูกจัดอยู่ family Coronaviridae, กลุ่มท่ี 3 ของ genus Coronavirus เป็น 
enveloped virus RNA สายเดี่ยว ชนิดสายบวก (positive-sense) มีจ านวนนิวคลีโอไทด์ 27,600  
นิวคลีโอไทด์ 

ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจส่วนต้น (upper 
respiratory tract disease) และระบบสืบพันธุ์ (urogenital tract disease) ไก่ท่ีติดเชื้อจะแสดง
อาการ ไอ จาม และ tracheal rale อัตราการเพ่ิมน้ าหนักลดลง ผลผลิตลดลง พบการอักเสบของ
หลอดลม สายพันธุ์ที่ก่อรอยโรคที่ไต พบภาวะไตบวม ซีด และสารยูเรตคั่ง โรคนี้สามารถก่อโรคได้ทั้ง
ในไก่เนื้อ ไก่ไข่ และไก่พันธุ์ โดยทีไ่ก่อายุน้อยจะแสดงอาการรุนแรง และพบการสูญเสียสูง 
(Cavanagh and Naqi, 2003) 

สาย RNA ของไวรัส IBV ประกอบด้วยโปรตีนโครงสร้างที่ส าคัญ 4 ชนิด คือ สไปค์ (S) ไกลโค
โปรตีน เมมเบรน (M) ไกลโคโปรตีน นิวคลีโอแคปสิด (N) โปรตีน และ เอนเวลโลป (E) ไกลโคโปรตีน  

ส าหรับสไปค์ (S) ไกลโคโปรตีน เป็นโปรตีนที่มีความส าคัญ มีรูปร่างคล้ายกระบอง กระจาย
ตัวอยู่บนผิวของไวรัส สามารถแบ่งได้เป็น S1 และ S2 สับยูนิต โดย S1 โปรตีนเป็นส่วนยอดท่ียื่น
ออกมาจากผนังเซลล์ และ S2 เป็นส่วนฐานที่ฝังอยู่กับผนังเซลล์ S1 โปรตีน มีบทบาทส าคัญในการตดิ
เชื้อเข้าสู่เซลล์ของโฮสต์ และเป็นโปรตีนที่กระตุ้นนิวทรัลไลซ์ซิงแอนติบอดี (neutralizing antibody) 
ซึ่งเป็นสาเหตุให้ S1 ยีน มักจะถูกเลือกใช้ในการแยกจีโนไทป์ IBV  (Cavanagh and Naqi, 2003) 

S1 ยีน เป็oต าแหน่งที่พบว่ามีอัตราการเกิดการเปลี่ยนแปลงสายพันธุกรรม nucleotide 
insertion deletion และการเกิด mutation  ซึ่งท าให้มีรายงานการพบไวรัสสายพันธุ์ใหม่อยู่อย่าง
ต่อเนื่อง  (Cavanagh et al., 1992)  ดังนั้นการแบ่งกลุ่ม (typing) ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ จึงมี
ความส าคัญต่อการเลือกใช้วัคซีน เนื่องจากวัคซีนที่เตรียมจากไวรัสต่างสายพันธุ์กับไวรัสที่พบการ
ระบาด ให้ประสิทธิภาพการป้องการโรคได้ไม่ดีนัก 

 ส าหรับการแบ่งกลุ่มไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ สามารถแบ่งเป็น 2 ระบบ คือ แบ่งตาม
ลักษณะทาง biological function system และ non-biological functional system ผลของการ
แบ่งกลุ่มชนิด biological functional test เรียกว่า อิมมูโนไทป์ (immunotype) และ ซีโรไทป์ 
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(serotype) ผลของการแบ่งกลุ่มแบบ non-biological functional test เรียกว่า จีโนไทป ์
(genotype) (De Wit, 2000) 

วิธี biological functional test นั้น มักใช้วิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซซันและ 
hemagglutination inhibition (HI test)  ในการทดสอบ (serotyping) ซึ่งผลการแยกซีโรไทป์ เป็น
ประโยชน์ในการเลือกใช้วัคซีนที่เหมาะสมกับแต่ละพ้ืนที่ แต่เนื่องจากวิธีการนี้ เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองเวลา 
และค่าใช้จ่าย จึงไม่เป็นที่นิยมมากนักในปัจจุบัน (De Wit, 2000)  

วิธ ีnon-biological functional tests นั้น นิยมใช้เทคนิค polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) และเทคนิคการหาล าดับพันธุกรรม 
(sequencing) ในการจ าแนกกลุ่ม (genotyping) (De Wit, 2000) โดย S1 ยีน คือต าแหน่งของสาย
พันธุกรรมที่ถูกเลือกใช้ในการแบ่งกลุ่มไวรัสมากที่สุด  

การท า RFLP analysis คือ วิธีทีใ่ช้เอนไซมต์ัดจ าเพาะในการตัดสายพันธุกรรมของไวรัส ซ่ึง
เป็นวิธีทีม่ีข้ันตอนไมซ่ับซ้อน อุปกรณ์ และค่าใช้จ่ายไม่สูงมากนัก เมื่อเทียบกับเทคนิคการหาล าดับ
พันธุกรรม 

ในประเทศไทย วัคซีนเชื้อเป็นต่อโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ที่ใช้อยูใ่นปัจจุบัน ได้แก่ ซีโรไทป์ 
แมสซาชูเซตส์ (Ma5 และ H120) และ 793B (4/91) โดยการศึกษาการแบ่งกลุ่มซีโรไทป์และจีโนไทป์
ของเชื้อ IBV ที่พบในประเทศไทย นั้นยังมีไม่มากนัก 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1.2.1 เพ่ือปรียบเทียบวิธีการแบ่งกลุ่มเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่แยกได้ในประเทศไทย 

ระหว่างวิธี RT-PCR RFLP และการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 

1.2.2 เพ่ือปรียบเทียบวิธีการแบ่งกลุ่มเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่แยกได้ในประเทศไทย 
ระหว่างวิธี RT-PCR RFLP และการหาล าดับพันธุกรรม 

1.2.3 เพ่ือประเมินประสิทธิภาพวัคซีนต่อการนิวทรัลไลซ์ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่แยกได้
ในประเทศไทย 

1.2.4 เพ่ือประเมินคุณสมบัติของน้ ายาฆ่าเชื้อในการฆ่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1. สามารถพัฒนาเทคนิคในการแบ่งกลุ่มไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ท่ีเหมาะสม รวดเร็ว 
และมีประสิทธิภาพ ในการวินิจฉัยโรค 

 2. สามารถใช้ข้อมูลจากการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชันของวัคซีนต่อเชื้อไวรัสที่แยกได้ใน
ประเทศไทย ในการประเมินประสิทธิภาพของวัคซีน เพ่ือเลือกใช้วัคซีนที่เหมาะสมส าหรับแต่ละพ้ืนที่
ได้  
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 3. เกษตรกรและผู้ที่เกี่ยวข้องสามารถใช้ผลการทดสอบประสิทธิภาพน้ ายาฆ่าเชื้อ ต่อการฆ่า
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพิจารณาเลือกใช้ควบคุมและป้องกันโรคภายใน
ฟาร์ม 
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1.4 กรอบแนวคิดวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

เพ่ิมจ านวนเชื้อ IBV ในไข่ไก่ฟัก 

ศึกษาการแบ่งกลุ่มIBV 

แบ่งกลุ่มไวรัสด้วยวิธี RT-PCR RFLP 

แบ่งกลุ่มไวรัสด้วยวิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 

ประเมินความสอดคล้องการแบ่งกลุ่มท้ัง 2 วิธี 

ศึกษาประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อ IBV ของน้ ายาฆ่าเชื้อ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ (Avian infectious bronchitis) 
โรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ เกิดจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ (Infectious 

Bronchitis Virus; IBV)  มีรายงานครั้งแรกในปี คศ. 1930 เมือง North Dakota ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โดย Shalk และ Hawn (cited by Cavanagh and Naqi, 2003) ไวรัสหลอดลม
อักเสบติดต่อในไก่ (IBV) ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคนี้ ถูกจัดอยู่ family Coronaviridae, กลุ่มท่ี 3 ของ 
genus Coronavirus เป็น enveloped virus RNA สายเดี่ยว ชนิดสายบวก (positive-sense) มี
จ านวนนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 27,600  นิวคลีโอไทด์ ไวรัส มีรูปร่างกลม หรือ pleomorphic มีโปรตีน
ลักษณะคล้ายกระบอง รัศมีประมาณ 20 นาโนเมตร ยื่นออกมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ (รูปที่ 1) 

องคป์ระกอบทางเคมี  

IBV ประกอบด้วยโปรตีนโครงสร้างที่ส าคัญ 4 ชนิด คือ Spike (S) membrane (M) 
glycoprotein, nucleoprotein (N) และ envelope (E) protein โดย S โปรตีน มีลักษณะคล้าย
กระบอง ยื่นออกจากเยื่อหุ้มเซลล์ แบ่งได้ 2 สับยูนิต ได้แก่ S1 และ S2 ตามล าดับ โดย S1 มี
คุณสมบัติกระตุ้นกระบวนการ hemagglutination-inhibiting (HI) และ virus-neutralizing (VN)  

 

รูปที่ 1 โครงสร้างและส่วนประกอบของไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ (แหล่งที่มา Cavanagh, 
1983) 
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ช่วงอายุที่ไวต่อโรค 
 ไวรัสสามารถก่อโรคได้ในไก่ทุกช่วงอายุ โดยในไก่อายุน้อย อาจพบอัตราการสูญเสียสูง 
ขณะที่ในไก่อายุมากข้ึนจะมีความทนทานต่อการเกิดโรค อัตราการสูญเสียต่ า แต่สามารถพบรอยโรคที่
ไต ท่อน าไข่ได้ (Cavanagh and Naqi, 2003) 

การแพร่เชื้อ และสัตว์พาหะ 
 เชื้อสามารถแพร่จากไก่ป่วยไปยังไก่ปกติได้โดยทางตรงและโดยทางอ้อม เชื้อสามารถแพร่ได้
รวดเร็วภายในฝูงเดียวกัน ในไก่ท่ีมีความไวรับสามารถแสดงอาการภายใน 48 ชั่วโมงหลังได้รับเชื้อ 
และแยกเชื้อไวรัสได้จากหลอดลม ปอด ไต และต่อมเบอร์ซ่าของไก่ ภายใน 24 ชั่วโมงหลังได้รับเชื้อ 
และอาจพบไวรัสในอวัยวะดังกล่าวได้จนถึง 7 วันหลังได้รับเชื้อ และสามารถแยกไวรัสได้จาก cecal 
tonsil และมูลไก่ได้จนถึง 14 สัปดาห์ และ 20 สัปดาห์หลังได้รับเชื้อตามล าดับ (Cavanagh and 
Naqi, 2003) 
 ส าหรับการติดเชื้อผ่านไข่นั้น มีรายงานการแยกเชื้อไวรัสได้จากไข่จากแม่ไก่ท่ีหายจากการ
แสดงอาการป่วยแล้ว 43 วัน แต่ลูกไก่สามารถฟักออกมาได้ และไม่สามารถแยกเชื้อไวรัสได้ 
(Cavanagh and Naqi, 2003) 
 การแพร่เชื้อทางอากาศระหว่างฝูงนั้น ยังไม่มีการศึกษาและรายงานมากนัก และยังไม่พบ
สัตว์พาหะต่อโรคนี้ (Cavanagh and Naqi, 2003) 

ระยะฟักตัวของโรค 
 โรคนี้มีระยะฟักตัว 18-36 ชั่วโมง ขึ้นกับปริมาณของไวรัส และต าแหน่งของการติดเชื้อ ในไก่
ทดลองที่ได้รับเชื้อที่เตรียมจากไข่ไก่ฟัก สามารถพบอาการ tracheal rale ภายใน 24 ชั่วโมง ส าหรับ
ไกท่ี่ติดเชื้อตามธรรมชาติพบอาการได้ภายใน 36 ชั่วโมงหรอืนานกว่า (Cavanagh and Naqi, 2003) 

อาการและรอยโรค 
IBV ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินหายใจส่วนต้น (upper respiratory tract disease) และ

ระบบสืบพันธุ์ (urogenital tract disease) อวัยวะเป้าหมาย คือ เซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจส่วนต้น 
(ciliated epithelial cells) เยื่อบุอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมีย (epithelial cell of reproductive tract) 
และเยื่อบุในท่อไต (tubular epithelial cells) (Cook et al., 2012) อาการท่ีพบคือ ไอ จาม และ
เสียง tracheal rale อัตราการเพิ่มน้ าหนักลดลง และผลผลิตลดลง รอยโรคท่ีพบคือการอักเสบของ
หลอดลม ส่วนสายพันธุ์ที่ก่อรอยโรคท่ีไต จะพบภาวะไตบวม ซีด และสารยูเรตคั่ง โรคนี้สามารถก่อ
โรคได้ทั้งในไก่เนื้อ ไก่ไข่ และไก่พันธุ์ โดยทีไ่ก่อายุน้อยจะแสดงอาการรุนแรง และพบการสูญเสียสูง 
(Cavanagh and Naqi, 2003) 

ระบบทางเดินหายใจ  
ไก่ท่ีป่วย จะแสดงอาการซึม ไอ จาม มีน้ ามูก รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา พบการอักเสบของ

หลอดลม ปอดอักเสบ และผนังปอดหนาตัวขึ้น รวมทั้งอาจพบถุงลมขุ่น ไก่มักจะตายเนื่องจาก หนอง
แข็งอุดตันหลอดลม จากการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซ้อน ผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา พบว่าเยื่อบุ
บริเวณระบบทางเดินหายใจส่วนต้น จะสูญเสียเซลล์ซีเลีย (ciliated cell) ไปจ านวนมาก และพบ
เซลล์ลิมโฟไซต์ (lymphocyte) และเฮเทอโรฟิล (heterophil) เข้ามาแทรก (Cook et al., 2012) 

ระบบสืบพันธุ์ไก่เพศเมีย 
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IBV สายพันธุ์ที่ก่อโรคในระบบสืบพันธุ์ จะส่งผลต่ออัตราการให้ผลผลิต และคุณภาพไข่ ในฝูง
ไก่ไข่ หรือแม่พันธุ์ พบว่าผลผลิตอาจลดลงร้อยละ 2-70 เปลือกไข่ผิดรูป บาง และแตกง่าย ไข่ขาว
เหลวกว่าไข่ปกติ ในไก่ที่ได้รับเชื้อตั้งแต่อายุน้อย อาจพบท่อน าไข่มีคั่งของน้ า (cystic oviduct) ซ่ึง
ส่งผลที่เรียกว่า false layer และไก่เหล่านี้ไม่สามารถให้ผลผลิตได้อีกตลอดการเลี้ยง (Cavanagh 
and Naqi, 2003) 

ไต 
IBV บางสายพันธุ์ เช่น Connecticut และ QX สามารถก่อโรคที่ไตได้ และสร้างความสูญเสีย

ได้สูง ไก่ทีต่ิดเชื้อจะพบการบวมของไต และมีสารยูเรตคั่งในท่อไต (Cavanagh and Naqi, 2003) 
อัตราการป่วยและอัตราการตาย 

 เมื่อมีการติดเชื้อเข้าฝูงไก่ เชื้อสามารถแพร่ได้อย่างรวดเร็ว ไก่ทุกตัวในฝูงจะติดเชื้อ แต่อัตรา
การตาย ขึ้นกับความรุนแรงของสายพันธุ์ของไวรัส อายุ ระดับภูมิคุ้มกัน ภาวะความเครียดภายในฝูง 
อาจพบอัตราการตายปานกลางถึงสูงในบางสายพันธุ์ เช่น DE072 และ Australian T ที่ก่อโรคใน
ระบบทางเดินหายใจและไต ตามล าดับ ในไก่ที่อายุน้อยกว่า 6 สัปดาห์อาจพบอัตราการตายอาจสูงถึง
ร้อยละ 25 หรือมากกว่า (Cavanagh and Naqi, 2003) 

การวินิจฉัย 
เนื่องจาก IBV สามารถก่อโรคในไก่ทุกช่วงอายุ และก่อโรคท้ังในระบบทางเดินหายใจ ระบบ

สืบพันธุ์และไต การวินิจฉัยนั้น สามารถท าได้โดยการตรวจหาเชื้อไวรัสโดยตรง และการตรวจหา
แอนติบอดีต่อเชื้อในซีรัม (Cavanagh and Naqi, 2003) 

การแยกเชื้อไวรัส (virus isolation)  
ไข่ไก่ฟัก (chicken embryos) เชื้อ IBV สามารถเพ่ิมจ านวนได้ใน allantoic cavity ของไข่

ไก่ฟัก คัพภะแสดงลักษณะผิดรูป แคระ แกร็น และ/หรือตาย  แต่ไวรัสบางสายพันธุ์อาจพบลักษณะนี้ 
ภายในครั้งที่ 3 ของการฉีดเชื้อเข้าไข่ไก่ฟัก นอกจากนั้นวิธีการนี้ใช้ส าหรับการเพ่ิมปริมาณไวรัส 
อีกด้วย (Cavanagh and Naqi, 2003) (รูปที่ 2) 

 
รูปที่ 2 ลักษณะคัพภะอายุ  16 วัน ปกติ (ซ้าย) และแคระ แกร็น (ขวา) (แหล่งที่มา Cavanagh 
and Naqi, 2003) 
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เซลล์เพาะเลี้ยง (cell culture) เพาะแยกเชื้อไวรัสโดยใช้เซลล์ chick embryo kidney 
(CEK) และ chicken kidney cell (CK) โดยเซลล์ CEK แสดงลักษณะ plaque  ได้ตั้งแต่ครั้งแรกของ
การแยกเชื้อไวรัส และเซลล์ CK แสดงลักษณะ syncytia ของเซลล์ โดยพบได้ตั้งแต่ 6 ชั่วโมง 
หลังจากการให้เชื้อ (inoculation) (Cavanagh and Naqi, 2003) 

การตรวจหาสารพันธุกรรม 
การวินิจฉัยด้วยวิธี RT-PCR โดยการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ IBV จากเนื้อเยื่อ หรือ

อวัยวะเป้าหมาย โดยนิยมเลือกต าแหน่ง S gene ของเชื้อไวรัส ในการพัฒนา primer ส าหรับการ
ตรวจวินิจฉัย แต่วิธีนี้ยังมีข้อจ ากัด คือ ไม่สามารถวินิจฉัยแยก ระหว่างไวรัสจากวัคซีน และไวรัสที่ก่อ
โรคได้ (Cavanagh and Naqi, 2003)  

การตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ IBV 
การตรวจหาแอนติบอดี ปัจจุบัน วิธี ELISA เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะและมีความไวสูง เมื่อ

เปรียบเทียบกับวิธีอ่ืน เช่น HI (hemagglutination inhibition test) และวิธีนิวทรัลไลซ์เซชัน 
(Cavanagh and Naqi, 2003) แต่ข้อจ ากัด คือ ค่าแอนติบอดีที่วัดได้ อาจเป็นผลจากวัคซีนกระตุ้น
ภูมิคุ้ม หรือเป็นผลจากการติดเชื้อได้เช่นกัน 
 

2.2 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ IBV  
 หลังจากท่ีมีรายงานการระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ ครั้งแรกในปี 1930 ที่
ประเทศสหรัฐอเมริกา และหลังจากนั้น พบว่ามีรายงานการพบไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธุ์
ใหมอ่ย่างต่อเนื่อง ( Liu and Kong, 2004; Bayry et al., 2005; Lee et al., 2008; Rimondi et 
al., 2009)  

ในประเทศจีน มีรายงานการแยกเชื้อ IBV 5 สเตรน จากฟาร์มไก่ไข่ใน 4 มณฑล ที่พบปัญหา
การระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ถึงแม้ว่าฟาร์มเหล่านี้ มีประวัติการใช้วัคซีนป้องกันโรค
หลอดลมอักเสบติดต่อก็ตาม เมื่อทดลองให้เชื้อพิษในไก่ปลอดเชื้อ (specific pathogen free; SPF) 
อายุ 15 วัน พบว่าเชื้อสามารถก่อโรคได้ และอัตราการตายร้อยละ 10-60 เมื่อผ่าซากพบรอยโรคท่ีไต 
และเม่ือเปรียบเทียบล าดับพันธุกรรมในต าแหน่งยีน S1 ของเชื้อไวรัสทั้ง 5 สเตรน พบว่ามีความ
คล้ายคลึงกันร้อยละ 92 และเมื่อเปรียบเทียบกับไวรัส 16 เสตรน ที่มีรายงานในประเทศจีนก่อนหน้า
นี้ พบว่ามีความคล้ายคลึงกันร้อยละ 60-81 (Liu and Kong, 2004) 

 ประเทศอินเดีย พบการระบาดของเชื้อ IBV จีโนไทป์ใหม่ พบปัญหาการก่อโรคที่ไต เมื่อ
ศึกษาทางด้านล าดับพันธุกรรมในต าแหน่งยีน S1 เปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสที่พบในประเทศต่างๆ 
พบว่าล าดับพันธุกรรมมีความใกล้เคียงกับสเตรน 6/82 ที่มีรายงานในยุโรปร้อยละ 68 และใกล้เคียง
กับสเตรน Mex/1765/99 ที่มีรายงานในประเทศเมกซิโกร้อยละ 34.3 (Bayry et al., 2005) 

ประเทศอาร์เจนตินา มีรายงานการแยกเชื้อ IBV 20 สเตรน จากฟาร์มไก่ไข่และไก่เนื้อ ที่พบ
ปัญหาการระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดต่อ ในพ้ืนที่ที่ต่างกัน ช่วงระหว่างปี ค.ศ. 2001 ถึง 2008 
โดยพบว่าในจ านวนทั้งหมด 20 สเตรน มี 5 สเตรน แยกได้จากฟาร์มที่มีประวัติการใช้วัคซีนหลอดลม
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อักเสบติดต่อซีโรไทป์ Massachusetts และ Connecticut และคณะผู้ศึกษา ได้จ าแนกจีโนไทป์ ด้วย
วิธีหาล าดับพันธุกรรมในต าแหน่ง hypervariable region 1 (HVR1) และ hypervariable region 2 
(HVR2) ของ S1 ยีน พบว่า สามารถจ าแนกได้ 3 จีโนไทป์ และทั้ง 3 จีโนไทป์ ถูกจัดอยู่ต่างกลุ่มจาก
วัคซีนทั้ง 2 ซีโรไทป์ (Rimondi et al., 2009) 

ประเทศเกาหลี Lee และคณะ (2008) ได้ศึกษา IBV 33 สเตรน ที่แยกเชื้อจากฟาร์มที่มีการ
ระบาดของไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ ระหว่างปี ค.ศ. 2003 ถึง 2006 เมื่อเปรียบเทียบล าดับ
พันธุกรรม ในต าแหน่ง hypervariable region ของยีน S1 พบว่าสามารถจ าแนกได้ 3 จีโนไทป์ คือ 
K-I K-II และ K-III จีโนไทป์ K-I ประกอบด้วยไวรัส 13 สเตรน โดยกลายพันธุ์จากสเตรน Kr-EJ/95 ที่
พบการระบาดในประเทศเกาหลีก่อนหน้านี้ จีโนไทป์ K-II ประกอบด้วยไวรัส 19 สเตรน มีล าดับ
พันธุกรรมที่ใกล้เคียงกับ IBV สายพันธุ์ที่ก่อโรคที่ไตที่มีรายงานในประเทศจีนและญีปุ่น และจีโนไทป์ 
K-III พบว่ามีสายพันธุกรรมใกล้เคียงกับสายพันธุ์ที่ก่อปัญหากระเพาะแท้อักเสบในประเทศจีน 

2.3 การแบ่งกลุ่มไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อด้วยระบบ Biological functional test  
 การแบ่งกลุ่มด้วยระบบ biological functional test หรือการแยกซีโรไทป์ สามารถท าได้ 2 
วิธี คือ วิธีการท า Hemmaglutination inhibition test (HI test) และวิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน (VN 
test) 

 วิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน สามารถท าได้หลายวิธี เช่น โดยใช้ไข่ไก่ฟัก (Cunningham, 1973; 
Cowen and Hitchner, 1975; Lohr, 1976; Gelb et al., 1981) เซลล์เพาะเลี้ยง (Hopkins, 
1974; Cowen and Hitchner, 1975; Wadey and Faragher, 1981; Csermelyi et al., 1988) 
และการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหลอดลม (Johnson and Marquardt, 1975; Darbyshire et al., 1979; 
Cook, 1984; Cook et al., 1987) 

 การแยกซีโรไทป์ด้วยเทคนิคการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชันนั้นจ าแนกเป็น 2 วิธี คือ วิธี α 
method และวิธี β method ส าหรับวิธี α method นั้น คือ การใช้ซีรัมในปริมาณคงที่ และลด
ปริมาณไวรัส (virus dilution) ขณะที่วิธี β method นั้นคือการลดปริมาณซีรัมและใช้ไวรัสใน
ปริมาณคงที่ (serum dilution) (Cunningham, 1973) ที่ผ่านมามีหลายงานวิจัยที่ใช้ทั้ง วิธี α 
method (Ladman et al., 2006; Choi et al., 2009; Liu et al., 2009; Shimazaki et al., 
2009) และวิธี β method (Cowen and Hitchner, 1975; Johnson and Marquardt, 1975; 
Lohr, 1976; Gelb et al., 1981; Wadey and Faragher, 1981; Cook, 1984; Csermelyi et al., 
1988; Lee et al., 2003) โดยที่ข้อดีของวิธี β method นั้นคือ ปริมาณของซีรัมที่ใช้น้อยกว่าวิธี α 
method (Thayer and Beard, 1998) 

 ส าหรับการแยกซีโรไทป์ด้วยวิธี HI test นั้น มีใช้ในห้องปฏิบัติการบางแห่ง  (Lashgari and 
Newman, 1984) โดยผลการแยกซีโรไทป์ด้วยวิธีนี้ มีสอดคล้องกับวิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน แต่มบีาง
รายงานพบว่าการแยกซีโรไทป์ด้วยวิธี HI test นั้นมีความจ าเพาะต่ ากว่าวิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน (De 
Wit, 2000) 
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2.4 การแบ่งกลุ่มไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อด้วยระบบ Non biological functional test  
 การแบ่งกลุ่มด้วยระบบ non biological functional test หรือการแยกจีโนไทป์ สามารถ
ท าได้ 2 วิธีหลักๆ คือ การท า RT-PCR RFLP และการหาล าดับพันธุกรรม โดยต าแหน่งของสาย
พันธุกรรมที่มักถูกน ามาใช้ในการแยกจีโนไทป์ คือ S1 และ S2 ยีน โดยมีรายงานที่พบว่าการแยกจีโน
ไทป์ โดยการเลือกต าแหน่ง S1 หรือ S2 ยีนนั้น ให้ผลการแยกจีโนไทป์ที่ไมส่อดคล้องกัน (Mase et 
al., 2009) แต่ต าแหน่ง S1 ยีนนั้น นิยมใช้ในการแยกจีโนไทป์มากกว่า เนื่องจากเป็นต าแหน่งที่มี
ความส าคัญในการกระตุ้น neutralizing antibody (Cavanagh et al., 1988) 

ส าหรับวิธีการหาล าดับพันธุกรรมนั้น มีรายงานผลการแยกจีโนไทป์ โดยเลือกใช้ทั้งสาย
พันธุกรรมของ S1 ยีน เปรียบเทียบกับการเลือกเฉพาะต าแหน่ง Hypervariable region I 
(HVR1)ของ S1 ยีน พบว่า ทั้ง 2 วิธี ให้ผลการแยกจีโนไทป์สอดคล้องกัน แสดงให้เห็นถึง HVR1 ของ 
S1 ยีนเป็นต าแหน่งที่ส าคัญ ในการใช้จ าแนกจีโนไทป์ส าหรับเชื้อ IBV (Wang and Huang, 2000) 
และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ladman และคณะในปี 2006 ทีมี่รายงานว่าต าแหน่ง HVR1 ของ S1 
ยีนนั้นเป็นต าแหน่งที่มีความสัมพันธ์ในการบ่งบอกถึงระดับในการป้องกันโรคของวัคซีน คณะผู้วิจัย
พบว่าการประเมินประสิทธิภาพในการป้องกันโรคของวัคซีน โดยการเปรียบเทียบล าดับพันธุกรรมของ
ไวรัสจากวัคซีน และไวรัสก่อโรค โดยเลือกต าแหน่ง HVR 1 นั้นให้ผลมีความสอดคล้องมากกว่าวิธี
ไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 

ส าหรับการแยกจีโนไทป์ ด้วยวิธี RT-PCR RFLP นั้น เป็นวิธีที่สะดวก และทราบผลรวดเร็ว
กว่าวิธีการหาล าดับพันธุกรรม ซึ่งผลการศึกษาของ Kwon และคณะ ในปี 1993 โดยคณะผู้วิจัยได้
เลือก เพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมต าแหน่ง S1 ยีนขนาด1720 base pairs และเลือกใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ 3 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์ HaeIII, XcmI และ BstYI ซึ่งให้ผลในการจัดกลุ่มที่สอดคล้องกับ
วิธีการหาล าดับพันธุกรรมและไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน ผลของงานวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัย Jang 
และคณะ ในปี 2007 ที่พบว่าวิธีการท า RT-PCR RFLP ในการแยกจีโนไทป์นั้นสอดคล้องกับวิธีการหา
ล าดับพันธุกรรม 

2.5 ความสามารถในการป้องกันโรคของวัคซีนต่อเชื้อไวรัสข้ามสายพันธุ์ 

 ที่ผ่านมามีรายงานการกลายพันธุ์ของ IBV อยู่อย่างต่อเนื่อง จึงมีการศึกษาถึงความสามารถ
ของวัคซีนในการป้องกันโรคท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสต่างสายพันธุ์ ผลการศึกษาเหล่านี้ เป็นไปในแนวทาง
เดียวกัน กล่าวคือ วัคซีนต่างสายพันธุ์ให้ประสิทธิภาพในการป้องกันโรคต่ ากว่าวัคซีนจากสายพันธุ์
เดียวกัน (Gelb et al., 2005; Lin et al., 2005; Grgic et al., 2009; Liu et al., 2009) Lin และ
คณะ (2005) ท าการศึกษา โดยให้วัคซีนในไก่อายุ 1 วัน โดยโปรแกรมวัคซีนที่แตกต่างกัน และป้อน
เชื้อพิษด้วยเชื้อไวรัสทั้งสายพันธุ์เดียวกัน และต่างสายพันธุ์ พบว่าไก่กลุ่มท่ีได้รับวัคซีนสายพันธุ์
เดียวกันกับเชื้อพิษให้ผลการป้องกันโรคสูงกว่า ไก่กลุ่มที่ได้รับวัคซีนต่างสายพันธุ์กับเชื้อพิษ 
เช่นเดียวกันกับการศึกษาของ Liu และคณะในปี 2006 ที่พบว่า วัคซีนทั้ง 5 ชนิด มีความสามารถใน
การป้องกันโรคในอัตราที่ต่ า ต่อเชื้อไวรัสสายพันธุ์ใหม่ นอกจากนี้ มีรายงานการทดสอบ โดยให้วัคซีน
ซีโรไทป์แมสซาชูเซตส์ และป้อนเชื้อพิษต่างซีโรไทป์ ผลพบว่ามีอัตราการป้องกันโรคเพียงแค่ 66.7 
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เปอร์เซนต์ (Grgic et al., 2009) โดยไวรัสในวัคซีนทีม่ีความเหมือนของล าดับพันธุกรรมกับสายพันธุ์ที่
มีการระบาด จะสามารถให้ผลการป้องกันโรคได้ดีกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสในวัคซีนที่มีความ
เหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่น้อยกว่า (Gelb et al., 2005)  

2.6 IBV ในประเทศไทย  
 มีรายงานการระบาดของโรคระหว่างปี พ.ศ.2497-2498 (Chaiyasittiyuthaparn, 1957) 
และมีรายงานการระบาดอีกหลายครั้ง โดยพบว่าเป็นสายพันธุ์ที่ก่อปัญหาที่ไต และระบบทางเดิน
หายใจ ในปี พ.ศ. 2552 มีรายงานการแยกเชื้อ IBV สายพันธุ์ใหม่ในประเทศไทย คณะผู้วิจัยได้น าส่วน
ของ HVR ของ S1 ยีน ในการแยกจีโนไทป์ พบว่าสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ Thailand I ที่มี
ล าดับพันธุกรรมแตกต่างจากเชื้อไวรัสที่พบจากต่างประเทศ และจากวัคซีน และ Thailand II ที่มลี า
กับพันธุกรรมความคล้ายคลึง และถูกจัดอยู่จีโนไทป์เดียวกันกับ เชื้อไวรัสที่มีรายงานในประเทศจีน 
สายพันธุ์ก่อโรคที่ไต (Pohuang et al., 2009) 

2.7 น้ ายาฆ่าเชื้อ 
น้ ายาฆ่าเชื้อที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้แก่ Virusnip, Virkon S, CID 2000 และ Omnicide 

ซึ่งส่วนประกอบและคุณสมบัติที่แตกต่างกัน 
Virusnip ประกอบด้วย potassium peroxymonopersulphate (PMP) ซึ่งเป็นสาร 

oxidizing agent และ sodium dichloroisocyanurate (SCID) เป็นสารประกอบที่มีคุณสมบัติการ
ปล่อยคลอรีน  

Virkon S ประกอบด้วย sodium dodecyl benzene sulphonate มีคุณสมบัติลดแรงตึง
ผิว (anionic surfactant) และ potassium monopersulphate ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติ 
oxidizing agent 

CID 2000 ประกอบด้วย hydrogen peroxide และ peroxyacetic acid ทั้ง 2 สารมี
คุณสมบัติเป็นสาร oxidizing agent 

Omnicide ประกอบด้วย glutaraldehyde และ akyl benzyl dimethyl ammonium 
chloride ซึ่งอยู่ในกลุ่มของสาร quaternary ammonium compounds (QACs) 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 เชื้อไวรัส 
 เลือกเชื้อ IBV 13 สายพันธุ์ ที่แยกได้จากหน่วยวิจัยอายุรศาสตร์สัตว์ปีก ภาควิชา
อายุรศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Pohuang et al., 2009) และเชื้อ
ไวรัสจากวัคซีนได้แก่ Ma5, H120 และ 4/91 (ตารางที่ 1) 

ตารางท่ี 1แสดง IBV และจีโนไทป์ ที่ใช้ในการศึกษา 

Isolate Accession number Genotype 
THA20151 EU678787 Thailand I 
THA30151 FJ156074 Thailand II 
THA40151 EU925648 Thailand I 
THA50151 EU78788 Thailand I 
THA60151 EU678789 Thailand I 
THA70151 EU678790 Thailand II 
THA80151 FJ156075 Thailand II 
THA90151 EU925649 Thailand I 
THA10151 FJ156076 Thailand II 
THA110351 FJ156077 Thailand II 
THA120351 FJ156078 Thailand II 
THA130551 FJ156079 Thailand II 
THA140551 FJ156080 Thailand II 

 

1.1 การเพิ่มจ านวนเชื้อไวรัสในไข่ไก่ฟัก และการค านวณไวรัสไตเตอร์  
1.1.1 ไข่ไก่ฟักอายุ 1 วัน จากฟาร์มในจังหวัฉะเชิงเทรา 
1.1.2 น ามาฟักต่อด้วยตู้ฟักขนาดบรรจุ 72 ฟอง อุณหภูมิ 37.5 องศาเซลเซียส 
1.1.3 ส่องไข่ไก่ฟักที่อายุ 9 วัน เพ่ือคัดทิ้งไข่ท่ีไม่มีคัพภะ คัพภะตาย 
1.1.4 ก าหนดต าแหน่งในการฉีดเชื้อไวรัส บนเปลือกไข่  
1.1.5 ต าแหน่งที่ฉีด คือ บริเวณ allantoic cavity ของฟองไข่ 
1.1.6 เจือจางไวรัส ด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วน 1:10, 1:102, 1:103, 1:104 

1:105 และ 1:106 ตามล าดับ 
1.1.7 เตรียมไข่ไก่ฟัก จ านวน 6 ฟองต่อ 1 ความเข้มข้นของไวร้ส  
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1.1.8 ใช้ส าลีชุบสารละลายเบตาดีน เช็ดเปลือกไข่รอบบริเวณท่ีได้ก าหนดต าแหน่งใน
การฉีดไว้ 

1.1.9 ใช้ปลายเข็มเบอร์ 18 ยาว 1 นิ้ว เจาะเปลือกไข่ ต าแหน่งที่ได้ก าหนดไว้ ระวัง
ไม่ให้เข็มทะลุจนถึง allantoic cavity และโดนคัพภะ 

1.1.10 ใช้ไซริงก์ขนาด 1 มิลลิตร และเข็มเบอร์ 26 ยาว 1 นิ้ว ดูดไวรัสตามความ
เข้มข้นที่ได้เตรียมไว้  

1.1.11 ฉีดเชื้อไวรัสปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เข้าไข่ไก่ฟัก ผ่านรูบนเปลือกไข่ ที่ได้เจาะ
ไว้ ระมัดระวังไม่ให้ปลายเข็มแกว่ง และโดนคัพภะภายใน  

1.1.12 ใช้เทียนไขปิดรูที่ฟองไข่ 
1.1.13 น าเข้าฟักในตู้ฟัก อุณหภูมิ 37.5 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน  
1.1.14 ส่องดูการตายของคัพภะและบันทึกการตาย ทุกวัน คัพภะที่ตายภายใน 24 

ชั่วโมงแรกจะไม่น ามาใช้ค านวณไวรัสไตเตรชัน 
1.1.15 เมื่อครบ 7 วัน ค านวณไวรัสไตเตอร์ ELD50 โดยวิธขีอง Reed and Muench 

ตามตัวอย่าง ดังนี้ 

ตารางท่ี 2 แสดงการค านวณค่าไวรัสไตเตอร ์

อัตราส่วนไวรัส จ านวน
คัพภะที่

ตาย 

จ านวน
คัพภะที่
มีชีวิต 

จ านวนคัพภะสะสม % ตาย 
(A/(A+B))x100 

 ตาย (A) มีชีวิต (B) A+B 
10-1 6 0 22 0 22 100 
10-2 6 0 16 0 16 100 
10-3 5 1 10 1 11 90.91 
10-4* 3 3 5 4 9 55.56 
10-5 1 5 2 9 11 18.18 
10-6 1 5 1 14 15 6.67 

 

ค านวณค่าไวรัสไตเตอร์ที่ ELD50 จาก 

=        (% คัพภะที่ตาย ในอัตราส่วนแรกที่มากกว่า 50%) – 50 
   (% คัพภะที่ตายในอัตราส่วนแรกที่มากกว่า 50%) - (% คัพภะที่ตายในอัตราส่วนที่น้อยกว่า 50%) 

= (55.56 - 50) / (55.56 – 18.18) 

= 5.56 / 37.38 = 0.15 

ดังนั้นค่าไวรัสไตเตอร์ที่ ELD50 เท่ากับ 104.15 ELD50/ 0.1มิลลิลิตร หรือ 105.15 ELD50/ มิลลิลิตร 
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1.2 การเก็บเชื้อไวรัส 
1.2.1 น าไข่ออกจากตู้ฟัก กรณีที่คัพภะยังมีชีวิต ให้น าไข่เข้าตู้เย็นที่อุณหภูมิ 2-8 

องศาเซลเซียส อย่างน้อย 4 ชัว่โมงเพ่ือให้คัพภะตายเสียก่อน 

1.2.2 ใช้ 70% แอลกอฮอล์เช็ดโดยรอบเปลือกไข่ เหนือฟองอากาศของฟองไข่ 
จากนั้นใช้ด้าน blunt end ของ forceps ปลอดเชื้อ ทุบที่บริเวณเหนือฟองอากาศให้แตก ระวังไม่ให้
เยื่อภายในฟองไข่ฉีกขาด 

1.2.3 ใช้ไซริงก์ 5 มิลลิลิตร ดูด allantoic fluid ที่มีเชื้อ IBV ถ่ายลงในหลอด 
centrifuge ขนาด 15 มิลลิลิตร 

1.2.4 น าไปปั่นที่ 1500 x g นาน 5 นาที ทิ้งตะกอน และเก็บ allantoic fluid ที่
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

3.2 การแบ่งกลุม่ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ 

2.1 การแบ่งกลุ่มไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อด้วยวิธี RT-PCR RFLP 
 . 2.1.1 การเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ (RT-PCR) 

2.1.1.1 น า allantoic fluid ที่ได้จากข้ันตอนการเพ่ิมจ านวนเชื้อไวรัสในไข่
ไก่ฟัก และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาละลายที่อุณหภูมิห้อง 

2.1.1.2 สกัดสารพันธุกรรม โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป (Nucleic acid 
extraction kit, RBC Bioscience, Taiwan) โดยขั้นตอนการสกัดเป็นไปตามที่บริษัทผู้ผลิตแนะน า  

2.1.1.3 เพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม โดยใช้วิธี One-step RT-PCR ด้วยชุด
ตรวจส าเร็จรูป (AccessquickTM RT-PCR system, Promega, USA)  

2.1.1.4 Primer ที่ใช้คือ FOR1 (5´-CTT TTG TTT GCA CTA TGT AG-
3´) และ RE3 (5´-TAA TAA CCA CTC TGA GCT GT-3´) เพ่ือเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมในต าแหน่ง 
S1 ยีน ขนาด 878 base pairs (Pohuang et al., 2009) 

2.1.1.5 ส่วนประกอบปฏิกิริยา ดังนี้ 

Master Mix   12.5 ไมโครลิตร 

AMV reverse transcriptase 0.5 ไมโครลิตร 

RNase free water  8 ไมโครลิตร 

Forward primer  0.5 ไมโครลิตร 
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Reward primer   0.5 ไมโครลิตร 

RNA template   3 ไมโครลิตร 

รวม    25 ไมโครลิตร 

2.1.1.6 ปฏิกิริยาลูกโซ่ ดังนี้ 

อุณหภูมิ  เวลา 

RT reaction  48°C  45 นาที 

Heating   94°C  5 นาที 

Denaturation  94°C  30 วินาที 

Annealing  54°C  30 วินาที 35 รอบ 

Polymerization  72°C  45 วินาที 

Final elongation 72°C  10 นาที 

2.1.1.7 ตรวจสอบผลการเ พ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี 
electrophoresis โดยใช้ agarose ความเข้มข้น 1.5% 

  2.1.2 การตัดสายพันธุกรรมด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (RFLP) 

   2.1.2.1 น าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากขั้นตอนการท า RT-PCR  ใช้ในการแบ่งกลุ่ม
ด้วย RFLP 

   2.1.2.2 ใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sau3AI ในการตัดสายพันธุกรรม 

   2.1.2.3 ส่วนประสอบ ดังนี้ 

         Buffer   2 ไมโครลิตร 
              BSA   0.2 ไมโครลิตร 
              Sua3AI   0.5 ไมโครลิตร 
              Water   7.3 ไมโครลิตร 
             DNA template  10 ไมโครลิตร 
      รวม    20 ไมโครลิตร 

  

2.1.2.4 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
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2.1.2.5 ตรวจสอบผลของการตัดสายพันธุกรรมด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
(RFLP) ด้วยวิธี electrophoresis โดยใช้ agarose ความเข้มข้น 1.5%  

2.1.2.6 จัดกลุ่มไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ ตามรูปแบบของผลที่ปรากฏใน 
agarose gel 

2.2 การแบ่งกลุ่มไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อด้วยการวิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 
2.2.1 การผลิตแอนตีซีรัม  

   2.2.1.1 เลือกไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ กลุ่มละ 1 ตัวอย่าง และไวรัส
วัคซีน (Ma5, H120 และ 4/91) เพ่ือเป็นตัวแทนของแต่ละกลุ่ม ในการผลิตแอนตีซีรัม 

   2.2.1.2 ใช้ไก่ไขเ่พศผู้ จากฟาร์มไก่ไข่ในจังหวัดฉะเชิงเทรา ในการผลิตแอน
ตีซีรัม จ านวน 5 ตัวต่อกลุ่ม โดยให้น้ าและอาหารเต็มที่ตลอดการเลี้ยง 

2.2.1.3 ให้เชื้อไวรัส ปริมาณ 105 ELD50/0.1 มิลลิลิตร/ตัว โดยการหยอด
ตา ที่อายุไก่ 3 สัปดาห์  

   2.2.1.4 ให้เชื้อไวรัส ปริมาณ 105 ELD50/0.1 มิลลิลิตร/ตัว ซ้ า 2 สัปดาห์ 
หลังจากให้เชื้อครั้งแรก (ไก่อายุ 5 สัปดาห์) 

   2.2.1.5 เจาะเลือดเพ่ือเก็บซีรัมไก่ 2 สัปดาห์ หลังจากให้เชื้อไวรัส ครั้งที่ 2 
(ไก่อายุ 7 สัปดาห์) โดยเก็บซีรัม 10 มิลลิลิตรต่อตัว ใส่หลอด centrifuge ขนาด 15 มิลลิลิตร 

   2.2.1.6 น าหลอด centrifuge ปั่นแยกซีรัม 1500 x g นาน 5 นาที  

2.2.1.7 แยกเก็บซีรัม เฉพาะส่วนใสด้านบน  

2.2.1.8 จากนั้นบ่มซีรัมที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 นาที  

2.2.1.9  เก็บซีรัมท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการท าไวรัส
นิวทรัลไลซ์เซชัน 

2.2.2 การท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน  

   2.2.2.1 การศึกษาในครั้งนี้เลือกใช้วิธี β ไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน ตามวิธีของ 
Thayer and Beard (1998) ในการทดสอบ 

   2.2.2.2 ละลายแอนตีซีรัมที่เก็บไว้ในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

   2.2.2.3 เจือจางซีรัมด้วยสารละลาย PBS ในอัตราส่วน 1:2 จากนั้นเจือจาง
ในอัตราส่วน 1:4 (4 fold) เพ่ือให้ได้อัตราส่วน 1:2, 1:8, 1:32, 1:128 และ 1:512 ตามล าดับ  
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2.2.2.4 ใช้ไมโครปิเปตดูดซีรัม 0.6 มิลลิลิตร ในแต่ละอัตราส่วน ใส ่
eppendorf ที่เตรียมไว้ 

   2.2.2.5 ใช้ไมโครปิเปต ดูด allantoic fluid ของไวรัส 200 ELD50/100 
ไมโครลิตร 0.6 มิลลิลิตร ใส่ลงใน eppendorf ที่มีซีรัมอยู่  

   2.2.2.6 อัตราของซีรัมสุดท้ายหลังจากผสมด้วยไวรัสได้แก่ 1:4, 1:16, 
1:64, 1:256 และ 1:1024 ตามล าดับ 

   2.2.2.7 ความเข้มข้นของไวรัสสุดท้ายได้แก่ 100 ELD50/100 ไมโครลิตร 

   2.2.2.8 น า eppendorf ที่มีส่วนผสมของซีรัมและไวรัส บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 ชั่วโมง 

   2.2.2.9 น า eppendorf ที่มีส่วนผสมของซีรัมและไวรัส ออกจากตู้บ่ม 

2.2.2.10 ดูดส่วนผสมของซีรัมและไวรัส ฉีดเข้า Allantoic cavity ของไข่
ไก่ฟักอายุ 10 วัน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/ฟอง จ านวน 6 ฟอง/dilution  

2.2.2.11 น าเข้าตู้ฟักท่ีอุณหภูมิ 37.5 องศาเซลเซียส 

   2.2.2.8 ส่องไข่ทุกวัน เพ่ือบันทึกการตายของคัพภะเป็นระยะเวลา 7 วัน 
โดยคัพภะที่ตายภายใน 24 ชั่วโมงแรกจะไม่น ามาค านวณ 

2.2.3 การค านวณค่า neutralizing index (NI) และ ค่า antigenic relatedness 
value (R value)  

 ค านวณค่าไวรัสไตเตอร์ (ELD50) จากวิธีของ Reed and Muench เพ่ือน ามาใช้ในการ
ค านวณค่า neutralizing index (NI) และ ค่า Antigenic relatedness value (R value)  (Choi et 
al., 2009)  

NI คือ ค่าผลต่าง log ไตเตอร์ของกลุ่ม virus control กับค่า log ไตเตอร์ของกลุ่มไวรัสและ
ซีรัม (serum-virus mixture) 

ค่า R value ค านวณจากสูตรของ Archetti และ Horsfall (1950) 

R = √ r1 × r2 

r1 คือ อัตราส่วนของค่า NI value ของไวรัส 2 ในแอนตีซีรัมของไวรัส 1 (heterologous NI 
value) ต่อค่า NI value ของไวรัส 1 ในแอนตีซีรัมของไวรัส 1 (homologous NI value) 

r2 คือ อัตราส่วนของค่า NI value ของไวรัส 1 ในแอนตีซีรัมของไวรัส 2 (heterologous NI 
value) ต่อค่า NI value ของไวรัส 2 ในแอนตีซีรัมของไวรัส 2 (homologous NI value) 
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ค่า R value บ่งบอกถึงความเหมือนของแอนติเจนของทั้ง 2 ไวรัสที่ได้เปรียบเทียบกัน โดย
ค่าท่ีได้ประเมินตามวิธีของ Choi และคณะ ในปี 2009 โดยมีหลักเกณฑ์ ดังนี้ 

ค่า R value 100% ไวรัสทั้ง 2 ไม่มีความแตกต่างกัน 

ค่า R value 70-99% ไวรัสทั้ง 2 มีความแตกต่างของแอนติเจนเพียงเล็กน้อย 

ค่า R value 33-69% ไวรัสทั้ง 2 มีความต่างของแอนติเจนแบบ Minor subtype  

ค่า R value 10-32% ไวรัสทั้ง 2 มีความต่างของแอนติเจนแบบ Major subtype  

ค่า R value น้อยกว่า 10% ไวรัสทั้ง 2 มีความต่างของแอนติเจนอย่างมาก และถูกจัดให้อยู่
ต่างซีโรไทป์กัน  

2.3 การวัดความสอดคล้องกันของวิธีการแบ่งกลุ่ม  
ใช้สถิติ Cohen’s kappa statistic เพ่ือวัดความสอดคล้องกันของวิธีการแบ่งกลุ่มไวรัส

หลอดลมอักเสบติดต่อทั้ง 3 วิธี คือ RT-PCR RFLP, ไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน และการหาล าดับ
พันธุกรรม ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (α = 0.05) 

โดยตัวอย่างวิธีค านวณดังนี้ ถ้ามี N ตัวอย่าง ซึ่งจะถูกก าหนดให้อยู่ในกลุ่มใดกลุ่มหนึ่ง จาก 
m กลุ่มโดย m กลุ่มนี้จะมีลักษณะเป็น นามบัญญัติ จากกลุ่มของ k raters ข้อมูลที่ได้สามารถจัดลง
ตารางดังนี้  

Object 
กลุ่ม (categories) 

ค่า Si 1 2  j  m 
1 n11 n12  n1j  n1m S1 
2 n21      S2 
3        
i ni1   nij  nim Si 
N niN   nNj  nNm SN 

ผลรวม C1 C2  Cj  Cm Nk 

  

ค่าสถิติ Kappa คือ ค่าอัตราส่วน ของความน่าจะเป็นที่คาดว่าจะเป็น เมื่อ H 0 (มีความเป็น
อิสระกัน) เป็นจริง กับ ความน่าจะเป็นที่สูงสุด  

 
K = P(A) – P(E) 
       1- P(E) 
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เมื่อ P(A) = ค่าสัดส่วนที่ k Raters ที่มีความเห็นสอดคล้องกัน  

P(E) = ค่าส่วนที่ k Raters ที่มีความเห็นสอดคล้องกันโดยบังเอิญ( by chance )  

K = 1 ถ้ามีความเห็นสอดคล้องอย่างสมบูรณ์  

K = 0 ถ้ามีความเห็นไม่สอดคล้องกัน (No agreement among the raters)  

P(A) = 1/N Sum Si 

เมื่อ Si = Sum  

 

การทดสอบนัยส าคัญของค่า K  

เมื่อ H0 : K = 0 ไม่มีความสอดคล้อง 

H1 : K = 1 มีความสอดคล้อง 

3.3 การประเมินคุณสมบัติของน้ ายาฆ่าเชื้อในการท าลายไวรัส 

 3.1 ไข่ไก่ฟัก 
3.1.1 ไข่ไก่ฟักอายุ 7 วัน จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  

3.1.2 น าไข่ไก่ฟักต่อที่หน่วยวิจัย ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

3.1.3 ส่องไข่ที่อายุ 9 วันเพื่อประเมิน การตาย และระบุต าแหน่งที่จะฉีดเชื้อทดสอบ
บนผิวเปลือกไข่ 

3.2 IBV ที่ใช้ทดสอบ 
เลือกIBV สเตรน ที่ใช้ในการศึกษาการแบ่งกลุ่ม ได้แก่ THA80151 และ THA90151, โดย

เตรียมเชื้อให้มีความเข้มข้น 1.0 x 106 ELD50 

 3.3 น้ ายาฆ่าเชื้อที่ใช้ทดสอบ 
 เลือกใช้น้ ายาฆ่าเชื้อ 4 ชนิด ได้แก่ Virusnip (Novartis Animal Health Inc, 
Switzerland), Omnicide (Metrex, USA), Virkon S (DuPont, USA) and CID 2000 (CID LINES 
N.V., Canada) โดยเตรียมความเข้มข้นตามที่บริษัทผู้ผลิต คือ เตรียม Omnicide,  Virkon S และ 

k 
2 

Nij 
2 
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CID 2000 ที่อัตราส่วน 1:150, 1:200 และ 1:50 ตามล าดับ ขณะที่ Virusnip เตรียมที่อัตราส่วน 
1:200 และ 1:400 ตามล าดับ  

 3.4 การทดสอบประสิทธิภาพยาฆ่าเชื้อ 
  3.4.1 ขั้นตอนการทดสอบ เป็นไปตามวิธีของ Suarez และคณะ (2003) 

  3.4.2 ใช้ไข่ไก่ฟักอายุ 9 วัน โดยใช้จ านวน 6 ฟอง ต่ออัตราส่วนของน้ ายาฆ่าเชื้อ  

3.4.3 ผสมเชื้อ IBV และ น้ ายาฆ่าเชื้อในอัตราส่วน 1:1 โดยบ่มที่อุณหภูมิห้อง เวลา 
30 วินาที 1 นาที 5 นาที และ 30 นาที ตามล าดับ 

  3.4.4 กลุ่มควบคุมบวก ใช้เชื้อ IBV ผสมสารละลาย PBS  

3.4.5 กลุ่มควบคุมลบ ใช้น้ ากลั่นผสมน้ ายาฆ่าเชื้อ ตามล าดับ 

  3.4.6 ฉีดตัวอย่าง 0.2 มิลลิลิตร เข้าต าแหน่ง allantoic cavity ของไข่ไก่ฟัก และ
น าเข้าฟักในตู้ฟักที่อุณหภูมิ 37.5 องศาเซลเซียส 

  3.4.7 ส่องไข่ เพ่ือบันทึกการตายของคัพภะทุก 2 วัน ตลอดเวลา 7 วัน โดยคัพภะที่
ตายภายใน 24 ชั่วโมง ไม่น ามาใช้ค านวณ 

 3.5 สถิติที่ใช้ทดสอบ 
 ใช้ Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U เพ่ือประเมินความแตกต่างระหว่างน้ ายาฆ่าเชื้อ
แต่ละชนิด และIBV แต่ละสเตรน  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การแบ่งกลุม่ IBV ด้วยวิธี RT-PCR RFLP 

 1.1 ผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรม (RT-PCR) 
 หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการ One-step RT-PCR และ electrophoresis ใน 1.5% 
agarose gel แล้ว พบว่าทุกตัวอย่าง ให้ผล PCR เป็นบวก และ DNA band ขึ้นที่ประมาณ 900 
base pairs (รูปที่ 1) ซึ่งน าไปใช้ในขั้นตอนการตัดสายพันธุกรรมด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะต่อไป 

 

 
900  
Base pairs 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 ผลการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี RT-PCR ได้แก่ THA20151 THA30151, 
THA40151,THA50151, THA60151, THA70151, THA80151, THA90151, THA10151, 
THA110351, THA120351, THA130551, THA140551, Ma5, H120 และ 4/91 ตามล าดับ 

1.2 การตัดสายพันธุกรรมด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (RFLP) 
จากผล RFLP pattern หลังจากท่ีใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sau3AI ในการตัดสายพันธุกรรม 

ผลพบว่า สามารถแบ่งได้ 4 รูปแบบ ได้แก่ รูปแบบ A ประกอบด้วย THA20151, THA40151, 
THA50151, THA60151 และ THA90151 รูปแบบ B ประกอบด้วย THA30151, THA70151, 
THA80151, THA10151, THA110351, THA120351, THA130551 และ THA140551 รูปแบบ C 
ประกอบด้วย Ma5 และ H120 และ รูปแบบ D ประกอบด้วย 4/91 ตามล าดับ (ตารางที่ 3) 
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ตารางท่ี 3 ผล RFLP pattern ทีต่ัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sau3AI 

ไวรัส รูปแบบ จ านวน DNA band ขนาด DNA band โดยประมาณ (bp) 
THA20151 A 1 900 
THA30151 B 2 130, 290 และ 360 
THA40151 A 1 900 
THA50151 A 1 900 
THA60151 A 1 900 
THA70151 B 3 130, 290 และ 360 
THA80151 B 3 130, 290 และ 360 
THA90151 A 1 900 
THA10151 B 3 130, 290 และ 360 
THA110351 B 3 130, 290 และ 360 
THA120351 B 3 130, 290 และ 360 
THA130551 B 3 130, 290 และ 360 
THA140551 B 3 130, 290 และ 360 

Ma5 C 2 400 และ 450 
H120 C 2 400 และ 450 
4/91 D 2 420 และ 460 

    

4.2 การแบ่งกลุ่มIBV ด้วยการวิธีไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 

2.1 ผลการผลิตแอนตีซีรัม 
จากผลการจัดกลุ่ม IBV ด้วยวิธี RT-PCR RFLP จึงได้เลือก IBV สเตรน THA80151 และ 

THA90151 เป็นตัวแทน จากทั้ง 2 จีโนไทป์ และ วัคซีนทั้ง 3 ชนิด ในการผลิตแอนตีซีรัม เพ่ือ
น าไปใช้ในการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน ค่าแอนติบอดีไตเตอร์ด้วยวิธี ELISA ทีไ่ด้จากการเก็บซีรัมไก่
หลังจากให้เชื้อพิษครั้งที่ 2  2 สัปดาห์ (ไก่อายุ 7 สัปดาห์) เป็นดังนี้ ค่าไตเตอร์ต่อ THA80151 เท่ากับ 
3,865 ค่าไตเตอร์ต่อ THA90151 เท่ากับ 3,915 ค่าไตเตอร์ต่อ Ma5 เท่ากับ 3,022 ค่าไตเตอร์ต่อ 
H120 เท่ากับ 2825 และค่าไตเตอร์ต่อ 4/91 เท่ากับ 4201 ตามล าดับ (รูปที่ 4) 
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รูปที่ 4 ค่าแอนติบอดีไตเตอร์จากการผลิตแอนตีซีรัม 

2.2 ผลการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 
ผลการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน หรือการแยกซีโรไทป์ R values ประเมินตามวิธีของ Choi 

และคณะ ในปี 2009 พบว่า THA80151 และ THA90151 อยู่ต่างซีโรไทป์กัน (R value เท่ากับ 5.2) 
โดยที่ไวรัสสเตรน THA80151 อยู่ต่างซีโรไทป์จากวัคซีนทั้ง 3 ชนิด คือ Ma5 H120 และ 4/91 (R 
value เท่ากับ 5.3, 1.5 และ 4.9 ตามล าดับ) ไวรัสสเตรน THA90151 ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม major 
subtype กับวัคซีน Ma5 (R value เท่ากับ 19.24)  (ตารางที่ 5) 

ขณะที่วัคซีนทั้ง 3 ชนิด ถึงแม้ว่าจะมีความแตกต่างของแอนติเจนอยู่บ้าง แต่ต่างจัดให้อยู่ในซี
โรไทป์เดียวกัน (R value > 10%) (ตารางที่ 5) 

ตารางท่ี 4 ค่า neutralization index ที่ได้จากการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 

Anti-Serum THA80151 THA90151 Ma5 H120 4/91 
THA80151 >1024 16 8.1 11.14 34.37 
THA90151 64 358.5 41.86 55.37 16 

Ma5 55 48 151.45 170.67 95.98 
H120 16 4 256 761.24 400 
4/91 18.94 42.58 220.3 226.79 256 
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ตารางท่ี 5 ค่า R-value ที่ได้ในการแยกกลุ่มIBV ในการศกึษาครั้งนี้ 

 
THA80151 THA90151 Ma5 H120 4/91 

THA80151 100 
    THA90151 5.2* 100 

   Ma5 5.3* 19.24 100 
  H120 1.5* 2.849* 61.56 100 

 4/91 4.9* 8.62* 73.84 68.23 100 
 

2.3 ผลการวัดความสอดคล้องกันของวิธีการแบ่งกลุ่ม  
จากการวัดความค่าความสอดคล้องระหว่างวิธีการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี RT-PCR RFLP และการ

ท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน พบว่าการแบ่งกลุ่มทั้ง 2 วิธีให้ผลสอดคล้องกัน (Kappa = 0.697, P-value 
< 0.05) 

จากการวัดความค่าความสอดคล้องระหว่างวิธีการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี RT-PCR RFLP และการ
หาล าดับพัธุกรรม พบว่าการแบ่งกลุ่มท้ัง 2 วิธีให้ผลสอดคล้องกัน (Kappa = 1, P-value < 0.001)  

จากการวัดความค่าความสอดคล้องระหว่างวิธีการแบ่งกลุ่มด้วยวิธี ไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 
และการหาล าดับพันธุกรรม พบว่าการแบ่งกลุ่มทั้ง 2 วิธีใหผ้ลสอดคล้องกัน (Kappa = 0.697, Z = 
2.171,  P-value < 0.05) 

จากการวัดความค่าความสอดคล้องระหว่างวิธีการแบ่งกลุ่มทั้ง 3 วิธี พบว่าการแบ่งกลุ่มท้ัง 3 
วิธีให้ผลสอดคล้องกัน (Kappa = 0.789, P-value < 0.05) 

4.3 การทดสอบประสิทธิภาพยาฆ่าเชื้อ 
การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อของน้ ายาฆ่าเชื้อแต่ละชนิด ต่อ THA80151 

และ TH90151 ในแต่ละ contact time ที่ต่างกัน และ เปรียบเทียบความทนต่อน้ ายาฆ่าเชื้อของ
ไวรัสทั้ง 2 ต่อน้ ายาฆ่าเชื้อในแต่ละชนิด ใน contact time ที่แตกต่างกัน พบว่าไวรัสทั้ง 2 สายพันธุ์ 
มีความต้านทานต่อน้ ายาฆ่าเชื้อไม่แตกต่างกัน และเมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของน้ ายาฆ่าเชื้อแต่
ละชนิด ต่อการฆ่าเชื้อไวรัส THA080151 พบว่ากลุ่ม Virusnip อัตราส่วน 1:200 และ 1:400 และ 
Omnicide มีจ านวนคัพภะที่มีชีวิตน้อยกว่ากลุ่ม Virkon S (P<0.05) 

ส าหรับเชื้อไวรัส THA90151 ที่ contact time 5 นาที  Virkon S มีจ านวนคัพภะที่ตายน้อย
กว่ากลุ่ม Virusnip 1:400  

ตารางท่ี 6 ประสิทธิภาพของน้ ายาฆ่าเชื้อต่อไวรัส 2 สายพันธุ์ 
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น้ ายาฆ่าเชื้อ Contact time 
จ านวนคัพภะตาย 

THA80151 THA90151 ควบคุมลบ ควบคุมบวก 
Virusnip 
1:200 

30 วินาที 1 2 0 6 
1 นาที 0 0 0 6 
5 นาที 0 2 0 6 
30 นาที 0 0 0 6 

Virusnip  
1: 400 

30 วินาที 2 4 0 6 
1 นาที 0 3 0 6 
5 นาที 0 4 0 6 
30 นาที 0 0 0 6 

Omnicide 30 วินาที 3 3 0 6 
1 นาที 0 1 0 6 
5 นาที 1 3 0 6 
30 นาที 0 2 0 6 

CID 2000 30 วินาที 2 2 0 6 
1 นาที 2 1 0 6 
5 นาที 1 2 0 6 
30 นาที 1 3 0 6 

Virkon S 30 วินาที 2 1 0 6 
1 นาที 4 1 0 6 
5 นาที 1 0 0 6 
30 นาที 2 0 0 6 
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บทที่ 5 

สรุปการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

เชื้อ IBV ที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ ทั้ง 13 สเตรน เป็นเชื้อที่แยกได้จากฟาร์มไก่ ซึ่งพบว่ามี
การระบาดในประเทศไทย ก่อให้เกิดปัญหาสูญเสียทั้งในไก่ไข่ และไก่เนื้อ และผลผลิตไม่ได้ตาม
เป้าหมาย ในขณะที่ฟาร์มที่พบปัญหาการระบาด มีประวัติการใช้วัคซีนอยู่ เช่น Ma5, H120, 4/91 
เป็นต้น 

ในการศึกษาครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์เพ่ือแยกลุ่ม IBV ที่พบในประเทศไทย เปรียบเทียบกับไวรัส
วัคซีน พบว่าเชื้อ IBV ที่พบในประเทศไทย จากการท า RT-PCR RFLP ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
Sau3AI สามารถแยกได้เป็น 2 จีโนไทป์ และ จากการท าไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชันสามารถแยกได้เป็น 2 
ซีโรไทป์ และโดยเชื้อ IBV ดังกล่าว ถูกจัดอยู่ต่างจีโนไทป์กับวัคซีนทั้ง 3 ชนิด และซีโรไทป์กับวัคซีนทั้ง 
3 ชนิด ซึ่งแสดงให้เห็นว่า วัคซีนมีความแตกต่างกับไวรัสในท้องที่ ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการป้องกัน
โรคของวัคซีนได้ไม่ดีเพียงพอ และจากการศึกษาของ Pohuang และคณะ (2009) โดยแยกจีโนไทป์
เชื้อ IBV ที่พบในประเทศไทยด้วยวิธีหาล าดับพันธุกรรม พบว่ามี 3 จีโนไทป์ ได้แก่ Thailand I, 
Thailand II และ Massachusetts ส าหรับ Thailand I นั้นพบว่ามีความต่างของพันธุกรรมจากสาย
พันธุ์จากวัคซีน และสายพันธุ์ที่ระบาดในประเทศอ่ืนๆ  สายพันธุ์ Thailand II มีสายพันธุกรรมที่
คล้ายคลึงกับ IBV สายพันธุ์ก่อโรครุนแรงที่ไต (IBV Qx strain) ที่พบในประเทศจีน ซึ่งในประเทศจีน
เอง มีรายงาน การระบาดของโรคนี้ และวัคซีนมีความแตกต่างจากสายพันธุ์ที่มีการระบาดเช่นกัน 
และ Massachusetts เป็นสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกับวัคซีนที่มีใช้อยู่ในประเทศ เช่น Ma5 และ H120 
เป็นต้น 

ในกรณีที่เชื้อที่พบในพ้ืนที่คือสายพันธุ์ Massachusetts นั้น ไก่ที่ได้รับวัคซีนที่มีใช้อยู่ ได้แก่ 
Ma5 และ H120 สามารถที่จะให้ผลการป้องกันโรคได้ ถ้าการท าวัคซีนมีประสิทธิภาพเพียงพอ แต่ใน
กรณีท่ีเชื้อที่มีการระบาดในพ้ืนที่ เป็นสายพันธุ์ จีโนไทป์ Thailand I หรือ Thailand II มีค าถามถึง
ประสิทภาพของวัคซีนที่มีใช้อยู่สามารถป้องกันโรคได้หรือไม่   

ปัญหาของวัคซีนมีสายพันธุ์ที่แตกต่างจากสายพันธุ์ที่ระบาด ได้มีการศึกษาของ Cook และ
คณะ (1999) ในการทดลองใช้วัคซีน IBV 2 สายพันธุ์ที่แตกต่างกัน คือให้วัคซีนที่อายุ 1 วันด้วยวัคซีน
เชื้อเป็น Ma5 และกระตุ้นอีกครั้งด้วยวัคซีนเชื้อเป็น 4/91 ที่อายุ 2 สัปดาห์ และป้อนเชื้อพิษทับ ที่
อายุ 5 สัปดาห์ ด้วยIBV ที่แยกได้จากหลายพื้นที่ทั่วโลก ผลพบว่า สามารถให้ผลการป้องกันโรคได้
ดีกว่าการใช้วัคซีนจากสายพันธุ์เดียวเท่านั้น สอดคล้องกับการศึกษาของ Pohuang และคณะ (2012) 
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ที่ศึกษาในไก่เนื้อโดยทดลองใช้วัคซีนโปรแกรมที่แตกต่างกัน ทั้งสายพันธุ์เดียวที่มีการระบาดในพ้ืนที่ 
(QX-like) และสายพันธุ์ที่ต่างจากที่มีการระบาดในพ้ืนที่ (Massachusetts และ Connecticut) โดย
พบว่าการใช้วัคซีน 2 ครั้ง ด้วยวัคซีน 2 สายพันธุ์ที่แตกต่างกัน และแตกต่างจากสายพันธุ์ที่ระบาด ให้
ประสิทธิภาพในการป้องกันโรคไม่แตกต่างจากการให้วัคซีน 2 ครั้ง ด้วยวัคซีน สายพันธุ์ตรงกับที่มีการ
ระบาด การศึกษาของ Sasipreeeyajan และคณะ (2012) สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ของ 
Terregino และคณะ (2008) ทดลองให้วัคซีน Ma5 และ 4/91 แก่ไก่เนื้อ และไก่ไข่ปลอดเชื้อ (SPF) 
ที่อายุ 1 และ 14 วัน ตามล าดับ พบว่าให้ผลการป้องกันโรค เมื่อให้เชื้อพิษทับด้วยสายพันธุ์ QX ที่
แยกได้จากฟาร์มไก่เนื้อและไก่ไข่ที่ระบาดก่อนหน้านี้ 

การแบ่งกลุ่มIBV โดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะในครั้งนี้ เลือกใช้เอนไซม์ Sau3AI ซึ่งเป็นเอนไซม์
ตัดจ าเพาะในต าแหน่งล าดับเบส  –GATC เมื่อค้นฐานข้อมูลของ GenBank ต าแหน่ง Partial S1 ยีน 
บริเวณท่ี primer ได้ amplified ขึ้น ขนาดประมาณ 900 bp พบว่าต าแหน่งที่เอนไซม์ตัดได้นั้น
แตกต่างกันไป ใน Pattern A (THA20151, THA40151, THA50151, THA60151 และ THA90151) 
สายพันธุกรรมไม่มีล าดับ –GATC  สัมพันธ์กับผลในการศึกษาครั้งนี้ ที่พบว่าเอนไซม์ไม่สามารถตัดได้ 
Pattern B (THA30151, THA70151, THA80151, THA10151, THA110351, THA120551, 
THA130551 และ THA140551) เอนไซม์สามารถตัดได้ 2 ต าแหน่ง คือ ล าดับเบสที่ 286 และ 515 
ของสายพันธุกรรม Pattern C (Ma5 และ H120) เอนไซม์สามารถตัดได้ 2 ต าแหน่ง คือ ล าดับเบสที่ 
406 และ 860 Pattern C (4/91) เอนไซม์ตัดสายพันธุกรรมต าแหน่งล าดับเบสที่ 417 ตามล าดับ  

ข้อดีขอวิธีการนี้ คือ สามารถวินิจฉัยแยกแยะได้ค่อนข้างรวดเร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการ 
หาล าดับพันธุกรรม หรือ ไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน แต่ข้อจ ากัดของวิธีนี้ คือ ถ้าล าดับเบสในสาย
พันธุกรรมของเชื้อ IBV มีการกลายพันธุ์ไป ในต าแหน่งอ่ืน ที่ไม่ใช่ต าแหน่ง –GATC  วิธีการ RLFP จะ
ไม่สามารถแยกความแตกต่าง ของไวรัสสายพันธุ์เดิม และไวรัสกลายพันธุ์ได้ และจะให้ RLPF 
pattern ไม่แตกต่างกัน ดังนั้น เพ่ือให้เกิดความจ าเพาะมากขึ้น จึงมีการเลือกใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ
หลายชนิดมากขึ้น เพ่ือให้เห็นความแตกต่างของ pattern มากขึ้น เช่น Kwon และคณะ (1993) ใช้
วิธี RT-PCR เพ่ิมจ านวนต าแหน่ง S1 ขนาด 1,720 bp  ร่วมกับ RFLP ในการแบ่งกลุ่มIBV โดยใช้
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 3 ชนิด ได้แก่ HaeIII, XcmI และ BstYI โดยสามารถใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ HaeIII 
แยกIBV ได้แก่ DPI, SE 17, Md 27 และ Iowa 97 จากนั้นใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ XcmI และ BstYI 
ในการแยกIBV สเตรน Beaudette, Massachusetts 41, Connecticut และ Florida 88 ซึ่งผลการ
จัดกลุ่มด้วยวิธีการนี้ ให้ผลสอดคล้องกับวิธีการไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน 

ด้วยการตรวจวินิจฉัย RT-PCR RFLP นี้ สามารถที่จะใช้เป็นวิธีการวินิจฉัยโรคไวรัสหลอดลม
อักเสบติดต่อได้รวดเร็ว และประหยัดค่าใช้จ่ายในการวินิจฉัยได้ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการหาล าดับ
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พันธุกรรม ซึ่งเป็นวิธีที่ค่าใช้จ่ายสูง ซึ่งจึงไม่ถูกเลือกใช้เป็นวิธีการตรวจวินิจฉัยมากนักใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป และเกษตรกร หรือฟาร์มไก่ไข่ ไม่สามารถแบกรับค่าใช้จ่ายที่สูงได้ ส าหรับ
การศึกษาในครั้งนี้ สามารถพัฒนาวิธีการวินิจฉัยที่รวดเร็ว และประหยัดค่าใช้จ่าย และสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ ส าหรับตรวจวินิจฉัยในห้องปฏิบัติการทั่วไปได้ 

เป็นที่น่าสังเกตว่า ผลการจัดกล่มด้วยวิธีนิวทรัลไลซ์เซชัน พบว่าวัคซีน 4/91 อยู่ซีโรไทป์
เดียวกับวัคซีน Ma5 และ H120 ซึ่ง แตกต่างจากที่มีรายงานก่อนหน้านี้ (Li et al., 2012) ใน
การศึกษาของ Li และคณะ (2012) ได้ศึกษา VN test และแยกซีโรไทป์ โดยใช้การเพาะเลี้ยง
หลอดลมของคัพภะไก่ อายุ 20 วัน ผลพบว่าวัคซีน Ma5 และ H120 (ซีโรไทป์ Mass) อยู่ต่างซีโรไทป์
กับวัคซีน 4/91 (ซีโรไทป์ 793/B) เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาในครั้งนี้ ที่ใช้ไข่ไก่ฟักในการท า VN 
test ซ่ึงเป็นไข่ไก่ที่ได้จากฟาร์มไก่พันธุ์ ไก่ไข่ ที่เลี้ยงเพื่อการค้า ซึ่งฟาร์มมีการใช้วัคซีนไวรัสหลอดลม
อักเสบติดต่ออยู่ เป็นไปได้ว่า มีการถ่ายทอดภูมิคุ้มกันจากแม่สู่ฟองไข่ได้ เปรียบเทียบกับการศึกษา
ของ Ducatez และคณะ (2009) ซึ่งศึกษา VN test โดยใช้ไข่ไก่ปลอดเชื้อ (SPF) ซึ่งให้ผลการแยกซีโร
ไทป์ สอดคล้องกับผลของ Li และคณะ (2012) คือ วัคซีน Ma5 และ H120 (ซีโรไทป์ Mass) อยู่ต่างซี
โรไทป์กับวัคซีน 4/91 (ซีโรไทป์ 793/B) 

จากผลไวรัสนิวทรัลไลซ์เซซัน พบว่าไวรัสสเตรน THA90151 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ
วัคซีน Ma5 (R value เท่ากับ 19.24) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ถึงแม้ว่าจะมีความแตกต่างของล าดับ
พันธุกรรมอยู่ค่อนข้างมาก แต่อย่างไรก็ตาม การเลือกใช้วัคซีน Ma5 มีแนวโน้มที่จะให้ผลการป้องกัน
โรคได้ดีกว่าวัคซีนที่ผลิตจากไวรัสจากสายพันธุ์อื่น 

ถึงแม้ในประเทศไทย จะพบการระบาดของIBV สายพันธุ์ใหม่ และมีแนวโน้มว่า วัคซีนที่มีใช้
อยู่ อาจให้ประสิทธิภาพการป้องกันโรคไม่ดีมากนัก แต่จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของน้ ายาฆ่า
เชื้อชนิดต่างๆที่มีใช้อยู่ในฟาร์ม พบว่ายาฆ่าเชื้อสามารถท่ีจะท าลายไวรัสได้ น้ ายาฆ่าเชื้อทั้ง 4 ชนิด 
ประกอบด้วยสาร oxidizing agent (Virusnip, Virkon S และ CID 2000) สารปลดปล่อยคลอรีน 
(Virusnip) สารลดแรงตึงผิว (Virkon S) และ อนุพันธุ์ของ quarternary ammonium compounds 
(Omnicide) มีประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อ IBV ทั้ง 2 สายพันธุ์ ได้ไม่แตกต่างกัน ดังนั้น ระบบความ
ปลอดภัยทางชีวภาพภายในฟาร์ม และการให้ความส าคัญของยาฆ่าเชื้อ ยังมีความส าหรับกลยุทธ์การ
ป้องกันเชื้อเข้าสู่ฟาร์มได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

อย่างไรก็ตาม การใช้น้ ายาฆ่าเชื้อในฟาร์มไก่ มีโอกาสที่ถูกลดประสิทธิภาพลงด้วย การ
ปนเปื้อนของสารอินทรีย์จากสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน แกลบ เป็นต้น หรือจากตัวไก่เอง เช่น มูลไก่ หรือ
สารคัดหลั่ง เช่น น้ ามูก เป็นต้น ซึ่งในการศึกษาในครั้งนี้ ได้ศึกษาในไข่ฟัก ซึ่งมี allantoic fluid ซ่ึง
ประกอบด้วยโปรตีนในความเข้มข้นสูง ซึ่งสามารถลดประสิทธิภาพของน้ าย่าฆ่าเชื้อได้ (Abe et al., 
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2007) สัมพันธ์กับผลการทดลองครั้งนี้ ที่พบว่าไวรัสบางส่วนสามารถคงอยู่และท าให้คัพภะตายได้ 
ดังนั้น ในการใช้น้ ายาฆ่าเชื้อ ต้องค านึงถึงปัจจัยที่ส่งผลลดประสิทธิภาพของวัคซีนเหล่านี้ลงด้วย   

 โดยสรุปแล้ว การศึกษาครั้งนี้ แสดงให้เห็นถึงการพัฒนาวิธีทางห้องปฏิบัติการในการ
วินิจฉัยโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ คือ RT-PCR และ RFLP ให้ รวดเร็ว และต้นทุนต่ า และผล
การวินิจฉัยสอดคล้องกับวิธีหาล าดับพันธุกรรม และไวรัสนิวทรัลไลซ์เซชัน ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เวลา และ
ต้นทุนสูง อีกท้ังผลการศึกษาในครั้งนี้ แสดงให้เห็นถึงว่า เชื้อ IBV ที่มีการระบาดอยู่ในประเทศไทย มี
ความแตกต่างทางพันธุกรรมจากวัคซีน ซึ่งเป็นข้อมูลพ้ืนฐานให้ ปรับกลยุทธ์ในการเลือกวัคซีนที่ใช้ให้
มีประสิทธิภาพ รวมถึงการเลือกใช้น้ ายาฆ่าเชื้อที่เหมาะสมต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

 การติดเชื้อ IBV ในไก่ไข่ หรือไก่พันธุ์ ในช่วงอายุน้อย ถ้าไก่กลับมาปกติ อาจพบปัญหาการ
เกิดปัญหาถุงน้ าในท่อน าไข่ และเมื่อถึงอายุที่สามารถให้ผลผลิตได้ ไก่ที่ติดเชื้อเหล่านี้ จะไม่สามารถให้
ผลผลิตได้ ซึ่งส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจเป็นอย่างยิ่ง ดังนั้น ส าหรับการศึกษาในครั้งต่อไป ควรมุ่งเน้น
ศึกษาถึงวิธีการตรวจวินิจฉัยด้านซีรัมวิทยา ที่สามารถวินิจฉัยได้ในช่วงต้นของการติดเชื้อ เพ่ือป้องกัน
ปัญหาการสูญเสียทางเศรษฐกิจต่อไป 
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                  5               15                25                 35                45                55                
1  ~CCTGATGGT TGGCATTTAC ATGGGGGTGC GTATGCGGTT GTTAATATTT CTAGTGAATC  
2  ~CCTGATGGT TGGCATTTAC ATGGGGGTGC GTATGCGGTT GTTAATATTT CTAGTGAATC  
3  ~GGTCAAGGT TGGCATCTAC ATGGGGGTGC TTATGCAGTA GATAAGGTTT TTAATGGAAC  
4  ~CCTACTGGT TGGCATTTAC AAGGAGGTGC TTATGCAGTA GTTAATAGTT CTGTATATTA  
5  ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
6  ~CCTACTGGT TGGCATTTAC AAGGAGGTGC TTATGCAGTA GTTAATAGTT CTGTATATTA  
7  ~CCTACTGGT TGGCATTTAC AAGGAGGTGC TTATGCAGTA GTTAATAGTT CTGTATATTA  
8  ~CCTACTGGT TGGCATTTAC AAGGAGGTGC TTATGCAGTA GTTAATAGTT CTGTATATTA  
9  ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
10  ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
11  ~CCTACTGGT TGGCATTTAC AAGGAGGTGC TTATGCAGTA GTTAATAGTT CTGTATATTA  
12  ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
13   ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
14  ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
15  ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
16  ~CCTCCAAAT GGATGGCATT TGCAAGGGGG CGCTTATGCA GTAGTGAATT CTACTAATCA  
                      
            65                 75                85               95                105              115                    

     1    TAATAATGCA GGCTCTTCAT CTGGGTGTAC TGTTGGTATT ATTCATGGTG GTCGTGTTGT  
     2    TAATAATGCA GGCTCTTCAT CTGGGTGTAC TGTTGGTATT ATTCATGGTG GTCGTGTTGT  

3    CAACAATGCA GTCAGTGTAT CTGATTGCAC TGCTGGTACT TTTTATGAAA GCTATAATAT  
4    TAATAACGCA GGTGGTTCCT CTGAATGCAC TGCTGGTATT ATTAAGGATG TTTATAATCT  
5        TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
6        TAATAACGCA GGTGGTTCCT CTGAATGCAC TGCTGGTATT ATTAAGGATG TTTATAATCT  
7    TAATAACGCA GGTGGTTCCT CTGAATGCAC TGCTGGTATT ATTAAGGATG TTTATAATCT  
8    TAATAACGCA GGTGGTTCCT CTGAATGCAC TGCTGGTATT ATTAAGGATG TTTATAATCT  
9    TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
10    TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
11    TAATAACGCA GGTGGTTCCT CTGAATGCAC TGCTGGTATT ATTAAGGATG TTTATAATCT  
12    TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
13    TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
14    TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
15    TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
16    TACTAATAAT GCCGGTTCTG CACGTGAGTG CACTGTTGGT GTTATTAAGG ACGTCTATAA  
 
                125              135               145              155               165               175                
1    TAATGCTTCT TCTATAGCTA TGACGGCACC GTCATCAGGT ATGGCTTGGT CTAGCAGTCA  
2    TAATGCTTCT TCTATAGCTA TGACGGCACC GTCATCAGGT ATGGCTTGGT CTAGCAGTCA  
3    TTCTGCTGCT TCTGTAGCCA TGACAGTACC ACCTGCTGGT ATGTCTTGGT CAGTTGCACA  
4    TAGCGCAGCT GCTATATCTA TGACAGCACC ACCTACAGGT ATGTCATGGT CTGCTTCACA  



 36 

5    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAAGTC  
6    TAGCGCAGCT GCTATATCTA TGACAGCACC ACCTACAGGT ATGTCATGGT CTGTTTCACA  
7    TAGCGCAGCT GCTATATCTA TGACAGCACC ACCTACAGGT ATGTCATGGT CTGCTTCACA  
8    TAGCGCAGCT GCTATATCTA TGACAGCACC ACCTATAGGT ATGTCATGGT CTGCTTCACA  
9    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAAGTC  
10    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAGGTC  
11    TAGCGCAGCT GCTATATCTA TGACAGCACC ACCTATAGGT ATGTCATGGT CTGCTTCACA  
12    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAAGTC  
13    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAAGTC  
14    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAAGTC  
15    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAAGTC  
16    TCAAAGTGCG GCTTCCATAG CTATGACTGC ACCTCTTCAG GGTATGGCTT GGTCTAAGTC  
                 

    185               195             205               215              225               235                
1    GTTTTGTACT GCATACTGTA ACTTTTCAGA TACTACAGTG TTTGTTACAC ATTGTTATAA  
2    GTTTTGTACT GCATACTGTA ACTTTTCAGA TACTACAGTG TTTGTTACAC ATTGTTACAA  
3    GTTTTGTACA GCTCATTGTA ACTTCTCAGA CTTTACAGTG TTTGTTACGC ATTGTTTTAA  
4    ATTTTGTACA GCACACTGTA ACTTTTCTGA TTTTACAGTG TTTGTTACAC ATTGTTTTAA  
5    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
6    ATTTTGTACA GCACACTGTA ACTTTTCTGA TTTTACAGTG TTTGTTACAC ATTGTTTTAA  
7    ATTTTGTACA GCACACTGTA ACTTTTCTGA TTTTACAGTG TTTGTTACAC ATTGTTTTAA  
8    ATTTTGTACA GCACACTGTA ACTTTTCTGA TTTTACAGTG TTTGTTACAC ATTGTTTTAA  
9    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
10    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
11    ATTTTGTACA GCACACTGTA ACTTTTCTGA TTTTACAGTG TTTGTTACAC ATTGTTTTAA  
12    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
13    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
14    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
15    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
16    ACAATTTTGT AGTGCACACT GTAACTTTTC TGAAATTACA GTTTTTGTCA CACATTGTTA  
                        
                245               255              265               275             285               295                
1    ACATGGTGGG TGTCCTATAA CTGGCATGCT TCAACAGCAT TCTATACGTG TTTCTGCTAT  
2    ACATGTTGGG TGTCCTATAA CTGGCATGCT TCAACAGCAT TCTATACGTG TTTCTGCTAT  
3    AAGTCAACAA GGTAGTTGTC CATTGACAGG TATGATTCCT CAGAATCATA TTCGTATTTC  
4    AAGTGGTCAT GGACATTGTC CTTTAACAGG TCTAATACCA AAGAATTACA TTCGCATCTC  
5    TAGTAGTGGT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC ATATTCGTAT  
6    AAGTGGTCAT GGACATTGTC CTTTAACAGG TCTAATACCA AAGAATTACA TTCGCATCTC  
7    AAGTGGTCAT GGACATTGTC CTTTAACAGG TCTAATACCA AGGAATTACA TTCGCATCTC  
8    AAGTGGTCAT GGACATTGTC CTTTAACAGG TCTAATACCA AAGAATTACA TTCGCATCTC  
9    TAGTAGTGGT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC  ATATTCGTAT  
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10    TAGTAGTGAT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC  ATATTCGTAT  
11    AAGTGGTCAT GGACATTGTC CTTTAACAGG TCTAATACCA AAGAATTACA TTCGCATCTC  
12    TAGTAGTGGT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC  ATATTCGTAT  
13    TAGTAGTGGT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC  ATATTCGTAT  
14    TAGTAGTGGT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC  ATATTCGTAT  
15    TAGTAGTGGT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC  ATATTCGTAT  
16    TAGTAGTGGT ACAGGGTCTT GTCCTATAAC AGGCACGATT GCACGT*GATC  ATATTCGTAT  
 
                 305               315              325              335              345               355                
1    GAAAAATGGC CAGCTTTTCT ATAATTTAAC AGTTAGTGTA GCTAAGTACC CTACTTTTAA  
2    GAAAAATGGC CAGCTTTTTT ATAATTTAAC AGTTAGTGTA GCTAAGTACC CTACTTTTAA  
3    TGCTATGAGA TCTGGATTTT TGTTTTATAA TTTAACAGTT AGCGTATCTA AATACCCTAA  
4    TGCTATGAGA AATGGTCTTC TTTTTTATAA TTTAACAGTT AGTGTATCTA AATACCCTAA  
5    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
6    TGCTATGAGA AATGGTCTTC TTTTTTATAA TTTAACAGTT AGTGTATCTA AATACCCTAA  
7    TGCTATGAGA AATGGTCTTC TTTTTTATAA TTTAACAGTT AGTGTATCTA AATACCCTAA  
8    TGCTATGAGA AATGGTCTTC TTTTTTATAA TTTAACAGTT AGTGTATCTA AATACCCTAA  
9    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
10    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
11    TGCTATGAGA AATGGTCTTC TTTTTTATAA TTTAACAGTT AGTGTATCTA AATACCCTAA  
12    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
13    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
14    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
15    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
16    TTCTGCAATG AAAAATGGTT CTTTATTTTA TAATTTAACA GTTAGCGTAT CTAAATACCC  
                       
          365              375              385               395              405              415                
1    ATCATTTCAG TGTGTTAATA ATTTAACATC CGTATATTTA AATGGT*GATC TTGTTTACAC  
2    ATCATTTCAG TGTGTTAATA ATTTAACATC CGTATATTTA AATGGT*GATC  TTGTTTACAC  
3    ATTTAAATCG CTTCAATGTG TTGGCAATTC TACATCTGTC TATTTAAATG GT*GATCTTGT  
4    TTTTAAATCT CTTCAATGTG TTAATAATGC CACATCTGTG TATTTAAATG GTGACCTTGT  
5    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
6    TTTTAAATCT CTTCAATGTG TTAATAATGC CACATCTGTG TATTTAAATG GTGACCTTGT  
7    TTTTAAATCT CTTCAATGTG TTAATAATGC CACATCTGTG TATTTAAATG GTGACCTTGT  
8    TTTTAAATCT CTTCAATGTG TTAATAATGC CACATCTGTG TATTTAAATG GTGACCTTGT  
9    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
10    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
11    TTTTAAATCT CTTCAATGTG TTAATAATGC CACATCTGTG TATTTAAATG GTGACCTTGT  
12    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
13    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
14    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
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15    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
16    TAATTTTAAG TCTTTTCAAT GTGTTAACAA CTTCACATCT GTTTATTTAA ATGGT*GATCT  
                        

                    425               435               445              455              465               475                
1    CTCTAATGCG ACCACAGATG TTACATCTGC AGGTGTTTAT TTTAAAGCTG GTGGACCTAT  
2    CTCTAATGAG ACCACAGATG TTACATCTGC AGGTGTTTAT TTTAAAGCTG GTGGACCTAT  
3    TTTCACTTCT AATGAAACAA CTCACGTTAC GGGTGCAGGC GTTTATTTTA AAAGTGGTGG  
4    TTTCTCTTCT AACATGACTA CTGATGTTAC ATCAGCGGGT GTGTATTTTA AAGCAGGTGG  
5    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
6    TTTCTCTTCT AACATGACTA CTGATGTTAC ATCAGCGGGT GTGTATTTTA AAGCAGGTGG  
7    TTTCTCTTCT AACATGACTA CTGATGTTAC ATCAGCGGGT GTGTATTTTA AAGCAGGTGG  
8    TTTCTCTTCT AACATGACTA CTGATGTTAC ATCAGCGGGT GTGTATTTTA AAGCAGGTGG  
9    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
10    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
11    TTTCTCTTCT AACATGACTA CTGATGTTAC ATCAGCGGGT GTGTATTTTA AAGCAGGTGG  
12    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
13    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
14    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
15    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
16    TGTTTTTACT TCCAATAAAA CTACTGATGT TACGTCAGCA GGTGTGTATT TTAAAGCAGG  
 
                485              495               505               515              525              535                
1    AACTTATAAA GTTATGAGAG AAGTTAGAGC CCTGGCTTAT TTTGTTAATG GTACTGCACA  
2    AACTTATAAA GTTATGAGAG AAGTTAGAGC CCTGGCTTAT TTTGTTAATG GTACTGCACA  
3    GCCTGTAACT TATAAAGTTA TGAAAGAAGT TAAAGCCCTA GCCTACTTTA TTAATGGTAC  
4    ACCTGTTATT TATAGTGTTA TGAAACAGTT TAAGGTTCTG GCTTACTTTG TTAATGGTAC  
5    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
6    ACCTGTTATT TATAGTGTTA TGAAACAGTT TAAGGTTCTG GCTTACTTTG TTAATGGTAC  
7    ACCTGTTATT TATAGTGTTA TGAAACAGTT TAAGGTTCTG GCTTACTTTG TTAATGGTAC  
8    ACCTGTTATT TATAGTGTTA TGAAACAGTT TAAGGTTCTG GCTTACTTTG TTAATGGTAC  
9    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
10    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
11    ACCTGTTATT TATAGTGTTA TGAAACAGTT TAAGGTTCTG GCTTACTTTG TTAATGGTAC  
12    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
13    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
14    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
15    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
16    TGGACCTGTA AATTATAGTA TTATGAAAGA ATTTAAGGTT CTTGCTTATT TTGTCAATGG  
 
                545              555               565              575               585              595                
1    AGATGTTATT TTGTGTGATG GGTCACCTAG AGGCTTGTTA GCATGCCAGT ATAATACTGG  
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2    CGCACAAGAG GTTATTTTAT GTGATAACTC ACCTAGAGGT TTGCTTGCAT GTCAGTATAA  
3    TGTGCAAGAT GTAATCCTGT GTGATGACAC ACCTAGAGGT TTGCTAGCCT GTCAATATAA  
4    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
5    TGTGCAAGAT GTAATCCTGT GTGATGACAC ACCTAGAGGT TTGCTAGCCT GTCAATATAA  
6    TGTGCAAGAT GTAATCCTGT GCGATGACAC ACCTAGAGGT TTGCTAGCCT GTCAATATAA  
7    TGTGCAAGAT GTAATCCTGT GTGATGACAC ACCTAGAGGT TTGCTAGCCT GTCAATATAA  
8    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
9    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
10    TGTGCAAGAT GTAATCCTGT GTGATGACAC ACCTAGAGGT TTGCTAGCCT GTCAATATAA  
11    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
12    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
13    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
14    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
15    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA  
16    TACAGCACAA GATGTAATTT TGTGTGACAA TTCCCCCAAG GGTTTGCTAG CCTGTCAATA 
 
                 
                605              615               625              635             645                655                
1    CAATTTTTCA GATGGCTTTT ATCCTTTTAC TAATAGTAGT TTAGTTAAGC AGAAGTTTAT  
2    CAATTTTTCA GATGGCTTTT ATCCTTTTAC TAATAGTAGT TTAGTTAAGC AGAAGTTTAT  
3    CACTGGTAAT TTTTCAGATG GATTCTACCC TTTTACTAAT TCTTCTTTAG TTAAGGATAG  
4    CACTGGCAAT TTTTCAGATG GCTTTTATCC TTTTACTAAT AGTACTTTAG TTAGGGAAAA  
5    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
6    CACTGGCAGT TTTTCAGATG GCTTTTATCC TTTTACTAAT AGTACTTTAG TTAGGGAAAA  
7    CACTGGCAAT TTTTCAGATG GCTTTTATCC TTTTACTAAT AGTACTTTAG TTAGGGAAAA  
8    CACTGGCAAT TTTTCAGATG GCTTTTATCC TTTTACTAAT AGTACTTTAG TTAGGGAAAA  
9    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
10    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
11    CACTGGCAAT TTTTCAGATG GCTTTTATCC TTTTACTAAT AGTACTTTAG TTAGGGAAAA  
12    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
13    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
14    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
15    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
16    TAACACTGGC AATTTTTCAG ATGGCTTTTA TCCTTTTACT AATAGTACTT TAGTTAGGGA  
 
                665              675               685              695              705               715                
1    TGTCTATCGT GAAAATAGTG TTAATACTAC TTTTACGTTA CACAATTTCA CTTTTCATAA  
2    TGTCTATCGT GAAAATAGTG TTAATACTAC TTTTACGTTA CACAATTTCA CTTTTCATAA  
3    GTTTATTGTA TATCGAGAAA GTAGCACTAA CACTACTTTA GAGTTAACTA ATTTCACTTT  
4    GTTCATTGTC TATCGCGAAA GTAGTGTTAA TACTACTCTG GCGTTAACTA ATTTCACTTT  
5    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
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6    GTTCATTGTC TATCGCGAAA GTAGTGTTAA TACTACTCTG GCGTTAACTA ATTTCACTTT  
7    GTTCATTGTC TATCGCGAAA GTAGTGTTAA TACTACTCTG GCGTTAACTA ATTTCACTTT  
8    GTTCATTGTC TATCGCGAAA GTAGTGTTAA TACTACTCTG GCGTTAACTA ATTTCACTTT  
9    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
10    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
11    GTTCATTGTC TATCGCGAAA GTAGTGTTAA TACTACTCTG GCGTTAACTA ATTTCACTTT  
12    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
13    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
14    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
15    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
16    AAAGTTCATT GTCTATCGCG AAAGTAGTGT TAATACTACT CTGGCGTTAA CTAATTTCAC  
 
                725               735               745               755              765              775                
1    TGAGACTGGC GCCAACCCAA ATCCTAGTGG TGTCCAGAAT ATTCAAACTT ACCAAACACA  
2 TGAGACTGGC GCCAACCCAA ATCCTAGTGG TGTCCAGAAT ATTCAAACTT ACCAAACACA  
3    TACTAATGTA AGTAATGCTT CTCCTAATTC AGGTGGCGTT GATACTTTCC AATTATATCA  
4    TACTAATGTA AGTAATGCAC AGCCTAATAG TGGTGGTGTT CATACTTTTC ATTTATATCA  
5    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
6    TACTAATGTA AGTAATGCAC AGCCTAATAG TGGTGGTGTT CATACTTTTC ATTTATATCA  
7    TACTAATGTA AGTAATGCAC AGCCTAATAG TGGTGGTGTT CATACTTTTC ATTTATATCA  
8    TACTAATGTA AGTAATGCAC AGCCTAATAG TGGTGGTGTT CATACTTTTC ATTTATATCA  
9    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
10    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
11    TACTAATGTA AGTAATGCAC AGCCTAATAG TGGTGGTGTT CATACTTTTC ATTTATATCA  
12    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
13    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
14    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
15    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
16    TTTTACTAAT GTAAGTAATG CACAGCCTAA TAGTGGTGGT GTTAGTACTT TTCATTTATA  
                         

         785              795              805              815              825              835                
1    AACAGCTCAG AGTGGTTATT ATAATTTTAA TTTTTCCTTT CTGAGTAGTT TTGTTTATAA  
2    AACAGCTCAG AGTGGTTATT ATAATTTTAA TTTTTCCTTT CTGAGTAGTT TTGTTTATAA  
3    AACACATACT GCTCAGGATG GTTATTATAA TTTTAATTTA TCATTTCTGA GTAGTTTTGT  
3    AACGCAAACA GCTCAGAGTG GTTATTATAA TTTTAATTTG TCATTTCTGA GTCAGTTTGT  
4    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT TTGTCAT~TT CTGAGTCAGT  
5    AACGCAAACA GCTCAGAGTG GTTATTATAA TTTTAATTTG TCATTTCTGA GTCAGTTTGT  
6    AACGCAAACA GCTCAGAGTG GTTATTATAA TTTTAATTTG TCATTTCTGA GTCAGTTTGT  
7    AACGCAAACA GCTCAGAGTG GTTATTATAA TTTTAATTTG TCATTTCTGA GTCAGTTTGT  
8    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT CTGTCATTTC TGAGTCAGTT  
9    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT CTGTCATTTC TGAGTCAGTT  
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10    AACGCAAACA GCTCAGAGTG GTTATTATAA TTTTAATTTG TCATTTCTGA GTCAGTTTGT  
11    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT CTGTCATTTC TGAGTCAGTT  
12    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT CTGTCATTTC TGAGTCAGTT  
13    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT CTGTCATTTC TGAGTCAGTT  
14    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT CTGTCATTTC TGAGTCAGTT  
15    TCAAACGCAA ACAGCTCAGA GTGGTTATTA TAATTTTAAT CTGTCATTTC TGAGTCAGTT  
                      

         845              855               865              875              
1    GGAGTCTAAT TTTATGTATG *GATCTTATCA CCCAAGTTGT AA~. 
2    GGAGTCTAAT TTTATGTATG *GATC TTATCA CCCAAGTTGT AA~. 
3    GTATAAACCA TCTGATTTTA TGTATGGGTC ATACCACCCA AA~. 
4    GTATAAAGCA AGTGATTTTA TGTATGGGTC TTATCACCCT AG~. 
5    TTGTGTATGA AGCAAGTGAT TTTATGTATG GGTCTTATCA CCC~ 
6    GTATAAAGCA AGTGATTTTA TGTATGGGTC TTATCACCCT AG~. 
7    GTATAAAGCA AGTGATTTTA TGTATGGGTC TTATCACCCT AG~. 
8    GTATAAAGCA AGTGATTTTA TGTATGGGTC TTATCACCCT AG~. 
9    TGTGTATGAA GCAAGTGATT TTATGTATGG GTCTTATCAC CC~. 
10    TGTGTATGAA GCAAGTGATT TTATGTATGG GTCTTATCAC CC~. 
11    GTATAAAGCA AGTGATTTTA TGTATGGGTC TTATCACCCT AG~. 
12    TGTGTATGAA GCAAGTGA~T TTTATGTATG GGTCTTATCA CCC~ 
13    TGTGTATGAA GCAAGTGATT TTATGTATGG GTCTTATCAC CC~. 
14    TGTGTATGAA GCAAGTGATT TTATGTATGG GTCTTATCAC CC~. 
15    TGTGTATGAA GCAAGTGATT TTATGTATGG GTCTTATCAC CC~. 
16    TGTGTATGAA GCAAGTGATT TTATGTATGG GTCTTATCAC CC~. 
 

รูปที่ 5 แสดงล าดับเบสที่ได้จากการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมและต าแหน่งที่เอนไซม์ตัด 

ไวรัสได้แก่ Ma5, H120,  4/91, THA20151 THA30151, THA40151,THA50151, 
THA60151, THA70151, THA80151, THA90151, THA10151, THA110351, THA120351, 
THA130551 และ THA140551 และ * แสดงต าแหน่งที่เอนไซม์ Sua3AI ตัด 



รายการอ้างอิง 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นายภีมภัส   เบ็งทอง เกิดเมื่อวันที่ 14 ตุลาคม 2526 ที่จังหวัดก าแพงเพชร ส าเร็จปริญญา
ตรี วุฒิการศึกษาสัตวแพทยศาสตร์บัณฑิต จากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2550 
จากนั้นเข้าท างานในต าแหน่งวิชาการสัตวแพทย์ บริษัท แกรมเปี้ยน ฟู้ดส์ สยาม และจากนั้นได้เข้า
ศึกษาต่อในระดับปริญญาโทที่คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในสาขาอายุรศาสตร์
สัตว์ปีก ในปีการศึกษา 2552-2555 
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