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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

เชื้อไวรัสไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 (Avian influenza A viruses (H5N1)) สามารถทําใหเกิด
โรคไขหวัดนก (Avian influenza) ในสัตวปกและสัตวเลีย้งลูกดวยนมบางชนิด โดยสํานักงานโรคระบาด
สัตวระหวางประเทศ (Office International des Epizooties;OIE) ไดจัดใหโรคนี้อยูในกลุม list A ซึ่งเปน
กลุมโรคที่มีความรุนแรง แพรกระจายอยางรวดเร็ว และทําใหเกิดความเสยีหายทางดานเศรษฐกิจและ
สาธารณสุข (OIE, 2005a)  

 
เชื้อไวรัสไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 จัดอยูในกลุมของเชื้อไวรัสอินฟลเูอนซา เอ (Influenza A) 

ซึ่งเปนเชื้อไวรัสที่สามารถทาํใหเกิดโรคไขหวัดใหญในคน ในอดีตมีรายงานการระบาดรุนแรงของโรค
ไขหวัดใหญที่เกิดจากเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ คร้ังแรกในชวงป 1918 -1919 โดยมีสาเหตุมาจากเชื้อ
ไวรัสไขหวัดใหญสายพนัธุ H1N1  หรือทีเ่รียกกนัวา “Spanish flu” จากนั้นในชวงป 1957-1958 มีการ
ระบาดอยางรุนแรงเปนครัง้ที่สองในประเทศจีนซึง่เรียกกันวา “Asian flu” (H2N2) ตอมาไดเกิดการ
ระบาดรุนแรงอีกครั้งที่ประเทศฮองกงในชวงป 1968-1969  เรียกวา “Hong Kong flu” (H3N2) ซึ่งการ
ระบาดในแตละครั้งไดทําใหมีผูเสียชีวิตจาํนวนมากและกอใหเกิดปญหาทางดานสาธารณสุข (Ligon, 
2005)   

 
ในป 1997 ไดมีรายงานการระบาดของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 ในประเทศฮองกง 

สงผลใหมีไกตายเปนจํานวนมาก และมีรายงานผูปวยตดิเชื้อไวรัส ซึ่งไมเคยมีรายงานการระบาดมากอน
โดยพบวาเชื้อไวรัสที่ทาํใหเกดิโรคในคนมีลกัษณะทางพนัธุกรรมที่ใกลเคียงกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยก
ไดจากไก (Claas et al., 1998)  รายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกในครัง้นัน้แสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกสามารถแพรจากสัตวปกไปสูคนไดโดยตรง โดยไมตองอาศัยสัตวตัวกลาง อยางไรก็ตามมี
รายงานวา สุกรเปนสัตวตัวกลางทีส่ามารถรับเชือ้ไวรัสไขหวัดที่กอโรคทัง้ในคนและสัตวปกเขาไปใน
รางกายและแลกเปลี่ยนสารพันธกุรรม (genetic mixing vessel) ซึ่งเปนกลไกหนึง่ทีท่ําใหเกิดเชือ้ไวรัส
สายพนัธุใหมที่ถายทอดไปสูคนได (Osterhaus et al., 2002; Claas et al., 1998 ) ดังนั้นจึงเห็นไดวา
เชื้อไวรัสไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 มีความสาํคัญเนือ่งจากเปนเชือ้ไวรัสที่มีความสามารถในการแพร
เชื้อจากสัตวปกมาสูคนไดโดยตรง 
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ตอมาในชวงปลายป 2003 - ตนป 2004 พบการระบาดของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในสัตวปกใน
แถบทวีปเอเชยี  8 ประเทศ ไดแก กัมพูชา เกาหลีใต  จีน ญี่ปุน ไทย ลาว เวียดนาม อินโดนเีซีย  และไดมี
การทาํลายสัตวปกไปเปนจํานวนมากกวา 100 ลานตวั  จากนัน้เดือนมิถนุายน 2004 พบการระบาด
เพิ่มข้ึนอกีครั้งในหลายประเทศแถบทวีปเอเชีย ไดแก มาเลเซีย มองโกเลีย รัสเซีย(ไซบีเรีย) (CDC, 2005) 
รวมทัง้ในป 2005-2006 ไดมีการแพรระบาดของโรคไขหวัดนกในสัตวปกไปยังหลายประเทศในยุโรป 
เชน ตุรก ี ออสเตรีย เยอรมนั รัสเซยี และ ฝร่ังเศส (CDC, 2005)  และประเทศในทวีปแอฟริกา เชน       
คาเมอรูน ซูดาน ไนจีเรีย ไนเจอร (OIE, 2006)  

 
ในประเทศไทย พบการระบาดของเชื้อไวรัสไขหวัดนกตั้งแตตนป 2004 จนถงึป 2006  โดย

รายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกแบงเปน 4 รอบคือ รอบที1่ วันที่ 23 มกราคม 2004 - 24 
พฤษภาคม 2004 , รอบที2่ วันที่ 3 กรกฎาคม 2004 -12 เมษายน 2005, รอบที่3 วันที่ 1 กรกฎาคม 
2005 – 9 กันยายน 2005 และรอบที4่ วนัที่ 26 กรกฎาคม 2006 - 7 สิงหาคม 2006 (DLD, 2006) โดยมี
รายงานของผูติดเชื้อไวรัสทั้งหมด 24 ราย และเสยีชีวติ 16 ราย (รายงานเมื่อวนัที่ 8 กันยายน 2006) 
(WHO, 2006)  ซึ่งในชวงเวลาเดียวกนัไดมีรายงานของผูติดเชื้อไวรัสและเสียชีวิตในประเทศตางๆ รวม
เปน 244 รายและ143 ราย ตามลําดับ ดงัแสดงในตารางที ่1 

 
ตารางที่ 1  จํานวนผูติดเชื้อและผูเสียชีวิตจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในแตละประเทศ 
(Cumulative number of confirmed human cases of Avian Influenza A (H5N1) reported to WHO)  
 

2003 2004 2005 2006 รวม ประเทศที่มีการระบาด 

  ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต 

อารเซอไบจัน 0 0 0 0 0 0 8 5 8 5 
กัมพูชา 0 0 0 0 4 4 2 2 6 6 
จีน 1 1 0 0 8 5 12 8 21 14 
ไดบูติ (Djibouti) 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 
อียิปต 0 0 0 0 0 0 14 6 14 6 
อินโดนีเซีย 0 0 0 0 19 12 44 36 63 48 
อิรัก 0 0 0 0 0 0 2 2 2 2 
ประเทศไทย 0 0 17 12 5 2 2 2 24 16 
ตุรกี 0 0 0 0 0 0 12 4 12 4 
เวียดนาม 3 3 29 20 61 19 0 0 93 42 
รวม 4 4 46 32 95 41 96 64 244 143 

(WHO, 2006) (รายงานเมื่อวันที่ 8 กันยายน 2006) 
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เชื้อไวรัสไขหวดันกเปน RNA ไวรัสชนิดสายเดี่ยว  (single–stranded RNA virus) และยีนของ

เชื้อไวรัสมีลักษณะเปนทอน จํานวน 8 ทอน ประกอบดวย  Polymerase Basic 2 (PB2), Polymerase 
Basic 1 (PB1), Polymerase acid (PA),  Hemagglutinin (HA), Nucleocapsid protein (NP),  
Neuraminidase (NA), Matrix (M), Nonstructural protein (NS) โดยยีนเหลานีม้ีหนาที่เปนโครงสราง
และเกี่ยวของกับการเพิ่มจาํนวนของเชื้อไวรัส รวมทั้งความสามารถในการเขาสูเซลลของไวรัส (de Jong 
and Hien, 2006)  จากลกัษณะของยนีที่เปนทอนจึงทําใหเชื้อไวรัสสามารถเกิดกระบวนการทีเ่รียกวา 
genetic reassortment หรือ genetic shift  ซึ่งเปนปจจัยทีท่ําใหเกดิเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุใหม  
(Webster et al.,1997) นอกจากนี้แลวธรรมชาติของเชื้อไวรัสไขหวัดนก ซึ่งเปน RNA ไวรัสจะมีการ
เปลี่ยนแปลงของตัวเชื้อไวรัสตลอดเวลาแบบคอยเปนคอยไป หรือกระบวนการทีเ่รียกวา genetic drift 
ซึ่งการเปลี่ยนแปลงทั้ง 2 ชนิดนี้อาจสงผลใหมีการเปลีย่นแปลงคุณสมบัติและลักษณะของเชื้อไวรัส ทํา
ใหมีการระบาดอยางรุนแรงและสรางความเสียหายไดในอนาคต      ดังนั้นการศึกษาถงึลักษณะทาง
พันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวดันก จะทําใหทราบถึงขอมูลรหัสพนัธุกรรมและ
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในสตัวปกทีพ่บในประเทศไทย ซึ่งสามารถนําไปใช
อธิบายความสัมพันธของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกและเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกที่อาจเกิดขึ้นไดในอนาคต 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อศึกษาคุณลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน Hemagglutinin (H5) และ Neuraminidase(N1) 
ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก (H5N1)ในสัตวปกที่พบในประเทศไทย 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาในเชิงพรรณนา (descriptive study) และมีวัตถุประสงคเพื่อ
ศึกษาคุณลักษณะทางพันธศุาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่พบใน
ประเทศไทย เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาครั้งนี้ไดดําเนินการเปน 3  ระยะคือ 

1. เก็บรวบรวมตัวอยางและตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 
2. หาลําดับเบสของยีน H5 และ N1  
3. วิเคราะหหาความสัมพนัธและการเปลีย่นแปลงของยีน H5 และ N1 
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ประโยชนที่ไดรับจากการศึกษาครั้งนี ้
1. ดานองคความรูใหม 

- การศึกษาครั้งนี้ไดขอมูลของรหัสพนัธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 
ในสัตวปกในประเทศไทย และสามารถนาํรหัสพันธกุรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
2. ดานการนาํไปใชประโยชน 

- สามารถนําขอมูลลักษณะทางพันธุกรรมและความสมัพนัธของเชื้อไวรัสไขหวัดนกไปใชในการ
เฝาระวงัการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในระดบัอณูชีววทิยา เพื่อเปนขอมูลในการกาํหนด
แนวทางการควบคุมและปองกนัโรคได 

- สามารถนําขอมูลรหัสพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกไปพัฒนาวธิีการในการตรวจพิสูจนเชื้อ
ไวรัสอินฟลูเอนซา เอ สายพนัธุอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้นในประเทศไทย 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
1. ลักษณะของเชื้อไวรสัไขหวัดนก  

เชื้อไวรัสไขหวดันกเปนเชื้อไวรัสในกลุมของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ จัดอยูในตระกูล 
Orthomyxoviridae เปน single–strand RNA virus ม ี envelope หอหุม และมีสวนของ glycoprotein 
ยื่นออกมาจาก envelope ไดแก hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) (รูปที ่1) (De Jong 
et al., 2000) เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ สามารถแบงสายพนัธุตามยีน HA และ NA ไดเปน 16 subtypes 
และ 9 subtypes ตามลําดบั (Fouchier et al., 2004)  

    
RNA ของเชื้อไวรัสชนิดนี้มีลกัษณะเปนทอนจํานวน 8 ยีน ซึ่งแตกตางกนัตามน้าํหนกัโมเลกุล  

โดย RNA จํานวน 8 ยีนจะเปนตัวกาํหนดการสรางโปรตีน 10 ชนิด  โดยโครงสรางของเชื้อไวรัสสามารถ
แบงไดบริเวณเปลือกหุมของเชื้อไวรัสซึ่งจะมีโปรตีน HA, NA, และ M2  และบริเวณสวนแกนกลางของ
ไวรัสประกอบดวยกลุมของ Ribonucleoprotein (RNP) complex ไดแก RNA, Nucleoprotein (NP) 
และ polymerase protein (PB2, PB1, PA) โดย RNP complex จะถูกลอมรอบดวยโปรตีน M1 ซึ่งทาํ
หนาทีเ่ปน membrane protein นอกจากนี้ยงัพบโปรตีนที่ไมเกีย่วของกับโครงสรางของเชื้อ (non-
structural protein) ไดแก NS1 และ NS2  (Easterday et al., 1997)  รายละเอยีดชนิดและหนาที่ของ
เชื้อไวรัสไขหวดันก ไดแสดงไวดังตารางที2่  

                        
 รูปที่ 1 ลักษณะและโครงสรางของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีม่ี envelope หอหุม และทีผิ่วดานนอก

ประกอบดวย hemaglutinin (HA) และ neuraminidase(NA) glycoprotein และ M2 protein 
สวนภายใน envelope จะบรรจุ single–strand RNA จํานวน 8 ทอน  โดยจะมีความยาวของ
สาย nucleotide ประมาณ 890-2341 bp (หมายเลข 1-8 แสดงถึงยีน PB2, PB1, PA, HA, NP, 
NA, M และ  NS ตามลําดับ)     

                                 

Hemagglutinin (HA) 

Neuraminidase (NA) 

Lipid bilayer 

M2 (ion channel) 

1  2  3  4  5  6  7  8 



 6

ตารางที่ 2 ชนิดและหนาทีข่องโปรตีนของเชื้อไวรัสไขหวัดนก  
 
ลําดับทอนของ

ยีน 
ยีนที่กําหนดการสราง

โปรตีน 
จํานวนนิวคลีโอไทด (bp) หนาที ่

1 PB2 2,341 Host-cell RNA cap binding : 
Component of RNA transcriptase 

2 PB1 2,341 Component of RNA transcriptase 
3 PA 2,233 Component of RNA transcriptase 
4 HA 1,778 Surface glycoprotein: attaches to cell 

surface sialic receptors 
5 NP 1,565 Structural component of RNA 

transcriptase 
6 NA 1,413 Surface glycoprotein : 

neuraminidase activity 
7 M1 

M2 
1,027 Membrane protein 

Ion channel 
8 NS1 

NS2 
890 TNFα-response 

(ดัดแปลงจาก  Lamp and Choppin,1983) 
 
2. พยาธกิําเนิดของเชื้อไวรัสไขหวัดนก 

เชื้อไวรัสไขหวดันกแบงออกเปน 2 ชนิด คือ ชนิดทีรุ่นแรงต่ํา (Low pathogenic avian 
influenza; LPAI) โดยสัตวทีไ่ดรับเชื้อ LPAI จะมีอาการของระบบทางเดินหายใจที่ไมรุนแรงหรือไมแสดง
อาการเลย อีกชนิดหนึ่งคือ เชื้อที่มีความรนุแรงสูง (Highly pathogenic avian influenza; HPAI) ซึ่งมัก
พบในสายพันธุ H5 และ H7 subtypes (OIE, 2005b) เชื้อไวรัสชนิด HPAI ทําใหเกิดอาการที่รุนแรงใน
สัตวปกโดยจะพบอาการของระบบทางเดินหายใจ อาการทางระบบประสาท บวมน้าํที่บริเวณหัว 
ทองเสยี และมีอัตราตายเกอืบ 100 % (Easterday et al., 1997) 

 
โปรตีน HA ซึ่งอยูบนผิวของเชื้อไวรัส มีสวนสําคัญตอคุณสมบัติของเชื้อไวรัสในการติดเชื้อและ

การเขาสูเซลลโฮสต โดยทัว่ไปโปรตีน HA จะถูกตัดยอยออกเปน 2 subunits ไดแก HA1 และ HA2  ตรง
ตําแหนงของ cleavage site  โดยอาศัยเอนไซม protease จากตัวสัตว  จากนัน้โปรตีนจะไปจับบน 
sialo-oligosaccharides  ที่เปน receptor อยูบนผิวของเซลลโฮสต แลวเชื้อไวรัสจะเขาสูเซลลโดยวิธี 
endocytosis และเริ่มมีการสรางและเพิ่มจํานวนของเชือ้ไวรัส (Hughes et al., 2001) 
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โปรตีน NA เปนโปรตีนบนผิวของเชื้อไวรัสเชนกนั โดยโปรตีน neuraminidase มีหนาที่ทาํให
สวนของ terminal sialic acid residue บนโฮสตเซลลแยกออก และมีการปลอยเชื้อไวรัสออกมาจาก
ภายในเซลล (Hughes et al., 2001) รวมทัง้ปองกนัไมใหตัวเชื้อไวรัสจับกันเปนกลุมอยูภายในเซลล 
(Gubareva, 2004) นอกจากนีโ้ปรตีน neuraminidase ยังมีหนาทีท่ี่เกีย่วของกับการเขาสูเซลลเยื่อบุ
ทางเดินหายใจ (epithelial cell) ของเชื้อไวรัสไดเชนกนั (Lamp and Choppin,1983) 
 
3. การติดเชือ้ไวรัสในสัตว 

โรคไขหวัดนกที่เกิดจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 สามารถพบไดในสัตวปกหลายชนิด 
เชน นกปา ไก  ไกงวง เปด นกกระทา (de Jong and Hien, 2005; Ligon, 2005)  นอกจากนีย้ังสามารถ
พบเชื้อไวรัสไขหวัดนกในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด เชน  เสือ (Amonsin et al., 2006; 
Thanawongnuwech et al., 2005), เสือดาว (leopard) (Keawcharoen et al., 2004) แมว 
(Songserm et al., 2006) และยังพบการติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก ในสัตวทดลอง เชน หนูขาว (mice) 
(Gubareva et al., 1998; Gao et al., 1999), เฟอเรต (ferret) (Zitzow et al., 2002) และลิง (Kuiken et 
al., 2003) 
 
4. คุณลกัษณะทางพันธศุาสตรของเชื้อไวรสัไขหวัดนก      
4.1 คุณลกัษณะทางพันธศุาสตรของยนี HA  

โปรตีน HA เปนโปรตีนที่อยูบนผิวของเชื้อไวรัสและมีหนาที่ทาํใหเชื้อไวรัสจับบนผิวของเซลล
โฮสต โดยโปรตีน HA จะถูกกาํหนด (encode) ดวยยีน HA โดยทั่วไปยนี HA มีตําแหนงทีส่ําคัญ 3 
ตําแหนงซึ่งสามารถใชบงบอกถึงความรนุแรงและความสามารถในการติดเชื้อของเชื้อไวรัสในโฮสตชนิด
ตางๆ คือ HA clevage site, receptor binding site และ N-link glycosylation site  
 

4.1.1  HA cleavage site 
  บริเวณ cleavage site อยูระหวาง HA1 และ HA2 ของยนี HA และมีความเกี่ยวของกับ

ความรุนแรงในการติดเชื้อของเชื้อไวรัส โดยพบวาเชื้อไวรัสไขหวดันกชนิดที่กอโรครุนแรงจะมี
การเรียงตวัของกรดอะมิโนแบบเบสหลายตัว (multiple basic amino acids) เนือ่งจากลาํดับ
ของกรดอะมิโนลักษณะนี้จะถูกตัดยอยดวยเอนไซมที่เรียกวา subtilisin-like proteases ซึ่งพบ
ไดทั่วไปในเซลลของรางกายโฮสต สงผลใหเชื้อสามารถเขาสูอวัยวะตางๆและเกดิการติดเชื้อได
ทั่วรางกาย (Steinhauer, 1999) 
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HA cleavage site ที่มีการเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acids 
ใชเปนลักษณะที่ใชในการนยิาม (definition) ชนิดของเชื้อที่มีความรุนแรงสงู  (Highly 
Pathogenic Avian Influenza virus) (OIE, 2005b) ซึ่งสามารถพบการเรียงตัวของ    กรดอะมิ
โนชนิด arginine (R) และ lysine (K)  ระหวาง HA1และ HA2 connecting peptide  จํานวน 
3-5 ตัว (Steinhauer, 1999) 

 
รายงานการศกึษาของเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 ในป 1996 ที่พบในหานจาก

มณฑลกวางตุง ประเทศจีน (A/Goose/Guangdong/96)1 พบวา HA cleavage site มีลักษณะ
ของ multiple basic amino acids และมีความสัมพนัธทีใ่กลชิดกับยนี HA ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก
ที่แยกจากการระบาดในคนที่ประเทศฮองกงในป1997   (A/HongKong/ 156/97)1  (Xu et al., 
1999)  และรายงานการระบาดในป 1997 ที่ประเทศฮองกงพบวา เชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจาก
ผูปวยและสัตวปกที่ติดเชื้อมีลักษณะทางพันธกุรรมใกลเคียงกนั และพบ multiple basic amino 
acids บนยีน HA นอกจากนี้การระบาดของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในป 2001 ที่ประเทศฮองกงกพ็บ
การเรียงตวัของลําดับของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acid  เชนเดียวกนั (Guan et 
al., 2002) 

 
Viseshakul และคณะ (2004) ไดศึกษาเชื้อไวรัสไขหวัดนก ที่แยกไดจากไกในจงัหวัด

นครปฐม (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)1พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยก
ไดในประเทศไทยเปน HPAI ที่มีการเรียงตวัของกรดอะมโินแบบ multiple basic amino acids 
ที่ HA cleavage site  และเชื้อไวรัสไขหวดันกที่แยกไดในประเทศไทย (CU-K2) มีลักษณะทาง
พันธกุรรมใกลเคียงกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกไดในประเทศจีน A/Duck/China/E319-2/031   

 
4.1.2 Receptor binding site 

โปรตีน HA ประกอบดวย receptor binding site ซึ่งอยูบน HA globular head  และ
ทําหนาทีเ่กี่ยวกับความสามารถในการติดเชื้อของไวรัสไปยังโฮสตชนิดตางๆ  โดยปกติเชื้อไวรัส
จะอาศัยสวน HA glycoprotein ไปจับกับ sialic acid  receptor ที่อยูบนเซลลเปาหมาย เชื้อ
ไวรัสไขหวัดในคน (H1, H2 และ H3 subtypes) จะจับกับ α2-6-linked sialic acid  ซึง่พบได
ในเซลลของระบบทางเดนิหายใจในคน แตเชื้อไวรัสไขหวัดในสัตวปกนั้น (H5 และ H7) จะจับ
กับ α2-3  linked sialic acid ที่พบในสัตวปก (Gambaryan et al., 2006) อยางไรก็ตามการ
ระบาดของเชือ้ไวรัสไขหวัดนก ที่ประเทศฮองกงในป 1997 นัน้มีรายงานวาเชื้อไวรัสที่มีลักษณะ

1 type  /animal / place of isolation / sequential number / year of isolation 
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ของ receptor binding site เหมอืนกับในสัตวปกก็สามารถกอใหเกิดโรคในคนไดเชนกัน 
(Matrosovich et al.,1999)  

 
นอกจากนีม้ีรายงานวาเชื้อไวรัสที่พบกรดอะมิโน glutamine (Gln) แทนที่กรดอะมิโน 

leucine (L) ที่ตําแหนง 222 ซึ่งเปนบริเวณ receptor binding pocket (H5 
numbering)(ตําแหนงที ่226 ใน H3 numbering) สงผลใหเชื้อไวรัสกอโรคทั้งในสตัวปกและคน
เชนกนั (Vines et al., 1998;  Suzuki, 2005)  

 
4.1.3  Glycosylation sites 

ตําแหนงของ glycosylation site บนยนี HA ประกอบดวยสายของคารโบไฮเดรตแลว
เชื่อมตอดวยพันธะ N-glycosidic linkage (Lamb and Choppin,1983) และตําแหนงของ 
glycosylation site บนยีน HA สามารถพบได 5-11 แหง ข้ึนกับสเตรนของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา 
(Bright et al., 2003) รายงานของ Amonsin และคณะ (2006) สามารถแยกเชื้อไวรัสไขหวัดนก
ไดจากเสือ และพบ glycosylation site บนยนี HA เปนจํานวนอยางนอย 7 แหง ไดแก กรดอะมิ
โนที่ตาํแหนง 10-12 (N-N-S), 11-13 (N-S-T), 23-25 (N-V-T), 154-156 (N-S-T), 165-167 
(N-S-T), 193-195 (N-P-T), 286-288 (N-S-S)   

 
ทั้งนี้มีรายงานการพบกลุมคารโบไฮเดรตที่ตําแหนง 154-156 ซึ่งเปนบริเวณที่มีการ

เปลี่ยนแปลงสงู โดยเฉพาะในเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากสัตวปกและคน พบวา ตําแหนง 
glycosylation site ที่ตําแหนง 154-156 ซึ่งเปนตาํแหนงที่ใกลกับ receptor binding pocket 
จะมีผลตอการเกาะจับของเชื้อไวรัสและอาจมีผลตอความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Matrosovich et 
al., 1999; Hulse et al., 2004)   

 
4.2 คุณลกัษณะทางพันธศุาสตรของยนี NA  

โปรตีน NA เปนโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่อยูบนผิวของไวรัส ซึ่งมีเอนไซม neuraminidase ทําหนาที่
ในการปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล โดยโปรตีน NA จะถูกกาํหนดโดยยีน NA ทั้งนีม้ีรายงานวาการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนยนี NA ที่บริเวณ NA stalk region จะมีผลในดานการปรับตัวและ
วิวัฒนาการของไวรัส และการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินที ่NA active site จะมีผลทําใหเชื้อไวรัสด้ือ
ตอยาตานไวรัส 
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4.2.1 NA stalk region 

โปรตีน NA มีรูปรางคลายเห็ด (mushrooms) ซึ่งประกอบดวยสวน head และ stalk 
region (Lamb and Choppin,1983)  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk 
region ของยีน NA สงผลใหไวรัสมีการปรับตัวในสิ่งแวดลอมใหมและมีคุณสมบัติที่ทาํใหไวรัส
ชนิดนี้สามารถติดตอไปยังสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆได (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005) 

  
นอกจากนีม้ีการศึกษาในเชือ้ไวรัสอินฟลูเอนซา เอ สายพนัธุ H1N1 ที่แยกไดจากไขไก

พบวาความยาวของ NA stalk region สัมพนัธกับกระบวนการเพิม่จํานวนของเชื้อไวรัส ถา 
stalk มีความยาวมากก็จะทําใหเชื้อไวรัสเพิ่มจํานวนไดดี และจากการทดลองในหน ูmice ถาไม
มีสวนของ stalk เลยก็จะพบวาเชื้อไวรัสเพิ่มจํานวนไดนอยลงและจะมีความรนุแรงที่ลดลงมาก     
(Castrucci and Kawaoka,1993) 

 
รายงานการศกึษาของเชื้อไวรัสไขหวัดนก ในป 1996 ที่แยกไดจากหานในมณฑล

กวางตุง ประเทศจีน (A/Goose/Guangdong/96)1 พบวาสวนของยีน NA มีความใกลเคียงกับ
เชื้อไวรัส A/Parrot/Ulster/731 และไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk region (Xu 
et al., 1999)  และในรายงานการระบาดในป 1997 ที่ประเทศฮองกง พบการลดจํานวนของ
กรดอะมิโนจาํนวน 19 ตัว (19-amino acid deletion) บน stalk region ของยีน NA (Subbarao 
et al., 1998) และ แตกตางจากการระบาดในป 2001 ซึ่งพบการลดจํานวนของกรดอะมิโน
จํานวน 20 ตัว (20-amino acid deletion) บน stalk region (Guan et al., 2002)  

 
รายงานการศกึษาเชื้อไวรัสไขหวัดนก ที่แยกไดจากการระบาดเมื่อตนป 2004 จากไกใน

ประเทศไทย (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)1 พบ 20-amino acid 
deletion บน stalk region ของยีน NA ซึ่งคลายกบัเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศ
ฮองกงในป 2001 (Guan et al., 2002) และเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศเวียดนาม
ในป 2004 (Nguyen et al., 2005) 

 
 
 
 
 
 

1 type  /animal / place of isolation / sequential number / year of isolation 
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4.2.2 NA active site 
การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณ NA active site  มีผลทาํใหเชื้อไวรัสด้ือตอยา

ตานไวรัส oseltamivir ซึ่งเปนยาที่ใชในการรักษาผูติดเชื้อไวรัสไขหวดันก  โดยตําแหนงของ
กรดอะมิโนเหลานัน้  ไดแก กรดอะมิโนตาํแหนงที ่119 (Glu 119 Val), 292 (Arg292Lys), 294 
(Asn294Ser) และ 275 (His275Tyr) (N1 numbering) (Brown, 2000; McKimm-Breschkin 
et al., 2001; Kiso et al., 2004)  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนอาจมีผลทาํใหโครงสราง
ของ neuraminidase เปลี่ยน ดังนั้นยา oseltamivir ซึ่งทําหนาที่ขัดขวางการทํางานของเอนไซม 
neuraminidase ไมสามารถทํางานได สงผลใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาตานไวรัส 

 
5. ลักษณะการเปลีย่นแปลงและกลายพันธุของเชื้อไวรสัไขหวัดนก 

การเปลี่ยนแปลงและการกลายพนัธุของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกรวมทัง้เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ ที่
เกิดขึ้นนัน้เกีย่วของกับคุณสมบัติการเปนเชื้อไวรัสชนิด RNA ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา ซึ่งกระบวนการ
สรางเชื้อไวรัสสามารถเกิดความผิดพลาดไดสูงทําใหเชือ้ไวรัสอินฟลูเอนซาเกิดความหลากหลายทาง
พันธกุรรม (antigenic variation)  ซึ่งคุณสมบัติดังกลาวจะไปมีผลตอการตอบสนองของระบบภูมคิุมกัน
ของรางกายผูที่ติดเชื้อ  ทั้งนีส้ามารถแบงลกัษณะของ antigenic variation ออกไดเปน 2 ชนิดคือ  
antigenic drift  และ antigenic shift 
 
Antigenic drift 
 Antigenic drift เปนกระบวนที่มกีารเปลีย่นแปลงในบางจุดของยีน (point mutation) และการ
เปลี่ยนแปลงนี้จะคอยๆ เกดิอยางตอเนื่อง (Brown, 2000) โดยการเปลี่ยนแปลงเกดิจากความผดิพลาด
ในขั้นตอนการสราง  viral RNA เนื่องจากการสราง RNA ของเชื้อไวรัสนี้ขาดกระบวนการ การตรวจสอบ
ความถกูตองของ nucleotide ที่นํามาใชในการสรางสาย RNA (proofreading) สงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัส (Wilschut and McElhaney, 2005) 
 
 การเปลี่ยนแปลงบางจุดบนยีน HA (antigenic drift)  จะมีผลตอโครงสราง antigenic epitope 
บนผิวโปรตนี HA ซึ่งเปน surface glycoprotein และเกีย่วของกับการทํางานของระบบภูมิคุมกันของ
รางกาย ทาํใหโฮสตที่ติดเชื้อไวรัสที่มีการเปลี่ยนแปลงบนยนี HA ไมสามารถสรางภมูิคุมกันขึน้มาตาน
เชื้อไวรัสสายพันธุใหมไดอยางสมบูรณ รวมทัง้ยงัมีผลตอความสามารถในการคุมโรคของวัคซีนหรือการ
เลือกใชวัคซีน (De jong et al.,2000) ตัวอยางการเกิด antigenic drift ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ ดัง
แสดงในรูปที่ 2 
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รูปที่ 2  การเกิด antigenic drift ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ บนยีน HA สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ตอการสรางโปรตีน HA  
 
Antigenic shift 

Antigenic shift เปนการเปลีย่นแปลงทีท่ําใหเกิดเชื้อไวรัสสายพนัธุชนดิใหม เปนผลมาจากการ
แลกเปลี่ยนทอนยนีระหวางเชื้อไวรัส 2 ชนิดที่ติดเชื้อในเซลลเดียวกนั (genetic reassortment)  และทํา
ใหเกิดเชื้อไวรัสสายพนัธุชนดิใหมขึ้นมาได สงผลใหคุณสมบัติของเชื้อไวรัสเปลี่ยนและอาจกลายเปนเชื้อ
ไวรัสที่กอโรครุนแรงทัง้นี ้เนื่องจากผูที่ไดรับเชื้อไวรัสนั้นยงัไมสามารถสรางภูมิคุมกนัตอ subtype ใหมที่
เกิดขึ้น ดังเชนเหตุการณในป 1957 และ 1968 ซึ่งเปนการระบาดครั้งรุนแรงของเชื้อไวรัสไขหวัด H2N2 
และ H3N2 โดยพบวาเชื้อไวรัสที่เกิดขึน้เปนผลจากการเกิด genetic reassortment  ระหวางเชื้อไวรัสที่
พบในสัตวปกและเชื้อไวรัสที่พบในคน โดยอาศัยโฮสตตวักลาง เชน สกุร ซึ่งสามารถติดเชื้อไวรัสไดทั้ง
เชื้อไวรัสในคนและในสัตวปก สงผลใหเกิดเชื้อไวรัสชนิดใหมและเกดิการระบาดของเชื้อไวรัสสายพนัธุ
ใหมตอไป  (Brown., 2000;  Wilschut and McElhaney., 2005) ตัวอยางการเกิด antigenic shift ของ
เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา ดังแสดงในรูปที ่3 

 
 
 

 
 
 

    = โปรตีน HA     = โปรตีน NA 

 เกิด Point mutation บนยีน HA 
1 2 3 4 5 6  7  8 1 2 3 4 5 6  7  8 
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รูปที่ 3 การเกดิ antigenic shift  ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ ซึ่งเปนผลจาก  genetic reassortment 

ของยีน HA และ  NA โดยอาศัยโฮสตกึง่กลาง เชน สุกร คน นกกระทา ซึ่งสามารถตดิเชื้อไวรัส
ที่มาจากสัตวปกและคนได สงผลใหเกิดเชือ้ไวรัสสายพนัธุใหม 

HA 

NA 

Avian viruses Human viruses 

Intermediate host: pigs, human, quail  

Reassortant virus 

 



บทที่ 3 
วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 
การศึกษานี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาคุณลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไวรัสไขหวัดนกในประเทศไทย เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาครั้งนี้จึงแบงออกเปน 3 
ระยะคือ 

ระยะที ่1 เก็บรวบรวมตัวอยางและตรวจพสิูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก 
ระยะที ่2 หาลาํดับเบสของยนี H5 และ N1  
ระยะที ่3 วิเคราะหการเปลีย่นแปลงและหาความสัมพนัธของยนี H5 และ N1  
แผนภูมิวิธีการดําเนนิการวิจยัแสดงไวในรปูที่ 4   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 แผนภูมิแสดงวิธีการดําเนินการวิจัย 

 ระยะที่ 1  เก็บรวบรวมตัวอยางและตรวจพสิูจนเชือ้ไขหวดันก H5N1 

เก็บรวบรวมตัวอยางจากสัตวปกในพื้นที่ที่มีการระบาด (n = 43) 

เปรียบเทียบลําดับเบสของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกกับขอมูลใน GenBank 

 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลง การกลายพันธุของยนี H5 และ N1 และ 
ความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยวิธี cluster analysis 

ทราบคุณลักษณะและความสัมพันธทางพนัธศุาสตรของยนี H5 และ N1 ของ
เชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกที่พบในประเทศไทย 

ฉีดเชื้อเขาไขไกฟกและเก็บน้ําไขฟกและทํา HA test โดยหนวยชันสูตรโรคสัตว 
คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ตรวจพิสูจนเช้ือระดับโมเลกุลดวยวิธี Multiplex RT-PCR   

ระยะที่ 2 หาลําดบัเบสของยีน H5 และ N1 

 เพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 ดวยวิธี  PCR 

   DNA sequencing  

  ระยะที่ 3 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและหาความสมัพันธของยีน H5 และ N1 
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ระยะที่ 1   เก็บรวบรวมตวัอยางและตรวจพสิูจนเชือ้ไวรัสไขหวดันก 
1.1       การเกบ็รวบรวมและเตรียมตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนก 

เก็บและรวบรวมตัวอยางน้ําจากไขฟก (allantoic fluid) จากหนวยชนัสูตรโรคสัตว คณะสัตว
แพทย จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  โดยหนวยชันสูตรฯ ไดเก็บตัวอยางสัตวปกชนิดตางๆดวยวิธีการปาย
เก็บชองทวารรวม (cloacal swab) และ/หรือส่ิงคัดหลั่งจากหลอดลม (tracheal swab) หรืออวัยวะ
ภายในจากซากสัตวปก  

 
แยกเชื้อไวรัสโดยการฉีดตัวอยางเขาไขไกฟกที่มีอายุประมาณ 9 -12 วัน จาํนวน 2 ฟองตอ 1 

ตัวอยาง  และสองไขไกทุก 24 ชม. เพื่อดูการตายของตัวออน  และเก็บน้ําไขฟกจากไขที่ตายภายใน 24-
72 ชม. หลงัจากนัน้เก็บตัวอยางทัง้หมดภายใน 7 วนัหลังการฉีดเชื้อ  แลวทาํใหเชื้อไวรัสตายโดยการใช
ความรอนดวยการตมที่อุณหภูมิ 56 O ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง (OIE, 2005) จากนัน้ทดสอบทางซีร่ัมวิทยา
ดวยวิธ ีHemagglutination (HA) test  และเก็บรักษาน้าํไขฟกไวที่อุณหภูมิ – 20๐ ซ จนกวาจะนาํไปแยก
สกัด RNA เพือ่ตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนกในระดับโมเลกุลตอไป โดยเชื้อไวรัสที่ใชในการศึกษาครั้งนี้
ไดมาจากสัตวปกชนิดตางๆ ซึ่งพบไดในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดในจังหวัดตางๆ ของประเทศไทย จํานวน 43 
ตัวอยาง   

  
1.2       การสกัด RNA ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก 

นําน้ําไขฟกที่ใหผลบวกตอการแยกเชื้อไวรัสไปสกัดแยก RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป Rneasy 
mini kit® (Qiagen, Hilden, Germany) โดยอาศัยหลกัการแยก RNA ดวยแผน silica gel membrane 
และได RNA ที่ปราศจากการปนเปอนของโปรตีน, nuclease, ribonuclease (RNases)  ทีม่ีความ
เขมขนสุดทายไมนอยกวา 1  µg  ในปริมาตรรวม 60 µl (วิธีการแยกสกดั RNA ไดแสดงไวในภาคผนวก) 
          
  1.3     การเตรียม cDNA จากตัวอยางเชื้อไวรัส 

สังเคราะห cDNA ดวยปฏิกริิยา reverse transcription  ในปริมาตรทัง้หมด 20 µl เพือ่ใชเปน 
DNA ตนแบบสําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสดวยวธิี multiplex RT-PCR   
ขั้นตอนการเตรียม cDNA ทาํไดโดยเตรียมสวนผสม RNA และ random primers ดังตอไปนี ้          

                                   ปริมาตร                  ความเขมขนสุดทาย     
RNA    4 µl                                >1 µg                 
0.5µg Random primers  1 µl                               0.1 µg 
ปริมาตรรวม    5 µl 
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จากนั้นนําสารละลายไปใสในเครื่อง Thermal cycler ที ่ 70 O ซ เปนเวลา 5 นาท ีและ 4O ซ 
เปนเวลา 5 นาท ี เพื่อใหเกิดการจับกนัระหวาง RNA เปาหมาย และ random primers หลังจากนั้น
เตรียมสวนผสมสําหรับการสงัเคราะห cDNA  โดยอาศยัเอนไซม reverse transcriptase ในการสราง 
cDNA จาก RNA   
 
                                     ปริมาตร             ความเขมขนสุดทาย 

Improm-II TM 5x Reaction buffer     4     µl                1x 
25 mM MgCl2         2     µl                          2.5 mM                
5 mM dNTPs        2     µl                           0.5 mM                    
Recombinant RNAsin ®Ribonuclease Inhibitor 0.3    µl                               40U/µl

 Improm-II TM Reverse transcriptase      1      µl 
Nuclease free water       5.7   µl 
ปริมาตรรวม        15    µl 
 

นําสวนผสมระหวาง RNA กับ random primer ที่เตรียมไวขางตนผสมรวมกับสวนผสม
สําหรับการสังเคราะห cDNA และนําไปใสเครื่อง Thermal cycler ที่  25 O  ซ   เปนเวลา 5 นาทีและ    
42  O ซ   เปนเวลา 60 นาท ี และ 70 O  ซ   เปนเวลา 15 นาท ีนํา cDNA ที่เตรียมไดเก็บไวที่อุณหภูมิ -
20 O ซ 
  
1.4         การตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสดวยวิธ ีmultiplex RT-PCR 
              นํา cDNA ตนแบบมาตรวจพิสจูนเชื้อไวรัสดวยวธิี multiplex RT-PCR ซึ่งเปนวิธทีี่สามารถ
ตรวจหายีนจาํนวน 3 ยีนคือ M H5 และ N1 ในเวลาเดียวกัน โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังนี ้

ปริมาตร        ความเขมขนสดุทาย     
cDNA       1      µl 
10 µM ของ primers แตละตัว*                      1.5   µl           0.5 µM  
25 mM MgCl2            1      µl                 1 mM 
2.5 x Eppendorf MasterMix    10    µl             1x 
Nuclease free water                11.5 µl 
ปริมาตรรวม                 25    µl 

* primers จําเพาะตอยีน M H5 และ N1  
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จากนั้นนําสวนผสมไปเพิม่จํานวน ในเครือ่ง Thermal cycler  โดยการทดลองแตละครั้งจะใชน้าํ
กลั่นเปนตัวควบคุมลบ (negative control) และใช  cDNA ที่ไดจากตวัอยาง A/Chicken/Thailand/CU-
K2/04 เปนตัวควบคุมบวก (positive control) ภายใต PCR-condition ดังตอไปนี้  

  1.  Initial denaturation  94O  ซ     3    นาท ี
               2.  Denaturation    94 O  ซ   30   วินาท ี
         Annealing   55 O  ซ   30   วนิาท ี
         Extension   72 O  ซ   30   วนิาท ี
   ทําซ้าํในขอ 2 จํานวน 40 รอบ    

        3.  Final extension   72 O  ซ    7    นาท ี
  Holding tempurature  25 O  ซ   
 
1.5       การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวย Agarose gel electrophoresis 

เตรียม agarose gel ความเขมขน 2 % ใน 1x Tris borate-EDTA จากนั้นนํา PCR product 
ปริมาตร 10 µl ผสมกับ 0.2% Orange G loading dye ใน 50 % glyceral (Carlo Ebra Reagent ®) 
ปริมาตร 2 µl และแยก DNA บนแผนเจลดวยโดยการใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 30-45  นาที 
จากนั้นยอม DNA บนแผนเจลดวย ethidium bromide ความเขมขน 10 mg/ml และนาํไปตรวจสอบ
ขนาด PCR product ภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ตที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร    
  
1.6       การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยวิธ ีmultiplex-RT PCR 

การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยวธิี multiplex RT-PCR จะใหผลการ
ตรวจหายีน M H5 และ N1 เทากบั 276, 189 และ 131 bp ตามลําดับ และผลที่อาจพบได คือ 

- ตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จะใหผลบวกตอยีนทัง้ 3 ยีนคือ   
M  H5 และ N1  

- ตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ และไมใชสายพนัธุ H5N1 จะใหผลบวกตอ
ยีน M ถาเชื้อไวรัสเปน H5 subtype แตเปน NA subtype อ่ืนๆ จะใหผลบวกเฉพาะยนี M 
และ H5  และถาเชื้อไวรัสเปน N1 subtype แตเปน HA subtype อ่ืนๆ จะใหผลบวก
เฉพาะยีน M และ N1 

- ตัวอยางที่ไมใชเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ จะไมใหผลบวกตอยนีทัง้ 3 ยีนคือ M H5 และ 
N1     (ไมปรากฏ band ของ PCR product)   

รายละเอียดการแปลผลการตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสไขหวัดนกโดยใชวิธ ี multiplex RT-PCR ได
แสดงดังตารางที ่3 
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ตารางที่ 3 การแปลผลการตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสไขหวัดนก โดยวธิี Multiplex RT-PCR  
 

 ยีน 

 M H5 N1 
 
เช้ือไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1  

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
เช้ือไวรัสอินฟลูอินซา เอ (ไมใช H5N1) 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
เช้ือไวรัสอินฟลูเอนซา เอ เฉพาะ H5 subtype 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
เช้ือไวรัสอินฟลูเอนซา เอ เฉพาะ N1 subtype 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
ไมพบเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ รวมทั้งเช้ือไขหวัดนก H5N1 

 
- 

 
- 

 
- 

เครื่องหมาย + หมายถึง ผลบวกของ PCR product ที่มขีนาดจําเพาะตอยีน H5 N1 M  
  
ระยะที่ 2  หาลําดับเบสของยีน H5 และ N1 
     เมื่อตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสแลวพบวาตัวอยางใหผลบวกตอยีน M H5 N1 ในปฏิกิริยา multiplex 
RT-PCR จึงนาํ cDNA นัน้มาหาลําดับเบส โดยแบงเปนขัน้ตอนดังนี้  
    
2.1 การเพิม่จํานวนยนี H5 และ N1 ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรส 

ทําการเตรียมสวนผสมสาํหรับปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรส ในปริมาตรทั้งหมด 50  µl ประกอบดวย 
ปริมาตร                     ความเขมขนสดุทาย          

cDNA        2 µl 
10 µM Forward primer                1 µl    0.2 µM  
10 µM Reverse primer     1 µl                                         0.2 µM  
25 mM MgCl2      2 µl       1 mM                             
2.5 x Eppendorf MasterMix  20 µl       1x 
Nuclease free water   24 µl 
ปริมาตรรวม    50 µl 

   
นําสวนผสมไปเพิ่มจํานวนโดยใสเครื่อง Thermal cycler  ภายใต PCR-condition  

และการทดลองแตละครั้งจะใชน้ํากลัน่เปนตัวควบคุมลบ (negative control)  
 

ผลการตรวจพสูิจนเช้ือไวรัส 
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PCR-condition สําหรับการเพิ่มจํานวนยนี H5 
  1.  Initial denaturation  94O   ซ      3    นาท ี
  2. Denaturation   94 O  ซ    30 วินาท ี

      Annealing   50 O  ซ    30  วนิาท ี
      Extension   72 O  ซ    1.3  นาท ี
  ทําซ้าํในขอ 2 จํานวน 40 รอบ 

  3. Final extension   72 O  ซ    7    นาท ี
                   Holding tempurature  25 O  ซ   
PCR-conditon สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน N1 

1. Initial denaturation  94O  ซ      3    นาท ี
2.  Denaturation   94 O  ซ    30  วนิาท ี

      Annealing   55 O  ซ    30  วนิาท ี
      Extension   72 O  ซ    1.3  นาท ี
    ทําซ้าํในขอ 2 จํานวน 40 รอบ   

3. Final extension    72 O  ซ    7    นาท ี
  Holding tempurature  25 O  ซ   
 
2.2     การสกัด DNA บริสุทธิ์และหาลาํดับเบสของยีน H5 และ N1 

2.2.1 นํา PCR procuct ไปตรวจสอบขนาดและความจาํเพาะดวยวิธ ี Agarose gel 
electrophoresis จากนัน้ทําการตัด agarose gel ในสวนที่ม ีPCR product  

2.2.2 ทําการสกัด DNA ออกจากแผนเจลโดยใชชุด Perfectprep Gel Cleanup kit 
(Eppendorf, Hamburg, Germany) ซึ่งอาศัยแผน glass fiber membrane ในการแยก  DNA  ออก
จากสารอนิทรยีตางๆที่ปนอยูใน DNA  เพือ่ใหได DNA บริสุทธิ์ปริมาตร 35 µl  สําหรับใชในการหาลาํดับ
เบส  
          2.2.3 นําตัวอยาง DNA มาเจือจางใหไดความเขมขน 50 ng/µl ปริมาตร 20 µl พรอมกบัสง 
forward และ reverse primers ที่มีความเขมขนสุดทาย 1 µM  อยางละ 10  µl  นําไปหาลาํดับเบสของ
ยีน H5 และ N1 ดวยวิธ ีDideoxy Chain Termination ที่ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับอักเสบ คณะ
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ/หรือบริษทั macrogen เมืองโซล ประเทศเกาหลีใต  

2.2.4  วิเคราะหขอมลูที่ไดจากการหาลาํดับเบสดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร โดยขอมูลจะอยู
ในรูปของกราฟ Chromatogram (ABI file) และลําดับเบส (Text file)  และนํามาตรวจสอบความถูกตอง
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และประกอบลําดับเบส (assembly) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Chromas version 1.45  และ Bioedit 
version 7.0.0 ตามลําดับ   
 
ระยะที่ 3 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและหาความสัมพันธของยีน H5 และ N1 

3.1 เมื่อตรวจสอบความถกูตองและประกอบลําดับเบสแลว จะไดลําดับเบสของยีน H5 (~1700 
bp) และยีน N1 (~1400 bp) จงึนาํขอมูลที่ไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบลาํดับเบสของยีน H5 และ N1 
ของตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยทําการวิเคราะหรวมกบัลําดบัเบสของเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่เคยมี
รายงานการระบาดในประเทศไทยและรายงานจากประเทศในทวีปเอเซีย ยุโรป ซึ่งขอมูลลําดับเบสของ
เชื้อไวรัสไขหวดันกมาจากฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

3.2  หาความสัมพันธทางพนัธุกรรมของยนี H5 และ  N1 โดยหาความสมัพันธในรูปของ 
phylogenetic tree ดวยวิธี  Neighbor-Joining และ bootstrap ananlysis (1,000 replications)  ดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอร Mega 3.1  และอานผลในรูปความสัมพันธทางพนัธุกรรมของตัวอยางเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกที่ใชในการศึกษาจาก phylogenetic tree 

3.2   หาเปอรเซ็นตความคลายของนวิคลีไทดและกรดอะมิโนของยนี H5 และ N1 โดยเลือก
ตัวแทนของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกในสัตวปกที่แยกไดจากพื้นที่ในเขตกรงุเทพมหานครจํานวน 8 ตัวอยาง 
รวมทัง้เปอรเซน็ตความคลายของนวิคลีไทดและกรดอะมิโนของยีน H5 และ N1จากเชื้อไขหวัดนกในไก
จํานวน 8 ตัวอยางดวยวธิี pair-wise comparison และแสดงผลในรปูเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลี
โอไทดและกรดอะมิโนดวยโปรแกรม Bioedit version 7.0.0 
         3.3  เปรียบเทียบลาํดับเบสและกรดอะมิโนของตวัอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง
รวมกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีม่ีรายงานในประเทศไทย ประเทศในทวปีเอเซีย และยุโรป  เพื่อวิเคราะหการ
เปลี่ยนแปลงที่ตําแหนงตางๆของยีน H5 และ N1  ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร  
Mega 3.1 

 
3.3.1 ยนี H5  วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่บริเวณ 3 ตําแหนง คือ 

-  HA cleavage site       ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 320-330 
-  receptor binding site ทีต่ําแหนงกรดอะมิโนที่ 222-224 
-  glycosylation site  ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 154-156 

 
3.3.2  ยีน N1 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่บริเวณ 2 ตําแหนง คือ 

-  NA stalk region  ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 49 - 68 
-  NA active sites    ที่ตําแหนงกรดอะมิโน  119 , 293, 295 และ 275  
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อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในงานวิจยั 
1. สารเคมีทีใ่ชในการสกดั RNA และสังเคราะห cDNA  

1.1  2,3-dideoxynucleoside triphosphate (dNTPS), 5mM (Fermentas®, USA) 
1.2  Improm-IITM 5x Reaction buffer (Promega, Madison,WI, USA ) 
1.3  Improm-IITM Reverse transcriptase (Promega, Madison, WI,USA ) 
1.4  MgCl2, 25 mM (Promega, Madison, WI, USA) 
1.5  Random primers,  0.5 µg (Promega, Madison, WI, USA) 
1.6  Rneasy mini kit® (Qiagen, Hilden, Germany) 
1.7  Recombinant RNAsin ® Ribonuclease Inhibitor, 40 u/µl   
         (Promega, Madison, WI,USA )   
1.8  Ultrapure TM Distrilled water DNAse, RNAse free (GIBCO ®, USA)    
 

 2. สารเคมีทีใ่ชในการทําปฏิกิรยิาลูกโซโพลิเมอรเรสและหาลาํดับเบสของยีน 
 2.1   Agarose gel powder 
 2.2   Ethidium Bromide 10 mg/ml (Sigma Aldrich Inc., USA)  
            2.3   GeneRuler ™ 100 bp DNA ladder (Fermentas®, USA) 
 2.4   2.5x Master Mix  (Eppendorf®, Hamburg, Germany)  

2.5   Mg 2+ solution, 25 mM (Eppendorf®, Hamburg, Germany) 
2.6   0.2% Orange G loading dye ใน 50 % glyceral (Carlo Ebra Reagent ®) 

 2.7   Perfectprep Gel Cleanup kit ® (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
2.8   40x Tris-boric acid – EDTA (TBE) powder (Bio Basic Inc.®, USA)      
2.9   Ultra Pure TM Distrilled water DNAse, RNAse (GIBCO ®, USA) 

 
3. อุปกรณทีใ่ชในการวจิยั 

3.1  หลอดพลาสติกสําหรับทํา PCR ขนาด 0.2 ml. (Axygen Scientific®, CA, USA) 
3.2  หลอดพลาสติก (eppendorf tubes) ขนาด 1.5 ml  
3.3  ไมโครปเปต ขนาด 0.5-2, 2-20, 20-200 และ 100-1000 µl (Gilson®,  France) 
3.4  ไมโครปเปตทิป ขนาด 2, 200 และ 1000 µl   
3.5  อุปกรณเครื่องแกววทิยาศาสตร 
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4. เครื่องมือที่ในการวิจยั 
4.1  เครื่องเพิม่ปริมาณสารพันธกุรรม (Thermocycler ) (Thermoelectron corporation®,    
       USA) 
4.2  เครื่องแยก DNA ดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis system) (OWL Scientific  
       Inc.®, USA) 
4.3  เครื่อง UV transilluminator  (Vilber Lourmat®)  
4.4  เครื่องปนเหวีย่ง (Denville Scientific Inc.®, USA) 
4.5  ตูแชแข็ง  –20O C 
4.6  เครื่องชัง่ทศนิยม 2 ตําแหนง  
  

5. นิวคลีโอไทดสังเคราะห (primers) ที่ใชในงานวจิัย 
นิวคลีโอไทดสังเคราะหสําหรับการศึกษาครั้งนี้จะแบงออกเปน 3 ชุด ไดแก 
 5.1 Random Hexamers ซึ่งเปน random primers ความยาว 6 bp เพื่อใชในการเกาะจับกับ 
RNA สําหรับสังเคราะห cDNA  

5.2 Primers สําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยวธิี multiplex RT-PCR ออกแบบ
โดยอาศัยขอมลูจาก Payungporn และคณะ (2004) รายละเอยีดของลําดับเบส และขนาดของ PCR 
product แสดงไวในตารางที ่4 

 5.3 Primers สําหรับการเพิ่มจํานวนยนี H5 และ N1 เพื่อใชในการหาลาํดับเบส (DNA 
sequencing) เปน primers ที่มีความจาํเพาะตอยนี H5 และ N1  primers ในการศึกษาครั้งนี้มจีํานวน 
5 คู โดยยนี H5  ประกอบดวย primers จํานวน 3 คูและยีน N1 ประกอบดวย primers จํานวน 2 คู  
PCR product ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจะมีขนาด 500- 800 bp เพือ่ใหเหมาะสมตอการ
หาลาํดับเบส รายละเอียดของตําแหนงของ primer ที่จับบนยีน H5  และ N1 และลําดบัเบสของ 
primers แสดงดังรูปที ่5 และตารางที่ 5 
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ชนิดของยีน Primers ลําดับเบส ขนาด primers 

(bp) 
ขนาดของ 

PCR product (bp) 

     
M gene MF 

MR 
5’-TGATCTTCTTGAAAATTTGCAG-3’ 
5’-TGTTGACAAAATGACCATCG-3’ 

22 
20 

 
H5 gene 23 
 

H5F 
H5R 

5’-GACTCAAATGTCAAGAACCTTTA-3’ 
5’-CCACTTATTTCCTCTCTGTTTAG-3’ 
 

23 
 

N1 gene 21 
 

N1F 
N1R 

5’-GTTTGAGTCTGTTGCTTGGTC-3’ 
5’-TGATAGTGTCTGTTATTATGCC-3’ 21 

 

 

 
 
 

 
                            

ชนิดของยีน คูที่ Primer ลําดับเบส ขนาด 
primers 

(bp) 

ตําแหนง bp 
ที่จับบนยีน 

ขนาดของ  
PCR product 

(bp) 

 
H5 gene 

 
1 

 
H5-F5’ 

 
5’-AGCAAAAGCAGGGGTCTGATCTG-3’ 

 
23 

 
1-23 

 

  H5-R1 5’-GCTCCTCTTTATTGTTGGGTATG-3’ 23 543-565  
       
 2 H5-F2 5’-TGAGAAAATTCAGATCATCCCC-3’ 22 409-430  
  H5-R2 5’-CAACGGCCTCAAACTGAGTGT-3’ 21 1233-1253  
       
 3 H5-F3 5’-ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 21 914-934  
  H5-R3’ 5’-AGTAGAAACAAGGGTGTTTTTAACTAC-3’ 27 1742-1768  
       
N1 gene 1 N1-F5’ 5’-AGCAAAAGCAGGAGTTTAAAATG-3’ 23 1-23  
  N1-R1 5’-TGATAGTGTCTGTTATTATGCC-3’ 22 588-609  
       
      2 N1-F2 5’-GTTTGAGTCTGTTGCTTGGTC-3’ 21 479-499  
  N1-R3’ 5’-AGTAGAAACAAGGAGTTTTTTGAAC-3’ 25 1374-1398  

 

 276 

189  

 131 

ตารางที่ 4 Primers ที่ใชในการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวย Multiplex RT-PCR 

 565 

 845 

    855 

609 

 919 

F = Forward primers, R= Reverse primers, bp= base pair (Payungporn et al., 2004) 
 

ตารางที ่5  primers ที่ใชในการเพิม่จํานวนยนี H5 และ N1 
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                                                                                N1- 
 

 รูปที่ 5 ตําแหนงของ primers ที่ใชในการหาลําดับเบสของยีน H5 และ N1 
 
 
 

H5-F5’ H5-R1 
H5-F2 H5-R2 

H5-F3 H5-R3’ 

N1-F5’ N1-R1 

N1-F2 N1-R3’ 

H5 gene (~1.7 kb) 

 565 bp 
 845 bp 

    855 bp 

609 bp 

 919 bp 

N1 gene (~1.4 kb) 



บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

  
1.  ตัวอยางเชื้อไวรสัไขหวัดนกในการศึกษาครั้งนี ้
 1.1 การศึกษาครั้งนี้เก็บรวบรวมเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ไดจากตัวอยางน้าํไขฟกจากสัตวปกในชวง
ที่มีการระบาดในป 2004-2005 โดยการศึกษาครั้งนี้ไดศึกษาเชื้อไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง 
รายละเอียดของตัวอยางเชือ้ไวรัสไขหวัดนกประกอบดวย รหัสของตวัอยาง ชนิดของสัตวปก พืน้ทีท่ี่เก็บ
ตัวอยาง และปที่เก็บตัวอยาง แสดงไวในตารางที่ 6 
 

 ตารางที ่6  ตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจากสัตวปกระหวางป 2004-2005 จํานวน 43 ตัวอยางที่ใชใน 
 การศึกษาครั้งนี ้
 

รหัสของตัวอยาง ชนิดสัตวปก พื้นที่ที่เก็บ ปที่เก็บตัวอยาง 
    

CU-1 ไก สุพรรณบุรี 2004 
CU-2 เปด ชลบุรี 2004 
CU-3 ไก กรุงเทพฯ 2004 
CU-4 อีกา กรุงเทพฯ 2004 
CU-5 เปด ชลบุรี 2004 
CU-7 ไกเนื้อ ชลบุรี 2004 
CU-8 ไกเนื้อ ปราจีนบุรี 2004 
CU-9 ไกเนื้อ สุพรรณบุรี 2004 

CU-10 ไกเนื้อ ฉะเชิงเทรา 2004 
CU-11 ไกไข ฉะเชิงเทรา 2004 
CU-12 ไกไข นครสวรรค 2004 
CU-14 ไกไข นครปฐม 2004 
CU-15 อีกา กรุงเทพฯ 2004 
CU-16 นกยูง กรุงเทพฯ 2004 
CU-17 ไก สระบุรี 2004 
CU-18 ไกฟา กรุงเทพฯ 2004 
CU-19 นกกระจอกเทศ สมุทรปราการ 2004 
CU-21 ไก กรุงเทพฯ 2004 
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รหัสของตัวอยาง ชนิดสัตวปก พื้นที่ที่เก็บ ปที่เก็บตัวอยาง 

    
CU-23 ไกไข อยุธยา 2004 
CU-26 นกตะขาบทุง กรุงเทพฯ 2004 
CU-31 นกกระจอกเทศ สมุทรปราการ 2004 
CU-35 อีกา กรุงเทพฯ 2004 
CU-38 ไก ลพบุรี 2004 
CU-39 ไก นครสวรรค 2004 
CU-71 เปด นครปฐม 2004 
CU-74 เปด สระบุรี 2004 
CU-76 เปด ชลบุรี 2004 
CU-77 เปด ฉะเชิงเทรา 2004 
CU-89 เปด นครนายก 2004 
CU-90 เปด นครสวรรค 2004 
CU-93 เปด ปทุมธานี 2004 
CU-95 เปด ปราจีนบุรี 2004 
CU-98 เปด นครปฐม 2004 
CU-202 นกพิราบ สมุทรปราการ 2004 
CU-203 นกกระจอก พังงา 2004 
CU-209 นกเอี้ยง ระนอง 2004 
CU-130 เปดกากี สุพรรณบุรี 2005 
CU-131 เปดกากี สุพรรณบุรี 2005 
CU-160 ไก กาญจนบุรี 2005 
CU-161 นกกระทา นครปฐม 2005 
CU-162 ไก นนทบุรี 2005 
CU-258 นกกระทา ปทุมธานี 2005 
CU-259 นกกระทา ปทุมธานี 2005 

    
 

ตารางที่ 6  ตวัอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจากสัตวปกระหวางป 2004-2005 จํานวน 43 ตัวอยางที่ใช 
                  ในการศึกษาครัง้นี ้(ตอ) 
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จากตารางที่ 6 สรุปไดวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ศกึษาครั้งนี้จํานวน 43 ตัวอยาง เปนเชื้อไวรัสที่
แยกไดจากไก 18 ตัวอยาง (41.9%) เปด 13 ตัวอยาง (30.2%)  อีกา 3 ตัวอยาง (6.9%) นกกระทา 3 
ตัวอยาง (6.9%) นกกระจอกเทศ 2 ตัวอยาง (4.7%) และนกกระจอก นกเอี้ยง นกตะขาบทุง นกพิราบ 
นกยงู ไกฟา จํานวนอยางละ 1 ตัวอยาง (1% ตอตัว)  โดยตัวอยางสวนใหญแยกไดจากหลายจงัหวัดใน
ภาคกลาง ไดแก กาญจนบรีุ กรุงเทพมหานคร นนทบุรี นครปฐม นครนายก นครสวรรค ปทุมธาน ีลพบุรี 
สระบุรี สมุทรปราการ สุพรรณบุรี อยุธยา ภาคตะวันออก ไดแก ฉะเชงิเทรา ชลบุรี ปราจีนบุรี และภาคใต 
ไดแก พังงา ระนอง 

 
1.2  ผลการตรวจพิสูจนและยืนยันเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยวิธี multiplex RT-PCR ซึ่งเปนการ

ตรวจหายีน M H5 และ N1 โดยตัวอยางทีม่ีเชื้อไวรัสไขหวัดนกจะใหผลบวก (positive) ของยีน M H5 
และ N1 ที่ขนาด 276 189 และ 131 bp ตามลําดับ 

  
การศึกษาครั้งนี้พบวาตวัอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนก 43 ตัวอยางใหผลบวกตอยนี M H5 และ N1  

ตัวอยางของการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวดันกโดยวิธี multiplex RT-PCR ที่ใหผลบวกตอยนี M H5 
และ N1 แสดงไวในรูปที่ 6     

 
                                                                                                      

        
 

รูปที่ 6 รูปตัวอยางที่ใหผลบวกตอยนี M H5 และ N1  ในตัวอยางสัตวปกแตละชนิดจํานวน 8   ตัวอยาง  
ไดแก Lane 1; Duck/THA/CU-05/04, Lane 2;  Peacock/THA/CU-16/04, Lane 3; 
Phesant/THA /CU-18/04, Lane 4; Ostrich/THA /CU-19/04, Lane5; Chicken/THA /CU-
23/04, Lane 6; Crow/THA /CU-35/04, Lane7; Chicken/THA /CU-10/04, Lane 8; 
Roller/THA /CU-26/04, Lane 9; negative control, M; DNA ladder  

 
 
 

  M         1        2         3        4         5         6        7        8        9 

500 bp  

H5 189 bp 
M 276  bp 

N1 131 bp 

300 bp  
200 bp  
100 bp  

bp 
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2. ผลการหาลําดับเบสของยีน H5 และ N1  

 ในการหาลาํดับเบสของยีน H5 และ N1 ไดนําตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวดันกที่ใหผลบวกตอยนี M 
H5 และ N1 มาเพิม่จํานวนในสวนของยนี H5 และ N1 โดยใช primer ที่จําเพาะตอยีนแตละชนิด  และ
ตัวอยางของผลการใชปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรสในการเพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 ไดแสดงไวในรูปที่ 7  
และหลังจากนํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับเบส ผลการหาลําดบัเบสจะอยูในรูปกราฟ 
chromatogram และ text file และนาํลําดับเบสที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองโดยทําการยนืยนัผลของ
ลําดับเบสที่ไดจาก forward และ reverse primers เปรียบเทียบกัน  จากนัน้นําลาํดับเบสมาประกอบให
ครบทั้งยนี H5 และ N1 โดยการใชโปรแกรม Bioedit version 7.0.0 (รูปที่ 8)   

 
ในการศึกษาครั้งนี้ไดขอมูลลําดับเบสของยนี H5 และ N1 ทั้งหมด 86 เสน (จํานวน 43 

ตัวอยาง) และไดนําขอมูลลําดับเบสที่ได 64 เสน (จํานวน 32 ตัวอยาง) ไปเผยแพรในฐานขอมูล 
Genbank ซึ่งสามารถ down load ขอมูลของลําดับเบสไดตาม Genbank Accession Number โดย
ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov  ดังแสดงในตารางที่ 7  ทั้งนี้ตัวอยางอกี 22 เสน (จํานวน 11 
ตัวอยาง) ยงัไมไดทําการเผยแพรขอมูลไปยังฐานขอมลู GenBank 

 
    

                                                 
                                                                        
รูปที่ 7 รูปตัวอยางที่ใหผลบวกในการเพิม่จํานวนยนี H5 และ N1 โดยรูป A  แสดงตัวอยาง CU-23 ที่

ใหผลบวกในการเพิ่มจาํนวนยีน H5 โดยการใช primers จํานวน 3 คู คือ  Lane 1; 
H5F5’/H5R1 ขนาด 565 bp, Lane 2; H5F2/R2 ขนาด 845 bp; Lane 3; HF3/R3’ ขนาด 855 
bp, Lane 4; negative control และรูป B แสดงตัวอยาง CU-23 ที่ใหผลบวกในการเพิ่มจํานวน
ยีน N1 จาก primer จํานวน 2 คู และใหขนาด PCR product คือ Lane 5; N1F5’/R1 ขนาด 
609 bp, Lane 6; N1F2/R3’ ขนาด 919 bp, Lane 7; negative control, M; DNA ladder 

 

                      (A)                                                                                                               (B) 

             M     1        2         3        4                                           M        5        6        7         

500  
700  
900  

500  
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รูปที่ 8  ตัวอยางผลของลําดับเบสในรูปกราฟ Chromatogram (a) ซึ่งอานผลโดยโปรแกรม Chromas 

1.45 และ ผลลําดับเบสในรูป text file (b) ซึ่งเปนผลลําดับเบสที่ไดจาก forward (F) และ 
reverse (R)  primers ในแตละคู จากนัน้นาํขอมูลมาตรวจสอบความถูกตองและยืนยนัลําดับ
เบส (c)  และนําลาํดับเบสมาประกอบใหครบทั้งยนี โดยการใชโปรแกรม Bioedit  version 
7.0.0 (d)                                  

 
 

Chicken/Nakorn-Patom/Thailand/CU-K2/04
\CU-23 H5R1

CU-23 H5R2
CU-23 H5F2
CU-23 H5F3
CU-23 H5R3’

Chicken/Nakorn-Patom/Thailand/CU-K2/04
\CU-23 H5R1

CU-23 H5R2
CU-23 H5F2
CU-23 H5F3
CU-23 H5R3’

Chicken/Nakorn-Patom/Thailand/CU-K2/04
\CU-23 H5R1

CU-23 H5R2

Chicken/Nakorn-Patom/Thailand/CU-K2/04
\CU-23 H5R1

CU-23 H5R2
CU-23 H5R1
CU-23 H5R2
CU-23 H5F2
CU-23 H5F3
CU-23 H5R3’

CU-23 H5F2
CU-23 H5F3
CU-23 H5R3’

R1 
R2 
F2 

F3 
R3 

(c) 

(d) 
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ตารางที่ 7  ขนาดและหมายเลขประจําลาํดับเบส (GenBank Acession No.) ของยนี H5 และ N1 ของ
ตัวอยางจํานวน 43 ตัวอยาง 

 
Isolated ID ชนิดสัตวปก ขนาดของยีน ( bp) GenBank Accession No. 
  H5 N1 H5 N1 

CU-1 ไก 1700 1407 AAZ29946 AAZ29982 
CU-2 เปด 1653 1363 AAV48778 AAV48779 
CU-3 ไก 1712 1407 AAZ29947 AAZ29983 
CU-4 อีกา 1690 1407 AAZ29948 AAZ29984 
CU-5 เปด 1697 1398 AAZ29949 AAZ29985 
CU-7 ไกเนื้อ 1688 1366 AAZ29951 AAZ29987 
CU-8 ไกเนื้อ 1656 1378 AAZ29952 AAZ29988 
CU-9 ไกเนื้อ 1660 1377 AAZ29953 AAZ29989 

CU-10 ไกเนื้อ 1666 1377 AAZ29954 AAZ29990 
CU-11 ไกไข 1670 1385 AAZ29955 AAZ29991 
CU-12 ไกไข 1649 1377 AAZ29956 AAZ29992 
CU-14 ไกไข 1649 1381 AAZ29958 AAZ29994 
CU-15 อีกา 1710 1405 AAZ29959 AAZ29995 
CU-16 นกยูง 1712 1432 AAZ29960 AAZ29996 
CU-17 ไก 1713 1387 AAZ29961 AAZ29997 
CU-18 ไกฟา 1660 1356 AAZ29962 AAZ29998 
CU-19 นกกระจอกเทศ 1669 1383 AAZ29963 AAZ29999 
CU-21 ไก 1680 1364 AAV48780 AAV48781 
CU-23 ไกไข 1711 1342 AAV41002 AAV41003 
CU-26 นกตะขาบทุง 1652 1167 AAZ29967 AAZ30003 
CU-31 นกกระจอกเทศ 1680 1366 AAZ29970 AAZ30006 
CU-35 อีกา 1645 1400 AAZ29971 AAZ30007 
CU-38 ไก 1668 1407 AAZ29972 AAZ30008 
CU-39 ไก 1664 1407 AAZ29973 AAZ30009 
CU-71 เปด 1700 1360 AAZ29975 AAZ30011 
CU-74 เปด 1700 1373 AAZ29977 AAZ30013 
CU-76 เปด 1672 1373  N/A* N/A  
CU-77 เปด 1665 1368 N/A N/A 
CU-89 เปด 1696 1373 N/A N/A 
CU-90 เปด 1674 1381 N/A N/A 

* N/A หมายถึง Not Available เนื่องจากยังไมไดทําการเผยแพรขอมูลในฐานขอมูล GenBank 
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ตารางที่ 7  ขนาดและหมายเลขประจําลาํดับเบส (GenBank Acession No.) ของยนี H5 
                  และ N1 ของตัวอยางจาํนวน 43 ตัวอยาง 
 
Isolated ID ชนิดสัตวปก ขนาดของยีน ( bp) GenBank Accesion No. 
  H5 N1         H5        N1 

CU-93 เปด 1664 1373  N/A* N/A 
CU-95 เปด 1667 1407 N/A N/A 
CU-98 เปด 1667 1377 N/A N/A 
CU-130 เปดกากี 1711 1412 N/A N/A 
CU-131 เปดกากี 1697 1412 N/A N/A 
CU-160 ไก 1704 1347 ABC69216 ABC69218 
CU-161 นกกระทา 1704 1347 ABC69224 ABC69226 
CU-162 ไก 1704 1344 ABC69232 ABC69234 
CU-202 นกพิราบ 1712 1406 AAZ29979 AAZ30015 
CU-203 นกกระจอก 1714 1406 AAZ29980 AAZ30016 
CU-209 นกเอี้ยง 1712 1404 AAZ29981 AAZ30017 
CU-258 นกกระทา 1720 1413 N/A N/A 
CU-259 นกกระทา 1718 1414 N/A N/A 

* N/A หมายถึง Not Available เนื่องจากยังไมไดทําการเผยแพรขอมูลในฐานขอมูล GenBank 

 
3. ผลการวิเคราะหความสัมพันธของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดใน
ประเทศไทย 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดวิเคราะหความสัมพนัธของยีน H5 และ N1 โดยวิธี cluster analysis และ
แสดงผลการวเิคราะหความสัมพันธในรูปแบบของ phylogenetic tree ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกได
จากการระบาดในป 2004-2005 ผลการศึกษาครั้งนี้พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกทั้งหมดจัดอยูในกลุม
เดียวกนั และยังจัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไวรัสที่เคยระบาดในประเทศไทยเมื่อตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)  และกลางป 2004  (A/Chicken/Thailand/CU-
23/04) (รูปที่ 9) 
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นอกจากนี้ผลการวิเคราะหหาความสัมพนัธของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกไดในการศึกษาครั้งนี้กบั

เชื้อไวรัสไขหวดันกทีม่ีรายงานในประเทศตางๆ พบวา เชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่พบจากการศึกษาครั้งนีจ้ัดอยู
ในกลุมเดียวกบัเชื้อไวรัสที่พบในประเทศเวียดนามชวงป 2004-2005 แตแยกกลุมออกจากเชื้อไวรัสที่พบ
ในประเทศอนิโดนีเซีย ป 2004-2005 ประเทศในแถบทวปียุโรปป 2005 และประเทศจีนทางตอนใตในป 
1996-1997 ดังนัน้จึงอาจสรปุไดวาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก
ในการศึกษาครั้งนี้สามารถแยกเชื้อไวรัสไดออกเปน 4 กลุม คือ เชือ้ไวรัสในกลุมของประเทศไทยและ
เวียดนาม เชือ้ไวรัสในกลุมอินโดนีเซยี เชือ้ไวรัสในกลุมประเทศทางยโุรป  และเชื้อไวรัสในกลุมประเทศ
จีนตอนใต ดังแสดงในรูปที่ 10 และ 11  

 
อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้เชื้อไวรัสไขหวัดนกทีน่ํามาศึกษาทั้งหมดเปนเชื้อไวรัสไขหวัดนกสาย

พันธุ H5N1 กลุม genotype Z และเปน genotype เดียวกันกับเชื้อทีพ่บในหลายประเทศในเอเชยี เชน 
ประเทศจีน เวยีดนาม อินโดนีเซีย ฮองกง รวมทัง้เชื้อทีพ่บในยุโรปและแอฟริกา     
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รูปที่ 9 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน H5 (a) และ N1 (b) ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษาครั้งนี้กับเช้ือไวรัสไขหวัดนกที่
เคยมีรายงานในประเทศไทยชวงตนป 2004 (Chicken/Nakon-Pathom/Thailand/CU-K2/04) ในรูปแบบ phylogenetic tree ของยีน H5 
และ N1 โดยวิเคราะห nucleotide ของยีน H5 ต้ังแตตําแหนงที่ 49-1580 bp และ nucleotide ของยีน N1 ต้ังแต 1-1359 bp ผลการ
วิเคราะห bootstrap analysis แสดงเปนตัวเลขบนแตละ branches และความยาวของเสนแนวขวาง (horizontal lines) เปนคาสัดสวน
ความแตกตางของจํานวนนิวคลีโอไทด  และในแตละ branches แทนดวยช่ือของตัวอยางที่ใชในการศึกษา  

   

  THAI  
2004-05 
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รูปที่ 10 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน H5 ระหวางเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษากับเช้ือไวรัสไขหวัดนกที่
เคยมีรายงานในทวีปเอเชีย และยุโรปในป 2004-2005  ในรูปแบบ phylogenic tree 
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รูปที่ 11 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน N1 ระหวางเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษากับเช้ือไวรัสไขหวัดนกที่
เคยมีรายงานในทวีปเอเชีย และยุโรปในป 2004-2005  ในรูปแบบ phylogenic tree 
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4.  ผลการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินบนยีน H5 และ N1 
ขอมูลลําดับเบสของยีน H5 และ N1 สามารถนาํมาวิเคราะหเปอรเซน็ตความคลาย (identity)

ของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน  รวมทัง้การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของแตละ
ยีน  การวิเคราะหขอมูลคร้ังนี้ไดเปรียบเทยีบลําดับเบสและกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสจํานวน 43 ตัวอยาง
รวมกับขอมูลที่เคยมีรายงานในประเทศตางๆ  ดวยโปรแกรม Mega 3.1 
  

4.1 ผลการวเิคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน H5 
และ N1  

  วเิคราะหเปอรเซ็นตความคลายของยนี H5 และ N1  ในรูปแบบเปอรเซ็นต similarity    ใน
ตัวแทนเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจากพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร  ในเดือนกมุภาพันธ มีนาคม และ
สิงหาคม 2004 จํานวน 7 ตัวอยาง เปรียบเทยีบกับเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดในชวงตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)      ผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตความคลายของ
นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน H5 ในเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดมีคามากกวา 99 % และเปอรเซ็นต
ความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน N1  มีคาประมาณ 97-99 %  ดังแสดงตารางที ่8  

 
นอกจากนีก้ารศึกษาครั้งนี้ไดวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของยนี H5 และ N1 ในตัวอยางเชื้อ

ไขหวัดนกที่แยกไดจากไก จํานวน 8 ตัวอยางเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดในชวงตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)  พบวาเปอรเซน็ตความคลายของนวิคลีโอไทดและ
กรดอะมิโนของยนี H5 ในเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดมีคามากกวา 99 % สวนเปอรเซ็นตความคลายของนิ
วคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน N1  มีคาประมาณ 96-97 % (ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 8 แสดงเปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 ในตัวอยางเชื้อไขหวดันกจํานวน 7 ตัวอยาง 
              เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนกแยกไดในชวงตนป 2004 (A/Chicken/Nakorn-

Pathom/Thailand/CU-K2/04) 
 
เชื้อไวรัสที่แยกได ความยาวของสายนิวคลีโอไทด (bp) ชวงเวลา 

(เดือน) 
% nucleotide identity 

(amino acid) 
 H5 N1  H5 N1 
 
Chicken/THA/CU-03/04 

 
49-1578 

 
1-1359 

 
กุมภาพันธ 

 
99.9(99.8) 

 
98.0(97.9) 

Crow/THA/CU-04/04 49-1578 1-1359 กุมภาพันธ 99.9(99.8) 98.0(97.9) 
Crow/THA/CU-15/04 49-1578 1-1359 กุมภาพันธ 99.6(99.4) 97.9(97.6) 
Peacock/THA/CU-16/04 49-1578 1-1359 กุมภาพันธ 99.6(99.4) 97.9(97.6) 
Phesant/THA/CU-18/04 49-1578 1-1356 กุมภาพันธ 99.6(99.2) 97.7(97.4) 
Chicken/THA/CU-21/04 49-1578         16-1359 มีนาคม 99.9(99.8) 99.2(99.0) 
Crow/THA/CU-35/04 49-1578 1-1359 สิงหาคม 99.7(99.6) 97.8(97.2) 
      

 
ตารางที่ 9 แสดงเปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 ในตวัอยางเชื้อไขหวดันกในไก             
เปรียบเทยีบกบัเชื้อไขหวัดนกแยกไดในชวงตนป 2004 (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-
K2/04) 

 
เชื้อไวรัสที่แยกได ความยาวของสายนิวคลีโอไทด (bp) ชวงเวลา 

(เดือน) 
% nucleotide identity 

(amino acid) 
 H5 N1  H5 N1 
 
 
Chicken/THA/CU-01/04 

 
49-1578 

 
1-1359 

 
มกราคม 

 
99.7(99.6) 

 
98.0(97.9) 

 
Chicken/THA/CU-03/04 49-1578 1-1359 กุมภาพันธ 99.9(99.8) 98.0(97.9) 
 
Chicken/THA/CU-10/04 49-1578 1-1359 กุมภาพันธ 99.8(99.6) 97.8(97.6) 
 
Chicken/THA/CU-21/04 49-1578 16-1359 มีนาคม 99.9(99.8) 99.2(99.0) 
 
Chicken/THA/CU-23/04 49-1578 16-1356 กรกฎาคม 99.9(99.8) 98.6(98.3) 
 
Chicken/THA/CU-39/04 49-1578          1-1359 กันยายน      99.9 (99.8) 98.0(97.9) 
 
Chicken/THA/CU-160/05 49-1578 1-1359 ตุลาคม 99.6(99.2) 97.1(96.0) 
 
Chicken/THA/CU-162/05 49-1578 1-1359 - 99.5(99.0) 97.3(96.3) 
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4.2 ผลการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินบนยีน H5   

HA cleavage site 
การเรียงตวัของกรดอะมิโนทีบ่ริเวณ HA cleavage site สามารถใชบงบอกถงึความรุนแรงใน

การกอโรคของเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยพบวาเชื้อไวรัสที่กอโรคที่มีความรุนแรงต่ําจะมลัีกษณะของกรดอะ
มิโนบริเวณ HA cleavage site แบบ single basic amino acid แตในเชื้อไวรัสที่กอใหเกิดโรคที่มีความ
รุนแรงสูงจะมกีารเรียงตวัแบบ multiple basic amino acids (Wilschut and McElhaney, 2005) 

 
ผลการศึกษาครั้งนี้พบวาเชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดมกีารเรียงตวัของกรดอะมิโนบน cleavage 

site แบบ multiple basic amino acid ซึ่งเปนลักษณะของเชื้อไวรัสไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรง  และยัง
สามารถแบงการเรียงตัวของกรดอะมิโนออกไดเปน 3 แบบ คือ RRRKKR, RKRKKR, KRRKRR ดัง
แสดงในตารางที ่10  และรูปที่ 12 ซึ่งแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมโินที่บริเวณตําแหนงที ่320-330 บน
ยีน HA (HA cleavage site)  

 
การเรียงตวัแบบ RRRKKR พบไดในสตัวปกหลายชนิด โดยเฉพาะในไก (n=13) เปด (n=12)  

นอกจากนีย้ังพบไดในอีกา (n=2) นกกระจอกเทศ(n=2) นกตะขาบทุง (n=1) นกเอีย้ง (n=1) นกกระจอก 
(n=1)  นกพริาบ (n=1)  สวนการเรียงตัวแบบ RKRKKR พบในนกยูง  อีกา ไก ไกฟา (ชนดิละ 1 
ตัวอยาง) และการเรียงตวัในลักษณะ KRRKRR พบไดในนกกระทา (n=3) เปด (n=1)  และไก (n=2) 

 
อยางไรก็ตามจะพบวาการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน HA cleavage site แบบ RRRKKR 

สามารถพบไดในเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่รายงานในประเทศจีนป 1996-1997 ประเทศเวียดนาม 
อินโดนีเซยีในป 2004-2005 และประเทศในแถบยุโรปในป 2005 ยกเวนเชื้อไวรัสที่แยกจากประเทศ  
เบลเยี่ยม(A/crested_eagle/Belgium/01/2004) จะเปนการเรียงตวัแบบ KRRKRR (รูปที่ 12) 

 
Receptor binding site  
เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ กอใหเกิดโรคในสัตวหลายชนิด แตมีรายงานลักษณะของกรดอะมิโน

บน receptor binding site ที่แตกตางกนั ทําใหเกดิความจําเพาะตอการจับบน oligosaccharide 
receptor ที่อยูบนผวิเซลลของ host  พบวาเชื้ออินฟลเูอนซาที่กอโรคในสัตวปกจะพบกรดอะมโินชนิด 
glutamine (Q) และ glycine (G) ที่ตําแหนง 222 และ 224 บนยนี HA (Q226 และ G228 ของระบบ 
H3 numbering) (Vines et al., 1998 )   
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จากตัวอยางทัง้หมดที่ใชในการศึกษาครั้งนีไ้มพบการเปลีย่นแปลงของลักษณะกรดอะมิโนที่
ตําแหนง 222 และ 224 (Q222-G224) ดังตารางสรุปที ่8 และเมื่อวเิคราะหรวมกับตัวอยางเชื้อไวรัสจาก
ประเทศตางๆ คือ จีน เวียดนาม อินโดนีเซีย ประเทศแถบยุโรป พบวาเชื้อไวรัสยังมีลักษณะของ    
กรดอะมิโนแบบ Q222 และ G224 เชนเดียวกนั ซึ่งเปนลักษณะที่สาํคัญของ receptor binding site 
ของเชื้อไวรัสทีก่อโรคในสัตวปก (รูปที่ 13) 

 
N-link glycosylation site 
ตําแหนงของ glycosylation site บนยีน HA ประกอบดวยสายของคารโบไฮเดรตเชื่อมตอดวย

พันธะ N-glycosidic linkage (Lamb and Choppin,1983)   และ glycosylation site  จะเกี่ยวของกับ
ความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Hulse et al., 2004) โดยเฉพาะ glycosylation site ที่บริเวณใกลเคียงกับ 
receptor binding site เชน ตําแหนง glycosylation site ที่ 154-156 

  
เชื้อไวรัสไขหวดันกที่รายงานในประเทศจนีชวงป 1996-1997 ประเทศในแถบยุโรปป 2004-

2005 และเชื้อไวรัสบางตัวในประเทศอินโดนีเซยี (Quail/Tasikmalaya/BPPV4/04) ไมพบ 
glycosylation site ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 154-156  อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนีพ้บ glycosylation 
site  แบบ NST ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 154-156 ในทกุตัวอยางของเชื้อไวรัสไขหวดันก (แสดงดังตาราง
สรุปที่ 10 และรูปที่ 14)  
 

4.3 ผลการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินบนยีน N1  
NA stalk region  
โปรตีน NA มีรูปรางแบบ mushrooms ซึ่งประกอบดวยสวน head และ stalk region (Lamb 

and Choppin,1983) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk region ของยีน NA สงผลให
ไวรัสมีการปรบัตัวในสิ่งแวดลอมใหมและมีคุณสมบัติทีท่ําใหไวรัสชนดินี้สามารถตดิตอไปยังสิ่งมชีีวิต
ชนิดตางๆได (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005) 

  
จากการศึกษาครั้งนี้พบการลดจํานวนของกรดอะมิโนจํานวน 20 ตัว ที่ตาํแหนง 49-68 ของ NA 

stalk region ในทุกตวัอยางที่ทาํการศึกษา (ตารางสรุปที1่1)  และวิเคราะหเปรียบเทียบกับตัวอยางเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกในตางประเทศตั้งแตป 2004 เปนตนมา พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ใชในการศึกษาครั้งนี้
ตางไปจากเชือ้ไวรัสไขหวัดนกจากจนีในป 1996-1997 (Gs/Gd/96 lineage) ซึ่งไมพบการลดจาํนวนของ
กรดอะมิโนทีบ่ริเวณ NA stalk region  (รูปที่ 15) 
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NA active site     
NA active site เปนตําแหนงที่อยูบนสวน head ของโปรตีน NA ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ 

กรดอะมิโนบน NA active site มีผลทําใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาที่ใชในการยับยัง้การทํางานของเอนไซม
นิวรามินิเดส (Moscona, 2005)  ในการศกึษาครั้งนี้ไดวเิคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน NA 
active site ทีม่ีผลตอการดื้อยา oseltamevir ซึง่จากผลการศึกษายังไมพบการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิ
โนที่ตาํแหนง 119, 293, 295, 275  ในตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง (ตารางสรุปที่ 11) 
เชนเดียวกับเชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดในจีนตอนใต (Gs/Gd/96 lineage)  อินโดนเีซีย เวียดนาม และ
ยุโรปป       2004-2005  ซึง่ไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณ NA active site (รูปที่ 16, 17 
และ 18 ) 
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ตารางที ่10 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี H5  

เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ ของยีน H5* 
 Cleavage site Receptor binding site N-link glycosylation site 
  222 224 154-156   
A/Goose/Guangdong/1/96 TPQRERRRKKR Q G - (NSA) 
A/Goose/Guangdong/3/97 TPQRERRRKKR Q G - (NSA) 
A/crested_eagle/Belgium/01/2004 SPQREKRRKKR Q G NST  
A/chicken/Kurgan/05/2005 SPQGERRRKKR Q G - (DNA) 
A/duck/Kurgan/08/2005 SPQGERRRKKR Q G - (DNA) 
A/duck/Novosibirsk/56/2005 SPQGERRRKKR Q G - (NNA) 
A/goose/Novosibirsk/4/2005 SPQRERRRKKR Q G - (NNA) 
Quail/Tasikmalaya/BPPV4/04 SPQRERRRKKR Q G - (NSA) 
Quail/Boyolali/BPPV4/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Ck/Kupang-1-NTT/BPPV6/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Dk/Indonesia/MS/04 SPQRERRRKKR Q G - (NSA) 
Duck/Parepare/BBVM/05 SPQRERRRKKR Q G NST  
Ck/Dairi/BPPVI/05 SPQRERRRKKR Q G NST  
A/Ck/Salatiga/BBVet-I/05 SPQRERRRKKR Q G NSS  
Ck/Viet_Nam/33/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Ck/Viet_Nam/35/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Ck/Viet_Nam/TG-023/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/Vietnam/376/05 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/Vietnam/543/05 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/Vietnam/393/05 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/Vietnam/48/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/Vietnam/S654/05 SPQRERRRKKR Q G NST  
Ck/Nakorn-Patom/THA/CU-K2/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Peacock/THA/CU-16/04 SPQRERKRKKR** Q G NST  
Crow/THA/CU-4/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Crow/THA/CU-15/04 SPQRERKRKKR** Q G NST  
Phesant/THA/CU-18/04 SPQRERKRKKR** Q G NST  
Ostrich/THA/CU-19/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Roller/THA/CU-26/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Ostrich/THA/CU-31/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Crow/THA/CU-35/04 SPQRERRRKKR Q G NST   
Pigeon/THA/CU-202/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Sparrow/THA/CU-203/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Mynas/THA/CU-209/04 SPQRERRRKKR Q G NST  

* ชื่อเต็มของกรดอะมิโนแตละชนิดสามารถดูไดที่ภาคผนวก 



 42

ตารางที ่10 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี H5 (ตอ) 

เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ ของยีน H5* 
  Cleavage site Receptor binding site N-link glycosylation site 
  222 224 154-156   
Chicken/THA/CU-23/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-21/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-01/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-03/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-07/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-08/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-09/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-10/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-11/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-12/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-14/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-17/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-38/04 SPQRERKRKKR Q G NST  
Chicken/THA/CU-39/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-02/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-05/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-71/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-74/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-76/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-77/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-89/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-90/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-93/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-95/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Duck/THA/CU-98/04 SPQRERRRKKR Q G NST  
Quail/THA/CU-258/05 SPQREKRRKKR*** Q G NST  
Quail/THA/CU-259/05 SPQREKRRKKR*** Q G NST  
Duck/THA/CU-130/05 SPQREKRRKKR*** Q G NST  
Duck/THA/CU-131/05 SPQRERRRKKR Q G NST  
Ck/THA/CU-160/05 SPQREKRRKKR*** Q G NST  
Quail/THA/CU-161/05 SPQREKRRKKR*** Q G NST  
Ck/THA/CU-162/05 SPQREKRRKKR*** Q G NST   

 * ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดที่ภาคผนวก 
  
 

   การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ RRRKKR พบจํานวน 33 ตัวอยาง 
**การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ RKRKKR พบจํานวน 4 ตัวอยาง 
***การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ RRRKKR พบจํานวน 6 ตัวอยาง 
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ตารางที่ 11 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี N1 
เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ ของยีน N1* 

  NA stalk region                     ตําแหนงกรดอะมิโนบน NA active site 

   119 293 295 275 

      
A/Goose/Guangdong/1/96 No deletion E R N H 
A/Goose/Guangdong/1/97 No deletion E R N H 
A/crested_eagle/Belgium/01/2004 20-aa deletion E R N H 
A/chicken/Kurgan/05/2005 20-aa deletion E R N H 
A/duck/Kurgan/08/2005 20-aa deletion E R N H 
A/duck/Novosibirsk/56/2005 20-aa deletion E R N H 
A/goose/Novosibirsk/4/2005 20-aa deletion E R N H 
Quail/Tasikmalaya/BPPV4/04 20-aa deletion E R N H 
Quail/Boyolali/BPPV4/04 20-aa deletion E R N H 
Ck/Kupang-1-NTT/BPPV6/04 20-aa deletion E R N H 
Dk/Indonesia/MS/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/Parepare/BBVM/05 20-aa deletion E R N H 
Ck/Dairi/BPPVI/05 20-aa deletion E R N H 
A/Ck/Salatiga/BBVet-I/05 20-aa deletion E R N H 
Ck/Viet_Nam/33/04 20-aa deletion E R N H 
Ck/Viet_Nam/35/04 20-aa deletion E R N H 
Ck/Viet_Nam/TG-023/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/Vietnam/376/05 20-aa deletion E R N H 
Duck/Vietnam/543/05 20-aa deletion E R N H 
Chicken/Vietnam/393/05 20-aa deletion E R N H 
Duck/Vietnam/48/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/Vietnam/S654/05 20-aa deletion E R N H 
Ck/Nakorn-Patom/THA/CU-K2/04 20-aa deletion E R N H 
Crow/THA/CU-4/04 20-aa deletion E R N H 
Crow/THA/CU-15/04 20-aa deletion E R N H 
Peacock/THA/CU-16/04 20-aa deletion E R N H 
Phesant/THA/CU-18/04 20-aa deletion E R N H 
Ostrich/THA/CU-19/04 20-aa deletion E R N H 
Roller/THA/CU-26/04 20-aa deletion E R N H 
Ostrich/THA/CU-31/04 20-aa deletion E R N H 
Crow/THA/CU-35/04 20-aa deletion E R N H 

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดที่ภาคผนวก 
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ตารางที่ 11 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี N1 (ตอ) 
เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ ของยีน N1* 

  NA stalk region                     ตําแหนงกรดอะมิโนบน NA active site 
   119 293 295 275 
      
Pigeon/THA/CU-202/04 20-aa deletion E R N H 
Sparrow/THA/CU-203/04 20-aa deletion E R N H 
Mynas/THA/CU-209/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-23/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-21/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-01/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-03/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-07/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-08/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-09/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-10/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-11/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-12/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-14/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-17/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-38/04 20-aa deletion E R N H 
Chicken/THA/CU-39/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-02/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-05/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-71/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-74/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-76/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-77/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-89/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-90/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-93/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-95/04 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-98/04 20-aa deletion E R N H 
Quail/THA/CU-258/05 20-aa deletion E R N H 
Quail/THA/CU-259/05 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-130/05 20-aa deletion E R N H 
Duck/THA/CU-131/05 20-aa deletion E R N H 
Ck/THA/CU-160/05 20-aa deletion E R N H 
Quail/THA/CU-161/05 20-aa deletion E R N H 
Ck/THA/CU-162/05 20-aa deletion E R N H 

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดที่ภาคผนวก 



 45

 
   
 
             
 
 
 
               
                
 
 
 
 
 
                   
 
 
 
 
 
 
 
 
               
 
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

รูปที่ 12 ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโน (amino acid alignment) บริเวณ  HA clevage site 
  ที่ตําแหนง 320-330 

       222* 224* 

320*           330* 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที3่20 -330 
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รูปที่ 13 ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนบริเวณ  receptor binding site ที่ตําแหนง Q222-G224 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่222 และ 224 

222* 224* 
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รูปที่ 14 ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนบริเวณ N-link glycosylation site ที่ตําแหนง 154-156 (N-T) 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่154 -  156 

                      154* 156* 
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รูปที่ 15  ผลการเปรียบเทยีบบริเวณ stalk region ที่ตาํแหนง 49-68  
 
 
                  

 
 

 

49*                          68* 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่49 - 68 
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รูปที่ 16  ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ที่ตําแหนงที่ 119  (E to V)  
 

E119* 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่E 119 
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 R293* N295* 

รูปที่ 17 ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ที่ตําแหนง 293 (R to K)  
และ 295 (N to S)  

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่R293 และ N295 
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รูปที่ 18  ผลแสดงการปรียบเทียบกรดอะมโินบริเวณ NA active site ทีต่ําแหนง 275 (H to Y)  
H275* 
 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่H275 



บทที่ 5 
อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

 
อภิปรายผลการทดลอง 
 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลกัษณะทางพนัธุศาสตรของยนี H5 และ N1 ของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนก ที่พบในประเทศไทยในชวงป 2004-2005 โดยธรรมชาติแลวเชื้อไวรัสไขหวัดนกเปน RNA 
virus ซึ่งสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดอยางรวดเร็ว ดังนัน้การศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อ
ไวรัสชนิดนี้จงึเปนสิ่งที่สําคญั เพื่อทีจ่ะไดขอมูลความสมัพันธทางพนัธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ
ไวรัส ซึ่งจะเปนประโยชนในการเฝาระวงัการเปลี่ยนแปลงและการกลายพนัธุของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกใน
อนาคต การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปผลการทดลองแบงออกเปน 
  

- ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของยีน H5 และ N1  
- การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆของยนี H5 และ N1 
 

1. ความสัมพนัธทางพนัธุกรรมของยีน H5 และ N1  
 ความสัมพันธลักษณะทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกจํานวน 43 ตัวอยางในการศึกษา
คร้ังนี้ ซึง่เปนเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากสัตวปกในประเทศไทยในชวงป 2004-2005 พบวาเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกที่ศกึษามีลักษณะทางพันธกุรรมที่ใกลเคียงกนั โดยจัดอยูในกลุมเดยีวกนั และใกลเคยีงกับเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกที่เปนตัวแทนของเชื้อในประเทศไทยในรอบการระบาดครั้งที่ 1 (A/Chicken/Nakorn-
Pathom/Thailand/CU-K2/04) และครั้งที่ 2 (Chicken/Thailand/CU-23/04)  ดังนัน้จึงอาจกลาวไดวา
เชื้อไวรัสไขหวดันกทีท่าํใหเกดิการระบาดของโรคไขหวัดนกในประเทศไทยเปนเชื้อทีม่ีลักษณะทาง
พันธกุรรมใกลเคียงกนัและทาํใหเกิดการระบาดของโรคซ้ําซากในประเทศไทย และเมื่อหาความสมัพันธ
ทางพนัธุกรรมระหวางเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกไดในประเทศไทยกับเชือ้ที่แยกไดในประเทศตางๆ พบวา 
เชื้อไวรัสไขหวดันกในประเทศไทยจัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อที่พบในประเทศเวียดนาม ในป 2004-2005 
ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Viseshakul และคณะ (2004) ทีท่ําการแยกเชื้อไวรัสไขหวัดนก 
A/Chicken/Nakon-Pathom/Thailand/CU-K2/04 และพบวาจัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อที่แยกไดจาก
เวียดนามเชนเดียวกนั (Thailand and Vietnam lineage) แตจัดอยูคนละกลุมกับเชื้อที่พบในประเทศ
อินโดนีเซยี  จนี และประเทศแถบทวีปยุโรป ในชวงป 2004-2005   
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นอกจากนีก้ารศึกษาครั้งนี้ยงัสอดคลองกับรายงานของ Chen และ คณะ (2006)  ที่หา
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ระบาดในประเทศแถบเอเชียในชวงป 2004-2005 
พบวา เชื้อที่แยกไดจากประเทศไทย เวียดนาม มาเลเซยี จัดอยูในกลุมเดียวกนั (VTM lineage) แตจัด
อยูคนละกลุมกับเชื้อทีพ่บในประเทศอนิโดนีเซีย (IND lineage) และสอดคลองกับรายงานของ Smith 
และคณะ (2006) ที่พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนก ป 2003-2005 ที่แยกจากประเทศเวยีดนามตอนเหนือจัด 
อยูในกลุมเดียวกับเชื้อจากประเทศไทยและแยกกลุมออกจากอนิโดนีเซีย  

 
นอกจากนี้ผลการศึกษาครั้งนี้ยงัสามารถแสดงไดวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดในประเทศไทย 

มีวิวัฒนาการมาจากเชื้อไวรัส Gs/Gd/96-lineage ซึ่งเปนเชื้อทีพ่บในประเทศจนีตอนใตในป 1996 (Li 
et al., 2004) และเปนไวรัสตนกําเนิดของการระบาดที่พบในป 1997 ที่ประเทศฮองกง (Xu et al., 1999) 
รวมทัง้เชื้อที่แยกไดในประเทศไทยยงัจัดอยูในกลุมเชื้อไวรัสสายพนัธุ H5N1 genotype Z เชนเดียวกับ 
เชื้อที่แยกไดในประเทศเวียดนาม อินโดนเีซีย ฮองกง และบางมณฑลของจีน ซึ่งเปน genotype ที่เร่ิมพบ
ตั้งแตการระบาดในป 2002 (Chen et al., 2006; Li et al., 2004)   
 
2. การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆของยนี H5 และ N1 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาเปอรเซ็นตความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยนี H5 
ของเชื้อไขหวดันกที่แยกไดจากสัตวปกในเขตกรุงเทพมหานครมีคามากกวา 99 % และเปอรเซ็นตความ
คลายของยนี N1 ของเชื้อไขหวัดนกมีคาประมาณ 97-99 % และเมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นความคลาย
ของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดนกในแตละตัวอยาง ซึ่งไดทาํการเก็บมาจากการระบาด
ในเดือนกมุภาพันธ – สิงหาคม 2004 พบวาเปอรเซน็ตความคลายของยีน H5 และ N1 มีคามากกวา 99 
% และมากกวา 97 % ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาเชือ้ไขหวัดนกทีแ่ยกไดในจากพื้นที่ใน
เขตกรุงเทพมหานครในการศึกษาครั้งนี้มคีวามใกลเคยีงกับเชื้อไขหวดันกที่แยกไดในชวงตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) และเมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางเชื้อไขหวัดนก
ในแตละตัวอยางพบวาเชื้อไวรัสยังคงมีความใกลเคียงทางพันธุกรรมเชนเดียวกนั  

 
นอกจากนีก้ารศึกษาครั้งนี้พบวาเปอรเซน็ตความคลายของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยนี 

H5 ของเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจากไกในพืน้ที่ตางๆในชวงป 2004 - 2005 มีคามากกวา 99%  และเมื่อ
หาเปอรเซน็ตความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน N1 มีคาประมาณ 96-97 % ซึง่มี
ความใกลเคยีงกับเชื้อไขหวดันกที่แยกไดในชวงตนป2004 (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-
K2/04) 
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ทั้งนี้การศึกษาครั้งนี้ไดทาํการหาเปอรเซ็นตความคลายของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจาก
พื้นที่ในกรุงเทพมหานครเทานั้น ในสวนของจังหวัดอืน่ๆ นั้นอาจจะตองทาํการเก็บตัวอยางใหมีจาํนวน
มากขึ้น และเก็บตัวอยางซ้าํในพืน้ทีน่ั้น เพื่อใหมีจาํนวนตัวอยางเพียงพอและสามารถดูการเปลีย่นแปลง
ของเชื้อไขหวดันกไดชัดเจนมากขึ้น  

 
 จากการศึกษาครั้งนีพ้บวาบริเวณ HA clevage site ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกจํานวน 43 

ตัวอยางมีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acids แตมีความหลากหลาย
ของการเรียงตัวของกรดอะมโินชนิด Arginine (R) และ Lysine (K) ทีต่ําแหนงที ่ 320-330 ซึ่งสามารถ
แบงออกได 3 แบบ คือ  RRRKKR/G,  RKRKKR/G, KRRKRR/G 

  
ขอมูลที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับรายงานการแยกเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ไดจาก

ประเทศตางๆ ที่มีรายงานการระบาดตั้งแตป 1997-2005  ซึ่งจะพบลกัษณะของ multiple basic amino 
acids เรียงตัวแบบ RRRKKR/G เปนสวนใหญ เชนเชือ้ไวรัสที่แยกไดในฮองกง (Claas et al., 1998),
เวียดนาม อินโดนีเซีย (Smith et al., 2006), จีน (Zhou et al.,2006) และสามารถพบความหลากหลาย
ของการเรียงตัวของกรดอะมโินได โดยอาจจะเปนการเพิ่มหรือขาดหายไปของกรดอะมิโน R หรือ K ใน
บางตําแหนงบน HA cleavage site เชน เชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศเกาหลีใต พบการเรียงตัว
แบบ KRKK-R/G (Lee et al., 2005)  ถึงแมวาจะพบการหายไปของกรดอะมิโน 1 ตัว แตเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกก็ยงัคงเปนชนิดทีก่อโรครุนแรงไดเชนกนั (Muramoto et al., 2006)   
 

บริเวณ HA cleavage site เปนตําแหนงที่เกี่ยวของกบัความรุนแรงของการติดเชือ้ไวรัส  โดย
พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกชนิดที่มกีารเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบเบสจํานวนมาก (multiple basic 
amino acid) ไดใชเปนลักษณะที่ใชในการนิยามเชื้อไวรัสไขหวัดนกชนิดที่กอโรครุนแรง (Highly 
Pathogenic Avian influenza (HPAI))  (Claas et al., 1998; Steinhauer, 1999) 
 

Receptor binding site เปนตําแหนงของกรดอะมิโนบนยีน HA ที่เกีย่วของกับคุณสมบัติในการ
เกาะจับบนเซลลโฮสตของเชื้อไวรัสไขหวัดนก มีรายงานถงึความแตกตางของกรดอะมิโนบน receptor 
binding site ซึ่งเกี่ยวของกับความจําเพาะในการกอโรคของเชื้อไวรัสในโฮสตชนิดตางๆ  โดยมีรายงาน
วาการพบกรดอะมิโน Glutamine ที่ตําแหนง 222 และ Glycine ที่ตําแหนง 224 (Q222-G224) จะเปน
ลักษณะของเชื้อไวรัสที่กอโรคในสัตวปก และสามารถเขาจับกับ receptor ชนิด  α2-3  linked sialic 
acid ซึ่งเปน receptor ที่พบในสัตวปก แตเชื้อไวรัสที่กอโรคในคนจะพบกรดอะมโิน leucine (L)  ที่
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ตําแหนง 222 (226 in H3 numbering)  และจะจับกับ receptor ชนิด α2-6  linked sialic acid (Ha et 
al., 2001; Gambaryan et al., 2006)  
  

การศึกษาครั้งนี้สอดคลองกบัรายงานของ Ha และคณะ (2001) ซึ่งแสดงการพบลักษณะ
กรดอะมิโน Glutamine และ Glycine (Q222-G224) ที่ตําแหนง 222 และ 224 ตามลําดับ ในเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกทุกตัวอยาง นอกจากนี้มีรายงานในรอบ 10 ปที่ผานมา เชน รายงานการเกิดโรคไขหวัดนกใน
ประเทศฮองกงป 1997 พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่แยกไดจากคนนัน้มีลักษณะของ receptor 
binding site ที่จําเพาะกับ receptor binding site ในสตัวปก (Claas et al., 1998)  และสอดคลองกับ
รายงานผูปวยในประเทศไทยซึ่งพบลักษณะ receptor binding site ที่พบไดในสัตวปกเชนเดียวกนั 
(Puthavathana et al., 2005) ดังนัน้จึงเห็นไดวาเชื้อไวรัสที่มี receptor binding site ที่จับกับ receptor  
ชนิด α2-3  linked sialic acid ซึ่งเหมาะสมกับสัตวปก สามารถเพิม่จํานวนและทาํใหเกิดโรคในคนได   
  

N-link glycosylation site เปนตําแหนงทีพ่บการเรียงตัวของกรดอะมิโน Asparagine –X-
Threonine/Serine (N-X-T/S) (Robert et al., 1993)  ในรายงานของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในประเทศ
ฮองกงและประเทศไทย พบ glycosylation site ที่ตําแหนง 154-156  (Claas et al.,1998; Amonsin et 
al., 2006) ทั้งนี้การพบ glycosylation site ที่ตาํแหนง 154-156 (NST) ซึ่งเปนบริเวณที่ใกลกับ 
receptor binding site และ antigenic site บนโปรตนี HA  อาจมผีลตอการจับบน receptor และอาจ
ชวยทําใหเชื้อไวรัสสามารถหลบเลี่ยงระบบภูมิคุมกันของ host (Li et al., 2004)    
 

การศึกษาครั้งนี้พบ glycosylaiton site ทั้งหมด 7 ตําแหนงบนโปรตนี HA1  และพบการเพิ่ม
ของ glycosylation site ที่ตาํแหนง 154-156  สอดคลองกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากคนและเสือ
ในประเทศไทย (Puthavathana et al., 2005; Amonsin et al., 2006) รวมทั้งเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยก
ไดจากประเทศเวียดนามในชวงป 2004-2005  ซึ่งพบการเพิม่ glycosylation site ที่บริเวณ 154-156    
1 ตําแหนง และอาจมีผลตอความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Matrosovich et al., 1999)  อยางไรก็ตามไมพบ 
glycosylation site ที่ตําแหนงนี้ในเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกจากประเทศจีนในป 1996 และ 1997  

 
NA stalk region เปนบริเวณกรดอะมิโนบน stalk ของโปรตีน NA และเกี่ยวของกับโครงสราง

ของ NA stalk (Castrucci and Kawaoka, 1993) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk 
region ของยนี NA เกี่ยวของกับการปรบัตัวหรือววิัฒนาการของเชือ้ไขหวัดนกในการติดเชื้อจากนกน้ํา 
นกปามายังสตัวปกชนิดเลีย้งไว เชน ไก เปด (Wan et al., 2005)  รายงานการศึกษา NA stalk region 
ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกพบวาเชื้อที่แยกไดจากประเทศจนีในป 1996 นัน้ยังไมมีการเปลี่ยนแปลงของ
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กรดอะมิโนทีบ่ริเวณ stalk region แตเร่ิมพบการเปลีย่นแปลงโดยมีลักษณะการลดจํานวนของกรดอะมิ
โนจํานวน 19 ตัว (19-amino acid deletion) จากเชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากฮองกงในป 1997 
(A/HK/156/97) (Subbrarao et al.,1998) หลงัจากนัน้เริ่มมีรายงานพบ 20-amino acid deletion (49-
68) จากเชื้อทีแ่ยกไดตั้งแตป 2002 รวมทัง้เชื้อที่แยกไดในประเทศไทย (Li et al., 2004) 

 
การศึกษาครั้งนี้พบการลดจาํนวนของกรดอะมิโนจาํนวน 20 ตัว (20-amino acid deletion) ที่

ตําแหนง 49-68  และสอดคลองกับรายงานของ Viseshakul และคณะ (2004) ที่พบ 20-amino acid 
deletion บริเวณ stalk region รวมทัง้เชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศเวยีดนาม (Muramoto et 
al., 2006) ซึง่แตกตางไปจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ระบาดกอนป 2002  แสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสไขหวัด
นกมกีารเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาและมกีารปรับตัวหรือวิวฒันาการใหเหมาะสมตอการติดเชื้อในสัตวปก
ชนิดตางๆ  

 
การรักษาผูติดเชื้อไวรัสไขหวดันกสามารถรกัษาโดยการใชยาในกลุม neuraminidase inhibitor 

ไดแก oseltamivir, zanamivir  ซึ่งยาตานไวรัสกลุมนี้จะไปขัดขวางการทํางานของเอนไซม 
neuraminidase ทําใหไมสามารถปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล  โดยปกติบริเวณ NA active site เปน
ตําแหนงทีเ่กี่ยวของกับการทาํงานของเอนไซม neuraminidase และปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล 
(Wilschut and Mc Elhaney, 2005 )   ดังนัน้การเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนบรเิวณ NA active site 
จะมีผลตอเอนไซมนิวรามินิเดส ทาํใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาตานไวรัส เชน รายงานเกี่ยวกับการเปลีย่นแปลง
ของกรดอะมิโนบางตําแหนงบนบริเวณ NA active  site คือ 119 (E119V), 293 (R293K), 295 
(N295S), 275 (H275Y)  ซึ่งจะสงผลใหเชื้อไวรัสไขหวัดนกตานตอยา oseltamivir (Mc-Kimm 
Breschin et al., 2001)  รายงานการรักษาโดยใชยา oseltamivir ในผูปวยชาวเวยีดนามที่เสยีชีวิตจาก
การติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกมกีารเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน NA active 
site ที่ตําแหนง 275 (H to Y) สงผลใหเชื้อไวรัสไขหวัดนกตานตอยา oseltamivir (de Jong et al., 
2005) การศึกษาครั้งนีย้ังไมพบการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนที่ตําแหนงตางๆ (119, 293, 295, 275) 
ของยีน NA ซึ่งอาจกลาวไดวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ยงัไมมีลักษณะที่มีผลตอการดื้อ
ยา oseltamivir  
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สรุปผลการทดลอง 
 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาความสัมพนัธทางพันธกุรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่แยกไดในประเทศไทยในป 2004-2005 จํานวน 43 ตัวอยาง รวมทั้ง
วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงทีส่ําคัญซึ่งอาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงและกลาย
พันธุของเชื้อไวรัสไขหวัดนก ผลการศึกษาครั้งนี้พบวา 

1. เชื้อไวรัสไขหวดันกที่แยกไดเปนเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 รวมทัง้ไดขอมูลลําดับเบส
ของยีน H5 และ N1 ของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง (จํานวน 86 เสน) และนําขอมูลลําดับ
เบสของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกไปเผยแพรในฐานขอมูล GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  
2. เชื้อไวรัสไขหวดันกในการศึกษาครั้งนีม้ีลักษณะทางพันธกุรรมใกลเคียงกนัและจัดอยูในกลุม-

เดียวกนั  รวมทั้งอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีเ่คยมีการระบาดในประเทศไทย และเวียดนาม  
3. วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ตาํแหนงตางๆ บนยนี H5 ทําใหทราบวาเชื้อไวรัสไขหวัด

นกที่แยกไดนัน้เปนชนิดที่กอโรครุนแรงโดยดูจากกรดอะมิโนบน HA cleavage site ที่มีการเรียงตวัแบบ
กรดอะมิโนจาํนวนมาก และพบลักษณะ receptor binding site ของเชื้อไวรัสที่กอโรคในสัตวปก รวมทั้ง
ลักษณะของการเพิ่มของ glycosylation site ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 154-156 บนยีน H5  

4. วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่ตําแหนงตางๆ บนยนี N1 พบการลดจํานวนของ
กรดอะมิโนจาํนวน 20 ตัวบน NA stalk region แตไมพบการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนที่มีผลตอการ
ดื้อยาตานไวรัสของเชื้อไวรัสไขหวัดนก  
 

การศึกษาครั้งนี้มีประโยชนในดานการหาขอมูลของรหัสพันธกุรรมของยีน H5 และ N1ของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกในสัตวปกในประเทศไทย และสามารถนาํรหัสพันธกุรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งเปนแหลงขอมูลสําหรับนักวทิยาศาสตรและผูสนใจที่
ตองการจะศึกษาถงึขอมูลรหัสพนัธุกรรมในเชิงลกึและสามารถนําไปใชเปนขอมูลอางอิงตอไปได 
นอกจากนี ้ขอมูลลักษณะทางพันธุกรรมและความสมัพนัธของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทาํใหทราบถงึลกัษณะ
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกในประเทศไทย ซึง่สามารถ
นําไปใชเฝาระวังการเกิดเชื้อไวรัสไขหวัดนกตัวใหม และนํามาใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการ
ควบคุม และปองกันโรคไขหวัดนกได 
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ขอเสนอแนะ  
1. ดานความสัมพันธทางพนัธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัส  

เนื่องจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกเปนเชื้อไวรัสทีม่ีการเปลี่ยนแปลงไดรวดเร็ว สงผลใหเชื้อสามารถ
เกิดสายพันธุใหมและอาจกอใหเกิดความรุนแรงขึ้นได ดังเชนเหตุการณที่เกิดการระบาดของเชื้อไวรัส
ไขหวัดนก H5N1 ในป 1997 ที่ประเทศฮองกง ที่เชื้อไวรัสสามารถติดจากสัตวปกมาสูคนไดโดยตรง ทํา
ใหผูติดเชื้อไมสามารถสรางภูมิคุมกันในการปองกนัเชื้อนี้ได ดังนัน้การเฝาระวงัการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกจึงเปนสิ่งที่มคีวามสาํคัญ โดยการเฝาระวังนั้นควรทาํทัง้ในดานการหาความสัมพันธทาง
พันธกุรรมและสังเกตการเปลีย่นแปลงของยีนตางๆ ซึง่ขอมูลเหลานีจ้ะสามารถบอกไดวาการระบาดที่
เกิดขึ้นนัน้มาจากเชื้อไวรัสที่อยูในกลุมใด ซึ่งอาจจะยงัคงเปนเชื้อไวรัสในกลุมเดิม หรือเปนเชื้อไวรัสสาย
พันธุใหม  

  
การศึกษาครั้งนี้ไดทําการหาความสัมพันธทางพนัธุกรรมเฉพาะยีน H5 และ N1 ดังนั้น

การศึกษาตอไปอาจจะทําการหาความสัมพันธทางพันธกุรรมของยีนทัง้หมดใหครบทั้ง 8 ยีนรวมดวย
เพื่อใหสามารถทราบถึงลกัษณะความสัมพันธทางพันธกุรรมเชื้อไวรัสไขหวัดนกไดชดัเจนมากขึ้น   
 
2. ดานการเฝาระวงัการกลายพนัธุ  
 ในดานการเฝาระวงัการกลายพนัธุของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกนั้น นอกจากจะเก็บตัวอยางในสัตว
ปกแลวนัน้ ส่ิงที่อาจจะทําตอไปคือทําการเก็บรวบรวมตวัอยางใหหลากหลาย เชน การเก็บตัวอยางใน
สัตวหลากหลายชนิด เชน สัตวปกปา สตัวปา สนุัข และแมว และเก็บตัวอยางจากหลากหลายพื้นที่ใน
ประเทศไทย ทั้งนี้การเฝาระวังการกลายพนัธุของเชื้อไวรัสจะตองทาํการเก็บตัวอยางอยางตอเนื่อง ทั้ง
ในชวงที่มกีารระบาดและไมมีการระบาด เพื่อเปนการติดตามการเปลี่ยนแปลงและการกลายพนัธุของ
เชื้อไวรัสไขหวดันกที่อาจเกิดขึ้นได และขอมูลที่ไดจะทําใหทราบคณุสมบัติหรือลักษณะของเชื้อไวรัส
ไขหวัดนก ซึ่งใชเปนขอมูลประกอบการตัดสินใจในการวางนโยบายการควบคุมและปองกันโรคไดใน
อนาคต 
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ภาคผนวกที่ 1 
ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน H5 ในสัตว
ปกที่แยกไดจากพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร 

 

ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน N1ในสัตว
ปกที่แยกไดจากพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร 

 
 
 
 
 
 
 
 

 CU-K2  CU-03  CU-04  CU-15
  

CU-16
  

CU-18
  

CU-21  CU-23
  

CU-35 

CU-K2  99.9(99.8) 99.9(99.8) 99.6(99.4) 99.6(99.4) 99.6(99.2) 99.9(99.8) 99.9(99.8) 99.7(99.6) 
CU-03 99.9(99.8)  100(100) 99.7(99.6) 99.7(99.6) 99.6(99.4) 100(100) 100(100) 99.8(99.8) 
CU-04 99.9(99.8) 100(100)  99.7(99.6) 99.7(99.6) 99.6(99.4) 100(100) 100(100) 99.8(99.8) 
CU-15 99.6(99.4) 99.7(99.6) 99.7(99.6)  100(100) 99.9(99.8) 99.7(99.6) 99.7(99.6) 99.5(99.4) 
CU-16 99.6(99.4) 99.7(99.6) 99.7(99.6) 100(100)  99.9(99.8) 99.7(99.6) 99.7(99.6) 99.5(99.4) 
CU-18 99.6(99.2) 99.6(99.4) 99.6(99.4) 99.9(99.8) 99.9(99.8)  99.6(99.4) 99.6(99.4) 99.4(99.2) 
CU-21 99.9(99.8) 100(100) 100(100) 99.7(99.6) 99.7(99.6) 99.6(99.4)  100(100) 99.8(99.8) 
CU-23 99.9(99.8) 100(100) 100(100) 99.7(99.6) 99.7(99.6) 99.6(99.4) 100(100)  99.8(99.8) 
CU-35 99.7(99.6) 99.8(99.8) 99.8(99.8) 99.5(99.4) 99.5(99.4) 99.4(99.2) 99.8(99.8) 99.8(99.8)  

 CU-K2  CU-03  CU-04  CU-15
  

CU-16
  

CU-18
  

CU-21  CU-23
  

CU-35 

CU-K2  98.0(97.9) 98.0(97.9) 97.9(97.6) 97.9(97.6) 97.7(97.4) 99.2(99.0) 98.6(98.3) 97.8(97.2) 
CU-03 98.0(97.9)  100(100) 99.9(99.7) 99.9(99.7) 99.6(99.5) 98.8(98.8) 98.3(98.1) 99.7(99.3) 
CU-04 98.0(97.9) 100(100)   99.9(99.7) 99.9(99.7) 99.6(99.5) 98.8(98.8) 98.3(98.1) 99.7(99.3) 
CU-15 97.9(97.6) 99.9(99.7) 99.9(99.7)  100(100) 99.7(99.7) 98.7(98.6) 98.2(97.9) 99.8(99.5) 
CU-16 97.9(97.6) 99.9(99.7) 99.9(99.7) 100(100)  99.7(99.7) 98.7(98.6) 98.2(97.9) 99.8(99.5) 
CU-18 97.7(97.4) 99.6(99.5) 99.6(99.5) 99.7(99.7) 99.7(99.7)  98.5(98.3) 98.4(98.1) 99.6(99.3) 
CU-21 99.2(99.0) 98.8(98.8) 98.8(98.8) 98.7(98.6) 98.7(98.6) 98.5(98.3)   99.4(99.2) 98.6(98.1) 
CU-23 98.6(98.3) 98.3(98.1) 98.3(98.1) 98.2(97.9) 98.2(97.9) 98.4(98.1) 99.4(99.2)  98.0(97.4) 
CU-35 97.8(97.2) 99.7(99.3) 99.7(99.3) 99.8(99.5) 99.8(99.5) 99.6(99.3) 98.6(98.1) 98.0(97.4)   
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ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน H5 ในไกที่
แยกไดจากพืน้ที่ตางๆ ในประเทศไทยชวงป 2004-2005 
 

 
ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน N1 ในไกที่
แยกไดจากพืน้ที่ตางๆ ในประเทศไทยชวงป 2004-2005 

 
 
 
 
 
 
 
 

 CU-K2  CU-01  CU-03  CU-10
  

CU-21
  

CU-23
  

CU-39  CU-160
  

CU-162 

CU-K2  99.7(99.6) 99.9(99.8) 99.8(99.6) 99.9(99.8) 99.9(99.8) 99.9(99.8) 99.6(99.2) 99.5(99.0) 
CU-01 99.7(99.6)  99.8(99.8) 99.6(99.6) 99.8(99.8) 99.8(99.8) 99.8(99.8) 99.5(99.2) 99.4(99.0) 
CU-03 99.9(99.8) 99.8(99.8)  99.8(99.8) 100(100) 100(100) 100(100) 99.7(99.4) 99.6(99.2) 
CU-10 99.8(99.6) 99.6(99.6) 99.8(99.8)  99.8(99.8) 99.8(99.8) 99.8(99.8) 99.6(99.2) 99.4(99.0) 
CU-21 99.9(99.8) 99.8(99.8) 100(100) 99.8(99.8)  100(100) 100(100) 99.7(99.4) 99.6(99.2) 
CU-23 99.9(99.8) 99.8(99.8) 100(100) 99.8(99.8) 100(100)  100(100) 99.7(99.4) 99.6(99.2) 
CU-39 99.9(99.8) 99.8(99.8) 100(100) 99.8(99.8) 100(100) 100(100)  99.7(99.4) 99.6(99.2) 
CU-160 99.6(99.2) 99.5(99.2) 99.7(99.4) 99.6(99.2) 99.7(99.4) 99.7(99.4) 99.7(99.4)  99.8(99.8) 
CU-162 99.5(99.0) 99.4(99.0) 99.6(99.2) 99.4(99.0) 99.6(99.2) 99.6(99.2) 99.6(99.2) 99.8(99.8)  

 CU-K2  CU-01  CU-03  CU-10
  

CU-21
  

CU-23
  

CU-39  CU-160
  

CU-162 

CU-K2  98.0(97.9) 98.0(97.9) 97.8(97.6) 99.2(99.0) 98.6(98.3) 98.0(97.9) 97.1(96.0) 97.3(96.3) 
CU-01 98.0(97.9)  100(100) 99.7(99.7) 98.8(98.8) 98.3(98.1) 100(100) 99.0(98.1) 99.2(98.3) 
CU-03 98.0(97.9) 100(100)  99.7(99.7) 98.8(98.8) 98.3(98.1) 100(100) 99.0(98.1) 99.2(98.3) 
CU-10 97.8(97.6) 99.7(99.7) 99.7(99.7)  98.6(98.6) 98.0(97.9) 99.7(99.7) 98.8(97.9) 98.9(98.1) 
CU-21 99.2(99.0) 98.8(98.8) 98.8(98.8) 98.6(98.6)  99.4(99.2) 98.8(98.8) 97.9(96.9) 98.0(97.2) 
CU-23 98.6(98.3) 98.3(98.1) 98.3(98.1) 98.0(97.9) 99.4(99.2)  98.3(98.1) 97.3(96.3) 97.5(96.5) 
CU-39 98.0(97.9) 100(100) 100(100) 99.7(99.7) 98.8(98.8) 98.3(98.1)  99.0(98.1) 99.2(98.3) 
CU-160 97.1(96.0) 99.0(98.1) 99.0(98.1) 98.8(97.9) 97.9(96.9) 97.3(96.3) 99.0(98.1)  99.6(99.3) 
CU-162 97.3(96.3) 99.2(98.3) 99.2(98.3) 98.9(98.1) 98.0(97.2) 97.5(96.5) 99.2(98.3) 99.6(99.3)  
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วิธีการสกัดแยก RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป Rneasy mini kit® (Qiagen, Hilden,Germany) 
 

สารเคม ี
 AVL buffer    31 มล.   
 AW1 buffer (concentration)  19  มล. 

AW2 buffer (concentration)  13  มล. 
 AVE buffer    3X2  มล. 

Carrier RNA (poly A)   310 ไมโครกรัม 
 

การเตรยีมสารเคม ี
การเตรียม AVL buffer 
ละลาย Carrier RNA (poly A) ดวย Buffer AVL 1 มล. ไดเปนสารละลาย  Carrier RNA 

จากนั้นดูดสารละลาย Carrier RNA ทั้งหมดใสลงใน Buffer AVL ละลายใหเขากนั  
 
การเตรียม AW1 และ AW 2 buffer 
เติม 96 -100 % เอทานอลปริมาณ 25 และ 30 มล. ลงใน AW1 และ AW2 buffer 

ตามลําดับ 
 

วิธีการสกัดแยก RNA    
 1. เตรียมตัวอยางน้าํไขฟกปริมาณ 200 µl จากนัน้เติม AVL buffer ปริมาณ 560 µl ผสม
ใหเขากนั แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหอง (15-25O  ซ) เปนเวลา 10 นาท ีไดสารละลายตวัอยางปริมาณ 
760 µl 

2. เติม 100% เอทานอล ปริมาณ 560 µl ลงในสารละลายตัวอยาง แลวผสมใหเขากัน 
3. ดูดสารลารละลายตัวอยางปริมาณ 630 µl ลงใน  QIA spin column (อยูในหลอด

ขนาด 2 มล.) แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาท ีเทของเหลวที่อยูใน
หลอด 2 มล.ทิง้ และเก็บสวนของ QIA spin column ไว  

4. ดูดสารละลายตัวอยางที่เหลือ แลวทําซ้าํขอ 3 
5. เติม AW1 buffer ปริมาณ 500 µl  ลงใน  QIA spin column นําไปปนเหวี่ยงที ่

ความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลวดานลางทิ้ง     
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6. เติม AW 2 buffer 500 µl ลงใน QIA spin column นาํไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 
20,000xg (14,000 rpm) 3 นาท ีจากนัน้เทของเหลวทิ้งและนําไปปนเหวี่ยงซ้าํเปนเวลา 1 นาท ี
เพื่อกาํจัด AW2 buffer ใหหมด  

7. นํา QIA spin column  ใสลงในหลอดใหมขนาด 1.5 มล. แลวเติม AVE buffer ปริมาณ 
60 µl ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 1นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 6000xg (8000 rpm) 
1 นาท ี

8. จากขอ 7 จะได viral RNA ปริมาณ 60 µl แลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 O  ซ             
หรือ – 70 O  ซ  
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วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนเจลโดยใชชุด Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf, 
Hamburg, Germany) 
 

สารเคม ี
 Binding buffer    130 มล. 
 Wash buffer concentration   50 มล. 
 Elution buffer       4 มล. 
 

การเตรยีมสารเคม ี
 การเตรียม Wash buffer concentration   
 เติม 95-100 % เอทานอล ปริมาณ 200 มล. ลงใน Wash buffer concentration ผสมให
เขากัน จะได Wash buffer ที่เจือจางลงและสามารถนาํไปใชในการสกัด DNA ออกจากแผน       
อะกาโรสเจล 
 

วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนอะกาโรสเจล 
1. ตัด agarose gel ในสวนที่มี PCR product ใสในหลอดพลาสติกขนาด 2 มล. จากนัน้

เติม  Binding buffer ปริมาณเปน 3 เทาของน้าํหนักเจลที่ตัดมา (เจล 1 มก.เทากับ 1 µl ) 
2. นําตัวอยางไปไวใน heat block ที่อุณหภูมิ 50 O  ซ เปนเวลาประมาณ 10 นาท ีหรือ

จนกวาเจลละลายจนหมด และควร vortex ทุกๆ 2-3 นาท ี
3. เมื่อเจลละลายจนสมบูรณแลว เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาณเทากับ

น้ําหนกัเจล ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดขึ้นลง (inversion) 
4. นํา spin column ซึ่งมีแผนเมมเบรนอยูตรงกลาง มาใสในหลอดขนาด 2 มล.  
5. ทําการดูดตัวอยางลงใน spin column นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 6,000-10,000 x g 

เปนเวลา 1 นาท ีเทของเหลวทิง้ 
6. เติม Wash buffer ปริมาณ 750 µl  ลงใน spin column นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

6,000-10,000 x g  1 นาท ีจากนั้นเทของเหลวทิ้ง แลวนํา spin column ไปปนเหวีย่งอีกครั้งเพื่อ
กําจัด Wash buffer ใหหมด 

7. นํา spin column ใสในหลอดใหมขนาด 2 มล.  จากนัน้เติม elution buffer  ปริมาณ 
30  µl นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  6,000-10,000 x g  1 นาท ี

8. จากขอ 7 จะได DNA บริสุทธิ์ปริมาตร 35 µl  สําหรับใชในการหาลาํดับเบส  
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สารเคมีทีใ่ชในการทําปฏกิิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 
 
1. Eppendorf MasterMix (2.5x) (Eppendorf®, Hamburg, Germany) ประกอบดวย 
 - Taq DNA polymerase   62.5 U/ml 
 - KCl     125 mM 
 - Tris-HCl pH 8.3   75 mM 
 - Mg(OAc)2    3.75 mM  
 - Igepal® -CA630   0.25 % 
 - each dNTP    500 µM 
 
2. GeneRuler ™ 100 bp DNA ladder (Fermentas®, USA) ประกอบดวย 
 - DNA มาตรฐาน ที่ขนาด 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 800, 900 และ 1000 bp 
ละลายใน TE buffer 
 - TE buffer ประกอบดวย 10mM Tris-HCl (pH 7.6), 1mM EDTA 
 
3. Orange G loading dye 0.2% ใน  glyceral 50 % (Carlo Ebra Reagent ®) ประกอบดวย 
 - Orange G powder   0.2  กรัม 
 - Pure glycerine   50 มล. 
 - Distrilled water   50 มล. 

วิธีเตรียม 
1. ละลายสวนผสมในน้าํกลัน่ฆาเชื้อจนละลายเขากัน 
2. แบงใสหลอด 1.5 มล. แลวเก็บไวที ่4O  ซ  
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ภาคผนวกที่ 2 

         
ชนิดกรดอะมิโน อักษรยอ 
Arginine Arg, R 
Alanine Ala, A 
Asparagine Asp, N 
Aspartic acid Asp, D 
Glutamine Gln, Q 
Glutamic acid Glu, E 
Glycine Gly, G 
Histidine His, H 
Leucine Leu, L 
Lysine Lys, K 
Proline Pro, P 
Serine Ser, S 
Threonine Thr, T 
Tyrosine Tyr, Y 
Valine Val, V 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นางสาว นวลอนงค ปริโยธร เกิดเมื่อวนัที ่ 21 เมษายน พ.ศ. 2523      สําเร็จการศึกษา

สัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั เมือ่ปพ.ศ. 2546  
และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  หลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต    สาขาวิชา
สัตวแพทยสาธารณสุข  คณะสัตวแพทยศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย  
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