
 

มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 
มกอช. 10300-2551 

THAI AGRICULTURAL COMMODITY AND FOOD STANDARD 
TACFS 10300-2008 

การชนัสูตรโรคไขหวัดนก 
DIAGNOSIS OF AVIAN INFLUENZA 

สํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาต 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ 

ICS 11.220             ISBN XXX-XXX-XXX-X 



มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 
มกอช. 10300-2551 

THAI AGRICULTURAL COMMODITY AND FOOD STANDARD 
TACFS 10300-2008 

การชนัสูตรโรคไขหวัดนก 
DIAGNOSIS OF AVIAN INFLUENZA 

สํานักงานมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ 

50 ถนนพหลโยธิน เขตจตจุักร กรุงเทพฯ 10900 
โทรศัพท 0 2561 2277  โทรสาร 0 2561 3357 

www.acfs.go.th 

ประกาศในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศและงานทั่วไป เลม 125 ตอนพิเศษ 139 ง           
วันที่ 18 สิงหาคม พุทธศักราช 2551 

 



(2) 

 

คณะอนุกรรมการเฉพาะกิจพิจารณามาตรฐานและขอกําหนดสุขอนามัยสัตวบก  
เรื่อง การชนัสูตรโรคไขหวัดนก 

 
1.  อธิบดีกรมปศสัุตว                                                       ประธานอนุกรรมการ 

(นายธนติย  เอนกวิทย        
  แทนอธิบดีกรมปศุสัตว) 

2.  ผูแทนกรมปศสัุตว                                                                  อนุกรรมการ 
  (นางสาวอรพนัธ ภาสวรกุล) 

3.  ผูแทนสํานักงานมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาต ิ               อนุกรรมการ 
 (นางอรทัย  ศลิปนภาพร 
 นางสาวยุพา  เหลาจินดาพันธ) 

4.   ผูแทนสํานักควบคุม ปองกัน และบําบัดโรคสัตว กรมปศสัุตว    อนุกรรมการ 
  (นายประสิทธ ชัยทวีทรัพย 
  นางฉันทนี บูรณะไทย) 

5.   ผูแทนคณะสตัวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย          อนุกรรมการ 
  (รองศาสตราจารยรุงโรจน ธนาวงษนุเวช 
  ผูชวยศาสตราจารยธวัช เล็กดํารงศักดิ์) 

6.  ผูแทนคณะสตัวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร               อนุกรรมการ 
  (รองศาสตราจารยทวีศักดิ์ สงเสริม) 

7.  ผูแทนคณะสตัวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล      อนุกรรมการ 
 (นางพัชราภรณ อนันตเกียรติกุล) 

8.  ผูแทนคณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร                                    อนุกรรมการ 
 (รองศาสตราจารยสุภาพร อิสริโยดม) 

9.  ผูแทนสตัวแพทยสภา                          อนุกรรมการ 
 (ศาสตราจารยจิโรจ ศศิปรยีจันทร 
 ผูชวยศาสตราจารยสมศักดิ ์ภัคภิญโญ) 

10. ผูแทนสภาหอการคาแหงประเทศไทย      อนุกรรมการ 
   (นางสาวพรศรี เหลารุจิสวัสดิ์) 



(3) 

  

11.  ผูทรงคุณวุฒิ ผูแทนเกษตรกร หรือ ผูแทนภาคเอกชน (เฉพาะคราวประชุม)  อนุกรรมการ 
      (นางอารุณี  ชัยสิงห    ผูทรงคุณวุฒดิานการชันสตูรโรคไขหวัดนก        
 ผูชวยศาสตราจารยธีระพล ศิรินฤมิตร ผูทรงคุณวุฒดิานการชันสตูรโรคไขหวัดนก   

 นางอุทุมพร ศรีสถิตยนรากูร  ผูแทนภาคเอกชน)    

12.  ผูแทนสํานักมาตรฐานสนิคาและระบบคุณภาพ      อนุกรรมการและเลขานุการ 
      สํานักงานมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาต ิ             
 (นางสาวสคราญมณี กระจางวงษ) 

13.  ผูแทนสํานักมาตรฐานสนิคาและระบบคุณภาพ        อนุกรรมการและผูชวยเลขานุการ 
      สํานักงานมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาต ิ      
 (นางสาวมินตรา ลักขณา) 
 

 



 (4)

มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ เร่ือง การชันสูตรโรคไขหวัดนกนี้ กําหนดวิธีการชันสูตรเพื่อใช
รับรองการปลอดโรคไขหวัดนก และใชเปนคูมือการชันสูตรโรคไขหวัดนกในหองปฏิบัติการใหเปนไปอยาง
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มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาต ิ

การชนัสูตรโรคไขหวัดนก 

1 ขอบขาย 

มาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี ้ กําหนดรายละเอียดการชันสูตรโรคไขหวดันก (avian influenza) 
ที่มีสาเหตุจากไวรัสอินฟลูเอนซา (influenza virus) ชนิด A (type A) ชนิดยอย H5 และ H7 (subtype H5 and H7)   

2 นิยาม 

ความหมายของคําที่ใชในมาตรฐานสนิคาเกษตรและอาหารแหงชาตินี ้มีดังตอไปนี ้

2.1 โรคไขหวดันก (avian influenza) หมายถึง โรคระบาดรายแรงในสตัวปก ที่มีสาเหตจุากไวรัสอินฟลูเอนซา 
ชนิด A ชนิดยอย H5 และ H7  

2.2 สัตวปก (avian) หมายถึง สัตวปกทั้งหลายซึ่งไดแก นก ไก เปด หาน  

2.3 การชนัสตูรโรค (diagnosis) หมายถึง การตรวจโรคสตัวปกทีป่วย หรือตาย หรือที่สงสัยวาตดิไวรัสอินฟลูเอนซา
โดยใชวิธีทางหองปฏิบตัิการรวมกับการซกัประวัตจิากผูที่เก่ียวของ และสังเกตอาการของสัตวปกนัน้ 

2.4 หองปฏิบัติการชีวนิรภัย (laboratory biosafety) หมายถึง หองปฏิบัติการที่มีระบบโครงสราง 
การดําเนินงานและการตรวจสอบที่ชัดเจน ข้ันตอนปฏบิัตกิารที่ปลอดภัย มีการใชเครื่องมือ อุปกรณ องคความรู
และเทคโนโลยีเพ่ือปองกันบคุลากร หองปฏิบัติการ และส่ิงแวดลอม จากชีววัตถุอันตรายตางๆ เชน เช้ือโรค 
เลือด เนื้อเย่ือ สารพันธุกรรม สารพิษ ทําใหสามารถปฏิบัติงานเกีย่วกับชีววัตถุอันตรายตางๆ ไดอยาง
ปลอดภัย 

3 การชันสูตรโรค 

การชันสูตรโรคไขหวัดนกโดยวิธีทางหองปฏิบัติการ ไดแก วิธีทางไวรัสวิทยา วิทยาภมูิคุมกัน และชีววิทยา
โมเลกุล ซึ่งเปนวิธีที่ระบุอยูในคูมือการชันสูตรโรคและการใชวัคซีนในสัตวบก (Manual of Diagnostic Tests 
and Vaccines for Terrestrial Animals) ขององคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ  
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โรคไขหวัดนกเปนโรคที่มีอันตรายรายแรงที่กําหนดในกฎหมายวาดวยโรคระบาดสตัว (ภาคผนวก ก) และ
มีความเสี่ยงสูงในการแพรกระจายของเชื้อภายในหองปฏิบตัิการ ดังนัน้เพื่อเปนการลดความเสี่ยงตอไวรัสอินฟลูเอนซา
หองปฏิบัติการตองมีระบบชีวนิรภัย (laboratory biosafety) ครอบคลุมทั้งดานสถานที่ เครื่องมอืเคร่ืองใช 
วัสดุอุปกรณ และระบบการปฏิบัติงาน รวมทั้งบุคลากรที่มีความรูความชํานาญเกี่ยวกับ การปฏิบตัิงานทีด่ี
ในหองปฏิบตักิาร (good laboratory practice) ความปลอดภัยจากเชื้อจุลชีพกลุมเสี่ยง (risk group of 
microorganisms) วิธีการจัดการกับตัวอยางหรือส่ิงติดเชื้อ และการควบคุมการแพรเช้ือ โดยมีการตรวจ
ประเมินประสทิธิภาพของระบบชีวนิรภัยในหองปฏิบัติการดังกลาว 

3.1 การเก็บ และนําสงตัวอยาง 

การเก็บตัวอยางตองเหมาะสม ถูกวิธี และนําสงหองปฏิบัติการโดยเร็วที่สุดมีความสําคัญอยางย่ิง เนื่องจาก
มีผลโดยตรงตอความถูกตองแมนยําของการชันสูตรโรคทางหองปฏิบัติการ ตัวอยางที่ใชในการชันสูตรโรค
ไขหวัดนกสามารถเก็บจากสัตวมีชีวิตที่ปวยหรือสงสัยวาติดเชื้อ หรือซากสัตวที่ตายใหมๆ เพ่ือไมใหเกิดการ
เส่ือมสลายตัวเองหลังตาย (post mortem autolysis)  
3.1.1  การเก็บตัวอยางจากสัตวปกมีชีวิต  
(1) ส่ิงคัดหลั่งจากระบบหายใจ โดยใชสําลีหรือใยสังเคราะห (polyester) พันไมซึ่งปลอดเชื้อ ปาย 
(swab) ส่ิงคัดหลั่งจากเยื่อเมือกของรองเพดานปาก (choanal slit) หลอดลม (trachea) หลังจากนั้นใหจุม
ลงในน้าํยาเกบ็รักษาไวรัส (viral transport media) เชน น้ํายา PBS (phosphate buffer saline: PBS) หรือ
น้ํายาเกบ็รักษาไวรัสอ่ืนๆ ทีผ่สมยาปฏิชีวนะตามภาคผนวก ข  

การเก็บสําลีพันไมที่ปายตัวอยาง อาจเกบ็รวมกันในน้าํยาเก็บรกัษาไวรสัไดไมเกิน 5 ตัวอยางตอหลอด 
(2) ส่ิงคัดหลั่งจากทวารรวม (cloaca) โดยใชสําลีหรือใยสังเคราะหพันไมซึ่งปลอดเชื้อปายผนังทวารรวม 
หรือเก็บมูลสด ไมนอยกวา 1 g การเก็บสําลีพันไมทีป่ายตัวอยาง อาจเก็บรวมกนัในน้ํายาเก็บรักษาไวรัส
ไดไมเกิน 5 ตวัอยางตอหลอด   

3.1.2 การเก็บตัวอยางจากสัตวปกตาย ใหสงซากสัตวปกทั้งตวั หรือเก็บอวัยวะ ไดแก หลอดลม ปอด  
ตับออน ตับ มาม ลําไส ไต หัวใจ และสมอง เปนตน แยกบรรจุในภาชนะตามความเหมาะสม 

3.1.3 ใหนาํตวัอยางสงหองปฏิบตัิการทันทีหรือภายในเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเกบ็ตัวอยางในภาชนะที่ปดสนทิ
ปองกันการแพรกระจายของเชื้อ และควบคุมอุณหภูมปิระมาณ 4 0C (2 0C ถึง 8 0C) ไมควรแชแข็งตัวอยาง 
ที่สงตรวจ 

3.2  การชันสูตรโรคไขหวัดนก 
การชนัสตูรโรคไขหวัดนก ชนิดยอย H5 และH7 ตามวิธมีาตรฐาน ม ี2 ข้ันตอน ตามภาคผนวก ค ดังนี ้

(1) การเพาะแยกไวรัส (virus isolation) โดยการฉีดตัวอยางเขาไขไกฟก และวิธี HA (haemagglutination 
test: HA test) เพ่ือตรวจหาคุณสมบัติการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง ข้ันตอนนีแ้สดงวาเปนไวรัสอินฟลูเอนซา 
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ชนิด A หรือเช้ือชนิดอื่นทีม่ีคุณสมบัติเชนเดียวกัน ทั้งนี้ หากผลการทดสอบ HA เปนบวกใหดําเนินการ
ตามขอ (2) ตอไป 
(2) การระบุชนิดไวรัส (virus identification) ข้ันตอนนี้ครอบคลุมการทดสอบไวรัสไขหวัดนกชนดิ A 
และการทดสอบชนิดยอย ดวยวิธี AGID (Agar Gel Immunodiffusion: AGID ) ซึ่งเปนการตกตะกอน 
ในวุน หรือใชวิธี ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA) หรือใชวิธีอ่ืนที่องคการโรค
ระบาดสัตวระหวางประเทศระบุเพ่ือยืนยันวาเปนไวรัสอินฟลูเอนซาชนิด A หากไดผลเปนบวก ใหพิสูจน
ไวรัสชนิดยอยโดยใชซีรัมจาํเพาะสําหรับ H5 หรือ H7 ดวยวิธ ี HI (haemagglutination inhibition test:  
HI test) เพ่ือตรวจหาการยบัยั้งการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง  

อาจใชวธิีทางชวีวิทยาโมเลกุลตามภาคผนวก ช เพ่ือตรวจหาสารพนัธกุรรม ซึ่งไดแก วธิีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
ผกผนั หรืออารทีพีซีอาร (reverse transcriptase polymerase chain reaction: RT-PCR) และวิธีปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสผกผัน แบบเวลาจริง หรือเรียลไทมอารทีพีซีอาร (real-time RT-PCR)  

3.2.1  การเพาะแยกและเพิ่มจํานวนไวรัส โดยฉดีตัวอยางตามขอ 3.1 เขาในไขไกฟก และใหทดสอบ
ดวยวิธี HA ตอไป 

ข้ันตอนนี้ตองดําเนนิการในหองปฏิบัติการที่มีระบบชีวนิรภัย 

(1) ตัวอยางเปนอวัยวะภายใน ใหนํามาบดละเอียดผสมกับน้าํยา PBS ใหมีความเขมขนสัดสวนโดยมวล
ตอปริมาตรเปน 10% ถึง 20%  แตถาเปนตัวอยางที่เก็บดวยสําลี (พันไม) ที่อยูในน้ํายาเก็บรักษาไวรัส
ตามภาคผนวก ข ใหนาํมาเขยาแรงๆดวยเครื่องผสมวอรเท็กซ (vortex mixer) แลวแยกเอาสําลีพันไมออก 

(2) นําตัวอยางที่ได มาปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 1,000 g  นาน 10 นาที 

(3) นําสวนใส (supernatant) ใสเพนนิซิลิน (penicillin) 2,000 units/ml, สเตรปโตมิซิน (streptomycin)  
2 mg/ml, เจนทามิซิน (gentamycin) 50 µg/ml และมิโคสตาติน (mycostatin) 1,000 units/ml ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 1 ช่ัวโมงเพื่อกําจัดแบคทีเรียที่อาจปนเปอน หรือกําจัดแบคทีเรียดวยวิธีอ่ืน เชน กรองเอา
แบคทีเรียออกดวยเยื่อแผนกรอง (membrane filter) ขนาด 0.22 µm  

(4) นําตัวอยางที่ไดจากขอ (3) ปริมาตรอยางนอย 200 µl ฉีดเขาในถุงหุมตัวออน (allantoic sac)   
ของไขไกฟกที่ปลอดเชื้อหรือที่ปลอดภูมคิุมกันตอไวรัสอินฟลูเอนซาที่อายุ 9 วัน ถึง 11 วัน จํานวน  
5 ฟอง ตอ 1 ตัวอยาง 

(5) นําไขฟกที่ฉีดไวรัสแลวเขาตูฟกที่อุณหภูมิ 35 oC ถึง 37 oC เปนเวลา 4 วัน ถึง 7 วัน  

(6) ตรวจดูการมีชีวิตของตัวออนในไขฟกทุกวัน ตั้งแตวันที ่4 ถึงวันที่ 7 

(7) นําไขฟกที่ตัวออนตาย หรือเมื่อครบกําหนดภายหลังการฉีดไวรัส แชเย็นที่อุณหภูมิ 4 oC นาน 1 ช่ัวโมง 

(8) เก็บน้ําในถุงหุมตัวออน (allantoic fluid) นําไปทดสอบคุณสมบัติการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงดวย
วิธี HA ตามภาคผนวก ง.2  
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(9) หากผลที่ไดเปนลบ ใหนําน้ําจากถุงหุมตัวออน ไปทําซ้าํอีกครั้งหนึ่ง (2nd passage) ในข้ันตอนที่ (4) ถึง
ข้ันตอนที่ (8)  
3.2.2 การพิสูจนไวรสัอินฟลูเอนซา 
เนื่องจากวิธี HA ที่ใหผลบวก โดยพบการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง (ภาพที่ จ.1 และภาพที่ จ.2) แสดง
วาน้ําในถุงหุมตัวออนจากไขไกฟก อาจมไีวรัสอินฟลูเอนซา หรือไวรัสนิวคาสเซิล (Newcastle disease 
virus: NDV) หรือเช้ือชนิดอื่น ดังนัน้ตองทําการยืนยันวาเปนไวรัสอินฟลูเอนซา ชนดิ A ดวยวิธ ี AGID  
กับแอนติซีรัมอินฟลูเอนซา ชนิด A (known influenza type A antisera) หรืออาจใชวิธีทางชีววิทยา
โมเลกุลเพ่ือตรวจหาสารพันธุกรรมชนิด A ตามภาคผนวก ช 
อีกวิธีหนึ่งที่ใช คือ วิธี ELISA ที่ใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ซึ่งมีความจําเพาะ
กับไวรัสอินฟลูเอนซา สามารถนํามาวินจิฉยัโรคไขหวัดนกไดอยางรวดเร็ว  
จากนัน้จึงนําไปทดสอบชนดิยอย H5 และH7 ดวยวิธี HI โดยตรวจหาการยับยั้งการจับกลุมของเม็ดเลือด
แดงกับแอนตซิีรัม (antiserum) ตอชนดิยอย H5 และH7 หรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอชนิดยอย H5 
และ H7 ตามภาคผนวก ง.3 หรืออาจใชวิธีทางชีววิทยาโมเลกุลเพ่ือตรวจหาสารพันธุกรรมชนิดยอย H5 
และ H7 ตามภาคผนวก ช 

4 การตรวจหาระดับแอนติบอดีดวยวิธีทางซีรัมวิทยา   

การตรวจพบแอนตบิอดีทางซรัีมวิทยา สามารถใชประโยชนในการระบุถึงการติดไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิยอย H5 
และ H7 ไดในกรณีที่ไมมีการใชวัคซีนเพื่อปองกันโรคไขหวดันกในสัตวปก วิธีทางซีรัมวิทยาที่ใชเปนมาตรฐาน คือ 
วิธี HI  

การแปลผล ถาไดระดบั HI titre เทากับหรือมากกวา log24 หรือ 24 หรือ 1:16 เมื่อใชแอนติเจนเทากับ  
4 HAU (haemagglutinating unit: HAU) แสดงวามีแอนตบิอดตีอไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิยอยนั้นๆ 
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ภาคผนวก ก 

วิทยาการระบาด พยาธิกําเนิด และอาการของโรคไขหวัดนก 
(ขอ 3) 

ก.1 วิทยาการระบาด (epidemiology) 

โรคไขหวัดนกหรือโรคไขหวัดใหญสัตวปก เปนโรคระบาดรายแรงในสัตวปกและอาจติดตอถึงคนได ในบาง
กรณีทําใหผูปวยเสียชีวิตในอัตราสูง โรคนี้มีสาเหตุจากไวรัสอินฟลูเอนซา ชนิด A ซึ่งเปนอารเอ็นเอ (RNA)  
ไวรัส จัดอยูในวงศ (family) Orthomyxoviridae สกุล (genus) Influenzavirus แยกเปนชนิดยอย (subtype) 
ตามความแตกตางของแอนติเจนที่เปลือกหุม 2 ชนิด คือ ฮีมแอกกลูตินิน (haemagglutinin:  HA) และ 
นิวรามินิเดส (neuraminidase: NA) โดยโรคไขหวัดนกที่อยูในบัญชีโรค (listed diseases) ขององคการ 
โรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (World Organisation for Animal Health: OIE) หมายถึง โรคที่มีสาเหตุจาก
ไวรัสอินฟลูเอนซาชนิดยอย H5 และH7 (notifiable avian influenza: NAI) เทานั้น และเนื่องจากโรคนี้มี
ความสําคัญตอการผลิตสัตวปกและการคาระหวางประเทศ โดยเฉพาะอยางยิ่งชนิดยอย H5N1 ที่มีรายงาน 
การเกิดโรคและทําใหผูปวยเสียชีวิตเปนครั้งแรกในฮองกงเม่ือ พ.ศ. 2540 กอนที่จะแพรระบาดไปทั่วโลก 
และรุนแรงในหลายประเทศในทวีปเอเชีย ประเทศไทยจึงกําหนดใหโรคไขหวัดนกเปนโรคระบาดสัตว 
เพ่ิมเติมเมื่อ พ.ศ. 2547 ตามกฎหมายวาดวยโรคระบาดสัตว 

ก.2 คุณลักษณะของไวรัส (viral characteristics) 

ไวรัสอินฟลูเอนซาเปนไวรัสอารเอ็นเอสายเดี่ยว ชนิดมีเปลือกหุม (envelope) โดยเปลือกช้ันนอกเปนชั้น
ไขมัน (lipid membrane) ที่ไดจากโฮสตเซลล ประกอบดวยไกลโคโปรตนี (glycoproteins) 3 ชนิด  
แตที่สําคัญมีสองชนิด คือ ฮีมแอกกลูตนิิน และนิวรามินิเดส ซึ่งมีลักษณะเปนปุมยื่นออกมา (spikes)  
ไกลโคโปรตนีอีกชนิดหนึ่งมจีํานวนนอยกวา ไดแก แมทริกซ โปรตีน 2 (matrix protein 2: M2)  
ซึ่งเปลือกช้ันในจะเปนแมทริกซ โปรตนี 1 (matrix protein: M1) ทําใหเช้ือคงรูปรางและหอหุม
สวนประกอบไรโบนิวคลโีอโปรตีน (ribonucleoprotein: RNP) ที่อยูภายในจํานวน 8 ทอน (segments) 
และเปนรหัส (code) สําหรับการสังเคราะหโปรตีนของไวรสั (viral proteins) 10 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 แสดงโปรตีนที่ไวรัสสราง 
(ขอ ก.2) 

ก.3 พยาธิกําเนิด (pathogenesis) 

หลังจากสตัวปกไดรับไวรัสอินฟลูเอนซา ไวรัสจะเพิม่จาํนวนในระบบหายใจโดยเฉพาะในโพรงจมกู หรือระบบ
ทางเดนิอาหารแลวแพรเช้ือออกมา ไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิรุนแรงจะเขาสูช้ันใตเย่ือเมอืก (submucosa) และเพ่ิม
จํานวนในเซลลเย่ือบ ุ (endothelial cells) ของหลอดเลอืดฝอย จากนั้นเมื่อไวรัสออกจากเซลลจะแพรกระจายไป
ตามระบบเลือดและระบบน้าํเหลืองสูอวัยวะตางๆ เชน สมอง ผวิหนัง อาการทีป่รากฏและการตายของสัตวที่ตดิ
เช้ือเกิดจากความลมเหลวของอวัยวะตางๆในรางกาย ไวรัสอินฟลูเอนซาสามารถคงอยูในเนื้อเยื่อ ส่ิงคดัหลั่งและ
มูลของสตัวตดิเชื้อ รวมทั้งในน้ําและส่ิงแวดลอม แตสามารถทําใหลดฤทธิไ์ด (inactivation) เชน ดวยความรอนที่
อุณหภูม ิ56 0C นาน 3 ช่ัวโมง หรืออุณหภมูิ 60 0C นาน 30 นาท ีหรือในสภาวะที่เปนกรด หรือดวยสารเคมบีาง
ชนิด ไดแก ออกซิไดสซิง เอเจนท (oxidizing agents) โซเดียม โดดีซลิ ซัลเฟต (sodium dodecyl sulphate)  
ลิปด โซลเวนท (lipid solvents) เบตาโพรพิโอแลคโตน (β-propiolactone) ฟอรมาลนิ และสารประกอบไอโอดนี  

ก.4 อาการ (clinical signs) 

การแบงชนดิของโรคไขหวัดนก แบงตามความรุนแรงของการกอโรค (ภาคผนวก ฉ) เปน 2 ชนิด  
คือ โรคไขหวัดนกชนดิรุนแรง (highly pathogenic avian influenza: HPAI) และโรคไขหวัดนกชนดิไมรุนแรง 
(low pathogenic avian influenza: LPAI) โดยโรคไขหวัดนกชนดิรุนแรงนับเปนโรคระบาดที่สําคัญใน

ทอน
(segment) 

ขนาด 
(nucleotides) โพลีเปปไทด หนาที่ 

1 2,341 polymerase PB2 Subunit of polymerase: Host cap binding and 
endonuclease 

2 2,341 polymerase PB1 Catalytic subunit of polymerase 
3 2,233 polymerase PA Subunit of polymerase, active in vRNA synthesis 
4 1,778 haemagglutinin HA Haemagglutinin 
5 1,565 nucleoprotein NP Nucleoprotein: Part of transcriptase complex 
6 1,413 neuraminidase NA Neuraminidase: release of virus 

matrix protein M1 Matrix protein: Major component of virion 7 1,027 
matrix protein M2 Integral membrane protein: Ion channel 
protein NS1 & non 
structural 

Anti-interferon protein. Effects on cellular RNA 
transport  

8 890 

protein NS2   RNP nuclear export 
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สัตวปกโดยเฉพาะไก นอกจากนี้อาการของโรคที่พบยังข้ึนอยูกับชนดิ (species) ของสัตวปก ความรุนแรง
ของเชื้อ และปจจัยอื่นๆ เชน อายุ การติดเชื้อแทรกซอน ระดับภูมิคุมของสัตวที่ติดเชื้อ ทางที่สัตว 
ไดรับเชื้อ ปริมาณของเชื้อ และระยะเวลาที่ไดรับเชื้อ เปนตน ตลอดจนปจจัยภายนอกตางๆ เชน 
ส่ิงแวดลอม ความเครียด อุณหภูม ิโดยทัว่ไปอาการที่พบมีดังนี ้

(1) ไกและไกงวง มีระยะฟกตัวของโรคประมาณ 3 วัน ถึง 5 วัน ไกแสดงอาการซึม ไมกินอาหาร ไขลด
อยางรวดเร็ว ใบหนา หงอน และเหนียงบวมคล้ํา ขาดน้ํา มีส่ิงคัดหลั่งในชองจมูกและปาก ตาแดงหรือมี
เลือดคั่ง อาจพบอาการทางระบบประสาทรวมดวย อัตราการตายอาจสูงถึง 100% อยางไรก็ดอีาจไมพบ
อาการใดๆ ถาสัตวตายจากโรคนี้อยางเฉยีบพลัน    

(2) นก สวนใหญไมแสดงอาการปวย หรืออาจตายเฉียบพลนั  

(3) เปดและหาน อาจไมแสดงอาการปวย   

ก.5  พยาธิวิทยา (pathology) 

รอยโรคที่พบในสัตวปกทีต่ิดเชื้อ คือ พบปนเลือดที่หนาแขง มีคราบน้ํามูกและน้ําตา เย่ือตามีการคั่งเลือด
อยางรุนแรง บวมน้ําใตผิวหนังบริเวณหัวและคอ  กลามเนื้อมีการคัง่เลือด  ทอลมมีเลือดออก และมีเมือก
มากผิดปกต ิ พบจุดเลอืดออกที่ดานในของกระดูกอก หัวใจ เย่ือบุชองทอง ไขมันในชองทอง รังไข ตบัออน 
เย่ือบุกระเพาะแท และกระเพาะบด เนื้อเย่ือน้ําเหลืองในลําไส เลือดคั่งอยางรุนแรงที่ไต รอยโรคของระบบ
หายใจอาจพบตั้งแตแบบไมรุนแรงจนถึงแบบรุนแรง ในรายที่ตายแบบเฉียบพลันอาจไมพบรอยโรคใดๆ  
ลักษณะทางจลุพยาธิวิทยาทีพ่บในสตัวปกที่ติดเชื้อ คือ พบเนื้อตายและการอักเสบในอวัยวะตางๆ โดยมัก
พบที่สมอง หัวใจ ปอด ตับออน อวัยวะน้ําเหลือง (primary และ secondary lymphoid organs)  

อยางไรก็ตามอาการและพยาธิสภาพดังกลาวไมใชลักษณะที่บงช้ีของโรคนี้เทานั้น แตอาจตองวินิจฉัยแยกโรค
จากโรคระบบหายใจอื่น เชน โรคนิวคาสเซิล, โรคกลองเสียงอักเสบติดตอ (infectious laryngotracheitis),  
โรคหลอดลมอักเสบติดตอ (infectious bronchitis) และโรคที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียบางชนิด เชน  
อหิวาตสัตวปกชนิดเฉียบพลัน (acute fowl cholera) จึงจําเปนตองใชวิธีชันสูตรทางหองปฏิบัติการรวมดวย 
โดยเฉพาะวิธกีารแยกและระบุชนดิไวรัส         

ก.6 การแพรเช้ือ (transmission) 

สัตวปกตดิเชือ้จากการสัมผสัโดยตรงกับสิง่คัดหลั่งจากสตัวปกที่เปนโรค โดยเฉพาะมูลและส่ิงคดัหลั่งจาก
ระบบหายใจ หรือติดตอจากอาหาร น้ํา อุปกรณการเลี้ยง เครื่องใชในฟารม ยานพาหนะ รองเทาและ
เส้ือผาที่ปนเปอนเชื้อ แหลงรังโรค (reservoir) ที่สําคัญในการแพรเช้ือ คือ สัตวปก ประเภท เปด นกน้าํ 
และนกปา  อาจตดิเชื้อโดยไมแสดงอาการแตสามารถเพิ่มจํานวนเชื้อและแพรเช้ือไปสูสัตวปกอ่ืนได     
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ภาคผนวก ข 

น้ํายาเก็บรกัษาไวรัสอนิฟลูเอนซา 

(ขอ 3.1 และ ขอ 3.2) 

ข.1  น้ํายาเกบ็รักษาไวรัส (viral transport media: VTM) ไดแก น้ํายา PBS (phosphate buffered saline: PBS),  
เบรน ฮารท อินฟวชัน บรอท (brain heart infusion broth), ทริปโตส นูเทรียน บรอท (tryptose nutrient 
broth), เปบโตส บรอท (peptose broth), เอ็มอีเอ็ม (minimal essential media: MEM) และเอ็ม199  
(M199) เปนตน กรณีที่ตัวอยางเปนสิ่งคดัหลั่งจากระบบหายใจจะผสมยาปฏิชีวนะ เชน เพนนิซิลิน (penicillin) 
2,000 units/ml, สเตรปโตมิซิน (streptomycin) 2 mg/ml, เจนทามิซนิ (gentamycin) 50 µg/ml,  
และมโิคสตาตนิ (mycostatin) 1,000 units/ml หากเปนตวัอยางส่ิงคดัหลั่งจากทวารรวมหรือมูลสด ใหใช 
ยาปฏิชีวนะทีม่ีความเขมขนเปน 5 เทา 

ข.2  สารเคมีที่ใชในการเตรียมน้าํยา PBS สําหรับใชเปน stock solution (10X) 
NaCl             80 g 
KCl     2 g 
Na2HPO4            11.5 g 
KH2PO4    2 g 
Distilled water (D.W.)      1,000      ml 

(1) ผสมสารเคมีกับน้ํากล่ันใหละลายเขากัน ปรับใหไดความเปนกรด-เบส เทากับ 7.0 ถึง 7.4 จะได 
stock solution (10X) 

(2) นึ่งดวยหมอนึ่งความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 0C นาน 20 นาที 

(3) นํา stock solution ปริมาตร 100 ml มาเจือจาง โดยผสมกับน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 1,000 ml จะได 
working solution แลวนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งความดัน  
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ขั้นตอน 2 
การระบุชนิด 

ไวรัส 

ขั้นตอน 1 
การเพาะแยก

ไวรัส 
 

ภาคผนวก ค 

ขั้นตอนการชนัสูตรโรคไขหวดันก 
(ขอ 3.2) 

 
------------------- 
1/ เม่ือทําซ้ํารอบที่สองแลว ยังคงใหผลเปนลบแสดงวาไมพบไวรัสอินฟลูเอนซาชนิด A 
2/การตรวจไวรัสชนิดยอย H5/H7 อาจใชวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล เชน วิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผกผัน  
หรืออารทีพีซีอาร และวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผกผัน แบบเวลาจริง หรือเรียลไทมอารทีพีซีอาร ท่ีใชไพรเมอร/
โพรบ (primer/probe) ท่ีมีความจําเพาะตอชนิดยอย H5/H7 ชนิดนั้นๆ 

เพาะแยกไวรสั         
โดยใชวิธีฉีดตวัอยางเขาไขไกฟก 

วิธี HA 

วิธี HA เปนบวก

ทดสอบไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิ A 
(ไดแก วิธี AGID หรือวิธี ELISA 
หรือชีววิทยาโมเลกุล เปนตน) 

ใหผลลบ แสดงวาเปน  
ฮีมแอกกลูติเนติง เอเจนท 

(haemagglutinating agents) อ่ืน 

ใหผลบวก 
แสดงวาเปน H5/H7 

แยกเก็บน้ําในถุงหุมตัวออน (allantoic fluid)

วิธี HA เปนลบใหเพาะแยก
เช้ือซ้ําอีกหนึ่งรอบ  
(2nd passage)1/ 

ใหผลลบ แสดงวาเปน 
ไวรัสอินฟลูเอนซา 

 ชนิด A ชนิดยอยอื่น 

ใหผลบวก แสดงวาเปน 
ไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิ A 

ทดสอบดวยวิธี HI เพ่ือตรวจไวรัสชนิดยอย H5/H7 2/ 
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ภาคผนวก ง 

การชนัสูตรโรคไขหวดันกดวยวิธีทางวิทยาภูมิคุมกัน 
(ขอ 3.2.1 ขอ 3.2.2 และขอ 4) 

ง.1 การเตรียมเม็ดเลือดแดงไก  

(1) เจาะเลือดไกที่โตเต็มวัยอยางนอย 3 ตัว ใสในสารละลายอัลซีเวอร (Alsever’s solution) ในอัตราสวน 1:1 

(2) ลางเม็ดเลือดแดง 3 ครั้งดวยน้ํายา PBS โดยการปนเหวีย่งที่ 800 g  นาน 5 นาท ี

(3) ปรับความเขมขนของเม็ดเลือดแดงใหมีความเขมขน 1% ในน้าํยา PBS 

ง.2 การทดสอบคุณสมบตักิารจับกลุมของเม็ดเลือดแดง โดยวิธี HA (haemagglutination test: HA test) 

(1) เติมน้ํายา PBS ปริมาตร 25 µl ลงในไมโครเพลท (ชนิด 96 หลุม) ที่มีกนหลุมเปนรูปตัววีลงในทุกหลุม 

(2) เติมแอนติเจน เชน H5 ปริมาตร 25 µl ลงในไมโครเพลทหลุมที่ 1 ของแตละแถว  

(3) ทําการเจือจางแอนติเจน 1:2 ตามลาํดบั (serial twofold dilution)  

(4) เติมน้ํายา PBS ปริมาตร 25 µl ลงในทุกหลุม 

(5) เติม 1% เม็ดเลือดแดงปริมาตร 25 µl ลงในทุกหลุม เขยาใหเม็ดเลอืดแดงกระจายทั่วกัน 

(6) ตั้งทิ้งไวในอุณหภูมิหองนาน 40 นาที หรือที่อุณหภูมิ 4 0C นาน 60 นาที หรือเมื่อเม็ดเลือดแดงใน
หลุมควบคุมรวมกลุมเปนเม็ดกระดุม 

(7) อานผลทนัที หลุมที่ใหผล HA เปนบวก (ภาพที่ จ.2) มีการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงอยางสมบรูณ
ที่กนหลุม ใหคาหลุมที่มีความเจือจางของแอนติเจนสูงสุดที่ใหผลบวกมีคาเปน 1 HAU (HA unit) 

(8) เตรียมแอนติเจนใหมีความเขมขน 4 HAU ดังนี ้

ตัวอยาง   ถาหลุมที่มีคา 1 HAU มีคาความเจือจางของแอนติเจนเทากับ 1:1,024 
             หาคาการเจือจางแอนติเจนได เทากับ 1,024/4 = 256 
             ดังนั้นตองเจือจางแอนติเจนดวยน้ํายา PBS ในอัตราสวน 1:256  
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ขอควรปฏิบัต ิ

ทุกครั้งตองทํา back titration เพ่ือตรวจยืนยันความเขมขนของแอนติเจน โดย 

(1) เติมน้ํายา PBS ปริมาตร 25 µl ลงในหลุม หลุมที่ 1 ถึง 4 ของแตละแถว 
(2) เติมแอนติเจนที่เตรียมไวปริมาตร 25 µl ลงในหลุมที่ 1 ของแตละแถว แลวเจือจางแอนติเจนลงไป
ตามลาํดบั 

(3) เติมน้ํายา PBS ปริมาตร 25 µl  ลงในทุกหลุม 

(4) เติม 1% เม็ดเลือดแดงปริมาตร 25 µl  ลงในทุกหลุม เขยาใหเม็ดเลือดแดงกระจายทั่วกันตั้งทิ้งไว
ในอุณหภูมิหองนาน 40 นาที 

(5) อานยืนยันผล  4 HAU โดยหลุมที่ 1 และ 2 ใหผลบวก หลุมที่ 3 และ 4 ใหผลลบ  

ง.3 การทดสอบคุณสมบตัยัิบยั้งการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง โดยวิธี HI (haemagglutination inhibition 
test: HI test) 

(1) เติมน้ํายา PBS ปริมาตร 25 µl ลงในทุกหลุมของไมโครเพลท (ชนิด 96 หลุม) ที่มีกนหลุมเปนรูปตัววี 

(2) เติมตัวอยางซรัีมแตละตัวอยางปริมาตร 25 µl  ในหลุมที่ 1 ของแตละแถว    

(3) ทําการเจือจางซีรัม 1:2 ตามลําดบั  

(4) เติมแอนติเจน 4 HAU ที่เตรียมไวปริมาตร 25 µl  ลงในแตละหลุม เขยาใหเขากัน 

(5) ตั้งทิ้งไวในอุณหภูมิหองนาน 30 นาที หรือที่อุณหภูมิ 4 0C นาน 60 นาที  

(6) เติม 1% เม็ดเลือดแดง ปริมาตร 25 µl ลงในทุกหลุม เขยาใหเขากัน 

(7) ตั้งทิ้งไวในอุณหภูมิหองนานประมาณ 40 นาที หรือเมื่อเม็ดเลือดแดงในหลุมควบคุม (ที่ไมมี
แอนติเจน) รวมกลุมเปนเม็ดกระดุม หรือที่อุณหภูมิ 4 0C นาน 60 นาที  

(8) การอานผล หลุมที่ใหผล HI เปนบวกแสดงวามีการยับยั้งการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง โดยจะเห็น
ลักษณะของเม็ดเลือดแดงตกตะกอนรวมกันที่กนหลมุ หรือมีลักษณะคลายกระดุม (ภาพที่ จ.4) หรือเมื่อ
เอียงเพลทแลวพบวามีอัตราการไหลของเม็ดเลือดแดงเทากับในหลุมควบคุม (ภาพที่ จ.5) 

(9) การแปลผล ถาไดระดบั HI titre เทากับหรือมากกวา log24 หรือ 24 หรือ 1:16 เมื่อใชแอนติเจน
เทากับ 4 HAU แสดงวามีแอนตบิอดตีอไวรัสอินฟลูเอนซาชนิดยอยนัน้ๆ 
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(10) เพ่ือยืนยันความถูกตองของผลการทดสอบ จะตองทดสอบซีรัมควบคมุบวก (positive control) และ
ซีรัมควบคุมลบ (negative control) ดวยทกุครั้ง  

ซีรัมควบคุมบวก หมายถึง ซีรัมที่ทราบคาระดบั HI titre (known titre) เมื่อทดสอบแลวควรไดคาเทาเดิม 
หรือ ตางกันไมเกิน 1 dilution  
ซีรัมควบคุมลบ หมายถึง ซรัีมที่มีคาไตเตอรไมมากกวา  log2 2 หรือ 22 หรือ 1:4  

หมายเหตุ 

ตัวอยางซีรัมไกโดยทั่วไปจะไมทําใหเมด็เลือดแดงจบักลุม แตซีรัมไกพ้ืนเมือง เปด หาน หรือสัตวปกอ่ืนๆ 
มักพบวามีการจับกลุมกับเม็ดเลือแดงแบบ non-specific haemagglutination จําเปนตองกําจัดสารในซีรัม
ที่ทําใหเกิดการจับกลุมดังกลาวออก โดย 
(1) บมซีรัมที่ 56 0C นาน 30 นาที หรือ 

(2) ผสมซีรัมกับเม็ดเลือดแดงไกเขมขน (packed red blood cell: packed RBC) ในปริมาตรเทาๆกันที่
อุณหภูมิหองนาน 30 นาท ีแลวจึงปนเหวี่ยงที่ 800 g นาน 2 นาท ี ถึง 5 นาท ีและดดูแยกซรัีมออกจาก
เม็ดเลือดแดงไกกอนนาํไปตรวจดวยวิธี HI  
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ภาคผนวก จ  

ภาพประกอบการชันสตูรโรคไขหวัดนก 
(ขอ 3.2.2) 

 
 
 
 

   
ภาพที่ จ.1 แสดงผลการพสูิจนไวรัสดวยวิธี HA 

1HAU

  1    2     3    4    5    6     7     8    9   10   11  12 
A 
 

B 
 

C 
 

D 
 

E 
 

F 
 

G 
 

H 
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ภาพที่ จ.2 แสดงวิธี HA ที่ใหผลบวก 
จะเห็นการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง ในลักษณะกระจายเปนรางแหเต็มพื้นที ่

 
 
 

 
ภาพที่ จ.3 แสดงวิธี HA ที่ใหผลลบ  

จะเห็นลักษณะของเม็ดเลือดแดงตกตะกอนรวมกันที่กนหลุม หรือมีลักษณะคลายกระดุม 
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ภาพที่ จ.4 แสดงผลการทดสอบคณุสมบัติการยับยั้งการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงดวยวิธี HI  

 
ภาพที่ จ.5 แสดงผลการทดสอบคณุสมบัติการยับยั้งการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงดวยวิธี HI  

เมื่อเอียงเพลทแลวพบวาหลุมที่ใหผลบวกมีอัตราการไหลของเม็ดเลือดแดงเทากับในหลุมควบคมุ 

หมายเหตุ รูปภาพที ่จ.1 ถึงรูปภาพที ่จ.5 ไดรับความอนุเคราะหจากสตัวแพทยหญิงอุทมุพร ศรีสถิตยนรากูร 

A 
 

B 
 
 
 

C 
 
 

D 
 
 

E 
 
 
 

F 
 
 

G 
 
 

H 

HI titre = 26 
 

HI titre = 24 
 
 
 

HI titre = 25 
 
 

HI titre = 26 
 
 

HI titre = 25 
 
 

HI titre = 25 
 
 

HI titre = 24 
 
 

HI titre = 23 
 

        1     2     3     4     5    6     7    8    9    10   11   12  
A 
 

B 
 
 
 

C 
 

D 
 
 

E 
 

F 
 
 

G 
 
 

H 

HI titre = 26 
 

HI titre = 24 
 
 
 

HI titre = 25 
 
 

HI titre = 26 
 
 

HI titre = 25 
 
 

HI titre = 25 
 
 

HI titre = 24 
 
 

HI titre = 23 
 

        1     2     3     4     5    6     7    8    9    10   11   12  

เม็ดเลือดแดงควบคุม 

เม็ดเลือดแดงควบคุม 
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ภาคผนวก ฉ 

การทดสอบความรุนแรงของไวรัสอินฟลูอนซา  
สําหรับโรคไขหวัดนก 

(ภาคผนวก ก.4) 

การทดสอบความรนุแรงของไวรัสอินฟลูเอนซา มีวตัถุประสงคเพ่ือแยกชนิดไวรัสอินฟลูเอนซาท่ีพบวาเปนไวรัส
ชนิดรนุแรงหรอืไมรุนแรง ซึ่งในการพิจารณาวาเช้ือที่พบเปนไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิรุนแรง นัน้ มีหลักเกณฑ ดังนี้   

ฉ.1 การทดสอบความรุนแรงของไวรัสอินฟลูเอนซาดวยวิธีการฉดีเชื้อเขาหลอดเลือดดาํ (intravenous 
pathogenicity test: IVPT) ตามวิธใีดวธิีหนึ่ง ดังนี ้

(1) กรณีที่ฉีดไวรสัอินฟลูเอนซาโดยใชน้าํในถุงหุมตัวออนที่ติดเชื้อ (infected allantoic fluid) ที่เจือจาง 
1:10 ปริมาตร 0.2 ml เขาหลอดเลือดดาํไกทดลองที่อายุ 4 สัปดาห ถึง 8 สัปดาห และพบวาทาํใหไกตาย
อยางนอย 6 ตัว จากจํานวนแปดตัว ภายใน 10 วัน   

หรือ 

(2) กรณีที่มีคาดัชนีความรุนแรงของเชื้อจากการฉีดเชื้อเขาหลอดเลือดดํา (intravenous pathogenicity 
index: IVPI) มากกวา 1.2 จากการฉีดไวรัสอินฟลเูอนซาโดยใชน้าํในถุงหุมตัวออนที่ตดิเชื้อ ทีม่ี HA titre
มากกวา 1:16 หรือ log2 4 หรือ 24 เจือจางดวยไอโซโทนิคซาไลน (isotonic saline) ปลอดเชื้อ ในอัตราสวน 
1:10 เขาหลอดเลือดดําไกที่ปลอดจากเชือ้หรือไมมีภูมคิุมตอไวรัสอินฟลูเอนซาที่อายุ 6 สัปดาห จํานวน  
10 ตัว ตัวละ 0.1 ml ตรวจดูอาการไกทุกวันในเวลาเดียวกับที่ฉีดเชื้อ เปนเวลา 10 วัน บันทึกผลเปน
รายวัน โดยใหคะแนน ดังนี ้

 คะแนน 0 หมายถึง ไกปกต ิ
คะแนน 1  หมายถึง ไกมีอาการปวย เพียงอยางใดอยางหนึ่ง 

คะแนน 2 หมายถึง ไกมีอาการปวยรุนแรง ซึ่งพบวามีการแสดงอาการปวยหลายอยาง
รวมกัน เชน  อาการทางระบบหายใจ ระบบประสาท ซึม ทองเสีย ผิวหนังหนาหรือหงอนบวมคล้ํา    

คะแนน 3 หมายถึง ไกตาย รวมถึงไกที่มีอาการปวยมากจนไมสามารถกินน้ําหรืออาหาร
ได ซึ่งตองทําการการุณฆาต  
การแปลผล   คาความรุนแรงของเชื้อจากการฉีดเขาหลอดเลือดดํา จะไดจากคะแนนอาการปวยตอ 
ไกหนึ่งตัว ในการตรวจดูอาการในแตละครั้ง เปนเวลา 10 วัน โดยมีคาสูงสุดเทากับ 3.00 ซึ่งหมายถึง  
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พบไกตายทุกตัวภายใน 24 ช่ัวโมง และมีคาต่ําสุด 0.00 ซึ่งหมายถึง ไมพบวาไกแสดงอาการปวยใดๆ ภายใน
ระยะเวลา 10 วันที่สังเกตอาการ  
อยางไรก็ตาม ไวรัสอินฟลูเอนซาทั้งชนิดยอย H5 และ H7 ที่ไมรุนแรงจากการทดสอบขางตน ตองตรวจ
การเรียงตัวของกรดอะมิโน (amino acid sequencing) ที่ตําแหนงของฮีมแอกกลูตินิน หากพบลําดับเบส
ของสารพันธุกรรม ใกลเคียงกับของไวรัสอินฟลูเอนซาชนิดรุนแรง จะถูกจัดใหเปนไวรัสอินฟลูเอนซาชนิดรุนแรง  

ฉ.2 การจาํแนกชนดิของไวรัสอินฟลูเอนซาขององคการโรคระบาดสตัวระหวางประเทศ แบงเปน 3 ประเภท ดงันี ้

(1) ไวรัสอินฟลูเอนซาทุกชนดิทีม่ีคุณสมบัตติามหลักเกณฑในภาคผนวก ฉ.1 จะจดัเปนไวรัสอินฟลูเอนซา
ชนิดรุนแรง (highly pathogenic notifiable avian influenza: HPNAI) ที่ตองรายงานตอองคการ 
โรคระบาดสตัวระหวางประเทศ  

(2) ไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิยอย H5 และ H7 ที่ไมมีความรุนแรงตอไก และไมพบการเรียงตัวของกรดอะมิโน
ตรงตําแหนงฮมีแอกกลูตินนิ คลิเวจ (haemagglutinin cleavage) ที่ใกลเคียงกับของไวรัสอินฟลูเอนซา
ชนิดรุนแรง จะจัดเปนไวรสัอินฟลูเอนซาชนิดไมรุนแรง (low pathogenic notifiable avian influenza: 
LPNAI) ที่ตองรายงานตอองคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ  

(3) ไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิอ่ืน  ๆ ทีไ่มใชชนดิยอย H5 และH7 ทีไ่มมคีวามรุนแรงตอไกจะจดัเปนไวรัส 
อินฟลูเอนซาชนิดไมรุนแรง (low pathogenic avian influenza:  LPAI)  
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ภาคผนวก ช  

ตัวอยางการชันสูตรโรคไขหวัดนกดวยวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล 
 (ขอ 3.2.3) 

การชันสูตรโรคดวยวิธีนี ้แบงออกเปน 2 ข้ันตอน คือ 

(1) การสกัดอารเอ็นเอดวยวิธีมาตรฐานทั่วไป หรือใชชุดสกัดอารเอ็นเอสําเร็จรูป ที่พิสูจนแลววามีความไว 
และความจาํเพาะใกลเคียงหรอืเทียบเทากับวิธีมาตรฐาน 

(2) การตรวจพิสูจนไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิยอย H5N1 ดวยวิธปีฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผกผนั และ 
วิธปีฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผกผัน แบบเวลาจริง หรือเรียลไทมอารทีพีซีอาร  

ช.1 การชันสูตรโรคไขหวัดนกดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผกผัน หรืออารทีพีซีอาร  

วิธีการ 

(1) เตรียม master mix ตามความเหมาะสมของบริษัทผูผลติจําหนาย (manufacturer instruction) 

หมายเหตุ สูตรนี้สําหรับ 1 ตัวอยาง โดยทําในน้ําแข็งตลอดเวลา 

ตารางที่ ช.1 ตัวอยางไพรเมอรที่ใชในการทดสอบโรคไขหวัดนกชนิดยอย H5N1 (พ.ศ.2550-2551) 

ทิศทาง 
(direction) 

 

ลําดับเบส 
(sequence) 

 

ขนาดดีเอ็นเอที่ได
จากพีซีอาร 

(PCR-product size) 
(base pair: bp) 

ระดับ
ความจําเพาะ 
(specificity 

level) 
forward 
reverse 

 5’-TGATCTTCTTGAAAATTTGCAG-3’ 
 5’-TGTTGACAAAATGACCATCG-3’ 276 bp M gene 

 (Influenza A)
forward 
reverse 

 5’-GACTCAAATGTCAAGAACCTTTA-3’ 
 5’-CCACTTATTTCCTCTCTGTTTAG-3’ 189 bp H5 gene 

forward 
reverse 

 5’-GTTTGAGTCTGTTGCTTGGTC-3’ 
 5’-TGATAGTGTCTGTTATTATGCC-3’ 131 bp N1 gene 
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(2) โปรแกรมวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตามตัวอยางไพรเมอรในตารางที่ ช.1 ดังนี ้ 

reverse transcription  48 °C  45 min 
initial denaturation  95 °C  2 min 
denaturation   94 °C  15  s  
annealing    55 °C  30  s         40 รอบ 
extension   72 °C  30  s  
final extension    72 °C  10 min  

(3) ระหวางที่เครื่องพีซีอารกําลังทํางาน ใหเตรียม 1.5% อะกาโรสเจลใน TBE buffer อุนใหรอนจนเจล
ละลายหมดจึงเทใสถาดพิมพ แลวรอใหเจลเย็นและแข็งดีจึงนําไปวางบนเครื่อง electrophoresis chamber  
ที่มี TBE buffer อยูในระดบัที่ทวมแผนเจล 

(4) นํา PCR product 10 µl ที่ผสมกับ 6X loading dye 2 µl มาหยอดในเจลที่เตรียมไว โดยใชแถว
แรกของเจลเปน DNA marker (100 bp)  

(5) นําไปแยกขนาดของ PCR product ดวยเครื่อง gel electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide  
2 µg/ml ในน้ํากล่ัน นาน 15 min  

(6) อานดวยเครื่อง visible-UV gel transmission เพ่ือตรวจหาขนาดของ PCR product 

(7) การแปลผล  ถาเช้ือที่ทดสอบเปนไวรัสอินฟลูเอนซา ชนดิ A ชนดิยอย H5N1 โดยจะเห็นแถบเรอืง
แสงของดีเอ็นเอ (ภาพที่ ช.1) ตามขนาดไพรเมอรที่ใชในตารางที่ ช.1 

 

 
ภาพที่ ช.1 ผลการตรวจวนิิจฉัยไวรัสอินฟลูเอนซาชนดิ A ชนิดยอย H5N1 ดวยวิธี multiplex PCR  
ที่ใหผลบวกตอไวรัสอินฟลูเอนซา ชนดิ A ชนิดยอย H5N1 โดยปรากฏเปน PCR product ของ H5N1
และ M gene ขนาด 189 bp 131 bp และ 276 bp ตามลําดบั กรณีที่ไมมีไวรัสอินฟลูเอนซา ชนิด A 
(negative) จะไมปรากฏแถบเรืองแสงของ M gene 
ที่มา :  รองศาสตราจารยรุงโรจน ธนาวงษนุเวช 

H5 189 bp 
M 276 bp 

N1 131 bp 

 Ladder  1     2      3 
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ช.2 การชนัสตูรโรคไขหวดันกดวยวิธปีฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผกผนั แบบเวลาจริง  หรือเรียลไทมอารทีพีซีอาร  

(1)  อุปกรณและสารเคมีที่ตองใช 
primer คือ  Inf A TH5 F 5’ ATGCCCCAAATATGTGAAATCA 3’ 

  Inf A TH5 A 5’ TTGTCTGCAGGGTACCCACTC 3’ 
probes คือ  Inf A TH 5 fl  5’ GCAGGTTTTAGAGGGAGGATGGC 3’ 
   Inf A TH 5 lc  5’ GGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACC 3’ 
RNA extraction  : Magna Pure LC (Roche, Germany) 
RT – PCR : Reagents from Roche, Germany in Light Cycler 

(2)  PCR master mix (15µl/ reaction) 
2.7 x Light Cycler RNA Master hybridization probes  7.5 µl 
Distilled water      2.9 µl 
Mn (Oac)2       1.6 µl  (2 mM) 
forward primer      1.0 µl  (0.5 µM) 
reverse primer      1.0 µl  (0.5 µM) 
probes TH5 fl     0.5 µl  (0.4 µM) 
 TH5 lc     0.5 µl  (0.4 µM) 
 Master Mix     15  µl 
 RNA template      5  µl 
 Total     20  µl /sample 

(3) Condition 
 reverse transcription     61  oC, 20 min 
 Hot start      95  oC, 2   min 
 DNA amplification     95  oC, 5   s (denaturation)  
        53  oC, 15 s (annealing)      65 รอบ 
        72  oC, 8   s (extension) 
 melting curve      45  oC, 60 s 
 cooling step      40  oC, 30 s 

(4) Primer  
 forward (H5) : 5’-ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 
 reverse  (H5) : 5’-CAACGGCCTCAAACTGAGTGT-3’ 
 forward (N1) : 5’-AAGGGTTTTCATTTAAATACGGC-3’ 
 reverse  (N1) : 5’-CCAGTCCACCCATTTGGATCC-3’ 
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(5) PCR product ของ H5 เทากับ 352 bp (Poddar, 2002)1/ และ N1 เทากับ 106 bp  
(Payungporn et al., 2004)2/ 

Condition  
 reverse transcription     50  oC  30 min 1 รอบ 
 pre-denaturation     95 oC  15 min 1 รอบ 
 denaturation      94 oC  15 s 
 annealing       55  oC  15 s 40 รอบ 
 extension       72 oC  30 s 
 final-extension      72 oC  10 min 1 รอบ 

Reaction  
 Distilled water     4 µl 
 5X buffer      5 µl 
 5X Q solution     5 µl 
 dNTP      1 µl 
 enzyme      1 µl 
 primer H5 (N1) forward     2 µl 
    H5 (N1) reverse     2 µl 
 RNA      5 µl 
 total             25 µl /reaction 

Extract viral RNA : QIAamp Viral RNA Mini Kit (Cat. No. 52904) 

Enzyme : One Step RT-PCR System (Qiagen) 

 

 

 

 

 
------------------- 
1/ Poddar S.K 2002. Influenza virus types and subtypes detection by single step single tube multiplex Reverse 
Transcription-PCR and agarose gel electrophoresis. Journal of Virological Methods. 99: 63-70 
2/Payungporn S, Phakdeewirot P, Chutinimitkul S, Theamboonlers A, Keawcharoen J, Oraveerakul K, Amonsin 
A, Poovorawan Y. 2004. Single-step multiplex reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) for 
influenza A virus subtype H5N1 detection. Viral Immunol. 17:588-593 
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ภาคผนวก ซ 

หนวย 

หนวยและสัญลักษณที่ใชในมาตรฐานนี้ และหนวย SI (International System of Units หรือ  
Le Système International d’ Unités) ที่ยอมรับใหใชได มีดังนี ้  

รายการ ช่ือหนวย สัญลักษณหนวย SI 
กรัม (gram) g มวล 

มิลลิกรัม (milligram) mg 
มิลลิลิตร (milliliter) ml ปริมาตร 

ไมโครลติร (microliter) µl 
เซนติเมตร (centimeter) cm 
มิลลิเมตร (millimeter) mm ความยาว 

ไมโครเมตร (micrometer) µm 
เวลา วินาที (second) s 

อุณหภูม ิ องศาเซลเซียส (degree Celsius) oC 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

(milligram per milliliter) mg/ml 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
(microgram per milliliter) 

µg/ml ความเขมขนของสาร 

ยูนิต/มิลลิลิตร 
 (unit per milliter) 

units/ml 

คาแรงเหวี่ยง แกรวิตี (gravity) g 

 
 




