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บทความต้นฉบับ 

  
ลักษณะทางโมเลกุลของยีนเอสวันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อชนิดที่ท าให้เกิดรอยโรคท่ีไตซ่ึงเพาะ

แยกเชื้อได้จากการระบาดในจังหวัดเชียงใหม่ของประเทศไทย 
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บทคัดย่อ การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือวิเคราะห์ลักษณะทางโมเลกุลในยีนเอสวันของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่
เพาะแยกเชื้อได้จากการระบาดในจังหวัดเชียงใหม่ของประเทศไทย เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อจ านวน 5 สายพันธ์ุ ซึ่งเก็บ
ตัวอย่างได้จากไก่ป่วยที่แสดงอาการและรอยโรคของระบบทางเดินหายใจและไตในพ้ืนที่ของจังหวัดเชียงใหม่ระหว่างปี พ.ศ. 
2553-2554 ผ่านการเพาะแยกเชื้อในไข่ไก่ฟักแล้วน ามาตรวจหายีนเอสวันซึ่งครอบคลุมส่วนที่มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูงด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสแบบย้อนกลับได้ผลผลิตขนาด 988 คู่เบส ผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส
แบบย้อนกลับถูกท าให้บริสุทธ์ิแล้วน าไปถอดรหัสพันธุกรรม การวิเคราะห์ความเหมือนและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการพบว่า
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่เพาะแยกได้จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อที่เคยพบในประเทศไทยกลุ่มที่ 2 ซึ่งมีความคล้ายกับเชื้อ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธ์ุ QX เมื่อวิเคราะห์ความเหมือนของนิวคลีโอไทด์พบว่าระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัด
เชียงใหม่มีค่าร้อยละ 99.4-100 และระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่กับเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ QX ที่เพาะแยกได้
จากประเทศจีนมีค่าร้อยละ 97.3-97.5 เมื่อวิเคราะห์ความเหมือนของกรดอะมิโนในยีนเอสวันพบว่าระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้
ในจังหวัดเชียงใหม่มีค่าร้อยละ 98.8-100 และระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่กับเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ  QX ที่
เพาะแยกได้จากประเทศจีนมีค่าร้อยละ 95-96.9 ผลการศึกษาครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อชนิดที่ท าให้
เกิดรอยโรคที่ไตซึ่งเพาะแยกเชื้อได้จากการระบาดในจังหวัดเชียงใหม่ของประเทศไทยปี พ.ศ. 2553-2554 เป็นกลุ่มที่มีความ
คล้ายกับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธ์ QX และเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเล็กน้อยภายในยีนเอสวัน 
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บทน า  
โรคหลอดลมอักเสบติดต่อ (infectious bronchitis)  เป็นโรคติดเชื้อไวรัสในระบบทางเดินหายใจที่มีการระบาด

รวดเร็วและก่อความเสียหายรุนแรงอีกโรคหน่ึงของสัตว์ปีก  ระยะฟักตัวของโรคสั้นมากสามารถพบอาการป่วยได้ภายใน 18 -
36 ชั่วโมงหลังได้รับเชื้อ (Cavanagh and Naqi, 2003)  การเกิดโรคพบได้ทุกช่วงอายุแต่ไก่อายุน้อยมีอาการป่วยรุนแรงและ
อัตราตายสูงกว่าไก่อายุมาก (Animas et al., 1994)  ไก่เน้ือที่เกิดโรคจะแสดงอาการอ้าปากหายใจ ไอ จาม หายใจมีเสียงครืด
คราดในหลอดลมและมีน้ ามูก (Alvarado et al., 2006) ส่งผลให้การเพ่ิมน้ าหนักตัวและประสิทธิภาพการใช้อาหารไม่ดี  
อัตราการตายมักสูงสุดในช่วง 2 สัปดาห์สุดท้ายของการเลี้ยงก่อนส่งโรงฆ่าคือช่วงอายุประมาณ 5-6 สัปดาห์และตายเน่ืองจาก
มีการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซ้อน  ไก่ที่ติดเชื้อแต่ไม่ตายอาจถูกคัดซากทิ้งที่โรงฆ่าเน่ืองจากสภาพถุงลมอักเสบ ( Cavanagh 
and Naqi, 2003; Ziegler et al., 2002) ไก่ไข่ที่ติดเชื้อนอกจากจะแสดงอาการของระบบทางเดินหายใจแล้วอัตราการไข่ยัง
ลดลงอีกด้วยโดยอาจลดลงถึง 30% หรือมากกว่าน้ี  รวมทั้งมีผลท าให้เปลือกไข่ผิดรูป สีซีด และไข่ขาวมักเหลวเป็นน้ า 
(Cavanagh and Naqi, 2003)  เน่ืองจากเชื้อไวรัสที่เป็นสาเหตุของโรคน้ีมีหลายสายพันธ์ุและบางสายพันธ์ุท าให้เกิดรอยโรคที่
ไต (nephropathogenic strain)  ซึ่งท าให้ไก่ที่ติดเชื้อแสดงอาการซึม และถ่ายเหลวเป็นน้ ามียูเรตมากข้ึน (Dhinakar Raj 
and Jones, 1997)  อัตราการตายมักสูงกว่าสายพันธ์ุที่ก่อโรคเฉพาะในระบบทางเดินหายใจ  ส าหรับความเสียหายที่ไตจะพบ
ไตอักเสบ บวม  และมีการคั่งยูเรตในท่อไต  ซึ่งการเกิดโรคในลักษณะน้ีพบได้ทั้งในไก่เน้ือ ไก่ไข่ และไก่พ่อแม่พันธ์ุ (Ziegler et 
al., 2002)  
 เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อจัดอยู่ในสกุล Coronavirus วงศ์ Coronaviridae เป็นเชื้อไวรัสที่มีสารพันธุกรรม
เป็นอาร์เอ็นเอเส้นเด่ียวและมีเปลือกหุ้ม (enveloped, single-strand ribonucleic acid [RNA] virus) มีรายงานว่าสามารถ
พบเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อน้ีได้มากกว่า 20 ซีโรไทป์ทั่วโลก (Gelb et al., 1991)  เชื้อไวรัสประกอบด้วยโปรตีน
โครงสร้าง 4 ชนิดคือ  นิวคลีโอแคปสิดโปรตีน (nucleocapsid protein, N), เมมเบรนไกลโคโปรตีน (membrane 
glycoprotein, M) เอนเวลอปโปรตีน (envelope protein, E) และ สไปค์ไกลโคโปรตีน (spike glycoprotein, S) โดย S 
glycoprotein จะอยู่ที่ผิวของเชื้อไวรัส มีลักษณะเป็นปุ่มย่ืนออกไป สามารถแยกได้เป็น 2 ส่วน (subunit) คือ S1 subunit 
และ S2 subunit  ทั้งน้ี S1 subunit เป็นส่วนส าคัญที่กระตุ้นร่างกายให้มีการสร้าง hemagglutination-inhibition 
antibody  และส่วนใหญ่ของ virus-neutralizing (VN) antibody โดยความแตกต่างของรูปแบบกรดอะมิโนบน S1 subunit 
ท าให้เชื้อมีหลายซีโรไทป์ (serotype) (Cavanagh et al., 1992; Cavanagh and Naqi, 2003) เพราะกระตุ้นให้เกิดการ
สร้าง VN antibody ได้แตกต่างกัน (Cavanagh and Naqi, 2003)  ใน S1 subunit น้ียังประกอบด้วยส่วนที่มีความ
หลากหลายสูง (hypervariable region) ซึ่งเป็นส่วนที่มักพบว่ามีความแตกต่างกันในเชื้อแต่ละ serotype จึงเป็นส่วนที่นิยม
ใช้ในการแยกกลุ่มทางพันธุกรรมของเชื้อ (Kusters et al., 1989)  
 ในปัจจุบันมีการใช้วัคซีนป้องกันโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่อย่างแพร่หลาย แต่ยังสามารถพบ
การเกิดโรคหลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ที่ได้รับวัคซีน สาเหตุอาจเกิดจากเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธ์ุใหม่ซึ่งแตกต่าง
จากที่เคยมีรายงานหรือเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ท าให้ภูมิคุ้มกันที่เกิดจากการกระตุ้น
ด้วยวัคซีนไม่สามารถป้องกันโรคได้ จากผลการศึกษาลักษณะทางโมเลกุลของเชื้อในปัจจุบัน ซึ่งส่วนใหญ่มักจะท าการวิเคราะห์ยีน 
S1 มากกว่ายีนอื่นๆ พบว่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อเป็นเชื้อที่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมอย่างรวดเร็ว จึงท าให้เกิดเชื้อ
ไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธ์ุใหม่อย่างต่อเน่ือง โดยพบรายงานการเกิดโรคของเชื้อสายพันธ์ุใหม่ในหลายประเทศทั่วโลก 
(Gelb et al., 1991; Gough et al., 1992; Jia et al., 1995; Liu and Kong, 2004; Pohuang et al., 2009b) ส าหรับเชื้อไวรัส
หลอดลมอักเสบติดต่อในประเทศไทยน้ัน ได้มีรายงานการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมภายใน hypervariable region ของยีน S1 
ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่แยกได้ในปี พ.ศ. 2541 จ านวน 1 สายพันธ์ุ พบว่าเชื้อดังกล่าวเป็นเชื้อที่มีลักษณะทาง
พันธุกรรมส่วน hypervariable region ของยีน S1 แตกต่างไปจากเชื้อที่พบในประเทศอื่นๆ ที่มีรายงานใน GenBank database 
ในขณะน้ันจึงสรุปว่าเคยมีเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติต่อสายพันธ์ุใหม่ระบาดในประเทศไทย (Pohuang et al., 2009b) ต่อมาได้มี
รายงานผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อที่ระบาดในปี พ.ศ. 2551 โดยวิเคราะห์ส่วนของยีน S1 ซึ่งครอบคลุม 
hypervariable region ด้วย ผลการศึกษาพบว่าเชื้อแยกได้น้ันแบ่งออกเป็น 2 genotype คือกลุ่มที่มีความเหมือนกับเชื้อที่แยกได้
ในประเทศจีน กับกลุ่มที่เป็นเชื้อที่แยกได้เฉพาะในประเทศไทย และมีความใกล้เคียงกับเชื้อที่เคยแยกได้เมื่อ          ปี 2541 
(Pohuang et al., 2009a) ดังน้ันเพ่ือให้สามารถเข้าใจ ถึงวิวัฒนาการของเชื้อที่แยกได้ในประเทศไทยในการศึกษาครั้งน้ีจึงได้ท า
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การวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมในยีน S1 ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่เพาะแยกเชื้อได้จากไก่ป่วยในเขตจังหวัด
เชียงใหม่ ในปี พ.ศ. 2553-2554 ซึ่งจะท าให้ได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ต่อการป้องกันและการควบคุมโรคอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 
 
อุปกรณ์และวิธีการ 
เชื้อไวรัส 

ตัวอย่างท่อลมและไตจากไก่ป่วยจ านวน 5 ฟาร์มในเขตจังหวัดเชียงใหม่ (CMU1, CMU2, CMU3, CMU4 และ 
CMU5) ที่มีอาการของระบบทางเดินหายใจและมีรอยโรคท่อลมอักเสบและไตบวมในปี พ.ศ. 2553-2554 (รูปที่ 1) โดย 
CMU1 และ CMU2 เก็บตัวอย่างจากไก่ป่วยในเดือนเมษายนและพฤษภาคม ปี พ.ศ. 2553 ตามล าดับ CMU3 และ CMU4 
เก็บตัวอย่างจากไก่ป่วยในเดือนมกราคม ปี พ.ศ. 2554 และ CMU5 เก็บตัวอย่างจากไก่ป่วยในเดือนกุมภาพันธ์ ปี พ.ศ. 2554 
น าชิ้นเน้ือมาผ่านข้ันตอนการเตรียมตัวอย่างส าหรับเพาะแยกเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อโดยใช้ไข่ไก่ฟัก ตัวอย่างชิ้นเน้ือจะ
ถูกบดแยกแต่ละฟาร์มแล้วเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ pH 7.4 (phosphate buffered saline; PBS pH 7.4) เพ่ือท าให้เป็น
สารละลายร้อยละ 10 (10% suspension) แล้วน าไปปั่นเหว่ียง 1,800 g เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหว่ียง
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรจะน าไปตรวจคัดกรองหาเชื้อด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรสแบบย้อนกลับ  (reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction; RT-PCR) ส าหรับส่วนใสที่เหลือจะน าไปใช้เพาะแยกเชื้อในไข่ไก่ฟัก โดยการ
ฉีดสารละลายเข้าไข่ไก่ฟักอายุ  9-11 วัน ทาง allantoic cavity จากน้ันน าไข่ไก่ฟักเข้าตู้ฟักไข่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 วัน เมื่อครบก าหนดแล้วเก็บไข่ไก่ฟักในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชั่วโมง (Pohuang et al., 
2009a) จากน้ันท าการเก็บ allantoic fluid จากไข่ไก่ฟักแล้วน าไปฉีดเข้าไข่ไก่ฟักด้วยข้ันตอนดังกล่าวอีกหน่ึงครั้ง allantoic 
fluid ที่เก็บได้จากการฉีดเชื้อครั้งที่ 2 จะถูกน าไปใช้ส าหรับหาล าดับพันธุกรรมของเชื้อต่อไป 
 

  
รูปที่ 1 ท่อลมอักเสบและมีหนอง (ซ้าย) ไตบวมและมีการสะสมของยูเรต (ขวา) 
 
การสกัดสารพันธุกรรมและปฏิกิริยา RT-PCR 

ตัวอย่างปริมาตร 200 ไมโครลิตรจะถูกน าไปท าการสกัดสารพันธุกรรมโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป Viral Nucleic Acid 
Extraction Kit (Real Biotech, Taiwan) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต สารพันธุกรรมที่ได้จากการสกัดเข้าสู่ปฏิกิริยา RT-PCR 
โดยใช้ AccessQuickTM RT-PCR System (Promega, USA) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต ส าหรับ primer ที่ใช้ในปฏิกิริยา
ประกอบด้วย primer ที่ใช้ในการตรวจคัดกรองหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบได้แก่ FOR2 (5´-CAG TGT TTG TCA CAC ATT GT-
3´) และ RE2 (5´-CCA TCT GAA AAA TTG CCA GT-3´) ให้ขนาดผลผลิต 400 คู่เบส (Pohuang et al., 2009a)   ส่วน primer 
ที่ใช้ในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมเพ่ือหาล าดับของนิวคลีโอไทด์ในยีน S1 ได้แก่ FOR23 (GCC AGT TGT TAA TTT GAA 
AAC) และ RE89 (TAA TAA CCA CTC TGA GCT GT) ให้ขนาดผลผลิต 988 คู่เบส (Pohuang et al., 2011) เริ่มเข้าสู่
ปฏิกิริยา Reverse transcription ที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส 45 นาที และที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จากน้ัน
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เข้าสู่ปฏิกิริยา PCR จ านวน 35 รอบ เพ่ือเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม โดยแต่ละรอบของปฏิกิริยา PCR ก าหนดอุณหภูมิและ
เวลาดังน้ี denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที polymerization 72 องศา
เซลเซียส 30 วินาทีและ final polymerization 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ผลผลิตจาก RT-PCR ที่ได้จะวิเคราะห์ผลด้วย 
1.2% agarose gel electrophoresis และย้อมด้วย ethidium bromide (0.5 ug/ml) แล้วน าไปตรวจสอบด้วยกล้อง 
ultraviolet transilluminator 

   
การเตรียมผลผลิตจาก RT-PCR ให้บริสุทธิ์และการหาล าดับของนิวคลีโอไทด์ 
 ท าการตัดแยกแถบของผลผลิต RT-PCR จาก 1.2% agrose gel electrophoresis แล้วเตรียมผลผลิต RT-PCR ให้
บริสุทธ์ิด้วยชุดส าเร็จรูป NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherrey-Nagel, Germany) น าผลผลิต RT-PCR ที่
ผ่านการเตรียมให้บริสุทธ์ิส่งไปตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัทเฟิร์สเบส ประเทศมาเ ลเซีย (First Base, Selangor, 
Malaysia) 
 
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 ท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่เพาะแยกได้กับยีน S1 ของสายพันธ์ุที่
รายงานไว้ใน GenBank database โดยเปรียบเทียบร้อยละความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม 
BioEdit version 7.0.5.2 (Hall, 1999) และจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) ของเชื้อ
ด้วยโปรแกรม MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011) ซึ่งยีน S1 ของสายพันธ์ุที่รายงานไว้ใน GenBank database ที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งน้ีได้แก่ Ark_DPI (AF006624), JMK (L14070), Florida 18288 (AF027512), Connecticut (L18990), Ma5 
(AY561713), M41 (AY561711), H120 (M21970), IBN (AAW83034), 4/91 (AF093794), UK/2/91 (Z83976), BJQ 
(DQ070839), QXIBV (AF193423), K069-01 (AY257061), LC2 (DQ480154), A2 (AY043312), SH (DQ480156), 
N1/62 (AIU29522), AustralianT (AY775779), Armidale (DQ490205), DLD Vaccine (EU589323), 
THA001(GQ906705), THA80151 (GQ503616), THA100151 (GQ503618), THA250152 (GQ885132), THA330352 
(GQ885139), THA351052 (GU111581), THA20151 (GQ503610), THA40151 (GQ503612), THA50151 
(GQ503613), THA60151 (GQ503614), THA90151 (GQ503617) 
 

ผลการศึกษา 
การตรวจหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อด้วยวิธี RT-PCR 
 ผลการตรวจคัดกรองหาเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อจากตัวอย่างท่อลมและไตของไก่ด้วยวิธี RT-PCR พบว่าการ
วิเคราะห์ผลผลิตจากปฏิกิริยา RT-PCR ตรวจพบผลผลิตขนาด 400 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดที่ให้ผลบวกของวิธีการตรวจ ส่วนผล
การตรวจด้วยวิธี RT-PCR ที่ใช้ส าหรับเตรียมตัวอย่างในการตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ในยีน S1 (รูปที่ 2) พบผลผลิตขนาด 
988 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดที่ให้ผลบวกของวิธีการตรวจ 
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รูปที่ 2 ผลผลิตจาก RT-PCR ส าหรับหาล าดับของนิวคลีโอไทด์ในยีน S1 ของเชื้อที่แยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่ Lane 1, 100 
bp marker; lane2-6, CMU1-CMU5 ตามล าดับ 
 
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

การวิเคราะห์ความเหมือนและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (รูปที่ 3) พบว่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่เพาะ
แยกได้จากไก่ป่วยในเขตจังหวัดเชียงใหม่ ในปี พ.ศ. 2553-2554 จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อที่พบในประเทศไทยกลุ่มที่ 2 ซึ่ง
เป็นกลุ่มที่มีความคล้ายกับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธ์ุ QX (QX-like IBV) ที่เพาะแยกได้จากประเทศจีน เมื่อ
วิเคราะห์ความเหมือนของนิวคลีโอไทด์พบว่าระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่มีค่าร้อยละ 99.4-100 ระหว่างเชื้อที่
เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่กับเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ QX ที่เพาะแยกได้จากประเทศจีนมีค่าร้อยละ 97.3-97.5 และ
ระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่กับเชื้อ QX-like IBV ในประเทศไทยมีค่าร้อยละ 98.8-100 เมื่อวิเคราะห์ความ
เหมือนของกรดอะมิโนในยีน S1 พบว่าระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่มีค่าร้อยละ 98.8-100 ระหว่างเชื้อที่เพาะ
แยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่กับเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ QX ที่เพาะแยกได้จากประเทศจีนมีค่าร้อยละ 95-96.9 และระหว่างเชื้อที่
เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่กับเชื้อ QX-like IBV ในประเทศไทยมีค่าร้อยละ 96.3-100 

การเปรียบเทียบต าแหน่งของกรดอะมิโนในยีน S1 (รูปที่ 4) พบว่าระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่มี
ความแตกต่างกัน 3 ต าแหน่ง ได้แก่กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 35, 57 และ 65 การเปรียบเทียบระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ใน
จังหวัดเชียงใหม่กับเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ QX ที่เพาะแยกได้จากประเทศจีนพบความแตกต่างกัน 8 ต าแหน่ง ได้แก่กรดอะมิ
โนต าแหน่งที่ 5, 24, 57, 64, 65, 120, 130 และ 222 ส่วนการเปรียบเทียบระหว่างเชื้อที่เพาะแยกได้ในจังหวัดเชียงใหม่กับ
เชื้อ QX-like IBV ในประเทศไทยพบความแตกต่างกัน 7 ต าแหน่ง ได้แก่กรดอะมิโนต าแหน่งที่ 11, 24, 56, 64, 65, 128 และ 
291 

1,000 
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รูปที่ 3 phylogenetic tree ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในยีน S1 ระหว่างเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่แยกได้จากไก่ป่วยใน
จังหวัดเชียงใหม่และสายพันธ์ุที่รายงานใน GenBank database 
 

 
 

 CMU3

 CMU4

 GU111581 THA351052

 CMU5

 CMU1

 CMU2

 GQ885139 THA330352

 GQ503618 THA100151

 GQ503616 THA80151

 GQ885132 THA250152

 AY043312 A2

 DQ480156 SH

 AF193423 QXIBV

 DQ480154 LC2

 DQ070839 BJQ

 AY257061 K069-01

 EU589323 DLD Vaccine

 GQ906705 THA001

 GQ503613 THA50151

 GQ503610 THA20151

 GQ503612 THA40151

 GQ503614 THA60151

 GQ503617 THA90151

 AF093794 4/91

 Z83976 UK/2/91

 AF027512 Florida 18288

 L18990 Connecticut

 AY561711 M41

 AY561713 Ma5

 M21970 H120

 AAW83034 IBN

 AF006624 Ark DPI

 L14070 JMK

 DQ490205 Armidale

 AIU29522 N1/62

 AY775779 AustralianT

100

98

100

100

52

99

97

100

99

86

70

34

46

100

100

84

99

93

100

100

100

100

94

99

95

87

99

90

96

61

0.02



87 
 

 

 
 
รูปที่ 4 การเปรียบเทียบกรดอะมิโนในยีน S1 ระหว่างเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่แยกได้จากไก่ป่วยในจังหวัดเชียงใหม่
กับเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ QX ในประเทศจีนและ QX-like IBV ในประเทศไทย 

 
 
วิจารณ์และสรุป 

การวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ในยีน S1 เป็นวิธีการที่ใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบันส าหรับการวิเคราะห์และการแยกกลุ่ม
ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อ เน่ืองจากการแยกกลุ่มด้วยวิธีมาตรฐานทางซีรัมวิทยา (ซีโรไทป์) หรือ virus 
neutralization น้ันต้องใช้แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะส าหรับแต่ละซีโรไทป์ เมื่อใช้ตรวจแยกเชื้อที่มีการเปลี่ยนแปลงไปจากซี
โรไทป์ซึ่งมีแอนติบอดีที่จ าเพาะอยู่ก็จะท าให้ไม่สามารถบอกซีโรไทป์ของเชื้อได้ (Keeler et al., 1998) วิธีการแยกกลุ่มโดยใช้ 
RT-PCR ที่มี primer จ าเพาะ ในการเพ่ิมจ านวนยีน S1 ร่วมกับการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction fragment length 
polymorphism; RFLP) ก็เป็นวิธีที่มีรายงานการใช้ แต่มีบางกรณีพบว่าเชื้อบางซีโรไทป์ เช่น Gray กับ JMK มีรูปแบบของ
ผลผลิตที่เกิดจากการตัดย่อยด้วยเอนไซม์แล้วเหมือนกัน ท าให้ไม่สามารถแยกซีโรไทป์ดังกล่าวออกจากกันได้  (Kwon et al., 
1993) ส าหรับการแยกกลุ่มโดยใช้การถอดรหัสและวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ในยีน S1 น้ัน มีรายงานทั้งการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์
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ทั้งหมดของยีน S1 จ านวน 1720 คู่เบส (Huang et al., 2004) การวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์เฉพาะส่วนที่เรียกว่า 
hypervariable region ซึ่งครอบคลุม hypervariable region I และ hypervariable region II ได้รับความนิยมจากนักวิจัย
หลายท่าน โดยแต่ละรายงานใช้ขนาดของนิวคลีโอไทด์ที่ท าการวิเคราะห์แตกต่างกันไปได้แก่ 421 คู่เบส (Lee et al., 2001) 
600 คู่เบส (Keeler et al., 1998) และ 706 คู่เบส (Gelb et al., 1991) นอกจากน้ียังมีรายงานว่าการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์
เฉพาะส่วน hypervariable region I ซึ่งพบว่าสามารถแยกกลุ่มของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อได้สอดคล้องกับการแยก
กลุ่มโดยใช้การวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ทั้งหมดของยีน S1 (Wang and Huang, 2000) แต่อย่างไรก็ตามการแบ่งกลุ่มโดยการ
วิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ในยีน S1 อาจไม่สอดคล้องกับการแบ่งกลุ่มทางซีรัมวิทยา  ซึ่งสามารถพบได้ในกรณีที่เ กิดการ
เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยของยีน S1 ในต าแหน่งที่เป็น epitope แต่ไม่ได้ท าให้การตอบสนองทางซีรัมวิทยาเปลี่ยนแปลง เมื่อ
ตรวจด้วยวิธี virus neutralization จะท าให้ตรวจพบเชื้อซีโรไทป์เดียวกัน แต่เมื่อท าการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์อาจท าให้ตรวจ
พบเชื้อคนละกลุ่ม (Ziegler et al., 2002)  ในการศึกษาครั้งน้ีได้ท าการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ในยีน S1 ของเชื้อไวรัสหลอดลม
อักเสบติดต่อที่แยกได้จากไก่ป่วยในจังหวัดเชียงใหม่ โดยใช้ primer ที่ออกแบบให้ครอบคลุมทั้ง hypervariable region I 
และ hypervariable region II ดังน้ันส่วนของยีนที่ใช้จึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้วิเคราะห์และสามารถแยกกลุ่มของไวรัส
หลอดลมอักเสบติดต่อได้  
 ผลการแยกกลุ่มของเชื้อโดย phylogenetic tree พบว่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่แยกได้จากไก่ป่วยใน
จังหวัดเชียงใหม่มีลักษณะทางพันธุกรรมในยีน S1 ใกล้เคียงกับเชื้อสายพันธ์ุ QX ซึ่งเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ QX น้ันเพาะแยก
ได้จากประเทศจีน จากผลการวิเคราะห์พบว่ายีน S1 มีความเหมือนของนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับเชื้อต้นก าเนิดสายพันธ์ุ 
QX ที่เพาะแยกได้จากประเทศจีนร้อยละ 97.3-97.5  และร้อยละ 95-96.9 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าเชื้อมีการเปลี่ยนแปลง
ทางพันธุกรรมเล็กน้อยภายในยีน S1 เมื่อวิเคราะห์ตามข้อสรุปของ Kingham et al. (2000) ที่กล่าวว่าเชื้อไวรัสหลอดลม
อักเสบติดต่อที่มีความเหมือนของนิวคลีโอไทด์ในยีน S1 น้อยกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 75 จัดเป็นเชื้อต่างซีโรไทป์กัน ซึ่ง
สอดคล้องกับข้อสรุปของ Ziegler et al. (2002) ที่กล่าวว่าเชื้อสายพันธ์ุ T, Holte, Gray, B1648 และ Bj1/01 มีความ
เหมือนของยีน S1 ร้อยละ 67.5-81.2 จัดเป็นเชื้อต่างกลุ่มกัน แสดงว่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ี
จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับสายพันธ์ุ QX โดยในปัจจุบันเชื้อสายพันธ์ุ QX ที่พบการระบาดในหลายประเทศทั่วโลก จะถูกเรียกว่า 
QX-like IBV เน่ืองจากมีความแตกต่างทางพันธุกรรมไปบ้างจากเชื้อต้นก าเนิด (Beato et al., 2005; Bochkov et al., 2006; 
Gough et al., 2008) การศึกษาครั้งน้ียังพบว่าเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนแตกต่างไปเล็กน้อยจากเชื้อสายพันธ์ุ QX 
ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตามมา  จากรายงานของ Kant et 
al. (1992) พบว่าความแตกต่างของกรดอะมิโนในยีน S1 ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อสายพันธ์ุ D207 และเชื้อที่เกิด
การเปลี่ยนแปลง (variant) จากสายพันธ์ุ D207 น้ันเกิดจากการเปลี่ยนแปลงแทนที่เบส (base substitution) ภายในกรดอะ
มิโน โดยพบการเปลี่ยนแปลงของเบสหน่ึงต าแหน่งหรือมากกว่าหน่ึงต าแหน่ง และการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนส่วนมาก
พบใน hypervariable region ของยีน S1 ทั้ง hypervariable region I ครอบคลุมกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 54-68 และ 
hypervariable region II ครอบคลุมกรดอะมิโนต าแหน่งที่ 116-141 ซึ่งการศึกษาครั้งน้ีก็พบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน
ในต าแหน่งดังกล่าวเช่นเดียวกัน การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่พบอาจส่งผลให้ความรุนแรงในการก่อโรคของเชื้อ QX-like 
IBV แตกต่างกันไปในแต่ละประเทศ ตามรายงานของ Benyeda et al. (2009) พบว่า ผลการศึกษาการก่อโรคของเชื้อ QX-
like IBV ที่แยกได้จากประเทศจีน ฝรั่งเศส สโลวาเกีย กรีซ และฮังการี มีความรุนแรงไม่เท่ากัน โดยเชื้อที่ก่อโรครุนแรงน้อย
ที่สุดคือเชื้อที่แยกได้จากกรีซส่วนเชื้อที่ก่อโรครุนแรงที่สุดคือเชื้อที่แยกได้จากประเทศจีนซึ่งมีความใกล้เคียงกับเชื้อต้นก าเนิด
ที่สุด เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อเป็นเชื้อที่มีกลายพันธ์ุได้อย่างรวดเร็ว จึงท าให้มีเชื้อสายพันธ์ุใหม่เกิดข้ึนอย่างต่อเน่ืองทั่ว
โลก ความหลากหลายทางสายพันธ์ุของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อเกิดจากกระบวนการกลายพันธ์ุ (mutation) ซึ่งพบได้
บ่อยในเชื้อไวรัสที่มีพันธุกรรมเป็น RNA เน่ืองจากการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของเชื้อเหล่าน้ีจะเอนไซม์ RNA-dependent RNA 
polymerase ซึ่งขาดคุณสมบัติของการตรวจพิสูจน์ความถูกต้อง (proofreading) ของการสร้างสายพันธุกรรม จึงท าให้สาย
พันธุกรรมที่สร้างข้ึนมาใหม่มีความแตกต่างไปจากเดิมได้ง่าย และเกิดเชื้อที่มีการกลายพันธ์ุข้ึน (Lai and Holmes, 2001) 
กระบวนการกลายพันธ์ุดังกล่าวอาจท าให้เกิดการเปลียนแปลงเฉพาะ  ต าแหน่งบนสายพันธุกรรม เช่น การเพ่ิม (insertion) 
หรือ การขาดหาย (deletion) ของนิวคลีโอไทด์บางต าแหน่ง ส่งผลให้การสร้างกรดอะมิโนผิดปกติไปจากเดิม (Gelb et al., 
1991; Gough et al., 1992; Jia et al., 1995) นอกจากน้ีเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อยังเกิดการกลายพันธ์ุด้วย
กระบวนการ recombination อีกด้วย กระบวนการ recombination เกิดข้ึนในกรณีที่มีการติดเชื้อไวรัส 2 สายพันธ์ุร่วมกัน
ภายในเซลล์เดียว ขณะที่มีการสร้างสารพันธุกรรมน้ันเกิดการไขว้กันของสารพันธุกรรมของเชื้อ 2 สายพันธ์ุน้ัน ท าให้ RNA-
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dependent RNA polymerase สร้างสายพันธุกรรมทั้งสองสายเชื่อมกัน (Tolskaya et al., 1987) ผลการศึกษาครั้งน้ีพบ
การเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยในยีน S1 ส่วนที่ท าการวิเคราะห์ซึ่งเป็นลักษณะของการเปลี่ยนแปลงเฉพาะต าแหน่ง  
 ผลการศึกษาครั้งน้ีเป็นการศึกษาครั้งแรกที่แสดงให้เห็นว่าเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดต่อชนิดที่ท าให้เกิดรอยโรคที่
ไตซึ่งเพาะแยกเชื้อได้จากการระบาดในจังหวัดเชียงใหม่ของประเทศไทยปี พ.ศ. 2553-2554 เป็นกลุ่ม QX-like IBV และเชื้อมี
การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเล็กน้อยภายในยีน S1 
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Abstract The purpose of this study was to determine the molecular characteristic in S1 gene of 
nephropathogenic infectious bronchitis virus (IBV) isolated from disease outbreaks in Chiang Mai, Thailand. 
Five field isolates of IBV were collected from chicken flocks which were suffering from respiratory and 
nephropathological symptoms and lesions in Chiang Mai province during 2010-2011. After propagation of 
the viruses in embryonated chicken eggs, 988 base pairs of the S1 gene covering a hypervariable region 
was amplified by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) and the purified RT-PCR 
products were sequenced. The homology and phylogenetic analysis showed that the isolates were 
grouped into group II Thai IBV, QX-like IBV. S1 gene of the isolates showed nucleotide identity of 99.4-
100% with each other and 97.3-97.5% with original QXIBV. Analysis of the deduced amino acid sequences 
revealed that the isolates had 98.8-100% identity with each other and 95-96.9% with original QXIBV. 
These findings indicated that nephropathogenic IBVs isolated from field outbreaks in Chiang Mai, Thailand 
during 2010-2011 are the QX-like IBV and they have a minor change in their S1 gene. Chiang Mai Vet J 
2015; 13(2): 81-91 
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