










 

ฉ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 
 การศึกษาครั้งนี้สําเร็จลุลวงดวยดี ผูวิจัยขอขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย  น.สพ. ดร. 
อลงกร อมรศลิป อ.ที่ปรึกษาวทิยานพินธ  ผูชวยศาสตราจารย สพ.ญ. ดร. รุงทพิย ชวนชื่น 
อาจารยที่ปรึกษารวม ที่กรุณาใหความรู คําแนะนํา ขอเสนอแนะ ขอตักเตือน และแกไขในสิ่งที่เปน
ประโยชนในดานการศึกษา และการทาํวทิยานพินธ 
 ขอขอบพระคุณอาจารยประจําภาควิชาสตัวแพทยสาธารณสุขที่ใหความรูในดานวชิา
ตางๆ และอนเุคราะหสถานที่ที่ใชในการทดลอง ขอขอบพระคุณ  รองศาสตราจารย  สพ.ญ. ดร. 
สันนิภา สุรทตัต  อาจารย น.สพ. ดร. ธราดล เหลืองทองคํา ที่ใหความอนุเคราะหเปนกรรมการใน
การสอบวทิยานิพนธ  คุณอภิรดี เทียมบญุเลิศ  ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับอักเสบ คณะ
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ที่ใหคําปรึกษาที่ดีตลอดมา ขอขอบคุณเจาหนาที่ประจํา
ภาควิชาสัตวแพทสาธารณสขุ ที่เอ้ืออํานวยในเรื่องเอกสารตางๆ ใหดําเนนิการไปดวยดี 
ขอขอบคุณ คุณไฉไล คูวัฒนากูล เพื่อนๆ ในภาควิชาสตัวแพทยสาธารณสุข และครอบครัว ที่คอย
ใหคําแนะนาํ และเปนกาํลังใจที่ดีในการเรียนและทําวิทยานพินธ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

สารบัญ       
หนา 

บทคัดยอภาษาไทย......................................................................................................... ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ………………………………………………………………………... จ 
กิตติกรรมประกาศ…………………………………………………………………………….. ฉ 
สารบัญ………………………………………………………………………………………... ช 
สารบัญตาราง…………………………………………………………………………………. ฌ 
สารบัญภาพ…………………………………………………………………………………… ญ 
บทที ่1 บทนาํ………………………………………………………………………………….. 1 
บทที ่2  เอกสารและงานวจิยัที่เกี่ยวของ……………………………………………………… 5 

ลักษณะของเชื้อไวรัสไขหวัดนก……………………………………………………… 5 
พยาธิกาํเนิดของเชื้อไวรัสไขหวัดนก…………………………………………………. 6 
การติดเชื้อไวรัสในสัตว……………………………………………………………….. 7 
คุณลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไวรัสไขหวัดนก............................................... 7 

การศึกษาคุณลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน HA………………………… 7 
การศึกษาคุณลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน NA………………………… 9 

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงและกลายพนัธุของเชื้ออินฟลเูอนซา เอ…………………... 11 
Antigenic drift……………………………………………………………… 11 
Antigenic shift……………………………………………………………… 12 

บทที ่3 วิธีการดําเนนิงานวิจยั…………………………………………………………………. 14 
ระยะที ่1 เก็บรวบรวมตัวอยางและตรวจพสิูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1………….. 15 
ระยะที ่2 หาลาํดับเบสของยนี H5 และ N1 (DNA sequencing)............................ 18 
ระยะที ่3 วิเคราะหการเปลีย่นแปลงและหาความสัมพนัธของยนี H5 และ N1……... 20 
อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในงานวิจัย………………………………………………... 21 

สารเคมีที่ใชในการสกัด RNA และสังเคราะห cDNA………………………. 21 
สารเคมีที่ใชในการทําปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอรเรสและหาลําดับเบสของยนี... 21 
อุปกรณที่ใชในการวิจัย……………………………………………………… 21 
เครื่องมือที่ในการวิจยั……………………………………………………….. 22 
นิวคลีโอไทดสังเคราะห (primers) ที่ใชในงานวิจยั…………………………. 22 

  



 ซ

  
  

       
หนา 

บทที ่4  ผลการวิเคราะหขอมูล……………………………………………………………… 25 
ตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษาครัง้นี.้................................................... 25 

            ผลการหาลําดับเบสของยีน H5 และ N1…………………………………………... 28 
            ผลการวิเคราะหหาความสัมพันธของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก........ 31 

ผลการวิเคราะหการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนบนยนี H5 และ N1…………….. 36 
บทที ่5 อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ…………………………………. 52 
รายการอางองิ………………………………………………………………………………. 59 
ภาคผนวก…………………………………………………………………………………… 66 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ…………………………………………………………………... 73 
  
  

  
  

  
  

  
  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  

  



 ฌ

 สารบัญตาราง       
หนา 

ตารางที่ 1  จํานวนผูติดเชือ้และผูเสียชีวติจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1……………. 2 
ตารางที่ 2  ชนิดและหนาที่ของโปรตีนของเชื้อไวรัสไขหวัดนก…………………………………. 6 
ตารางที่ 3  การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนกโดยวิธี Multiplex RT-PCR………... 18 
ตารางที่ 4  Primers ที่ใชในการตรวจพิสจูนเชื้อไวรัสไขหวัดนกดวยวธิี Multiplex RT-PCR…… 23 
ตารางที ่5   Primers ที่ใชในการเพิ่มจํานวนยนี H5 และ N1…………………………………… 23 
ตารางที่ 6   ตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจากสัตวปกระหวางป 2004-2005 จํานวน 43 ตัวอยาง

ที่ศึกษาครั้งนี…้……………………………………………………………………... 
 

25 
ตารางที่ 7   แสดงขนาดของยีนและ GenBank Accession  H5 และ N1 ของตัวอยางจํานวน 

43 ตัวอยาง…………………………………………………………………………. 
 

30 
ตารางที ่8  าเปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 ในตัวอยางเชื้อไขหวัดนก         

 เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวดันกแยกไดชวงตนป 2004……………………………...  
 

37 
ตารางที ่9  เปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 ในตวัอยางเชื้อไขหวัดนกในไก  

เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวดันกแยกไดชวงตนป2004……………………………….. 
 

37 
ตารางที ่10 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี H5…………….. 41 
ตารางที ่11  สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี N1…………….. 43 
   

   
   

   
   
   

   
   
   
   

   
   
   
   



 ญ

   
   

 สารบัญภาพ       
หนา 

รูปที่ 1 ลักษณะและโครงสรางของเชื้อไวรัสไขหวัดนก…………………………………...... 5 
รูปที่ 2 Antigenic drift ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา…………………………………………. 12 
รูปที่ 3 Antigenic shift  ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา......................................................... 13 
รูปที่ 4 แผนภูมิแสดงวิธีการดําเนนิการวิจยั………………………………………………… 14 
รูปที่ 5 Primers ที่ใชในการหาลาํดบัเบสของยีน H5 และN1……………………………… 24 
รูปที่ 6 อะกาโรสเจลอเิลคโทรโฟรีซิส PCR product ตอยีน M H5 และ N1……………….. 26 
รูปที่ 7 อะกาโรสเจลอเิลคโทรโฟรีซิส PCR product ในการเพิ่มจํานวนยีน H5 และN1…... 28 
รูปที่ 8 ตัวอยางผลของลําดับเบสในรูปกราฟ chromatogram และ text file……………… 29 
รูปที่ 9 Phylogenetic tree ของยีน H5 และ N1ระหวางเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษา

กับเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่เคยมีรายงานในประเทศไทยชวงตนป 2004……………… 
 

33 
รูปที่ 10 Phylogenetic tree ของยีน H5 ระหวางเชือ้ไวรัสไขหวัดนกในการศึกษา 

กับเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่เคยมีรายงานในทวีปเอเชีย และยุโรปในป 2004-2005…… 
 

34 
รูปที่ 11 Phylogenetic tree ของยีน N1 ระหวางเชือ้ไวรัสไขหวัดนกในการศึกษา 

กับเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่เคยมีรายงานในทวีปเอเชีย และยุโรปในป 2004-2005…… 
 

35 
รูปที่ 12 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมโิน (Alignment) บริเวณ HA clevage site…………... 45 
รูปที่ 13 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมโินบริเวณ  receptor binding site…………………… 46 
รูปที่ 14 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมโินบริเวณ N-link glycosylation site………………… 47 
รูปที่ 15 ผลการเปรียบเทียบบริเวณ stalk region ที่พบการลดลงของกรดอะมโิน………….. 48 
รูปที่ 16 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมโินบริเวณ NA active site ทีต่ําแหนง 119…………… 49 
รูปที่ 17 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมโินบริเวณ NA active site ทีต่ําแหนง 293, 295……... 50 
รูปที่ 18 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมโินบริเวณ NA active site ทีต่ําแหนง 275…………… 51 

   
   
   

   
   
   



บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

เชื้อไวรัสไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 (Avian influenza A viruses (H5N1)) สามารถทําใหเกิด
โรคไขหวัดนก (Avian influenza) ในสัตวปกและสัตวเลีย้งลูกดวยนมบางชนิด โดยสํานักงานโรคระบาด
สัตวระหวางประเทศ (Office International des Epizooties;OIE) ไดจัดใหโรคนี้อยูในกลุม list A ซึ่งเปน
กลุมโรคที่มีความรุนแรง แพรกระจายอยางรวดเร็ว และทําใหเกิดความเสยีหายทางดานเศรษฐกิจและ
สาธารณสุข (OIE, 2005a)  

 
เชื้อไวรัสไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 จัดอยูในกลุมของเชื้อไวรัสอินฟลเูอนซา เอ (Influenza A) 

ซึ่งเปนเชื้อไวรัสที่สามารถทาํใหเกิดโรคไขหวัดใหญในคน ในอดีตมีรายงานการระบาดรุนแรงของโรค
ไขหวัดใหญที่เกิดจากเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ คร้ังแรกในชวงป 1918 -1919 โดยมีสาเหตุมาจากเชื้อ
ไวรัสไขหวัดใหญสายพนัธุ H1N1  หรือทีเ่รียกกนัวา “Spanish flu” จากนั้นในชวงป 1957-1958 มีการ
ระบาดอยางรุนแรงเปนครัง้ที่สองในประเทศจีนซึง่เรียกกันวา “Asian flu” (H2N2) ตอมาไดเกิดการ
ระบาดรุนแรงอีกครั้งที่ประเทศฮองกงในชวงป 1968-1969  เรียกวา “Hong Kong flu” (H3N2) ซึ่งการ
ระบาดในแตละครั้งไดทําใหมีผูเสียชีวิตจาํนวนมากและกอใหเกิดปญหาทางดานสาธารณสุข (Ligon, 
2005)   

 
ในป 1997 ไดมีรายงานการระบาดของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 ในประเทศฮองกง 

สงผลใหมีไกตายเปนจํานวนมาก และมีรายงานผูปวยตดิเชื้อไวรัส ซึ่งไมเคยมีรายงานการระบาดมากอน
โดยพบวาเชื้อไวรัสที่ทาํใหเกดิโรคในคนมีลกัษณะทางพนัธุกรรมที่ใกลเคียงกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยก
ไดจากไก (Claas et al., 1998)  รายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกในครัง้นัน้แสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกสามารถแพรจากสัตวปกไปสูคนไดโดยตรง โดยไมตองอาศัยสัตวตัวกลาง อยางไรก็ตามมี
รายงานวา สุกรเปนสัตวตัวกลางทีส่ามารถรับเชือ้ไวรัสไขหวัดที่กอโรคทัง้ในคนและสัตวปกเขาไปใน
รางกายและแลกเปลี่ยนสารพันธกุรรม (genetic mixing vessel) ซึ่งเปนกลไกหนึง่ทีท่ําใหเกิดเชือ้ไวรัส
สายพนัธุใหมที่ถายทอดไปสูคนได (Osterhaus et al., 2002; Claas et al., 1998 ) ดังนั้นจึงเห็นไดวา
เชื้อไวรัสไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 มีความสาํคัญเนือ่งจากเปนเชือ้ไวรัสที่มีความสามารถในการแพร
เชื้อจากสัตวปกมาสูคนไดโดยตรง 
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ตอมาในชวงปลายป 2003 - ตนป 2004 พบการระบาดของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในสัตวปกใน
แถบทวีปเอเชยี  8 ประเทศ ไดแก กัมพูชา เกาหลีใต  จีน ญี่ปุน ไทย ลาว เวียดนาม อินโดนเีซีย  และไดมี
การทาํลายสัตวปกไปเปนจํานวนมากกวา 100 ลานตวั  จากนัน้เดือนมิถนุายน 2004 พบการระบาด
เพิ่มข้ึนอกีครั้งในหลายประเทศแถบทวีปเอเชีย ไดแก มาเลเซีย มองโกเลีย รัสเซีย(ไซบีเรีย) (CDC, 2005) 
รวมทัง้ในป 2005-2006 ไดมีการแพรระบาดของโรคไขหวัดนกในสัตวปกไปยังหลายประเทศในยุโรป 
เชน ตุรก ี ออสเตรีย เยอรมนั รัสเซยี และ ฝร่ังเศส (CDC, 2005)  และประเทศในทวีปแอฟริกา เชน       
คาเมอรูน ซูดาน ไนจีเรีย ไนเจอร (OIE, 2006)  

 
ในประเทศไทย พบการระบาดของเชื้อไวรัสไขหวัดนกตั้งแตตนป 2004 จนถงึป 2006  โดย

รายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกแบงเปน 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
รายงานของผูติดเชื้อไวรัสทั้งหมด 24 ราย และเสยีชีวติ 16 ราย (รายงานเมื่อวนัที่ 8 กันยายน 2006) 
(WHO, 2006)  ซึ่งในชวงเวลาเดียวกนัไดมีรายงานของผูติดเชื้อไวรัสและเสียชีวิตในประเทศตางๆ รวม
เปน 244 รายและ143 ราย ตามลําดับ ดงัแสดงในตารางที ่1 

 
ตารางที่ 1  จํานวนผูติดเชื้อและผูเสียชีวิตจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในแตละประเทศ 
(Cumulative number of confirmed human cases of Avian Influenza A (H5N1) reported to WHO)  
 

2003 2004 2005 2006 รวม ประเทศที่มีการระบาด 

  ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต ผูติดเชื้อ ผูเสียชีวิต 

อารเซอไบจัน 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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เชื้อไวรัสไขหวดันกเปน RNA ไวรัสชนิดสายเดี่ยว  (single–stranded RNA virus) และยีนของ

เชื้อไวรัสมีลักษณะเปนทอน จํานวน 8 ทอน ประกอบดวย  Polymerase Basic 2 (PB2), Polymerase 
Basic 1 (PB1), Polymerase acid (PA),  Hemagglutinin (HA), Nucleocapsid protein (NP),  
Neuraminidase (NA), Matrix (M), Nonstructural protein (NS) โดยยีนเหลานีม้ีหนาที่เปนโครงสราง
และเกี่ยวของกับการเพิ่มจาํนวนของเชื้อไวรัส รวมทั้งความสามารถในการเขาสูเซลลของไวรัส (de Jong 
and Hien, 2006)  จากลกัษณะของยนีที่เปนทอนจึงทําใหเชื้อไวรัสสามารถเกิดกระบวนการทีเ่รียกวา 
genetic reassortment หรือ genetic shift  ซึ่งเปนปจจัยทีท่ําใหเกดิเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุใหม  
(Webster et al.,1997) นอกจากนี้แลวธรรมชาติของเชื้อไวรัสไขหวัดนก ซึ่งเปน RNA ไวรัสจะมีการ
เปลี่ยนแปลงของตัวเชื้อไวรัสตลอดเวลาแบบคอยเปนคอยไป หรือกระบวนการทีเ่รียกวา genetic drift 
ซึ่งการเปลี่ยนแปลงทั้ง 2 ชนิดนี้อาจสงผลใหมีการเปลีย่นแปลงคุณสมบัติและลักษณะของเชื้อไวรัส ทํา
ใหมีการระบาดอยางรุนแรงและสรางความเสียหายไดในอนาคต      ดังนั้นการศึกษาถงึลักษณะทาง
พันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวดันก จะทําใหทราบถึงขอมูลรหัสพนัธุกรรมและ
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในสตัวปกทีพ่บในประเทศไทย ซึ่งสามารถนําไปใช
อธิบายความสัมพันธของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกและเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกที่อาจเกิดขึ้นไดในอนาคต 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อศึกษาคุณลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน Hemagglutinin (H5) และ Neuraminidase(N1) 
ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก (H5N1)ในสัตวปกที่พบในประเทศไทย 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาในเชิงพรรณนา (descriptive study) และมีวัตถุประสงคเพื่อ
ศึกษาคุณลักษณะทางพันธศุาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่พบใน
ประเทศไทย เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาครั้งนี้ไดดําเนินการเปน 3  ระยะคือ 

1. เก็บรวบรวมตัวอยางและตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 
2. หาลําดับเบสของยีน H5 และ N1  
3. วิเคราะหหาความสัมพนัธและการเปลีย่นแปลงของยีน H5 และ N1 
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ประโยชนที่ไดรับจากการศึกษาครั้งนี ้
1. ดานองคความรูใหม 

- การศึกษาครั้งนี้ไดขอมูลของรหัสพนัธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 
ในสัตวปกในประเทศไทย และสามารถนาํรหัสพันธกุรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
2. ดานการนาํไปใชประโยชน 

- สามารถนําขอมูลลักษณะทางพันธุกรรมและความสมัพนัธของเชื้อไวรัสไขหวัดนกไปใชในการ
เฝาระวงัการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในระดบัอณูชีววทิยา เพื่อเปนขอมูลในการกาํหนด
แนวทางการควบคุมและปองกนัโรคได 

- สามารถนําขอมูลรหัสพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกไปพัฒนาวธิีการในการตรวจพิสูจนเชื้อ
ไวรัสอินฟลูเอนซา เอ สายพนัธุอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้นในประเทศไทย 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
1. ลักษณะของเชื้อไวรสัไขหวัดนก  

เชื้อไวรัสไขหวดันกเปนเชื้อไวรัสในกลุมของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ จัดอยูในตระกูล 
Orthomyxoviridae เปน single–strand RNA virus ม ี envelope หอหุม และมีสวนของ glycoprotein 
ยื่นออกมาจาก envelope ไดแก hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) (รูปที ่1) (De Jong 
et al., 2000) เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ สามารถแบงสายพนัธุตามยีน HA และ NA ไดเปน 16 subtypes 
และ 9 subtypes ตามลําดบั (Fouchier et al., 2004)  

    
RNA ของเชื้อไวรัสชนิดนี้มีลกัษณะเปนทอนจํานวน 8 ยีน ซึ่งแตกตางกนัตามน้าํหนกัโมเลกุล  

โดย RNA จํานวน 8 ยีนจะเปนตัวกาํหนดการสรางโปรตีน 10 ชนิด  โดยโครงสรางของเชื้อไวรัสสามารถ
แบงไดบริเวณเปลือกหุมของเชื้อไวรัสซึ่งจะมีโปรตีน HA, NA, และ M2  และบริเวณสวนแกนกลางของ
ไวรัสประกอบดวยกลุมของ Ribonucleoprotein (RNP) complex ไดแก RNA, Nucleoprotein (NP) 
และ polymerase protein (PB2, PB1, PA) โดย RNP complex จะถูกลอมรอบดวยโปรตีน M1 ซึ่งทาํ
หนาทีเ่ปน membrane protein นอกจากนี้ยงัพบโปรตีนที่ไมเกีย่วของกับโครงสรางของเชื้อ (non-
structural protein) ไดแก NS1 และ NS2  (Easterday et al., 1997)  รายละเอยีดชนิดและหนาที่ของ
เชื้อไวรัสไขหวดันก ไดแสดงไวดังตารางที2่  

                        
 รูปที่ 1 ลักษณะและโครงสรางของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีม่ี envelope หอหุม และทีผิ่วดานนอก

ประกอบดวย hemaglutinin (HA) และ neuraminidase(NA) glycoprotein และ M2 protein 
สวนภายใน envelope จะบรรจุ single–strand RNA จํานวน 8 ทอน  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 
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ตารางที่ 2 ชนิดและหนาทีข่องโปรตีนของเชื้อไวรัสไขหวัดนก  
 
ลําดับทอนของ

ยีน 
ยีนที่กําหนดการสราง

โปรตีน 
จํานวนนิวคลีโอไทด (bp) หนาที ่

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. พยาธกิําเนิดของเชื้อไวรัสไขหวัดนก 

เชื้อไวรัสไขหวดันกแบงออกเปน 2 ชนิด คือ ชนิดทีรุ่นแรงต่ํา (Low pathogenic avian 
influenza; LPAI) โดยสัตวทีไ่ดรับเชื้อ LPAI จะมีอาการของระบบทางเดินหายใจที่ไมรุนแรงหรือไมแสดง
อาการเลย อีกชนิดหนึ่งคือ เชื้อที่มีความรนุแรงสูง (Highly pathogenic avian influenza; HPAI) ซึ่งมัก
พบในสายพันธุ H5 และ H7 subtypes (OIE, 2005b) เชื้อไวรัสชนิด HPAI ทําใหเกิดอาการที่รุนแรงใน
สัตวปกโดยจะพบอาการของระบบทางเดินหายใจ อาการทางระบบประสาท บวมน้าํที่บริเวณหัว 
ทองเสยี และมีอัตราตายเกอืบ 100 % (Easterday et al., 1997) 

 
โปรตีน HA ซึ่งอยูบนผิวของเชื้อไวรัส มีสวนสําคัญตอคุณสมบัติของเชื้อไวรัสในการติดเชื้อและ

การเขาสูเซลลโฮสต โดยทัว่ไปโปรตีน HA จะถูกตัดยอยออกเปน 2 subunits ไดแก HA1 และ HA2  ตรง
ตําแหนงของ cleavage site  โดยอาศัยเอนไซม protease จากตัวสัตว  จากนัน้โปรตีนจะไปจับบน 
sialo-oligosaccharides  ที่เปน receptor อยูบนผิวของเซลลโฮสต แลวเชื้อไวรัสจะเขาสูเซลลโดยวิธี 
endocytosis และเริ่มมีการสรางและเพิ่มจํานวนของเชือ้ไวรัส (Hughes et al., 2001) 
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โปรตีน NA เปนโปรตีนบนผิวของเชื้อไวรัสเชนกนั โดยโปรตีน neuraminidase มีหนาที่ทาํให
สวนของ terminal sialic acid residue บนโฮสตเซลลแยกออก และมีการปลอยเชื้อไวรัสออกมาจาก
ภายในเซลล (Hughes et al., 2001) รวมทัง้ปองกนัไมใหตัวเชื้อไวรัสจับกันเปนกลุมอยูภายในเซลล 
(Gubareva, 2004) นอกจากนีโ้ปรตีน neuraminidase ยังมีหนาทีท่ี่เกีย่วของกับการเขาสูเซลลเยื่อบุ
ทางเดินหายใจ (epithelial cell) ของเชื้อไวรัสไดเชนกนั (Lamp and Choppin,1983) 
 
3. การติดเชือ้ไวรัสในสัตว 

โรคไขหวัดนกที่เกิดจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 สามารถพบไดในสัตวปกหลายชนิด 
เชน นกปา ไก  ไกงวง เปด นกกระทา (de Jong and Hien, 2005; Ligon, 2005)  นอกจากนีย้ังสามารถ
พบเชื้อไวรัสไขหวัดนกในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด เชน  เสือ (Amonsin et al., 2006; 
Thanawongnuwech et al., 2005), เสือดาว (leopard) (Keawcharoen et al., 2004) แมว 
(Songserm et al., 2006) และยังพบการติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก ในสัตวทดลอง เชน หนูขาว (mice) 
(Gubareva et al., 1998; Gao et al., 1999), เฟอเรต (ferret) (Zitzow et al., 2002) และลิง (Kuiken et 
al., 2003) 
 
4. คุณลกัษณะทางพันธศุาสตรของเชื้อไวรสัไขหวัดนก      
4.1 คุณลกัษณะทางพันธศุาสตรของยนี HA  

โปรตีน HA เปนโปรตีนที่อยูบนผิวของเชื้อไวรัสและมีหนาที่ทาํใหเชื้อไวรัสจับบนผิวของเซลล
โฮสต โดยโปรตีน HA จะถูกกาํหนด (encode) ดวยยีน HA โดยทั่วไปยนี HA มีตําแหนงทีส่ําคัญ 3 
ตําแหนงซึ่งสามารถใชบงบอกถึงความรนุแรงและความสามารถในการติดเชื้อของเชื้อไวรัสในโฮสตชนิด
ตางๆ คือ HA clevage site, receptor binding site และ N-link glycosylation site  
 

4.1.1  HA cleavage site 
  บริเวณ cleavage site อยูระหวาง HA1 และ HA2 ของยนี HA และมีความเกี่ยวของกับ

ความรุนแรงในการติดเชื้อของเชื้อไวรัส โดยพบวาเชื้อไวรัสไขหวดันกชนิดที่กอโรครุนแรงจะมี
การเรียงตวัของกรดอะมิโนแบบเบสหลายตัว (multiple basic amino acids) เนือ่งจากลาํดับ
ของกรดอะมิโนลักษณะนี้จะถูกตัดยอยดวยเอนไซมที่เรียกวา subtilisin-like proteases ซึ่งพบ
ไดทั่วไปในเซลลของรางกายโฮสต สงผลใหเชื้อสามารถเขาสูอวัยวะตางๆและเกดิการติดเชื้อได
ทั่วรางกาย (Steinhauer, 1999) 
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HA cleavage site ที่มีการเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acids 
ใชเปนลักษณะที่ใชในการนยิาม (definition) ชนิดของเชื้อที่มีความรุนแรงสงู  (Highly 
Pathogenic Avian Influenza virus) (OIE, 2005b) ซึ่งสามารถพบการเรียงตัวของ    กรดอะมิ
โนชนิด arginine (R) และ lysine (K)  ระหวาง HA1และ HA2 connecting peptide  จํานวน 
3-5 ตัว (Steinhauer, 1999) 

 
รายงานการศกึษาของเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 ในป 1996 ที่พบในหานจาก

มณฑลกวางตุง ประเทศจีน (A/Goose/Guangdong/96)1 พบวา HA cleavage site มีลักษณะ
ของ multiple basic amino acids และมีความสัมพนัธทีใ่กลชิดกับยนี HA ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก
ที่แยกจากการระบาดในคนที่ประเทศฮองกงในป1997   (A/HongKong/ 156/97)1  (Xu et al., 
1999)  และรายงานการระบาดในป 1997 ที่ประเทศฮองกงพบวา เชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจาก
ผูปวยและสัตวปกที่ติดเชื้อมีลักษณะทางพันธกุรรมใกลเคียงกนั และพบ multiple basic amino 
acids บนยีน HA นอกจากนี้การระบาดของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในป 2001 ที่ประเทศฮองกงกพ็บ
การเรียงตวัของลําดับของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acid  เชนเดียวกนั (Guan et 
al., 2002) 

 
Viseshakul และคณะ (2004) ไดศึกษาเชื้อไวรัสไขหวัดนก ที่แยกไดจากไกในจงัหวัด

นครปฐม (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)1พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยก
ไดในประเทศไทยเปน HPAI ที่มีการเรียงตวัของกรดอะมโินแบบ multiple basic amino acids 
ที่ HA cleavage site  และเชื้อไวรัสไขหวดันกที่แยกไดในประเทศไทย (CU-K2) มีลักษณะทาง
พันธกุรรมใกลเคียงกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกไดในประเทศจีน A/Duck/China/E319-2/031   

 
4.1.2 Receptor binding site 

โปรตีน HA ประกอบดวย receptor binding site ซึ่งอยูบน HA globular head  และ
ทําหนาทีเ่กี่ยวกับความสามารถในการติดเชื้อของไวรัสไปยังโฮสตชนิดตางๆ  โดยปกติเชื้อไวรัส
จะอาศัยสวน HA glycoprotein ไปจับกับ sialic acid  receptor ที่อยูบนเซลลเปาหมาย เชื้อ
ไวรัสไขหวัดในคน (H1, H2 และ H3 subtypes) จะจับกับ α2-6-linked sialic acid  ซึง่พบได
ในเซลลของระบบทางเดนิหายใจในคน แตเชื้อไวรัสไขหวัดในสัตวปกนั้น (H5 และ H7) จะจับ
กับ α2-3  linked sialic acid ที่พบในสัตวปก (Gambaryan et al., 2006) อยางไรก็ตามการ
ระบาดของเชือ้ไวรัสไขหวัดนก ที่ประเทศฮองกงในป 1997 นัน้มีรายงานวาเชื้อไวรัสที่มีลักษณะ

1 type  /animal / place of isolation / sequential number / year of isolation 
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ของ receptor binding site เหมอืนกับในสัตวปกก็สามารถกอใหเกิดโรคในคนไดเชนกัน 
(Matrosovich et al.,1999)  

 
นอกจากนีม้ีรายงานวาเชื้อไวรัสที่พบกรดอะมิโน glutamine (Gln) แทนที่กรดอะมิโน 

leucine (L) ที่ตําแหนง 222 ซึ่งเปนบริเวณ receptor binding pocket (H5 
numbering)(ตําแหนงที ่226 ใน H3 numbering) สงผลใหเชื้อไวรัสกอโรคทั้งในสตัวปกและคน
เชนกนั (Vines et al., 1998;  Suzuki, 2005)  

 
4.1.3  Glycosylation sites 

ตําแหนงของ glycosylation site บนยนี HA ประกอบดวยสายของคารโบไฮเดรตแลว
เชื่อมตอดวยพันธะ N-glycosidic linkage (Lamb and Choppin,1983) และตําแหนงของ 
glycosylation site บนยีน HA สามารถพบได 5-11 แหง ข้ึนกับสเตรนของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา 
(Bright et al., 2003) รายงานของ Amonsin และคณะ (2006) สามารถแยกเชื้อไวรัสไขหวัดนก
ไดจากเสือ และพบ glycosylation site บนยนี HA เปนจํานวนอยางนอย 7 แหง ไดแก กรดอะมิ
โนที่ตาํแหนง 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)   

 
ทั้งนี้มีรายงานการพบกลุมคารโบไฮเดรตที่ตําแหนง 154-156 ซึ่งเปนบริเวณที่มีการ

เปลี่ยนแปลงสงู โดยเฉพาะในเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากสัตวปกและคน พบวา ตําแหนง 
glycosylation site ที่ตําแหนง 154-156 ซึ่งเปนตาํแหนงที่ใกลกับ receptor binding pocket 
จะมีผลตอการเกาะจับของเชื้อไวรัสและอาจมีผลตอความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Matrosovich et 
al., 1999; Hulse et al., 2004)   

 
4.2 คุณลกัษณะทางพันธศุาสตรของยนี NA  

โปรตีน NA เปนโปรตีนอีกชนิดหนึ่งที่อยูบนผิวของไวรัส ซึ่งมีเอนไซม neuraminidase ทําหนาที่
ในการปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล โดยโปรตีน NA จะถูกกาํหนดโดยยีน NA ทั้งนีม้ีรายงานวาการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนยนี NA ที่บริเวณ NA stalk region จะมีผลในดานการปรับตัวและ
วิวัฒนาการของไวรัส และการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินที ่NA active site จะมีผลทําใหเชื้อไวรัสด้ือ
ตอยาตานไวรัส 

 
 



 10

 
4.2.1 NA stalk region 

โปรตีน NA มีรูปรางคลายเห็ด (mushrooms) ซึ่งประกอบดวยสวน head และ stalk 
region (Lamb and Choppin,1983)  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk 
region ของยีน NA สงผลใหไวรัสมีการปรับตัวในสิ่งแวดลอมใหมและมีคุณสมบัติที่ทาํใหไวรัส
ชนิดนี้สามารถติดตอไปยังสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆได (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005) 

  
นอกจากนีม้ีการศึกษาในเชือ้ไวรัสอินฟลูเอนซา เอ สายพนัธุ H1N1 ที่แยกไดจากไขไก

พบวาความยาวของ NA stalk region สัมพนัธกับกระบวนการเพิม่จํานวนของเชื้อไวรัส ถา 
stalk มีความยาวมากก็จะทําใหเชื้อไวรัสเพิ่มจํานวนไดดี และจากการทดลองในหน ูmice ถาไม
มีสวนของ stalk เลยก็จะพบวาเชื้อไวรัสเพิ่มจํานวนไดนอยลงและจะมีความรนุแรงที่ลดลงมาก     
(Castrucci and Kawaoka,1993) 

 
รายงานการศกึษาของเชื้อไวรัสไขหวัดนก ในป 1996 ที่แยกไดจากหานในมณฑล

กวางตุง ประเทศจีน (A/Goose/Guangdong/96)1 พบวาสวนของยีน NA มีความใกลเคียงกับ
เชื้อไวรัส A/Parrot/Ulster/731 และไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk region (Xu 
et al., 1999)  และในรายงานการระบาดในป 1997 ที่ประเทศฮองกง พบการลดจํานวนของ
กรดอะมิโนจาํนวน 19 ตัว (19-amino acid deletion) บน stalk region ของยีน NA (Subbarao 
et al., 1998) และ แตกตางจากการระบาดในป 2001 ซึ่งพบการลดจํานวนของกรดอะมิโน
จํานวน 20 ตัว (20-amino acid deletion) บน stalk region (Guan et al., 2002)  

 
รายงานการศกึษาเชื้อไวรัสไขหวัดนก ที่แยกไดจากการระบาดเมื่อตนป 2004 จากไกใน

ประเทศไทย (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)1 พบ 20-amino acid 
deletion บน stalk region ของยีน NA ซึ่งคลายกบัเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศ
ฮองกงในป 2001 (Guan et al., 2002) และเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศเวียดนาม
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  มีผลทาํใหเชื้อไวรัสด้ือตอยา

ตานไวรัส oseltamivir ซึ่งเปนยาที่ใชในการรักษาผูติดเชื้อไวรัสไขหวดันก  โดยตําแหนงของ
กรดอะมิโนเหลานัน้  ไดแก กรดอะมิโนตาํแหนงที ่119 (Glu 119 Val), 292 (Arg292Lys), 294 
(Asn294Ser) และ 275 (His275Tyr) (N1 numbering) (Brown, 2000; McKimm-Breschkin 
et al., 2001; Kiso et al., 2004)  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนอาจมีผลทาํใหโครงสราง
ของ neuraminidase เปลี่ยน ดังนั้นยา oseltamivir ซึ่งทําหนาที่ขัดขวางการทํางานของเอนไซม 
neuraminidase ไมสามารถทํางานได สงผลใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาตานไวรัส 

 
5. ลักษณะการเปลีย่นแปลงและกลายพันธุของเชื้อไวรสัไขหวัดนก 

การเปลี่ยนแปลงและการกลายพนัธุของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกรวมทัง้เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ ที่
เกิดขึ้นนัน้เกีย่วของกับคุณสมบัติการเปนเชื้อไวรัสชนิด RNA ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา ซึ่งกระบวนการ
สรางเชื้อไวรัสสามารถเกิดความผิดพลาดไดสูงทําใหเชือ้ไวรัสอินฟลูเอนซาเกิดความหลากหลายทาง
พันธกุรรม (antigenic variation)  ซึ่งคุณสมบัติดังกลาวจะไปมีผลตอการตอบสนองของระบบภูมคิุมกัน
ของรางกายผูที่ติดเชื้อ  ทั้งนีส้ามารถแบงลกัษณะของ antigenic variation ออกไดเปน 2 ชนิดคือ  
antigenic drift  และ antigenic shift 
 
Antigenic drift 
 Antigenic drift เปนกระบวนที่มกีารเปลีย่นแปลงในบางจุดของยีน (point mutation) และการ
เปลี่ยนแปลงนี้จะคอยๆ เกดิอยางตอเนื่อง (Brown, 2000) โดยการเปลี่ยนแปลงเกดิจากความผดิพลาด
ในขั้นตอนการสราง  viral RNA เนื่องจากการสราง RNA ของเชื้อไวรัสนี้ขาดกระบวนการ การตรวจสอบ
ความถกูตองของ nucleotide ที่นํามาใชในการสรางสาย RNA (proofreading) สงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัส (Wilschut and McElhaney, 2005) 
 
 การเปลี่ยนแปลงบางจุดบนยีน HA (antigenic drift)  จะมีผลตอโครงสราง antigenic epitope 
บนผิวโปรตนี HA ซึ่งเปน surface glycoprotein และเกีย่วของกับการทํางานของระบบภูมิคุมกันของ
รางกาย ทาํใหโฮสตที่ติดเชื้อไวรัสที่มีการเปลี่ยนแปลงบนยนี HA ไมสามารถสรางภมูิคุมกันขึน้มาตาน
เชื้อไวรัสสายพันธุใหมไดอยางสมบูรณ รวมทัง้ยงัมีผลตอความสามารถในการคุมโรคของวัคซีนหรือการ
เลือกใชวัคซีน (De jong et al.,2000) ตัวอยางการเกิด antigenic drift ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ ดัง
แสดงในรูปที่ 2 
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รูปที่ 2  การเกิด antigenic drift ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ บนยีน HA สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ตอการสรางโปรตีน HA  
 
Antigenic shift 

Antigenic shift เปนการเปลีย่นแปลงทีท่ําใหเกิดเชื้อไวรัสสายพนัธุชนดิใหม เปนผลมาจากการ
แลกเปลี่ยนทอนยนีระหวางเชื้อไวรัส 2 ชนิดที่ติดเชื้อในเซลลเดียวกนั (genetic reassortment)  และทํา
ใหเกิดเชื้อไวรัสสายพนัธุชนดิใหมขึ้นมาได สงผลใหคุณสมบัติของเชื้อไวรัสเปลี่ยนและอาจกลายเปนเชื้อ
ไวรัสที่กอโรครุนแรงทัง้นี ้เนื่องจากผูที่ไดรับเชื้อไวรัสนั้นยงัไมสามารถสรางภูมิคุมกนัตอ subtype ใหมที่
เกิดขึ้น ดังเชนเหตุการณในป 1957 และ 1968 ซึ่งเปนการระบาดครั้งรุนแรงของเชื้อไวรัสไขหวัด H2N2 
และ H3N2 โดยพบวาเชื้อไวรัสที่เกิดขึน้เปนผลจากการเกิด genetic reassortment  ระหวางเชื้อไวรัสที่
พบในสัตวปกและเชื้อไวรัสที่พบในคน โดยอาศัยโฮสตตวักลาง เชน สกุร ซึ่งสามารถติดเชื้อไวรัสไดทั้ง
เชื้อไวรัสในคนและในสัตวปก สงผลใหเกิดเชื้อไวรัสชนิดใหมและเกดิการระบาดของเชื้อไวรัสสายพนัธุ
ใหมตอไป  (Brown., 2000;  Wilschut and McElhaney., 2005) ตัวอยางการเกิด antigenic shift ของ
เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา 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  ของเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ ซึ่งเปนผลจาก  genetic reassortment 

ของยีน HA และ  NA โดยอาศัยโฮสตกึง่กลาง เชน สุกร คน นกกระทา ซึ่งสามารถตดิเชื้อไวรัส
ที่มาจากสัตวปกและคนได สงผลใหเกิดเชือ้ไวรัสสายพนัธุใหม 

HA 

NA 

Avian viruses Human viruses 

Intermediate host: pigs, human, quail  

Reassortant virus 

 



บทที่ 3 
วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 
การศึกษานี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาคุณลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไวรัสไขหวัดนกในประเทศไทย เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว การศึกษาครั้งนี้จึงแบงออกเปน 3 
ระยะคือ 

ระยะที ่1 เก็บรวบรวมตัวอยางและตรวจพสิูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก 
ระยะที ่2 หาลาํดับเบสของยนี H5 และ N1  
ระยะที ่3 วิเคราะหการเปลีย่นแปลงและหาความสัมพนัธของยนี H5 และ N1  
แผนภูมิวิธีการดําเนนิการวิจยัแสดงไวในรปูที่ 4   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 แผนภูมิแสดงวิธีการดําเนินการวิจัย 

 ระยะที่ 1  เก็บรวบรวมตัวอยางและตรวจพสิูจนเชือ้ไขหวดันก H5N1 

เก็บรวบรวมตัวอยางจากสัตวปกในพื้นที่ที่มีการระบาด (n = 43) 

เปรียบเทียบลําดับเบสของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกกับขอมูลใน GenBank 

 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลง การกลายพันธุของยนี H5 และ N1 และ 
ความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยวิธี cluster analysis 

ทราบคุณลักษณะและความสัมพันธทางพนัธศุาสตรของยนี H5 และ N1 ของ
เชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกที่พบในประเทศไทย 

ฉีดเชื้อเขาไขไกฟกและเก็บน้ําไขฟกและทํา HA test โดยหนวยชันสูตรโรคสัตว 
คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ตรวจพิสูจนเช้ือระดับโมเลกุลดวยวิธี Multiplex RT-PCR   

ระยะที่ 2 หาลําดบัเบสของยีน H5 และ N1 

 เพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 ดวยวิธี  PCR 

   DNA sequencing  

  ระยะที่ 3 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและหาความสมัพันธของยีน H5 และ N1 
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ระยะที่ 1   เก็บรวบรวมตวัอยางและตรวจพสิูจนเชือ้ไวรัสไขหวดันก 
1.1       การเกบ็รวบรวมและเตรียมตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนก 

เก็บและรวบรวมตัวอยางน้ําจากไขฟก (allantoic fluid) จากหนวยชนัสูตรโรคสัตว คณะสัตว
แพทย จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  โดยหนวยชันสูตรฯ ไดเก็บตัวอยางสัตวปกชนิดตางๆดวยวิธีการปาย
เก็บชองทวารรวม (cloacal swab) และ/หรือส่ิงคัดหลั่งจากหลอดลม (tracheal swab) หรืออวัยวะ
ภายในจากซากสัตวปก  

 
แยกเชื้อไวรัสโดยการฉีดตัวอยางเขาไขไกฟกที่มีอายุประมาณ 9 -12 วัน จาํนวน 2 ฟองตอ 1 

ตัวอยาง  และสองไขไกทุก 24 ชม. เพื่อดูการตายของตัวออน  และเก็บน้ําไขฟกจากไขที่ตายภายใน 24-
72 ชม. หลงัจากนัน้เก็บตัวอยางทัง้หมดภายใน 7 วนัหลังการฉีดเชื้อ  แลวทาํใหเชื้อไวรัสตายโดยการใช
ความรอนดวยการตมที่อุณหภูมิ 56 O ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง (OIE, 2005) จากนัน้ทดสอบทางซีร่ัมวิทยา
ดวยวิธ ีHemagglutination (HA) test  และเก็บรักษาน้าํไขฟกไวที่อุณหภูมิ – 20๐ ซ จนกวาจะนาํไปแยก
สกัด RNA เพือ่ตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนกในระดับโมเลกุลตอไป โดยเชื้อไวรัสที่ใชในการศึกษาครั้งนี้
ไดมาจากสัตวปกชนิดตางๆ ซึ่งพบไดในพืน้ทีท่ี่มีการระบาดในจังหวัดตางๆ ของประเทศไทย จํานวน 43 
ตัวอยาง   

  
1.2       การสกัด RNA ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก 

นําน้ําไขฟกที่ใหผลบวกตอการแยกเชื้อไวรัสไปสกัดแยก RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป Rneasy 
mini kit® (Qiagen, Hilden, Germany) โดยอาศัยหลกัการแยก RNA ดวยแผน silica gel membrane 
และได RNA ที่ปราศจากการปนเปอนของโปรตีน, nuclease, ribonuclease (RNases)  ทีม่ีความ
เขมขนสุดทายไมนอยกวา 1  µg  ในปริมาตรรวม 60 µl (วิธีการแยกสกดั RNA ไดแสดงไวในภาคผนวก) 
          
  1.3     การเตรียม cDNA จากตัวอยางเชื้อไวรัส 

สังเคราะห cDNA ดวยปฏิกริิยา reverse transcription  ในปริมาตรทัง้หมด 20 µl เพือ่ใชเปน 
DNA ตนแบบสําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสดวยวธิี multiplex RT-PCR   
ขั้นตอนการเตรียม cDNA ทาํไดโดยเตรียมสวนผสม RNA และ random primers ดังตอไปนี ้          

                                   ปริมาตร                  ความเขมขนสุดทาย     
RNA    4 µl                                >1 µg                 
0.5µg Random primers  1 µl                               0.1 µg 
ปริมาตรรวม    5 µl 
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จากนั้นนําสารละลายไปใสในเครื่อง Thermal cycler ที ่ 70 O ซ เปนเวลา 5 นาท ีและ 4O ซ 
เปนเวลา 5 นาท ี เพื่อใหเกิดการจับกนัระหวาง RNA เปาหมาย และ random primers หลังจากนั้น
เตรียมสวนผสมสําหรับการสงัเคราะห cDNA  โดยอาศยัเอนไซม reverse transcriptase ในการสราง 
cDNA จาก RNA   
 
                                     ปริมาตร             ความเขมขนสุดทาย 

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 
 

นําสวนผสมระหวาง RNA กับ random primer ที่เตรียมไวขางตนผสมรวมกับสวนผสม
สําหรับการสังเคราะห cDNA และนําไปใสเครื่อง Thermal cycler ที่  25 O  ซ   เปนเวลา 5 นาทีและ    
42  O ซ   เปนเวลา 60 นาท ี และ 70 O  ซ   เปนเวลา 15 นาท ีนํา cDNA ที่เตรียมไดเก็บไวที่อุณหภูมิ -
20 O ซ 
  
1.4         การตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสดวยวิธ ีmultiplex RT-PCR 
              นํา cDNA ตนแบบมาตรวจพิสจูนเชื้อไวรัสดวยวธิี multiplex RT-PCR ซึ่งเปนวิธทีี่สามารถ
ตรวจหายีนจาํนวน 3 ยีนคือ M H5 และ N1 ในเวลาเดียวกัน โดยทําปฏิกิริยาในปริมาตร 25 µl ดังนี ้

ปริมาตร        ความเขมขนสดุทาย     
cDNA       1      µl 
10 µM ของ primers แตละตัว*                      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 จําเพาะตอยีน M H5 และ N1  
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จากนั้นนําสวนผสมไปเพิม่จํานวน ในเครือ่ง Thermal cycler  โดยการทดลองแตละครั้งจะใชน้าํ
กลั่นเปนตัวควบคุมลบ (negative control) และใช  cDNA ที่ไดจากตวัอยาง A/Chicken/Thailand/CU-
K2/04 เปนตัวควบคุมบวก (positive control) ภายใต PCR-condition ดังตอไปนี้  

  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 ี
   ทําซ้าํในขอ 2 จํานวน 40 รอบ    

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

เตรียม agarose gel ความเขมขน 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 บนแผนเจลดวยโดยการใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 30-45  นาที 
จากนั้นยอม DNA บนแผนเจลดวย ethidium bromide ความเขมขน 10 mg/ml และนาํไปตรวจสอบ
ขนาด PCR product ภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ตที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร    
  
1.6       การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยวิธ ีmultiplex-RT PCR 

การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยวธิี multiplex RT-PCR จะใหผลการ
ตรวจหายีน M H5 และ N1 เทากบั 276, 189 และ 131 bp ตามลําดับ และผลที่อาจพบได คือ 

- ตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จะใหผลบวกตอยีนทัง้ 3 ยีนคือ   
M  H5 และ N1  

- ตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ และไมใชสายพนัธุ H5N1 จะใหผลบวกตอ
ยีน M ถาเชื้อไวรัสเปน H5 subtype แตเปน NA subtype อ่ืนๆ จะใหผลบวกเฉพาะยนี M 
และ H5  และถาเชื้อไวรัสเปน N1 subtype แตเปน HA subtype อ่ืนๆ จะใหผลบวก
เฉพาะยีน M และ N1 

- ตัวอยางที่ไมใชเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ จะไมใหผลบวกตอยนีทัง้ 3 ยีนคือ M H5 และ 
N1     (ไมปรากฏ band ของ PCR product)   

รายละเอียดการแปลผลการตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสไขหวัดนกโดยใชวิธ ี multiplex RT-PCR ได
แสดงดังตารางที ่3 
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ตารางที่ 3 การแปลผลการตรวจพิสูจนเชือ้ไวรัสไขหวัดนก โดยวธิี Multiplex RT-PCR  
 

 ยีน 

 M H5 N1 
 
เช้ือไวรัสไขหวัดนก สายพันธุ H5N1  

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
เช้ือไวรัสอินฟลูอินซา เอ (ไมใช H5N1) 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
เช้ือไวรัสอินฟลูเอนซา เอ เฉพาะ H5 subtype 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
เช้ือไวรัสอินฟลูเอนซา เอ เฉพาะ N1 subtype 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
ไมพบเชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ รวมทั้งเช้ือไขหวัดนก H5N1 

 
- 

 
- 

 
- 

เครื่องหมาย + หมายถึง ผลบวกของ PCR product ที่มขีนาดจําเพาะตอยีน H5 N1 M  
  
ระยะที่ 2  หาลําดับเบสของยีน H5 และ N1 
     เมื่อตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสแลวพบวาตัวอยางใหผลบวกตอยีน M H5 N1 ในปฏิกิริยา multiplex 
RT-PCR จึงนาํ cDNA นัน้มาหาลําดับเบส โดยแบงเปนขัน้ตอนดังนี้  
    
2.1 การเพิม่จํานวนยนี H5 และ N1 ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรส 

ทําการเตรียมสวนผสมสาํหรับปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรส ในปริมาตรทั้งหมด 50  µl ประกอบดวย 
ปริมาตร                     ความเขมขนสดุทาย          

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 

   
นําสวนผสมไปเพิ่มจํานวนโดยใสเครื่อง Thermal cycler  ภายใต PCR-condition  

และการทดลองแตละครั้งจะใชน้ํากลัน่เปนตัวควบคุมลบ (negative control)  
 

ผลการตรวจพสูิจนเช้ือไวรัส 
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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 ี
  ทําซ้าํในขอ 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 ี
    ทําซ้าํในขอ 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 ไปตรวจสอบขนาดและความจาํเพาะดวยวิธ ี Agarose gel 
electrophoresis จากนัน้ทําการตัด agarose gel ในสวนที่ม ีPCR product  

2.2.2 ทําการสกัด DNA ออกจากแผนเจลโดยใชชุด Perfectprep Gel Cleanup kit 
(Eppendorf, Hamburg, Germany) ซึ่งอาศัยแผน glass fiber membrane ในการแยก  DNA  ออก
จากสารอนิทรยีตางๆที่ปนอยูใน DNA  เพือ่ใหได DNA บริสุทธิ์ปริมาตร 35 µl  สําหรับใชในการหาลาํดับ
เบส  
          2.2.3 นําตัวอยาง DNA มาเจือจางใหไดความเขมขน 50 ng/µl ปริมาตร 20 µl พรอมกบัสง 
forward และ reverse primers ที่มีความเขมขนสุดทาย 1 µM  อยางละ 10  µl  นําไปหาลาํดับเบสของ
ยีน H5 และ N1 ดวยวิธ ีDideoxy Chain Termination ที่ศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับอักเสบ คณะ
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ/หรือบริษทั macrogen เมืองโซล ประเทศเกาหลีใต  

2.2.4  วิเคราะหขอมลูที่ไดจากการหาลาํดับเบสดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร โดยขอมูลจะอยู
ในรูปของกราฟ Chromatogram (ABI file) และลําดับเบส (Text file)  และนํามาตรวจสอบความถูกตอง
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และประกอบลําดับเบส (assembly) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร Chromas version 1.45  และ Bioedit 
version 7.0.0 ตามลําดับ   
 
ระยะที่ 3 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและหาความสัมพันธของยีน H5 และ N1 

3.1 เมื่อตรวจสอบความถกูตองและประกอบลําดับเบสแลว จะไดลําดับเบสของยีน H5 (~1700 
bp) และยีน N1 (~1400 bp) จงึนาํขอมูลที่ไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบลาํดับเบสของยีน H5 และ N1 
ของตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยทําการวิเคราะหรวมกบัลําดบัเบสของเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่เคยมี
รายงานการระบาดในประเทศไทยและรายงานจากประเทศในทวีปเอเซีย ยุโรป ซึ่งขอมูลลําดับเบสของ
เชื้อไวรัสไขหวดันกมาจากฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  

3.2  หาความสัมพันธทางพนัธุกรรมของยนี H5 และ  N1 โดยหาความสมัพันธในรูปของ 
phylogenetic tree ดวยวิธี  Neighbor-Joining และ bootstrap ananlysis (1,000 replications)  ดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอร Mega 3.1  และอานผลในรูปความสัมพันธทางพนัธุกรรมของตัวอยางเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกที่ใชในการศึกษาจาก phylogenetic tree 

3.2   หาเปอรเซ็นตความคลายของนวิคลีไทดและกรดอะมิโนของยนี H5 และ N1 โดยเลือก
ตัวแทนของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกในสัตวปกที่แยกไดจากพื้นที่ในเขตกรงุเทพมหานครจํานวน 8 ตัวอยาง 
รวมทัง้เปอรเซน็ตความคลายของนวิคลีไทดและกรดอะมิโนของยีน H5 และ N1จากเชื้อไขหวัดนกในไก
จํานวน 8 ตัวอยางดวยวธิี pair-wise comparison และแสดงผลในรปูเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลี
โอไทดและกรดอะมิโนดวยโปรแกรม Bioedit version 7.0.0 
         3.3  เปรียบเทียบลาํดับเบสและกรดอะมิโนของตวัอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง
รวมกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีม่ีรายงานในประเทศไทย ประเทศในทวปีเอเซีย และยุโรป  เพื่อวิเคราะหการ
เปลี่ยนแปลงที่ตําแหนงตางๆของยีน H5 และ N1  ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร  
Mega 3.1 

 
3.3.1 ยนี H5  วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่บริเวณ 3 ตําแหนง คือ 

-  HA cleavage site       ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 320-330 
-  receptor binding site ทีต่ําแหนงกรดอะมิโนที่ 222-224 
-  glycosylation site  ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 154-156 

 
3.3.2  ยีน N1 วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่บริเวณ 2 ตําแหนง คือ 

-  NA stalk region  ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 49 - 68 
-  NA active sites    ที่ตําแหนงกรดอะมิโน  119 , 293, 295 และ 275  
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อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในงานวิจยั 
1. สารเคมีทีใ่ชในการสกดั 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. สารเคมีทีใ่ชในการทําปฏิกิรยิาลูกโซโพลิเมอรเรสและหาลาํดับเบสของยีน 
 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. อุปกรณทีใ่ชในการวจิยั 

3.1  หลอดพลาสติกสําหรับทํา PCR ขนาด 0.2 ml. (Axygen Scientific®, CA, USA) 
3.2  หลอดพลาสติก (eppendorf tubes) ขนาด 1.5 ml  
3.3  ไมโครปเปต ขนาด 0.5-2, 2-20, 20-200 และ 100-1000 µl (Gilson®,  France) 
3.4  ไมโครปเปตทิป ขนาด 2, 200 และ 1000 µl   
3.5  อุปกรณเครื่องแกววทิยาศาสตร 

 
 
 



 22

4. เครื่องมือที่ในการวิจยั 
4.1  เครื่องเพิม่ปริมาณสารพันธกุรรม (Thermocycler ) (Thermoelectron corporation®,    
       USA) 
4.2  เครื่องแยก DNA ดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis system) (OWL Scientific  
       Inc.®, USA) 
4.3  เครื่อง UV transilluminator  (Vilber Lourmat®)  
4.4  เครื่องปนเหวีย่ง (Denville Scientific Inc.®, USA) 
4.5  ตูแชแข็ง  –20O C 
4.6  เครื่องชัง่ทศนิยม 2 ตําแหนง  
  

5. นิวคลีโอไทดสังเคราะห (primers) ที่ใชในงานวจิัย 
นิวคลีโอไทดสังเคราะหสําหรับการศึกษาครั้งนี้จะแบงออกเปน 3 ชุด ไดแก 
 5.1 Random Hexamers ซึ่งเปน random primers ความยาว 6 bp เพื่อใชในการเกาะจับกับ 
RNA สําหรับสังเคราะห cDNA  

5.2 Primers สําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวยวธิี multiplex RT-PCR ออกแบบ
โดยอาศัยขอมลูจาก Payungporn และคณะ (2004) รายละเอยีดของลําดับเบส และขนาดของ PCR 
product แสดงไวในตารางที ่4 

 5.3 Primers สําหรับการเพิ่มจํานวนยนี H5 และ N1 เพื่อใชในการหาลาํดับเบส (DNA 
sequencing) เปน primers ที่มีความจาํเพาะตอยนี H5 และ N1  primers ในการศึกษาครั้งนี้มจีํานวน 
5 คู โดยยนี H5  ประกอบดวย primers จํานวน 3 คูและยีน N1 ประกอบดวย primers จํานวน 2 คู  
PCR product ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจะมีขนาด 500- 800 bp เพือ่ใหเหมาะสมตอการ
หาลาํดับเบส รายละเอียดของตําแหนงของ 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 คูที่ Primer ลําดับเบส ขนาด 
primers 

(bp) 

ตําแหนง 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 ที่ใชในการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวย Multiplex RT-PCR 

 565 

 845 

    855 

609 

 919 

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

ตารางที ่5  primers ที่ใชในการเพิม่จํานวนยนี H5 และ N1 
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                                                                                N1- 
 

 รูปที่ 5 ตําแหนงของ primers ที่ใชในการหาลําดับเบสของยีน 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 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

  
1.  ตัวอยางเชื้อไวรสัไขหวัดนกในการศึกษาครั้งนี ้
 1.1 การศึกษาครั้งนี้เก็บรวบรวมเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ไดจากตัวอยางน้าํไขฟกจากสัตวปกในชวง
ที่มีการระบาดในป 2004-2005 โดยการศึกษาครั้งนี้ไดศึกษาเชื้อไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง 
รายละเอียดของตัวอยางเชือ้ไวรัสไขหวัดนกประกอบดวย รหัสของตวัอยาง ชนิดของสัตวปก พืน้ทีท่ี่เก็บ
ตัวอยาง และปที่เก็บตัวอยาง แสดงไวในตารางที่ 6 
 

 ตารางที ่6  ตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจากสัตวปกระหวางป 2004-2005 จํานวน 43 ตัวอยางที่ใชใน 
 การศึกษาครั้งนี ้
 

รหัสของตัวอยาง ชนิดสัตวปก พื้นที่ที่เก็บ ปที่เก็บตัวอยาง 
    

CU-1 ไก สุพรรณบุรี 2004 
CU-2 เปด ชลบุรี 2004 
CU-3 ไก กรุงเทพฯ 2004 
CU-4 อีกา กรุงเทพฯ 2004 
CU-5 เปด ชลบุรี 2004 
CU-7 ไกเนื้อ ชลบุรี 2004 
CU-8 ไกเนื้อ ปราจีนบุรี 2004 
CU-9 ไกเนื้อ สุพรรณบุรี 2004 

CU-10 ไกเนื้อ ฉะเชิงเทรา 2004 
CU-11 ไกไข ฉะเชิงเทรา 2004 
CU-12 ไกไข นครสวรรค 2004 
CU-14 ไกไข นครปฐม 2004 
CU-15 อีกา กรุงเทพฯ 2004 
CU-16 นกยูง กรุงเทพฯ 2004 
CU-17 ไก สระบุรี 2004 
CU-18 ไกฟา กรุงเทพฯ 2004 
CU-19 นกกระจอกเทศ สมุทรปราการ 2004 
CU-21 ไก กรุงเทพฯ 2004 
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รหัสของตัวอยาง ชนิดสัตวปก พื้นที่ที่เก็บ ปที่เก็บตัวอยาง 

    
CU-23 ไกไข อยุธยา 2004 
CU-26 นกตะขาบทุง กรุงเทพฯ 2004 
CU-31 นกกระจอกเทศ สมุทรปราการ 2004 
CU-35 อีกา กรุงเทพฯ 2004 
CU-38 ไก ลพบุรี 2004 
CU-39 ไก นครสวรรค 2004 
CU-71 เปด นครปฐม 2004 
CU-74 เปด สระบุรี 2004 
CU-76 เปด ชลบุรี 2004 
CU-77 เปด ฉะเชิงเทรา 2004 
CU-89 เปด นครนายก 2004 
CU-90 เปด นครสวรรค 2004 
CU-93 เปด ปทุมธานี 2004 
CU-95 เปด ปราจีนบุรี 2004 
CU-98 เปด นครปฐม 2004 
CU-202 นกพิราบ สมุทรปราการ 2004 
CU-203 นกกระจอก พังงา 2004 
CU-209 นกเอี้ยง ระนอง 2004 
CU-130 เปดกากี สุพรรณบุรี 2005 
CU-131 เปดกากี 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  ตวัอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจากสัตวปกระหวางป 2004-2005 จํานวน 43 ตัวอยางที่ใช 
                  ในการศึกษาครัง้นี ้(ตอ) 
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จากตารางที่ 6 สรุปไดวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ศกึษาครั้งนี้จํานวน 43 ตัวอยาง เปนเชื้อไวรัสที่
แยกไดจากไก 18 ตัวอยาง (41.9%) เปด 13 ตัวอยาง (30.2%)  อีกา 3 ตัวอยาง (6.9%) นกกระทา 3 
ตัวอยาง (6.9%) นกกระจอกเทศ 2 ตัวอยาง (4.7%) และนกกระจอก นกเอี้ยง นกตะขาบทุง นกพิราบ 
นกยงู ไกฟา จํานวนอยางละ 1 ตัวอยาง (1% ตอตัว)  โดยตัวอยางสวนใหญแยกไดจากหลายจงัหวัดใน
ภาคกลาง ไดแก กาญจนบรีุ กรุงเทพมหานคร นนทบุรี นครปฐม นครนายก นครสวรรค ปทุมธาน ีลพบุรี 
สระบุรี สมุทรปราการ สุพรรณบุรี อยุธยา ภาคตะวันออก ไดแก ฉะเชงิเทรา ชลบุรี ปราจีนบุรี และภาคใต 
ไดแก พังงา ระนอง 

 
1.2  ผลการตรวจพิสูจนและยืนยันเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยวิธี multiplex RT-PCR ซึ่งเปนการ

ตรวจหายีน M H5 และ N1 โดยตัวอยางทีม่ีเชื้อไวรัสไขหวัดนกจะใหผลบวก (positive) ของยีน M H5 
และ N1 ที่ขนาด 276 189 และ 131 bp ตามลําดับ 

  
การศึกษาครั้งนี้พบวาตวัอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนก 43 ตัวอยางใหผลบวกตอยนี M H5 และ N1  

ตัวอยางของการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวดันกโดยวิธี multiplex RT-PCR ที่ใหผลบวกตอยนี M H5 
และ N1 แสดงไวในรูปที่ 6     

 
                                                                                                      

        
 

รูปที่ 6 รูปตัวอยางที่ใหผลบวกตอยนี M H5 และ N1  ในตัวอยางสัตวปกแตละชนิดจํานวน 8   ตัวอยาง  
ไดแก 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 ไดนําตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวดันกที่ใหผลบวกตอยนี M 
H5 และ N1 มาเพิม่จํานวนในสวนของยนี H5 และ N1 โดยใช primer ที่จําเพาะตอยีนแตละชนิด  และ
ตัวอยางของผลการใชปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรสในการเพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 ไดแสดงไวในรูปที่ 7  
และหลังจากนํา PCR product ที่ไดไปหาลําดับเบส ผลการหาลําดบัเบสจะอยูในรูปกราฟ 
chromatogram และ text file และนาํลําดับเบสที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองโดยทําการยนืยนัผลของ
ลําดับเบสที่ไดจาก forward และ reverse primers เปรียบเทียบกัน  จากนัน้นําลาํดับเบสมาประกอบให
ครบทั้งยนี H5 และ N1 โดยการใชโปรแกรม Bioedit version 7.0.0 (รูปที่ 8)   

 
ในการศึกษาครั้งนี้ไดขอมูลลําดับเบสของยนี H5 และ N1 ทั้งหมด 86 เสน (จํานวน 43 

ตัวอยาง) และไดนําขอมูลลําดับเบสที่ได 64 เสน (จํานวน 32 ตัวอยาง) ไปเผยแพรในฐานขอมูล 
Genbank ซึ่งสามารถ down load ขอมูลของลําดับเบสไดตาม Genbank Accession Number โดย
ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov  ดังแสดงในตารางที่ 7  ทั้งนี้ตัวอยางอกี 22 เสน (จํานวน 11 
ตัวอยาง) ยงัไมไดทําการเผยแพรขอมูลไปยังฐานขอมลู GenBank 

 
    

                                                 
                                                                        
รูปที่ 7 รูปตัวอยางที่ใหผลบวกในการเพิม่จํานวนยนี H5 และ N1 โดยรูป A  แสดงตัวอยาง CU-23 ที่

ใหผลบวกในการเพิ่มจาํนวนยีน 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 แสดงตัวอยาง CU-23 ที่ใหผลบวกในการเพิ่มจํานวน
ยีน N1 จาก primer จํานวน 2 คู และใหขนาด 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  
750  

1000  

bp bp 



 29

 
 
 

 
 

 
                                       (a)                                                                       (b) 

 
 

 
                  (a)                                                              (b) 
 
 
 
 
 
 
 
        
            

          
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 8  ตัวอยางผลของลําดับเบสในรูปกราฟ Chromatogram (a) ซึ่งอานผลโดยโปรแกรม Chromas 

1.45 และ ผลลําดับเบสในรูป text file (b) ซึ่งเปนผลลําดับเบสที่ไดจาก forward (F) และ 
reverse (R)  primers ในแตละคู จากนัน้นาํขอมูลมาตรวจสอบความถูกตองและยืนยนัลําดับ
เบส (c)  และนําลาํดับเบสมาประกอบใหครบทั้งยนี โดยการใชโปรแกรม Bioedit  version 
7.0.0 (d)                                  
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ตารางที่ 7  ขนาดและหมายเลขประจําลาํดับเบส (GenBank Acession No.) ของยนี H5 และ N1 ของ
ตัวอยางจํานวน 43 ตัวอยาง 

 
Isolated ID ชนิดสัตวปก ขนาดของยีน ( bp) GenBank Accession No. 
  H5 N1 H5 N1 

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

CU-10 ไกเนื้อ 1666 1377 AAZ29954 AAZ29990 
CU-11 ไกไข 1670 1385 AAZ29955 AAZ29991 
CU-12 ไกไข 1649 1377 AAZ29956 AAZ29992 
CU-14 ไกไข 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 ไกฟา 1660 1356 AAZ29962 AAZ29998 
CU-19 นกกระจอกเทศ 1669 1383 AAZ29963 AAZ29999 
CU-21 ไก 1680 1364 AAV48780 AAV48781 
CU-23 ไกไข 1711 1342 AAV41002 AAV41003 
CU-26 นกตะขาบทุง 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 เปด 1700 1360 AAZ29975 AAZ30011 
CU-74 เปด 1700 1373 AAZ29977 AAZ30013 
CU-76 เปด 1672 1373  N/A* N/A  
CU-77 เปด 1665 1368 N/A N/A 
CU-89 เปด 1696 1373 N/A N/A 
CU-90 เปด 1674 1381 N/A N/A 

* N/A หมายถึง Not Available เนื่องจากยังไมไดทําการเผยแพรขอมูลในฐานขอมูล GenBank 
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ตารางที่ 7  ขนาดและหมายเลขประจําลาํดับเบส (GenBank Acession No.) ของยนี H5 
                  และ N1 ของตัวอยางจาํนวน 43 ตัวอยาง 
 
Isolated ID ชนิดสัตวปก ขนาดของยีน ( bp) GenBank Accesion No. 
  H5 N1         H5        N1 

CU-93 เปด 1664 1373  N/A* N/A 
CU-95 เปด 1667 1407 N/A N/A 
CU-98 เปด 1667 1377 N/A N/A 
CU-130 เปดกากี 1711 1412 N/A N/A 
CU-131 เปดกากี 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 เนื่องจากยังไมไดทําการเผยแพรขอมูลในฐานขอมูล GenBank 

 
3. ผลการวิเคราะหความสัมพันธของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดใน
ประเทศไทย 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดวิเคราะหความสัมพนัธของยีน H5 และ N1 โดยวิธี cluster analysis และ
แสดงผลการวเิคราะหความสัมพันธในรูปแบบของ phylogenetic tree ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกได
จากการระบาดในป 2004-2005 ผลการศึกษาครั้งนี้พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกทั้งหมดจัดอยูในกลุม
เดียวกนั และยังจัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไวรัสที่เคยระบาดในประเทศไทยเมื่อตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)  และกลางป 2004  (A/Chicken/Thailand/CU-
23/04) (รูปที่ 9) 
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นอกจากนี้ผลการวิเคราะหหาความสัมพนัธของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกไดในการศึกษาครั้งนี้กบั

เชื้อไวรัสไขหวดันกทีม่ีรายงานในประเทศตางๆ พบวา เชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่พบจากการศึกษาครั้งนีจ้ัดอยู
ในกลุมเดียวกบัเชื้อไวรัสที่พบในประเทศเวียดนามชวงป 2004-2005 แตแยกกลุมออกจากเชื้อไวรัสที่พบ
ในประเทศอนิโดนีเซีย ป 2004-2005 ประเทศในแถบทวปียุโรปป 2005 และประเทศจีนทางตอนใตในป 
1996-1997 ดังนัน้จึงอาจสรปุไดวาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนก
ในการศึกษาครั้งนี้สามารถแยกเชื้อไวรัสไดออกเปน 4 กลุม คือ เชือ้ไวรัสในกลุมของประเทศไทยและ
เวียดนาม เชือ้ไวรัสในกลุมอินโดนีเซยี เชือ้ไวรัสในกลุมประเทศทางยโุรป  และเชื้อไวรัสในกลุมประเทศ
จีนตอนใต ดังแสดงในรูปที่ 10 และ 11  

 
อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้เชื้อไวรัสไขหวัดนกทีน่ํามาศึกษาทั้งหมดเปนเชื้อไวรัสไขหวัดนกสาย

พันธุ H5N1 กลุม genotype Z และเปน genotype เดียวกันกับเชื้อทีพ่บในหลายประเทศในเอเชยี เชน 
ประเทศจีน เวยีดนาม อินโดนีเซีย ฮองกง รวมทัง้เชื้อทีพ่บในยุโรปและแอฟริกา     
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  THAI  
2004-05 

รูปที่ 9 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน H5 (a) และ N1 (b) ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษาครั้งนี้กับเช้ือไวรัสไขหวัดนกที่
เคยมีรายงานในประเทศไทยชวงตนป 2004 (Chicken/Nakon-Pathom/Thailand/CU-K2/04) ในรูปแบบ phylogenetic tree ของยีน H5 
และ N1 โดยวิเคราะห nucleotide ของยีน H5 ต้ังแตตําแหนงที่ 49-1580 bp และ nucleotide ของยีน N1 ต้ังแต 1-1359 bp ผลการ
วิเคราะห bootstrap analysis แสดงเปนตัวเลขบนแตละ branches และความยาวของเสนแนวขวาง (horizontal lines) เปนคาสัดสวน
ความแตกตางของจํานวนนิวคลีโอไทด  และในแตละ branches แทนดวยช่ือของตัวอยางที่ใชในการศึกษา  

   

  THAI  
2004-05 
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รูปที่ 10 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน H5 ระหวางเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษากับเช้ือไวรัสไขหวัดนกที่
เคยมีรายงานในทวีปเอเชีย และยุโรปในป 2004-2005  ในรูปแบบ phylogenic tree 
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รูปที่ 11 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน N1 ระหวางเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษากับเช้ือไวรัสไขหวัดนกที่
เคยมีรายงานในทวีปเอเชีย และยุโรปในป 2004-2005  ในรูปแบบ phylogenic tree 
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4.  ผลการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินบนยีน H5 และ N1 
ขอมูลลําดับเบสของยีน H5 และ N1 สามารถนาํมาวิเคราะหเปอรเซน็ตความคลาย (identity)

ของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน  รวมทัง้การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของแตละ
ยีน  การวิเคราะหขอมูลคร้ังนี้ไดเปรียบเทยีบลําดับเบสและกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสจํานวน 43 ตัวอยาง
รวมกับขอมูลที่เคยมีรายงานในประเทศตางๆ  ดวยโปรแกรม Mega 3.1 
  

4.1 ผลการวเิคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน H5 
และ N1  

  วเิคราะหเปอรเซ็นตความคลายของยนี H5 และ N1  ในรูปแบบเปอรเซ็นต similarity    ใน
ตัวแทนเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจากพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร  ในเดือนกมุภาพันธ มีนาคม และ
สิงหาคม 2004 จํานวน 7 ตัวอยาง เปรียบเทยีบกับเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดในชวงตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)      ผลการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตความคลายของ
นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน H5 ในเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดมีคามากกวา 99 % และเปอรเซ็นต
ความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน N1  มีคาประมาณ 97-99 %  ดังแสดงตารางที ่8  

 
นอกจากนีก้ารศึกษาครั้งนี้ไดวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของยนี H5 และ N1 ในตัวอยางเชื้อ

ไขหวัดนกที่แยกไดจากไก จํานวน 8 ตัวอยางเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดในชวงตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04)  พบวาเปอรเซน็ตความคลายของนวิคลีโอไทดและ
กรดอะมิโนของยนี H5 ในเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดมีคามากกวา 99 % สวนเปอรเซ็นตความคลายของนิ
วคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน N1  มีคาประมาณ 96-97 % (ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 8 แสดงเปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 ในตัวอยางเชื้อไขหวดันกจํานวน 7 ตัวอยาง 
              เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนกแยกไดในชวงตนป 2004 (A/Chicken/Nakorn-

Pathom/Thailand/CU-K2/04) 
 
เชื้อไวรัสที่แยกได ความยาวของสายนิวคลีโอไทด (bp) ชวงเวลา 

(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 แสดงเปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 ในตวัอยางเชื้อไขหวดันกในไก             
เปรียบเทยีบกบัเชื้อไขหวัดนกแยกไดในชวงตนป 2004 (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-
K2/04) 

 
เชื้อไวรัสที่แยกได ความยาวของสายนิวคลีโอไทด (bp) ชวงเวลา 

(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 ผลการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินบนยีน H5   

HA cleavage site 
การเรียงตวัของกรดอะมิโนทีบ่ริเวณ HA cleavage site สามารถใชบงบอกถงึความรุนแรงใน

การกอโรคของเชื้อไวรัสไขหวัดนก โดยพบวาเชื้อไวรัสที่กอโรคที่มีความรุนแรงต่ําจะมลัีกษณะของกรดอะ
มิโนบริเวณ HA cleavage site แบบ single basic amino acid แตในเชื้อไวรัสที่กอใหเกิดโรคที่มีความ
รุนแรงสูงจะมกีารเรียงตวัแบบ multiple basic amino acids (Wilschut and McElhaney, 2005) 

 
ผลการศึกษาครั้งนี้พบวาเชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดมกีารเรียงตวัของกรดอะมิโนบน cleavage 

site แบบ multiple basic amino acid ซึ่งเปนลักษณะของเชื้อไวรัสไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรง  และยัง
สามารถแบงการเรียงตัวของกรดอะมิโนออกไดเปน 3 แบบ คือ RRRKKR, RKRKKR, KRRKRR ดัง
แสดงในตารางที ่10  และรูปที่ 12 ซึ่งแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมโินที่บริเวณตําแหนงที ่320-330 บน
ยีน HA (HA cleavage site)  

 
การเรียงตวัแบบ RRRKKR พบไดในสตัวปกหลายชนิด โดยเฉพาะในไก (n=13) เปด (n=12)  

นอกจากนีย้ังพบไดในอีกา (n=2) นกกระจอกเทศ(n=2) นกตะขาบทุง (n=1) นกเอีย้ง (n=1) นกกระจอก 
(n=1)  นกพริาบ (n=1)  สวนการเรียงตัวแบบ RKRKKR พบในนกยูง  อีกา ไก ไกฟา (ชนดิละ 1 
ตัวอยาง) และการเรียงตวัในลักษณะ KRRKRR พบไดในนกกระทา (n=3) เปด (n=1)  และไก (n=2) 

 
อยางไรก็ตามจะพบวาการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน HA cleavage site แบบ RRRKKR 

สามารถพบไดในเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่รายงานในประเทศจีนป 1996-1997 ประเทศเวียดนาม 
อินโดนีเซยีในป 2004-2005 และประเทศในแถบยุโรปในป 2005 ยกเวนเชื้อไวรัสที่แยกจากประเทศ  
เบลเยี่ยม(A/crested_eagle/Belgium/01/2004) จะเปนการเรียงตวัแบบ KRRKRR (รูปที่ 12) 

 
Receptor binding site  
เชื้อไวรัสอินฟลูเอนซา เอ กอใหเกิดโรคในสัตวหลายชนิด แตมีรายงานลักษณะของกรดอะมิโน

บน receptor binding site ที่แตกตางกนั ทําใหเกดิความจําเพาะตอการจับบน oligosaccharide 
receptor ที่อยูบนผวิเซลลของ host  พบวาเชื้ออินฟลเูอนซาที่กอโรคในสัตวปกจะพบกรดอะมโินชนิด 
glutamine (Q) และ glycine (G) ที่ตําแหนง 222 และ 224 บนยนี HA (Q226 และ G228 ของระบบ 
H3 numbering) (Vines et al., 1998 )   
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จากตัวอยางทัง้หมดที่ใชในการศึกษาครั้งนีไ้มพบการเปลีย่นแปลงของลักษณะกรดอะมิโนที่
ตําแหนง 222 และ 224 (Q222-G224) ดังตารางสรุปที ่8 และเมื่อวเิคราะหรวมกับตัวอยางเชื้อไวรัสจาก
ประเทศตางๆ คือ จีน เวียดนาม อินโดนีเซีย ประเทศแถบยุโรป พบวาเชื้อไวรัสยังมีลักษณะของ    
กรดอะมิโนแบบ Q222 และ G224 เชนเดียวกนั ซึ่งเปนลักษณะที่สาํคัญของ receptor binding site 
ของเชื้อไวรัสทีก่อโรคในสัตวปก (รูปที่ 13) 

 
N-link glycosylation site 
ตําแหนงของ glycosylation site บนยีน HA ประกอบดวยสายของคารโบไฮเดรตเชื่อมตอดวย

พันธะ N-glycosidic linkage (Lamb and Choppin,1983)   และ glycosylation site  จะเกี่ยวของกับ
ความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Hulse et al., 2004) โดยเฉพาะ glycosylation site ที่บริเวณใกลเคียงกับ 
receptor binding site เชน ตําแหนง glycosylation site ที่ 154-156 

  
เชื้อไวรัสไขหวดันกที่รายงานในประเทศจนีชวงป 1996-1997 ประเทศในแถบยุโรปป 2004-

2005 และเชื้อไวรัสบางตัวในประเทศอินโดนีเซยี (Quail/Tasikmalaya/BPPV4/04) ไมพบ 
glycosylation site ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 154-156  อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนีพ้บ glycosylation 
site  แบบ NST ที่ตําแหนงกรดอะมิโน 154-156 ในทกุตัวอยางของเชื้อไวรัสไขหวดันก (แสดงดังตาราง
สรุปที่ 10 และรูปที่ 14)  
 

4.3 ผลการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินบนยีน N1  
NA stalk region  
โปรตีน NA มีรูปรางแบบ mushrooms ซึ่งประกอบดวยสวน head และ stalk region (Lamb 

and Choppin,1983) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk region ของยีน NA สงผลให
ไวรัสมีการปรบัตัวในสิ่งแวดลอมใหมและมีคุณสมบัติทีท่ําใหไวรัสชนดินี้สามารถตดิตอไปยังสิ่งมชีีวิต
ชนิดตางๆได (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005) 

  
จากการศึกษาครั้งนี้พบการลดจํานวนของกรดอะมิโนจํานวน 20 ตัว ที่ตาํแหนง 49-68 ของ NA 

stalk region ในทุกตวัอยางที่ทาํการศึกษา (ตารางสรุปที1่1)  และวิเคราะหเปรียบเทียบกับตัวอยางเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกในตางประเทศตั้งแตป 2004 เปนตนมา พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ใชในการศึกษาครั้งนี้
ตางไปจากเชือ้ไวรัสไขหวัดนกจากจนีในป 1996-1997 (Gs/Gd/96 lineage) ซึ่งไมพบการลดจาํนวนของ
กรดอะมิโนทีบ่ริเวณ NA stalk region  (รูปที่ 15) 
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NA active site     
NA active site เปนตําแหนงที่อยูบนสวน head ของโปรตีน NA ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ 

กรดอะมิโนบน NA active site มีผลทําใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาที่ใชในการยับยัง้การทํางานของเอนไซม
นิวรามินิเดส (Moscona, 2005)  ในการศกึษาครั้งนี้ไดวเิคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน NA 
active site ทีม่ีผลตอการดื้อยา oseltamevir ซึง่จากผลการศึกษายังไมพบการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิ
โนที่ตาํแหนง 119, 293, 295, 275  ในตัวอยางเชื้อไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง (ตารางสรุปที่ 11) 
เชนเดียวกับเชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดในจีนตอนใต (Gs/Gd/96 lineage)  อินโดนเีซีย เวียดนาม และ
ยุโรปป       2004-2005  ซึง่ไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณ NA active site (รูปที่ 16, 17 
และ 18 ) 
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ตารางที ่10 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี H5  

เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ 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  

* ชื่อเต็มของกรดอะมิโนแตละชนิดสามารถดูไดที่ภาคผนวก 
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ตารางที ่10 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี H5 (ตอ) 

เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ 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   

 * ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดที่ภาคผนวก 
  
 

   การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ RRRKKR พบจํานวน 33 ตัวอยาง 
**การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ RKRKKR พบจํานวน 4 ตัวอยาง 
***การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ RRRKKR พบจํานวน 6 ตัวอยาง 
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ตารางที่ 11 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี N1 
เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ ของยีน N1* 

  NA stalk region                     ตําแหนงกรดอะมิโนบน 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 

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดที่ภาคผนวก 
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ตารางที่ 11 สรุปผลการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยนี N1 (ตอ) 
เช้ือไวรัส การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตาํแหนงตางๆ ของยีน N1* 

  NA stalk region                     ตําแหนงกรดอะมิโนบน 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 

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดที่ภาคผนวก 
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รูปที่ 12 ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโน (amino acid alignment) บริเวณ  HA clevage site 
  ที่ตําแหนง 320-330 

       222* 224* 

320*           330* 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที3่20 -330 
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รูปที่ 13 ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนบริเวณ  receptor binding site ที่ตําแหนง Q222-G224 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่222 และ 224 

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

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่154 -  156 

                      154* 156* 
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รูปที่ 15  ผลการเปรียบเทยีบบริเวณ stalk region ที่ตาํแหนง 49-68  
 
 
                  

 
 

 

49*                          68* 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่49 - 68 
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รูปที่ 16  ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ที่ตําแหนงที่ 119  (E to V)  
 

E119* 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่E 119 
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 R293* N295* 

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

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่R293 และ N295 
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รูปที่ 18  ผลแสดงการปรียบเทียบกรดอะมโินบริเวณ NA active site ทีต่ําแหนง 275 (H to Y)  
H275* 
 

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมโินที ่H275 



บทที่ 5 
อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

 
อภิปรายผลการทดลอง 
 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลกัษณะทางพนัธุศาสตรของยนี H5 และ N1 ของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนก ที่พบในประเทศไทยในชวงป 2004-2005 โดยธรรมชาติแลวเชื้อไวรัสไขหวัดนกเปน RNA 
virus ซึ่งสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดอยางรวดเร็ว ดังนัน้การศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อ
ไวรัสชนิดนี้จงึเปนสิ่งที่สําคญั เพื่อทีจ่ะไดขอมูลความสมัพันธทางพนัธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ
ไวรัส ซึ่งจะเปนประโยชนในการเฝาระวงัการเปลี่ยนแปลงและการกลายพนัธุของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกใน
อนาคต การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปผลการทดลองแบงออกเปน 
  

- ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของยีน H5 และ N1  
- การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆของยนี H5 และ N1 
 

1. ความสัมพนัธทางพนัธุกรรมของยีน H5 และ N1  
 ความสัมพันธลักษณะทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกจํานวน 43 ตัวอยางในการศึกษา
คร้ังนี้ ซึง่เปนเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากสัตวปกในประเทศไทยในชวงป 2004-2005 พบวาเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกที่ศกึษามีลักษณะทางพันธกุรรมที่ใกลเคียงกนั โดยจัดอยูในกลุมเดยีวกนั และใกลเคยีงกับเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกที่เปนตัวแทนของเชื้อในประเทศไทยในรอบการระบาดครั้งที่ 1 (A/Chicken/Nakorn-
Pathom/Thailand/CU-K2/04) และครั้งที่ 2 (Chicken/Thailand/CU-23/04)  ดังนัน้จึงอาจกลาวไดวา
เชื้อไวรัสไขหวดันกทีท่าํใหเกดิการระบาดของโรคไขหวัดนกในประเทศไทยเปนเชื้อทีม่ีลักษณะทาง
พันธกุรรมใกลเคียงกนัและทาํใหเกิดการระบาดของโรคซ้ําซากในประเทศไทย และเมื่อหาความสมัพันธ
ทางพนัธุกรรมระหวางเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีแ่ยกไดในประเทศไทยกับเชือ้ที่แยกไดในประเทศตางๆ พบวา 
เชื้อไวรัสไขหวดันกในประเทศไทยจัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อที่พบในประเทศเวียดนาม ในป 2004-2005 
ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Viseshakul และคณะ (2004) ทีท่ําการแยกเชื้อไวรัสไขหวัดนก 
A/Chicken/Nakon-Pathom/Thailand/CU-K2/04 และพบวาจัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อที่แยกไดจาก
เวียดนามเชนเดียวกนั (Thailand and Vietnam lineage) แตจัดอยูคนละกลุมกับเชื้อที่พบในประเทศ
อินโดนีเซยี  จนี และประเทศแถบทวีปยุโรป ในชวงป 2004-2005   
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นอกจากนีก้ารศึกษาครั้งนี้ยงัสอดคลองกับรายงานของ Chen และ คณะ (2006)  ที่หา
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ระบาดในประเทศแถบเอเชียในชวงป 2004-2005 
พบวา เชื้อที่แยกไดจากประเทศไทย เวียดนาม มาเลเซยี จัดอยูในกลุมเดียวกนั (VTM lineage) แตจัด
อยูคนละกลุมกับเชื้อทีพ่บในประเทศอนิโดนีเซีย (IND lineage) และสอดคลองกับรายงานของ Smith 
และคณะ (2006) ที่พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนก ป 2003-2005 ที่แยกจากประเทศเวยีดนามตอนเหนือจัด 
อยูในกลุมเดียวกับเชื้อจากประเทศไทยและแยกกลุมออกจากอนิโดนีเซีย  

 
นอกจากนี้ผลการศึกษาครั้งนี้ยงัสามารถแสดงไดวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดในประเทศไทย 

มีวิวัฒนาการมาจากเชื้อไวรัส Gs/Gd/96-lineage ซึ่งเปนเชื้อทีพ่บในประเทศจนีตอนใตในป 1996 (Li 
et al., 2004) และเปนไวรัสตนกําเนิดของการระบาดที่พบในป 1997 ที่ประเทศฮองกง (Xu et al., 1999) 
รวมทัง้เชื้อที่แยกไดในประเทศไทยยงัจัดอยูในกลุมเชื้อไวรัสสายพนัธุ H5N1 genotype Z เชนเดียวกับ 
เชื้อที่แยกไดในประเทศเวียดนาม อินโดนเีซีย ฮองกง และบางมณฑลของจีน ซึ่งเปน genotype ที่เร่ิมพบ
ตั้งแตการระบาดในป 2002 (Chen et al., 2006; Li et al., 2004)   
 
2. การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆของยนี H5 และ N1 

จากการศึกษาครั้งนี้พบวาเปอรเซ็นตความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยนี H5 
ของเชื้อไขหวดันกที่แยกไดจากสัตวปกในเขตกรุงเทพมหานครมีคามากกวา 99 % และเปอรเซ็นตความ
คลายของยนี N1 ของเชื้อไขหวัดนกมีคาประมาณ 97-99 % และเมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นความคลาย
ของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดนกในแตละตัวอยาง ซึ่งไดทาํการเก็บมาจากการระบาด
ในเดือนกมุภาพันธ – สิงหาคม 2004 พบวาเปอรเซน็ตความคลายของยีน H5 และ N1 มีคามากกวา 99 
% และมากกวา 97 % ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาเชือ้ไขหวัดนกทีแ่ยกไดในจากพื้นที่ใน
เขตกรุงเทพมหานครในการศึกษาครั้งนี้มคีวามใกลเคยีงกับเชื้อไขหวดันกที่แยกไดในชวงตนป 2004 
(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) และเมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางเชื้อไขหวัดนก
ในแตละตัวอยางพบวาเชื้อไวรัสยังคงมีความใกลเคียงทางพันธุกรรมเชนเดียวกนั  

 
นอกจากนีก้ารศึกษาครั้งนี้พบวาเปอรเซน็ตความคลายของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยนี 

H5 ของเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจากไกในพืน้ที่ตางๆในชวงป 2004 - 2005 มีคามากกวา 99%  และเมื่อ
หาเปอรเซน็ตความคลายของนวิคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน N1 มีคาประมาณ 96-97 % ซึง่มี
ความใกลเคยีงกับเชื้อไขหวดันกที่แยกไดในชวงตนป2004 (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-
K2/04) 
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ทั้งนี้การศึกษาครั้งนี้ไดทาํการหาเปอรเซ็นตความคลายของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจาก
พื้นที่ในกรุงเทพมหานครเทานั้น ในสวนของจังหวัดอืน่ๆ นั้นอาจจะตองทาํการเก็บตัวอยางใหมีจาํนวน
มากขึ้น และเก็บตัวอยางซ้าํในพืน้ทีน่ั้น เพื่อใหมีจาํนวนตัวอยางเพียงพอและสามารถดูการเปลีย่นแปลง
ของเชื้อไขหวดันกไดชัดเจนมากขึ้น  

 
 จากการศึกษาครั้งนีพ้บวาบริเวณ HA clevage site ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกจํานวน 43 

ตัวอยางมีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acids แตมีความหลากหลาย
ของการเรียงตัวของกรดอะมโินชนิด Arginine (R) และ Lysine (K) ทีต่ําแหนงที ่ 320-330 ซึ่งสามารถ
แบงออกได 3 แบบ คือ  RRRKKR/G,  RKRKKR/G, KRRKRR/G 

  
ขอมูลที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับรายงานการแยกเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ไดจาก

ประเทศตางๆ ที่มีรายงานการระบาดตั้งแตป 1997-2005  ซึ่งจะพบลกัษณะของ multiple basic amino 
acids เรียงตัวแบบ RRRKKR/G เปนสวนใหญ เชนเชือ้ไวรัสที่แยกไดในฮองกง (Claas et al., 1998),
เวียดนาม อินโดนีเซีย (Smith et al., 2006), จีน (Zhou et al.,2006) และสามารถพบความหลากหลาย
ของการเรียงตัวของกรดอะมโินได โดยอาจจะเปนการเพิ่มหรือขาดหายไปของกรดอะมิโน R หรือ K ใน
บางตําแหนงบน HA cleavage site เชน เชื้อไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศเกาหลีใต พบการเรียงตัว
แบบ KRKK-R/G (Lee et al., 2005)  ถึงแมวาจะพบการหายไปของกรดอะมิโน 1 ตัว แตเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกก็ยงัคงเปนชนิดทีก่อโรครุนแรงไดเชนกนั (Muramoto et al., 2006)   
 

บริเวณ HA cleavage site เปนตําแหนงที่เกี่ยวของกบัความรุนแรงของการติดเชือ้ไวรัส  โดย
พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกชนิดที่มกีารเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบเบสจํานวนมาก (multiple basic 
amino acid) ไดใชเปนลักษณะที่ใชในการนิยามเชื้อไวรัสไขหวัดนกชนิดที่กอโรครุนแรง (Highly 
Pathogenic Avian influenza (HPAI))  (Claas et al., 1998; Steinhauer, 1999) 
 

Receptor binding site เปนตําแหนงของกรดอะมิโนบนยีน HA ที่เกีย่วของกับคุณสมบัติในการ
เกาะจับบนเซลลโฮสตของเชื้อไวรัสไขหวัดนก มีรายงานถงึความแตกตางของกรดอะมิโนบน receptor 
binding site ซึ่งเกี่ยวของกับความจําเพาะในการกอโรคของเชื้อไวรัสในโฮสตชนิดตางๆ  โดยมีรายงาน
วาการพบกรดอะมิโน Glutamine ที่ตําแหนง 222 และ Glycine ที่ตําแหนง 224 (Q222-G224) จะเปน
ลักษณะของเชื้อไวรัสที่กอโรคในสัตวปก และสามารถเขาจับกับ receptor ชนิด  α2-3  linked sialic 
acid ซึ่งเปน receptor ที่พบในสัตวปก แตเชื้อไวรัสที่กอโรคในคนจะพบกรดอะมโิน leucine (L)  ที่
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ตําแหนง 222 (226 in H3 numbering)  และจะจับกับ receptor ชนิด α2-6  linked sialic acid (Ha et 
al., 2001; Gambaryan et al., 2006)  
  

การศึกษาครั้งนี้สอดคลองกบัรายงานของ Ha และคณะ (2001) ซึ่งแสดงการพบลักษณะ
กรดอะมิโน Glutamine และ Glycine (Q222-G224) ที่ตําแหนง 222 และ 224 ตามลําดับ ในเชื้อไวรัส
ไขหวัดนกทุกตัวอยาง นอกจากนี้มีรายงานในรอบ 10 ปที่ผานมา เชน รายงานการเกิดโรคไขหวัดนกใน
ประเทศฮองกงป 1997 พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนก H5N1 ที่แยกไดจากคนนัน้มีลักษณะของ receptor 
binding site ที่จําเพาะกับ receptor binding site ในสตัวปก (Claas et al., 1998)  และสอดคลองกับ
รายงานผูปวยในประเทศไทยซึ่งพบลักษณะ receptor binding site ที่พบไดในสัตวปกเชนเดียวกนั 
(Puthavathana et al., 2005) ดังนัน้จึงเห็นไดวาเชื้อไวรัสที่มี receptor binding site ที่จับกับ receptor  
ชนิด α2-3  linked sialic acid ซึ่งเหมาะสมกับสัตวปก สามารถเพิม่จํานวนและทาํใหเกิดโรคในคนได   
  

N-link glycosylation site เปนตําแหนงทีพ่บการเรียงตัวของกรดอะมิโน Asparagine –X-
Threonine/Serine (N-X-T/S) (Robert et al., 1993)  ในรายงานของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในประเทศ
ฮองกงและประเทศไทย พบ glycosylation site ที่ตําแหนง 154-156  (Claas et al.,1998; Amonsin et 
al., 2006) ทั้งนี้การพบ glycosylation site ที่ตาํแหนง 154-156 (NST) ซึ่งเปนบริเวณที่ใกลกับ 
receptor binding site และ antigenic site บนโปรตนี HA  อาจมผีลตอการจับบน receptor และอาจ
ชวยทําใหเชื้อไวรัสสามารถหลบเลี่ยงระบบภูมิคุมกันของ host (Li et al., 2004)    
 

การศึกษาครั้งนี้พบ glycosylaiton site ทั้งหมด 7 ตําแหนงบนโปรตนี HA1  และพบการเพิ่ม
ของ glycosylation site ที่ตาํแหนง 154-156  สอดคลองกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากคนและเสือ
ในประเทศไทย (Puthavathana et al., 2005; Amonsin et al., 2006) รวมทั้งเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยก
ไดจากประเทศเวียดนามในชวงป 2004-2005  ซึ่งพบการเพิม่ glycosylation site ที่บริเวณ 154-156    
1 ตําแหนง และอาจมีผลตอความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Matrosovich et al., 1999)  อยางไรก็ตามไมพบ 
glycosylation site ที่ตําแหนงนี้ในเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่แยกจากประเทศจีนในป 1996 และ 1997  

 
NA stalk region เปนบริเวณกรดอะมิโนบน stalk ของโปรตีน NA และเกี่ยวของกับโครงสราง

ของ NA stalk (Castrucci and Kawaoka, 1993) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk 
region ของยนี NA เกี่ยวของกับการปรบัตัวหรือววิัฒนาการของเชือ้ไขหวัดนกในการติดเชื้อจากนกน้ํา 
นกปามายังสตัวปกชนิดเลีย้งไว เชน ไก เปด (Wan et al., 2005)  รายงานการศึกษา NA stalk region 
ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกพบวาเชื้อที่แยกไดจากประเทศจนีในป 1996 นัน้ยังไมมีการเปลี่ยนแปลงของ
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กรดอะมิโนทีบ่ริเวณ stalk region แตเร่ิมพบการเปลีย่นแปลงโดยมีลักษณะการลดจํานวนของกรดอะมิ
โนจํานวน 19 ตัว (19-amino acid deletion) จากเชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากฮองกงในป 1997 
(A/HK/156/97) (Subbrarao et al.,1998) หลงัจากนัน้เริ่มมีรายงานพบ 20-amino acid deletion (49-
68) จากเชื้อทีแ่ยกไดตั้งแตป 2002 รวมทัง้เชื้อที่แยกไดในประเทศไทย (Li et al., 2004) 

 
การศึกษาครั้งนี้พบการลดจาํนวนของกรดอะมิโนจาํนวน 20 ตัว (20-amino acid deletion) ที่

ตําแหนง 49-68  และสอดคลองกับรายงานของ Viseshakul และคณะ (2004) ที่พบ 20-amino acid 
deletion บริเวณ stalk region รวมทัง้เชือ้ไวรัสไขหวัดนกที่แยกไดจากประเทศเวยีดนาม (Muramoto et 
al., 2006) ซึง่แตกตางไปจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ระบาดกอนป 2002  แสดงใหเห็นวาเชื้อไวรัสไขหวัด
นกมกีารเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาและมกีารปรับตัวหรือวิวฒันาการใหเหมาะสมตอการติดเชื้อในสัตวปก
ชนิดตางๆ  

 
การรักษาผูติดเชื้อไวรัสไขหวดันกสามารถรกัษาโดยการใชยาในกลุม neuraminidase inhibitor 

ไดแก oseltamivir, zanamivir  ซึ่งยาตานไวรัสกลุมนี้จะไปขัดขวางการทํางานของเอนไซม 
neuraminidase ทําใหไมสามารถปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล  โดยปกติบริเวณ NA active site เปน
ตําแหนงทีเ่กี่ยวของกับการทาํงานของเอนไซม neuraminidase และปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล 
(Wilschut and Mc Elhaney, 2005 )   ดังนัน้การเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนบรเิวณ NA active site 
จะมีผลตอเอนไซมนิวรามินิเดส ทาํใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาตานไวรัส เชน รายงานเกี่ยวกับการเปลีย่นแปลง
ของกรดอะมิโนบางตําแหนงบนบริเวณ NA active  site คือ 119 (E119V), 293 (R293K), 295 
(N295S), 275 (H275Y)  ซึ่งจะสงผลใหเชื้อไวรัสไขหวัดนกตานตอยา oseltamivir (Mc-Kimm 
Breschin et al., 2001)  รายงานการรักษาโดยใชยา oseltamivir ในผูปวยชาวเวยีดนามที่เสยีชีวิตจาก
การติดเชื้อไวรัสไขหวัดนก พบวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกมกีารเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน NA active 
site ที่ตําแหนง 275 (H to Y) สงผลใหเชื้อไวรัสไขหวัดนกตานตอยา oseltamivir (de Jong et al., 
2005) การศึกษาครั้งนีย้ังไมพบการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนที่ตําแหนงตางๆ (119, 293, 295, 275) 
ของยีน NA ซึ่งอาจกลาวไดวาเชื้อไวรัสไขหวัดนกที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ยงัไมมีลักษณะที่มีผลตอการดื้อ
ยา oseltamivir  
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สรุปผลการทดลอง 
 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาความสัมพนัธทางพันธกุรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่แยกไดในประเทศไทยในป 2004-2005 จํานวน 43 ตัวอยาง รวมทั้ง
วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงทีส่ําคัญซึ่งอาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงและกลาย
พันธุของเชื้อไวรัสไขหวัดนก ผลการศึกษาครั้งนี้พบวา 

1. เชื้อไวรัสไขหวดันกที่แยกไดเปนเชื้อไวรัสไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 รวมทัง้ไดขอมูลลําดับเบส
ของยีน H5 และ N1 ของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกจาํนวน 43 ตัวอยาง (จํานวน 86 เสน) และนําขอมูลลําดับ
เบสของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกไปเผยแพรในฐานขอมูล GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  
2. เชื้อไวรัสไขหวดันกในการศึกษาครั้งนีม้ีลักษณะทางพันธกุรรมใกลเคียงกนัและจัดอยูในกลุม-

เดียวกนั  รวมทั้งอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไวรัสไขหวัดนกทีเ่คยมีการระบาดในประเทศไทย และเวียดนาม  
3. วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ตาํแหนงตางๆ บนยนี H5 ทําใหทราบวาเชื้อไวรัสไขหวัด

นกที่แยกไดนัน้เปนชนิดที่กอโรครุนแรงโดยดูจากกรดอะมิโนบน HA cleavage site ที่มีการเรียงตวัแบบ
กรดอะมิโนจาํนวนมาก และพบลักษณะ receptor binding site ของเชื้อไวรัสที่กอโรคในสัตวปก รวมทั้ง
ลักษณะของการเพิ่มของ glycosylation site ที่ตําแหนงกรดอะมิโนที่ 154-156 บนยีน H5  

4. วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่ตําแหนงตางๆ บนยนี N1 พบการลดจํานวนของ
กรดอะมิโนจาํนวน 20 ตัวบน NA stalk region แตไมพบการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนที่มีผลตอการ
ดื้อยาตานไวรัสของเชื้อไวรัสไขหวัดนก  
 

การศึกษาครั้งนี้มีประโยชนในดานการหาขอมูลของรหัสพันธกุรรมของยีน H5 และ N1ของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกในสัตวปกในประเทศไทย และสามารถนาํรหัสพันธกุรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งเปนแหลงขอมูลสําหรับนักวทิยาศาสตรและผูสนใจที่
ตองการจะศึกษาถงึขอมูลรหัสพนัธุกรรมในเชิงลกึและสามารถนําไปใชเปนขอมูลอางอิงตอไปได 
นอกจากนี ้ขอมูลลักษณะทางพันธุกรรมและความสมัพนัธของเชื้อไวรัสไขหวัดนกทาํใหทราบถงึลกัษณะ
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกในประเทศไทย ซึง่สามารถ
นําไปใชเฝาระวังการเกิดเชื้อไวรัสไขหวัดนกตัวใหม และนํามาใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการ
ควบคุม และปองกันโรคไขหวัดนกได 
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ขอเสนอแนะ  
1. ดานความสัมพันธทางพนัธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัส  

เนื่องจากเชื้อไวรัสไขหวัดนกเปนเชื้อไวรัสทีม่ีการเปลี่ยนแปลงไดรวดเร็ว สงผลใหเชื้อสามารถ
เกิดสายพันธุใหมและอาจกอใหเกิดความรุนแรงขึ้นได ดังเชนเหตุการณที่เกิดการระบาดของเชื้อไวรัส
ไขหวัดนก H5N1 ในป 1997 ที่ประเทศฮองกง ที่เชื้อไวรัสสามารถติดจากสัตวปกมาสูคนไดโดยตรง ทํา
ใหผูติดเชื้อไมสามารถสรางภูมิคุมกันในการปองกนัเชื้อนี้ได ดังนัน้การเฝาระวงัการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ
ไวรัสไขหวัดนกจึงเปนสิ่งที่มคีวามสาํคัญ โดยการเฝาระวังนั้นควรทาํทัง้ในดานการหาความสัมพันธทาง
พันธกุรรมและสังเกตการเปลีย่นแปลงของยีนตางๆ ซึง่ขอมูลเหลานีจ้ะสามารถบอกไดวาการระบาดที่
เกิดขึ้นนัน้มาจากเชื้อไวรัสที่อยูในกลุมใด ซึ่งอาจจะยงัคงเปนเชื้อไวรัสในกลุมเดิม หรือเปนเชื้อไวรัสสาย
พันธุใหม  

  
การศึกษาครั้งนี้ไดทําการหาความสัมพันธทางพนัธุกรรมเฉพาะยีน H5 และ N1 ดังนั้น

การศึกษาตอไปอาจจะทําการหาความสัมพันธทางพันธกุรรมของยีนทัง้หมดใหครบทั้ง 8 ยีนรวมดวย
เพื่อใหสามารถทราบถึงลกัษณะความสัมพันธทางพันธกุรรมเชื้อไวรัสไขหวัดนกไดชดัเจนมากขึ้น   
 
2. ดานการเฝาระวงัการกลายพนัธุ  
 ในดานการเฝาระวงัการกลายพนัธุของเชือ้ไวรัสไขหวัดนกนั้น นอกจากจะเก็บตัวอยางในสัตว
ปกแลวนัน้ ส่ิงที่อาจจะทําตอไปคือทําการเก็บรวบรวมตวัอยางใหหลากหลาย เชน การเก็บตัวอยางใน
สัตวหลากหลายชนิด เชน สัตวปกปา สตัวปา สนุัข และแมว และเก็บตัวอยางจากหลากหลายพื้นที่ใน
ประเทศไทย ทั้งนี้การเฝาระวังการกลายพนัธุของเชื้อไวรัสจะตองทาํการเก็บตัวอยางอยางตอเนื่อง ทั้ง
ในชวงที่มกีารระบาดและไมมีการระบาด เพื่อเปนการติดตามการเปลี่ยนแปลงและการกลายพนัธุของ
เชื้อไวรัสไขหวดันกที่อาจเกิดขึ้นได และขอมูลที่ไดจะทําใหทราบคณุสมบัติหรือลักษณะของเชื้อไวรัส
ไขหวัดนก ซึ่งใชเปนขอมูลประกอบการตัดสินใจในการวางนโยบายการควบคุมและปองกันโรคไดใน
อนาคต 
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ภาคผนวกที่ 1 
ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน H5 ในสัตว
ปกที่แยกไดจากพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร 

 

ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน N1ในสัตว
ปกที่แยกไดจากพืน้ที่ในเขตกรุงเทพมหานคร 

 
 
 
 
 
 
 
 

 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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ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน H5 ในไกที่
แยกไดจากพืน้ที่ตางๆ ในประเทศไทยชวงป 2004-2005 
 

 
ตารางแสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทด (กรดอะมิโน) ของยีน N1 ในไกที่
แยกไดจากพืน้ที่ตางๆ ในประเทศไทยชวงป 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 ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 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) ดวย Buffer AVL 1 มล. ไดเปนสารละลาย  Carrier RNA 

จากนั้นดูดสารละลาย Carrier RNA ทั้งหมดใสลงใน Buffer AVL ละลายใหเขากนั  
 
การเตรียม AW1 และ AW 2 buffer 
เติม 96 -100 % เอทานอลปริมาณ 25 และ 30 มล. ลงใน AW1 และ AW2 buffer 

ตามลําดับ 
 

วิธีการสกัดแยก RNA    
 1. เตรียมตัวอยางน้าํไขฟกปริมาณ 200 µl จากนัน้เติม AVL buffer ปริมาณ 560 µl ผสม
ใหเขากนั แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหอง (15-25O  ซ) เปนเวลา 10 นาท ีไดสารละลายตวัอยางปริมาณ 
760 µl 

2. เติม 100% เอทานอล ปริมาณ 560 µl ลงในสารละลายตัวอยาง แลวผสมใหเขากัน 
3. ดูดสารลารละลายตัวอยางปริมาณ 630 µl ลงใน  QIA spin column (อยูในหลอด

ขนาด 2 มล.) แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาท ีเทของเหลวที่อยูใน
หลอด 2 มล.ทิง้ และเก็บสวนของ QIA spin column ไว  

4. ดูดสารละลายตัวอยางที่เหลือ แลวทําซ้าํขอ 3 
5. เติม AW1 buffer ปริมาณ 500 µl  ลงใน  QIA spin column นําไปปนเหวี่ยงที ่

ความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลวดานลางทิ้ง     
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6. เติม AW 2 buffer 500 µl ลงใน QIA spin column นาํไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 
20,000xg (14,000 rpm) 3 นาท ีจากนัน้เทของเหลวทิ้งและนําไปปนเหวี่ยงซ้าํเปนเวลา 1 นาท ี
เพื่อกาํจัด AW2 buffer ใหหมด  

7. นํา QIA spin column  ใสลงในหลอดใหมขนาด 1.5 มล. แลวเติม AVE buffer ปริมาณ 
60 µl ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 1นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 6000xg (8000 rpm) 
1 นาท ี

8. จากขอ 7 จะได viral RNA ปริมาณ 60 µl แลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 O  ซ             
หรือ – 70 O  ซ  
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วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนเจลโดยใชชุด 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
เขากัน จะได Wash buffer ที่เจือจางลงและสามารถนาํไปใชในการสกัด DNA ออกจากแผน       
อะกาโรสเจล 
 

วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนอะกาโรสเจล 
1. ตัด agarose gel ในสวนที่มี PCR product ใสในหลอดพลาสติกขนาด 2 มล. จากนัน้

เติม  Binding buffer ปริมาณเปน 3 เทาของน้าํหนักเจลที่ตัดมา (เจล 1 มก.เทากับ 1 µl ) 
2. นําตัวอยางไปไวใน heat block ที่อุณหภูมิ 50 O  ซ เปนเวลาประมาณ 10 นาท ีหรือ

จนกวาเจลละลายจนหมด และควร vortex ทุกๆ 2-3 นาท ี
3. เมื่อเจลละลายจนสมบูรณแลว เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาณเทากับ

น้ําหนกัเจล ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดขึ้นลง (inversion) 
4. นํา spin column ซึ่งมีแผนเมมเบรนอยูตรงกลาง มาใสในหลอดขนาด 2 มล.  
5. ทําการดูดตัวอยางลงใน spin column นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 6,000-10,000 x g 

เปนเวลา 1 นาท ีเทของเหลวทิง้ 
6. เติม Wash buffer ปริมาณ 750 µl  ลงใน spin column นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

6,000-10,000 x g  1 นาท ีจากนั้นเทของเหลวทิ้ง แลวนํา spin column ไปปนเหวีย่งอีกครั้งเพื่อ
กําจัด Wash buffer ใหหมด 

7. นํา spin column ใสในหลอดใหมขนาด 2 มล.  จากนัน้เติม elution buffer  ปริมาณ 
30  µl นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  6,000-10,000 x g  1 นาท ี

8. จากขอ 7 จะได DNA บริสุทธิ์ปริมาตร 35 µl  สําหรับใชในการหาลาํดับเบส  
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สารเคมีทีใ่ชในการทําปฏกิิริยาลูกโซโพลิเมอเรส 
 
1. Eppendorf MasterMix (2.5x) (Eppendorf®, Hamburg, Germany) ประกอบดวย 
 - 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) ประกอบดวย 
 - DNA มาตรฐาน ที่ขนาด 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 800, 900 และ 1000 bp 
ละลายใน TE buffer 
 - TE buffer ประกอบดวย 10mM Tris-HCl (pH 7.6), 1mM EDTA 
 
3. Orange G loading dye 0.2% ใน  glyceral 50 % (Carlo Ebra Reagent ®) ประกอบดวย 
 - Orange G powder   0.2  กรัม 
 - Pure glycerine   50 มล. 
 - Distrilled water   50 มล. 

วิธีเตรียม 
1. ละลายสวนผสมในน้าํกลัน่ฆาเชื้อจนละลายเขากัน 
2. แบงใสหลอด 1.5 มล. แลวเก็บไวที ่4O  ซ  
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ภาคผนวกที่ 2 

         
ชนิดกรดอะมิโน อักษรยอ 
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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

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

สัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั เมือ่ปพ.ศ. 2546  
และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต  หลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต    สาขาวิชา
สัตวแพทยสาธารณสุข  คณะสัตวแพทยศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย  
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