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การสอบสวนโรคทางอณูชีววิทยาของโรคมาเร็กซ์ในฟาร์มไก่ไข่ในจังหวัดระนอง
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Abstract

	 Backgrounds: Oncogenic Marek’s disease virus serotype 1 (MDV1) was found in a layer chicken 
farm in Ranong province in 2013. The immunity to Marek’s disease was measured in this study. The gene 
of MDV1 was detected and analyzed by DNA sequencing to differentiate between oncogenic and 
vaccine strains. The informative results of molecular application were used to support the investigation 
of Marek’s disease outbreak along with epidemiological methods in the farm.
	 Methods: Serum and whole blood from 130 chickens were obtained from the MDV1 infected 
farm in Ranong province, three non-infected farms which received the same batch of chicks in Phayao, 
Prachuap Khiri Khan and Chon Buri provinces and a breeder farm in Saraburi province. The detection 
of antibodies against MDV from all chicken sera was performed by ELISA. The oncogenic Marek’s 
EcoRI-Q (meq) gene of MDV1 was investigated and compared the dominance with non-oncogenic long 
meq (L-meq) gene by nested PCR. The sequences of meq gene from PCR products were determined 
by nucleotide and amino acid analysis. The phylogenetic tree was constructed to compare between 
oncogenic and vaccine strains. 
	 Results:  The antibodies to Marek’s disease virus were detected in all chicken sera. The oncogenic 
meq gene was observed prominently in samples from the infected farm in Ranong province, whereas 
the L-meq gene was dominant in samples of the non-infected farms in Phayao, Prachuap Khiri Khan 
including the breeder farms from Saraburi province. Both genes were not detected in samples from 
Chon Buri province. The results of meq gene analysis in nucleotide and amino acid level showed that 
MDV1 from the infected farm in Ranong were close to the oncogenic MDV1 from China, but the 
samples from the non-infected farm in Phayao and Saraburi breeder farms were close to seed viral 
vaccine used in the farms. Both groups were different from the reference Md5 strain.  
	 Conclusion: MDV1 from Ranong infected farm were closely related to oncogenic MDV1 from 
China, but the viruses from the non-infected farms and breeder farm were closely to seed viral vaccine 
used in the farms. Therefore, the molecular information is useful as supporting evidences for diseased 
outbreak investigation to find out the causative agents including data collection and laboratory 
diagnosis to find out the cause of the disease and to collect relevant information including diagnostic 
and laboratory information.
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บทคัดย่อ

	 ท่ีมาของการศึกษา: พบการติดเชื้อไวรัสมาเร็กซ์             

ซีโรไทป์ 1 (MDV1) ชนิดที่ท�ำให้เกิดเนื้องอกในฟาร์มไก่ไข่

แห่งหนึ่งที่จังหวัดระนองในปี พ.ศ. 2556 จึงตรวจวัดระดับ

ภูมิคุ้มกันต่อเชื้อไวรัสมาเร็กซ์ของไก่ในฟาร์ม และตรวจหา

ยนีของเชือ้ MDV1 ร่วมกบัการวเิคราะห์ล�ำดับสารพนัธกุรรม

เพือ่แยกความแตกต่างระหว่างเชือ้ก่อโรคและเชือ้จากวคัซนี 

เพื่อน�ำหลักฐานทางอณูชีววิทยามาใช้เป็นข้อมูลสนับสนุน

การสอบสวนการระบาดของโรคมาเร็กซ์ในฟาร์ม 

	 วิธีการ: ตัวอย่างซีรัมและเลือดไก่จากฟาร์มไก่ไข่        

ที่ติดเชื้อ MDV1 ในจังหวัดระนอง ฟาร์มไก่ไข่อีก 3 แห่งที่

ได้รับลูกไก่ชุดเดียวกันแต่ไม่เกิดโรคในจังหวัดพะเยา 

ประจวบคีรีขันธ์ และชลบุรี และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ใน

จงัหวัดสระบรุ ีจ�ำนวน 130 ตัวอย่าง ตรวจหาแอนตบิอดต่ีอ

เชือ้ไวรสัมาเรก็ซ์จากซรีมัไก่ด้วยวิธ ีELISA และตรวจหายนี 

Marek’s EcoRI-Q (meq) ซ่ึงท�ำให้เกดิเน้ืองอกในไก่ด้วยวธิี 

nested PCR เปรียบเทียบความโดดเด่นระหว่างยีน meq 

และยีน long meq (L-meq) ซึ่งสามารถตรวจพบได้               

เช่นเดียวกัน จากนั้น วิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรมของยีน 

meq ในระดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน แล้วศึกษา

เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างเชื้อ MDV1 ก่อโรคและ

เชื้อจากวัคซีนโดยการสร้าง phylogenetic tree 

	 ผล: ตรวจพบแอนติบอดีต่อเชื้อ MDV ในซีรัมทุก

ตัวอย่าง โดยพบยีน meq โดดเด่นในตัวอย่างจากฟาร์มที่

เกิดโรคในจังหวัดระนอง และพบยีน L-meq โดดเด่นใน

ตัวอย่างจากฟาร์มที่ไม ่เกิดโรคในจังหวัดพะเยาและ

ประจวบคีรีขันธ์ รวมทั้งฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ ์ในจังหวัด

สระบุรี ส่วนฟาร์มที่ไม่เกิดโรคในจังหวัดชลบุรีตรวจไม่พบ

ยีนทั้ง 2 ชนิด ผลการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์และ             

กรดอะมโินพบว่าเชือ้ MDV1 จากฟาร์มทีเ่กดิโรคในจงัหวดั

ระนองคล้ายคลึงกับเชื้อไวรัสก่อโรคท่ีพบในประเทศจีน 

ส่วนเชื้อจากฟาร์มที่ไม่เกิดโรคและฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์

คล้ายคลึงกับวัคซีนที่ใช้ในฟาร์ม โดยทั้ง 2 กลุ่มมีล�ำดับ           

นิวคลีโอไทด์แตกต่างจากเชื้ออ้างอิง Md5 strain

	 สรุป: เชื้อ MDV1 จากฟาร์มที่มีการระบาดของโรค 

มาเร็กซ์ในจังหวัดระนองเป็นเชื้อที่คล้ายคลึงกับเช้ือก่อโรค

ที่พบในประเทศจีน ส่วนฟาร์มที่ไม่เกิดโรคและฟาร์มไก่          

พ่อแม่พันธุ์พบเชื้อเดียวกันกับวัคซีนที่ใช้ ดังนั้น ข้อมูลทาง              

อณูชีววิทยาจึงมีประโยชน์ในการน�ำมาใช้เป็นหลักฐาน

สนับสนุนแนวทางการสอบสวนการระบาดของโรคสัตว์ใน

พื้นที่เพื่อหาสาเหตุของการเกิดโรคร่วมกับการรวบรวม

ข้อมูลด้านต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้อง รวมถึงการตรวจวินิจฉัยและ

ชันสูตรโรคทางห้องปฏิบัติการ

ค�ำส�ำคัญ: การสอบสวนโรคทางอณูชีววิทยา, โรคมาเร็กซ์, 

ฟาร์มไก่ไข่, จังหวัดระนอง

บทน�ำ  

	 โรคมาเร็กซ์ (Marek’s disease) เป็นโรคส�ำคัญที่ 

ส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ทั่วโลก ท�ำให้เกิด

ความสูญเสียทางเศรษฐกิจมากกว่า 1 พันล้านดอลลาร์

สหรัฐในแต่ละปี (Kennedy et al., 2017) พบได้ในไก่ทุก

ช่วงอาย ุทัง้ไก่เนือ้ ไก่ไข่ และไก่พ่อแม่พนัธุ ์ไก่ทีต่ดิเชือ้จะมี

อตัราการเจรญิเตบิโตลดลง เกดิภาวะกดภมูคิุม้กันจงึตดิเชือ้

แทรกซ้อนได้ง่าย ท�ำให้ไก่เกดิเนือ้งอกและมอีาการป่วยทาง

ระบบประสาท ระยะฟักตวัของเช้ือ 4-12 สปัดาห์ การเกดิโรค

สามารถพบได้ในไก่อาย ุ3-4 สปัดาห์จนถึงอายใุห้ผลผลติไข่ 

เช้ือสายพันธุ์รุนแรงท�ำให้ลูกไก่อายุ 1-2 สัปดาห์มีอัตรา            

การตายสูงโดยเฉพาะลูกไก่ที่ไม่มี maternal antibodies 

(OIE, 2017) 

	 โรคนีมี้สาเหตจุากการตดิเชือ้ไวรสัมาเรก็ซ์ (Marek’s 

disease virus, MDV) หรือ Gallid herpesvirus 2 เป็น

เช้ือในวงศ์ Herpesviridae วงศ์ย่อย Alphaherpesvirinae 

สกลุ Mardivirus เป็นเชือ้ไวรัสท่ีมสีารพนัธกุรรมชนดิ DNA 

สายคู ่(dsDNA) ม ี3 ซีโรไทป์ โดยเช้ือไวรสัมาเรก็ซ์ ซีโรไทป์ 1 

(MDV1) เท่านั้นที่ก่อโรคและมีความรุนแรงหลายระดับ 

ท�ำให้เกดิเนือ้งอกจากเซลล์เมด็เลือดขาวชนดิ T-cell เรียก          

เชือ้นี้ว่า oncogenic MDV1 ซึง่เชือ้ชนดินีส้ามารถติดต่อได้

ทางอากาศและการหายใจแต่ไม่ตดิต่อผ่านทางไข่ฟัก การตรวจ

วินิจฉัยโรคมาเร็กซ์มีหลายวิธี ได้แก่ การแยกเชื้อไวรัสจาก

เนื้อเยื่อหรืออวัยวะของสัตว์ป่วย และการตรวจหาสาร

พนัธกุรรมของเช้ือไวรสัด้วยวธิ ีpolymerase chain reaction 

(PCR) ร่วมกบัการสงัเกตอาการสตัว์ป่วย (OIE, 2017) ส่วน

การป้องกนัโรคท�ำได้โดยการให้วคัซนีในลกูไก่อาย ุ1 วนัด้วย
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วคัซีนเชือ้เป็นอ่อนฤทธิท์ีผ่ลิตจากเชือ้ไวรัสมาเรก็ซ์ ซโีรไทป์ 

1, 2 หรือ 3 ซ่ึงไก่จะใช้เวลา 7-14 วนัในการสร้างแอนติบอดี 

(OIE, 2017) ส�ำหรับประเทศไทย มรีายงานการระบาดของ

โรคมาเร็กซ์เป็นระยะ เช่น การระบาดในพื้นที่ภาคใต้ใน          

ปี พ.ศ. 2540 ทีจ่งัหวดันครศรธีรรมราช สงขลา พัทลงุ และ

ระนอง ซึ่งตรวจโดยวิธีทางพยาธิวิทยาและการแยกเชื้อ

ไวรัส (นพวรรณ และคณะ, 2541)  

	 เชื้อ MDV1 มียีน Marek’s EcoRI-Q (meq) ซึ่งมี

ความสัมพันธ์กับการเกิดเนื้องอกในไก่ และตรวจพบได้ใน        

เชื้อ MDV1 เท่านั้น จึงใช้เป็นยีนเป้าหมายในการตรวจ

วินิจฉัยด้วยวิธี PCR (Chang et al., 2002a) โดยเชื้อที่            

ก่อโรค จะตรวจพบจ�ำนวนของยีน meq โดดเด่นกว่ายนี 

long meq (L-meq) ซึง่ไม่ท�ำให้เกิดเน้ืองอก และพบได้ใน

วัคซีนป้องกันโรคมาเร็กซ์ชนิดเชื้อเป็นอ่อนฤทธ์ิที่ผลิตจาก

เชือ้ MDV1 เช่น Rispens  หรอื CVI988 โดยยนี L-meq เป็น

ยนีที่มี insertion ขนาด 180 bp แทรกอยู่ในบริเวณที่             

ท�ำหน้าทีก่ระตุน้การแสดงออกของยนี meq (transactivation 

domain) จึงสามารถตรวจพบด้วยการใช้ primer                        

ชุดเดียวกันได้ (Lee et al., 2000, 2001) การศึกษานี้มี

วัตถุประสงค์เพือ่ตรวจหายนี meq และศึกษาความสมัพนัธ์

ของล�ำดบัสารพันธุกรรมและ phylogenetic tree ของเชือ้ 

MDV1 ที่ก่อโรค เพื่อวิเคราะห์แยกความแตกต่างระหว่าง

เชื้อที่ระบาดในฟาร์มและเชื้อจากวัคซีน ส�ำหรับใช้เป็น

ข้อมูลสนับสนุนการสอบสวนการ ระบาดของโรคมาเร็กซ์

ในฟาร์ม 

อุปกรณ์และวิธีการ
ประวัติสัตว์ป่วย 

	 พบการระบาดของโรคมาเร็กซ์ในฟาร์มไก่ไข่แห่งหนึง่

ในพื้นที่จังหวัดระนองในปี พ.ศ. 2556 พบมากในไก่อายุ

น้อยกว่า 21 สัปดาห์ อัตราป่วยตายสะสม 60% และพบ

เนื้องอกในอวัยวะภายใน เจ้าของฟาร์มได้ส่งซากเพื่อ 

ชันสูตรโรคทีศ่นูย์วจิยัและพัฒนาการสตัวแพทย์ภาคใต้ตอนบน 

จงัหวัดนครศรีธรรมราช ผลการตรวจพบเชือ้ MDV1 ด้วยวธิี 

PCR และส่งยืนยนัผลด้วยวธิ ีDNA sequencing ทีส่ถาบนั

สุขภาพสตัว์แห่งชาติ พบเชื้อ MDV1 ชนิดรุนแรงมาก จึงได้

สอบสวนหาสาเหตุการเกิดโรคและตรวจสอบการได้รับ

วัคซนีป้องกนัโรคมาเรก็ซ์ จากประวติัพบว่าฟาร์มทีเ่กิดโรค

แห่งนีร้บัลกูไก่อาย ุ1 วนัจากโรงฟักซึง่รบัไข่มาจากฟาร์มไก่

พ่อแม่พันธุ์ในจังหวัดสระบุรี และลูกไก่ได้รับวัคซีนป้องกัน

โรคมาเร็กซ์ชนิด bivalent คือ CVI988 และ HVT (turkey 

herpesviruses) ด้วยการฉีดใต้ผิวหนัง (subcutaneous 

route) จากโรงฟัก โดยลกูไก่ชดุเดยีวกนัได้ถกูส่งไปยงัฟาร์ม

อกี 3 แห่ง ในจงัหวดัพะเยา ชลบรุ ีและประจวบครีขีนัธ์ แต่

ไม่มีรายงานการเกิดโรค 

ตัวอย่างเลือดและซีรัมไก่

	 ตวัอย่างเลอืดไก่ในหลอดท่ีมสีารกนัเลอืดแข็งตัวชนิด 

EDTA (whole blood) ส�ำหรบัตรวจหาสารพนัธกุรรมของยนี 

meq โดยวิธี nested PCR และซีรัมส�ำหรับตรวจหา

แอนตบิอดต่ีอเชือ้ MDV ด้วยวธิ ีELISA ชนดิละ 130 ตวัอย่าง 

จากไก่ไข่อายุมากกว่า 4 สัปดาห์ เป็นตัวอย่างจากฟาร์มที่

เกิดโรคในจังหวัดระนอง 40 ตัวอย่าง ซึ่งคิดเป็น 10% ของ

ไก่ทีเ่หลอืในกลุม่ทีเ่กดิโรค โดยเลือกไก่ทีแ่สดงอาการป่วยหรอื

อ่อนแอมากท่ีสุดก่อน แล้วจึงเก็บตัวอย่างจากไก่ปกติท่ีอยู่

ร่วมฝงู ส�ำหรบัฟาร์มทีร่บัลกูไก่ชุดเดยีวกนักบัฟาร์มจงัหวดั

ระนองแต่ไม่เกิดโรค ท�ำการเก็บตวัอย่างแบบ convenience 

sampling จากไก่ในชุดดังกล่าวตามท่ีได้รับความยินยอม

จากเกษตรกรเจ้าของฟาร์ม ได้แก่ พะเยา 20 ตัวอย่าง ชลบรีุ 

20 ตวัอย่าง และประจวบครีขีนัธ์ 10 ตวัอย่าง รวมถงึฟาร์ม

ไก่พ่อแม่พนัธุจ์งัหวดัสระบรุทีีจ่�ำหน่ายลกูไก่ชดุทีพ่บปัญหา

ให้ฟาร์มทั้งหมดจ�ำนวน 40 ตัวอย่าง 

การตรวจแอนติบอดี

	 แยกซรีมัไก่ด้วยการป่ันเหวีย่งที ่1000xg นาน 15 นาที 

ตรวจแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัสมาเร็กซ์ โดยใช้ชุดทดสอบ 

Avian Marek’s disease virus antibody ELISA kit 

(Shenzhen Lvshiyuan Biotechnology, China) วัดค่า

การดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลืน่ 450 nm และค่า cut-off ท่ี 

0.2 โดยมีขั้นตอนตามที่บริษัทผู้ผลิตแนะน�ำ 

การสกดั DNA และตรวจหาสารพนัธกุรรมโดยวธิ ีnested PCR

	 แยกเม็ดเลือดขาวจาก whole blood ด้วยการ              

ป่ันเหวีย่งที ่8000xg นาน 5 นาท ีเกบ็เฉพาะส่วน buffy coat 

และก�ำจดัเมด็เลอืดแดงท่ีปนมาด้วยสารละลาย phosphate 

buffer saline (PBS), pH 7.4 จากนั้น สกัด DNA จาก 
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buffy coat ด้วยชดุสกัด GF-1 Blood DNA Extraction Kit 

(Vivantis, Malaysia) และเพ่ิมปรมิาณสารพันธุกรรมโดยใช้ 

primer จ�ำนวน 2 คู่ที่จ�ำเพาะต่อยีน meq ของเชื้อ MDV1 

(Chang et al., 2002a) โดยใช้ positive control จากตวัอย่าง

ชันสูตรที่ตรวจยืนยันผลบวกต่อยีน meq ของเชื้อ MDV1 

ซึง่มีขนาด 583 bp ด้วยวธิ ีPCR และ DNA sequencing 

ส่วน negative control ใช้ RNase-free water   

	 การท�ำ PCR รอบแรก ใช้ DNA template 5 ng, 

primer 20 pmol (M-S, 5’-ATG TCT CAG GAG CCA 

GAG CCG GCG CT-3’ และ M-AS, 5’-GGG GCA TAG 

ACG ATG TGC TGC TGA G-3’) และน�้ำยา 2x GoTaq® 

Green master mix (Promega, USA) ในปฏิิกิิริิยารวม 

25 μl โดยตั้้�งค่่าการทำำ� PCR ดัังนี้้� 94ºC, 2 นาทีี และ 35 รอบ

ของโปรแกรมเพิ่่�มจำำ�นวน (denaturation ที่่� 94ºC, 30 วิินาทีี; 

annealing ที่่� 72ºC, 45 วิินาทีี; extension ที่่� 72ºC, 1 นาทีี) 

ตามด้้วย 72ºC, 8 นาทีี แล้้วนำำ� PCR product 3 μl มาทำำ� 

nested PCR โดยใช้้ primer คู่่�ที่่� 2 (MR-S, 5’-AGT TGG 

CTT GTC ATG AGC CAG-3’ และ MR-AS, 5’-TGT TCG 

GGA TCC TCG GTA AGA-3’) และเปลี่่�ยนค่่าการทำำ� PCR 

ในช่่วง 35 รอบของโปรแกรมเพิ่่�มจำำ�นวน (denaturation 

ที่่� 94 ºC, 30 วิินาทีี; annealing ที่่� 64ºC, 45 วิินาทีี; 

extension ที่่� 72ºC, 1 นาทีี) ตรวจสอบ PCR product 

ปริิมาตร 5 μl บน agarose gel 1.5% ที่่�ย้อมด้้วย ethidium 

bromide โดยวิิธีี electrophoresis และอ่่านผลด้้วยเครื่่�อง 

Gene Genius Bio Imaging Sytem (Syngene, UK)  

การท�ำ  DNA sequencing และวิเคราะห์ผลโดยสร้าง 

phylogenetic tree

	 ตรวจวิเคราะห์ล�ำดับเบสของยีน meq จากผลผลิต 

PCR ขนาด 583 bp โดยสกดั DNA และท�ำให้บรสิทุธิโ์ดย  

ใช้ FavorPrep® Gel/PCR purification kit (Favorgen, 

Taiwan) จากนั้น น�ำ DNA ที่สกัดได้ 10-30 ng มาท�ำ DNA 

sequencing ด้วย Bigdye® terminator v3.1 cycle 

sequencing kit และ primer คู่ที่ 2 โดยใช้เครื่อง ABI 

3130 DNA genetic analyzer (Applied Biosystems, 

USA) แล้วน�ำล�ำดับเบสที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (https://

blast.ncbi.nlm.nih.gov) ในฐานข้อมูล GenBank ของ 

National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) เพื่อเปรียบเทียบล�ำดับสารพันธุกรรมของตัวอย่าง

กับเชื้อในฐานข้อมูล ได้แก่ เชื้อ MDV1 ที่ก่อโรค เชื้อจาก

วัคซีน และเชื้ออ้างอิง Md5 strain ซึ่งเป็นเชื้อ MDV1 ชนิด

รนุแรงมาก แล้วน�ำล�ำดบัสารพนัธกุรรมของตวัอย่างท้ังหมด

มาจัดเรียงต�ำแหน่งของล�ำดับเบสให้ถูกต้องทั้งในระดับ          

นิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน (multiple sequence 

alignment) ด้วยโปรแกรม BioEdit sequence alignment 

editor 7.0.5.3 (Hall, 1999) จากนัน้ สร้าง phylogenetic 

tree จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้โปรแกรม MEGA 6.0 

(Tamura et al., 2013) ด้วยวิธี Maximum likelihood 

และ bootstrap values (1000 replication) 

ผลและวิจารณ์ 
การตรวจภูมิคุ้มกันต่อโรคมาเร็กซ์	

	 เพื่อตรวจวัดระดับภูมิคุ ้มกันโดยการตรวจหา

แอนติบอดีต่อเชื้อไวรัสมาเร็กซ์ ด้วยวิธ ีELISA พบผลบวก 

100% (130/130 ตัวอย่าง) ซึ่งแอนติบอดีที่ตรวจพบน้ี              

อาจเกิดข้ึนภายหลังการท�ำวัคซีนหรือเกิดจากการติดเชื้อ

ก็ได้ จึงกล่าวได้ว่าแอนติบอดีท่ีพบในซีรัมไก่จากฟาร์มซึ่ง

ไม่มกีารระบาดของโรค เกิดจากการตอบสนองของภมิูคุม้กนั

จากวคัซนี ส่วนแอนตบิอดทีีพ่บในซรีมัไก่จากฟาร์มทีม่กีาร

ระบาดของโรคมาเร็กซ์ในจังหวัดระนอง อาจเกิดจากการ         

ตดิเชือ้หรือการตอบสนองต่อวัคซีนร่วมกัน ผลการศึกษานี้ 

จึงเป็นข้อมูลที่บ่งบอกว่าไก่ได้รับวัคซีนป้องกันโรคมาเร็กซ์

มาแล้ว ซ่ึงการตอบสนองของแอนติบอดีท่ีจ�ำเพาะต่อเชื้อ 

ไวรัสมาเร็กซ์ จะสามารถตรวจพบได้ภายหลังท�ำวัคซีนไป

แล้วอย่างน้อย 2 สปัดาห์ อย่างไรก็ตามมคีวามเป็นไปได้ว่าไก่

จากฟาร์มจังหวดัระนองมกีารตดิเช้ือ MDV1 ท่ีก่อโรคภายหลงั

จากได้รบัวคัซนีจากโรงฟัก ซึง่อาจเกดิจากการตดิเชือ้ก่อนที่

ภมูคิุม้กนัระดบัฝงูจะสามารถป้องกนัโรคได้ ซึง่โดยทัว่ไปจะ

ใช้เวลานานหลายสัปดาห์ (Rispens et al., 1972) ทั้งนี้ 

สาเหตุที่ท�ำให้การท�ำวคัซนีป้องกันโรคมาเรก็ซ์ไม่ได้ผล ได้แก่ 

การตดิเชือ้ MDV1 ที่ก่อโรคในช่วงแรกก่อนภูมิคุ้มกันจะอยู่

ในระดับท่ีป้องกันโรคได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ หรือการ        

ตดิเชือ้ MDV1 ชนิดรุนแรงมากที่วัคซีนไม่สามารถป้องกัน

โรคได้ โดยไก่ท่ีติดเชื้อหลังจากได้รับวัคซีนยังสามารถ              

แพร่่เชื้้�อไปสู่่�ไก่่ตััวอื่่�นในฝููงได้้ด้้วย (Baigent et al., 2006)
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การตรวจหายีน meq โดยวิธี nested PCR

	 เมือ่ตรวจหายีน meq  ด้วยวธิ ีnested PCR พบว่า

ผลผลิต PCR มีขนาด 583 bp (รูปที่ 1) ซึ่งสามารถพบใน

ฟาร์มจ�ำนวน 3 ใน 5 แห่ง ได้แก่ ฟาร์มที่เกิดโรคในจังหวัด

ระนอง ฟาร์มทีไ่ม่เกิดโรคในจงัหวัดพะเยา และฟาร์มไก่พ่อ

แม่พนัธุจ์งัหวดัสระบรุ ีคดิเป็น 11.54% (15/130 ตวัอย่าง) 

ในขณะทีต่รวจพบยนี L-meq ในฟาร์มทกุแห่งยกเว้นฟาร์มท่ี

ไม่เกดิโรคในจงัหวดัชลบรุ ีคดิเป็น 15.38% (20/130 ตัวอย่าง) 

และพบยีนทั้ง 2 ชนิดเฉพาะฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์จังหวัด

สระบุรี คิดเป็น 3.08% (4/130 ตัวอย่าง) ทั้งนี้ตรวจไม่พบ

ทัง้ 2 ยนี เป็นจ�ำนวน 70% (91/130 ตัวอย่าง) (ตารางที ่1)  

	 เมื่อพิจารณายีนที่โดดเด่น (prominent gene) ใน

ตวัอย่าง พบว่าฟาร์มทีเ่กดิโรคในจังหวดัระนองตรวจพบยนี 

meq (25%, 10/40 ตัวอย่าง) มากกว่ายีน L-meq (5%, 

2/40 ตัวอย่าง) ซึ่งการตรวจพบยีน meq โดดเด่นในฟาร์ม

ที่มีการระบาดของโรคในจังหวัดระนอง สอดคล้องกับการ

ศึกษาของ Chang et al. (2002a) ที่พบว่าเชื้อ MDV1 ที่

ก่อโรคจะสามารถตรวจพบยีน meq ได้ตั้งแต่สัปดาห์แรก

ภายหลงัได้รบัเชือ้ (cytolytic phase) จนถงึระยะเกดิเนือ้งอก 

(tumor formation phase) ในช่วง 7 สปัดาห์ และสามารถ

พบยนี L-meq ได้ในช่วง 3-5 สัปดาห์ หลงัได้รบัเชือ้ (latent 

phase) แต่พบน้อยกว่ายีน meq อย่างไรก็ตามตัวอย่าง

จากฟาร์มจงัหวดัระนองทีเ่กดิโรคพบว่ามจี�ำนวนตวัอย่างที่

ให้ผลลบต่อทั้ง 2 ยีน ถึง 70% (28/40 ตัวอย่าง) ซึ่งอาจ

เป็นไปได้ว่าตัวอย่างในการศึกษาน้ีเป็นตัวอย่างไก่ท่ีเหลือ

อยู่่�ในฟาร์์มหลัังจากการระบาดของโรคและไม่่พบการเกิิดเนื้้�อ

รูปที่ 1 ผลการตรวจหายีน meq ของเชื้อ MDV1 จากตัวอย่างเลือดไก่ 
โดยวิธี nested PCR. Lane M: 100 bp molecular weight marker 
(Promega, USA), lane 1: positive control ของยีน meq ขนาด 583 
bp, lane 2: negative control, lane 3: ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อยีน 
meq ขนาด 583 bp และ lane 4: ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อยีน L-meq 
ขนาด 763 bp

งอกแล้้วเป็็นเวลาหลายสััปดาห์์ โดยปริิมาณของสาร

พันธุกรรมในตัวอย่างจะแปรผันตามอัตราการเกิดเนื้องอก

ในสัตว ์(Fakhrul Islam et al., 2006) ดังนั้นไก่ที่ไม่เกิด

เนื้องอกจึงอาจตรวจไม่พบยีน meq โดยฟาร์มไก่ไข่ท่ีไม่มี

การระบาดของโรคในจงัหวัดชลบุร ีตรวจไม่พบทัง้ยนี meq 

และ L-meq ส่วนฟาร์มไก่ไข่ทีไ่ม่มกีารระบาดของโรคอกี 2 

แห่ง ตรวจพบยนี L-meq (12%, 6/50 ตวัอย่าง) มากกว่ายนี 

meq (4%, 2/50 ตัวอย่าง) และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ก็พบ

ยีน L-meq (30%, 12/40 ตัวอย่าง) โดดเด่นกว่ายีน meq 

(7.5%, 3/40 ตัวอย่าง) เช่นกัน นอกจากนี้ยังตรวจพบยีน

ท้ัง 2 ชนิดร่วมกันในตัวอย่างจากฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ด้วย 

(10%, 4/40 ตัวอย่าง) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 

Chang et al. (2002a) ที่กล่าวว่าในฟาร์มที่ไม่เกิดโรคและ

ได้รับวัคซีนป้องกันโรคมาเร็กซ์แล้ว มักจะตรวจพบยีน 

L-meq มากกว่ายนี meq ในช่วง 2-7 สปัดาห์  หลงัได้รบัเช้ือ

และสามารถตรวจพบยีนท้ัง 2 ชนิดในตัวอย่างเดียวกันได้           

ดังนั้นแม้ว่าลูกไก่ในฟาร์มท่ีเกิดโรคในจังหวัดระนองจะมี

ประวติัการได้รบัวัคซนีป้องกนัโรคมาเรก็ซ์มาแล้ว หากมกีาร

ตดิเชือ้ในชว่งแรกกอ่นทีร่ะดบัภูมคิุ้มกนัจะขึ้นสงูในระดบัที่

สามารถป้องกันโรค ก็อาจเป็นสาเหตุของการระบาดของ

โรคในฟาร์มได้ ซึง่ประสิทธภิาพในการป้องกนัโรคของวคัซนี

ข้ึนอยู ่กับระยะเวลาในการติดเช้ือครั้งแรก โดยวัคซีน

สามารถป้องกันโรคได้ 30-40% ในช่วงสัปดาห์แรก และ

ป้องกันโรคได้ 70% ในสัปดาห์ต่อมา ท้ังนี้วัคซีนสามารถ

ป้องกันโรคได้ 80-90% หลังจากให้วัคซีนไปแล้ว 4 สัปดาห์ 

ซ่ึงต้องค�ำนงึถึงปัจจยัอืน่ท่ีอาจท�ำให้การท�ำวคัซีนไม่ได้ผล เช่น 

ข้ันตอนการผลติวคัซีน และการให้วคัซีน (Halvorson, 1980) 

การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด ์ 

	 จากผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLAST พบว่า 

ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของยนี meq ทีพ่บในตวัอย่างจากฟาร์ม

ท่ีมกีารระบาดของโรคในจงัหวดัระนอง (NIAH110230 และ 

NIAH110231) มลี�ำดบันวิคลโีอไทด์ใกล้เคียงกบัเชือ้ก่อโรค

ท่ีพบในประเทศจีน (accession no. HG328238, HF546094, 

KP144356 และ KC511815) สูงถึง 99% (ไม่แสดงผลการ

ทดสอบ) ในขณะที่เชื้อจากฟาร์มที่ไม่มีการระบาดของโรค

ในจังหวัดพะเยา (NIAH110241) และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์

ในจัังหวััดสระบุุรีี (NIAH109402) มีีความคล้้ายคลึึงกัับเชื้้�อ

         M    1      2     3     4

meq

meq
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ตารางที่ 1 ผลการตรวจหายีน meq และ L-meq ด้วยวิธี nested PCR

* เปอร์เซ็นต์ที่พบยีน meq ในฟาร์มที่เกิดโรคมากกว่าฟาร์มที่ไม่เกิดโรค ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% (ProMESA software version 1.3.0.5)

ตารางที่ 2	 ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันของยีน meq ของเชื้อ MDV1 ที่ศึกษาและเชื้อที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้
โปรแกรม BioEdit

หมายเหต:ุ * เชื้ออ้างอิง, **เชื้อก่อโรคที่พบในประเทศจีน, *** วัคซีนที่ใช้ในฟาร์ม, **** วัคซีนที่ใช้ในประเทศจีน    - = ไม่มีนิวคลีโอไทด์ในต�ำแหน่งนั้น

จากวัคซีน CVI988 ที่ใช้ในไก่กลุ่มนี้ (accession no. 

AF493555, AY164640, AY243334) และเชื้อจากวัคซีน 

Chinese vaccine ถึง 99% (accession no. AF493551)

เช่นเดียวกัน จึงอาจเป็นไปได้ว่าการตรวจพบยีน meq ใน

ตัวอย่างไก่จากฟาร์มที่ไม่เกิดโรคในจังหวัดพะเยาและ                     

ฟาร์มไก่พ่อแม่พนัธุใ์นจงัหวดัสระบรุบีางตัวอย่างน้ัน เป็นการ

ตรวจพบยีน meq ของเช้ือจากวัคซีน เมื่อเปรียบเทียบ        

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์กับเชื้ออ้างอิง Md5 strain (accession 

no. NC_002229) พบว่าเชื้อจากฟาร์มที่ก่อโรคในจังหวัด

ระนองและเชื้อก่อโรคที่พบในประเทศจีน มีนิวคลีโอไทด์

แตกต่างจากเชื้ออ้างอิง 3 ต�ำแหน่ง โดยพบ deletion ของ

เบส C ที่ต�ำแหน่ง 523 และมี insertion ของเบส G ที่

ต�ำแหน่ง 528 ส่วนเชื้อจากฟาร์มที่ไม่ก่อโรคในจังหวัด

พะเยา ฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ในจังหวัดสระบุรี และเชือ้กลุ่ม

วัคซีนที่ใช้ในไก่กลุ ่มนี้มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ                

เช้ืออ้างอิงในต�ำแหน่งดังกล่าว แต่มีความแตกต่างใน

ต�ำแหน่งท่ี 577-579 และ 650 โดยพบ deletion ของเบส A 

ในต�ำแหน่งท่ี 577 และเบส C ในต�ำแหน่งท่ี 578 และ 579 

และยังพบการแทนท่ีของนิวคลีโอไทด์ (nucleotide 

substitution) แบบ transversion จากเบส G เป็น C             

ท่ีต�ำแหน่ง 650 อย่างไรก็ตามจากการวิเคราะห์เบสใน               

ที่ต�ำแหน่ง 849 นั้น พบว่าเชื้อทั้ง 2 กลุ่มมีการแทนท่ี               

ของนิวคลีโอไทด์แบบ transition จากเบส T เป็น C เมื่อ             

เปรีียบเทีียบกัับเชื้้�ออ้้างอิิง (ตารางที่่� 2) 

meq

meq

meq

meq

meq

meq meq

เปอร์เซ็นต์ตัวอย่างที่ให้ผลบวก

*
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	 ความแตกต่างระหว่างเชือ้ก่อโรคและเชือ้จากวคัซีน 

ยังสามารถท�ำได้โดยอาศัยหลักการวิเคราะห์กรดอะมิโนท่ี

มีความแตกต่างกัน โดยการแปลรหัสโปรตีน MEQ 

(Marek’s EcoRI-Q encoded protein) ซึ่งสามารถแยก

ออกจากโปรตีน L-MEQ ที่ถอดรหัสจากยีน L-meq ของ

เชื้อกลุ่มวัคซีน (Chang et al., 2002b; Ajithdoss et al., 

2009)

 

การวิเคราะห์ล�ำดับกรดอะมิโน	

	 จากการศึกษายีน meq ในครั้งนี้โดยใช้โปรแกรม 

BioEdit พบว่าล�ำดับกรดอะมิโนในส่วน transactivation 

domain ของโปรตีน MEQ ต�ำแหน่งที่ 120-307 ของเชื้อ

ท่ีศึกษาสอดคล้องกับผลของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ข้างต้น   

โดยเชื้อ MDV1 จากฟาร์มที่เกิดโรคในจังหวัดระนองมี               

ล�ำดับกรดอะมิโนเหมือนกับเช้ือก่อโรคที่พบในประเทศจีน 

ส่วนเชือ้ของฟาร์มทีไ่ม่เกดิโรคในจงัหวดัพะเยาและสระบรุี 

มลี�ำดบักรดอะมโินเหมอืนกบัเชือ้จากวคัซีนทีใ่ช้ นอกจากนี้ 

พบว่าโปรตนี MEQ มีกรดอะมิโนชนิด proline เป็นองค์ประกอบ

ในสัดส่วนท่ีมากที่สุดเมื่อเทียบกับกรดอะมิโนชนิดอื่น ซ่ึง

สอดคล้องกบั Ajithdoss et al. (2009) ท่ีพบกรดอะมโิน

ชนดินีเ้ป็นจ�ำนวนมากทีป่ลายหมูค่าร์บอกซลิ (C-terminal) 

ในส่วน transactivation domain ของโปรตนี MEQ  และ

สอดคล้องกับการศึกษาของ Fragnet et al. (2003) และ 

Spatz et al. (2007) ที่่�พบว่่าสามารถใช้้ยีีน meq และ

ตารางที่ 3  ล�ำดับกรดอะมิโนที่แตกต่างกันของของโปรตีน MEQ ของเชื้อ MDV1 ที่ศึกษาและเชื้อที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank โดย
ใช้โปรแกรม BioEdit 

หมายเหตุุ: * เชื้้�ออ้้างอิิง, **เชื้้�อก่่อโรคที่่�พบในประเทศจีีน, *** วััคซีีนที่่�ใช้้ในฟาร์์ม, **** วััคซีีนที่่�ใช้้ในประเทศจีีน    - = ไม่่มีีกรดอะมิิโนในตำำ�แหน่่งนั้้�น

โปรตีน MEQ ในการแยกความแตกต่างระหว่างเชื้อก่อโรค

ท่ีพบในประเทศจีนและวัคซีนท่ีใช้ ในขณะท่ียีนอื่นท่ี

เก่ียวข้องกับการก่อโรคมาเร็กซ์ไม่มีความแตกต่างกัน เช่น 

lytic antigen phosphoprotein 38 (pp38), viral lipase 

(vLIP) และ viral telomerase (vTR) จากตารางที่ 3 เมื่อ

เปรียบเทียบเชื้อที่ศึกษากับเชื้ออ้างอิง พบว่าเชื้อ MDV1 

จากฟาร์มท่ีเกิดโรคในจังหวัดระนองและกลุ่มเช้ือก่อโรค         

ท่ีพบในประเทศจีน มีการแทนท่ีของกรดอะมิโน (amino 

acid substitution) ที่ต�ำแหน่ง 176 โดยเปลี่ยนจาก 

proline เป็น arginine (P176R) ส่วนเช้ือจากฟาร์มท่ีไม่

เกดิโรคและกลุม่วคัซนีม ีdeletion ของ proline ทีต่�ำแหน่ง 

194 และมีการแทนที่ของกรดอะมิโนจาก alanine เป็น 

proline ทีต่�ำแหน่ง 217 (A217P) และพบว่าเชือ้ทัง้ 2 กลุม่

มีความแตกต่างจากเช้ืออ้างอิง โดยมีการแทนท่ีของกรด          

อะมโินชนดิ valine ด้วย alanine ทีต่�ำแหน่ง 283 (V283A) 

ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษากรดอะมิโนของโปรตีน MEQ 

จ�ำนวน 339 โมเลกุลของ Shamblin et al. (2004) และ 

Ajithdoss et al. (2009) ที่พบความแตกต่างระหว่าง             

กรดอะมิโนของเชื้ออ้างอิง Md5 strain และวัคซีน CVI988 

ในบริเวณ transactivation domain ท่ีต�ำแหน่ง 217 และ 

283 เช่นกันและพบความแตกต่างท่ีต�ำแหน่ง 320 และ 326 

ด้วยการศกึษานีส้อดคล้องกบั Shamblin et al. (2004) ท่ี

พบว่ายนี meq และโปรตนี MEQ ท�ำให้เช้ือ MDV1 สามารถ

เปลี่่�ยนแปลงตัวัเองได้ห้ลายรููปแบบ (polymorphism) และ
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เกิิดการกลายพัันธุ์์�แบบ point mutation ซึ่่�งมีีความ

สมัพันธ์กับความรนุแรงของเชือ้ไวรัสในการก่อโรคได้ ดงันัน้

ความแตกต่างของกรดอะมิโนที่พบในต�ำแหน่ง 176, 194 

และ 217 ของการศกึษานีส้ามารถใช้จ�ำแนกเชือ้ก่อโรคออก

จากเชื้อในวัคซีนได้

การวิเคราะห์ phylogenetic tree

	 เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือ 

MDV1 ทั้งจากเชื้อก่อโรคและเชื้อจากวัคซีนเปรียบกับเชื้อ

อ้างอิง จากรูปที ่ 2 พบว่าการศึกษานี้สามารถจัดกลุ่มเชื้อ 

MDV1 โดยใช้ยีน meq ที่ศึกษาได้เป็น 2 กลุ่ม โดยเช้ือ 

MDV1 จากฟาร์มทีเ่กดิโรคจังหวดัระนองจัดอยูใ่นกลุม่เดยีว

กับเชื้อก่อโรคที่พบในประเทศจีน ส่วนเชื้อจากฟาร์มที่              

ไม่เกดิโรคจงัหวดัพะเยาและฟาร์มพ่อแม่พันธุจ์งัหวดัสระบรุี 

จัดอยู่ในกลุ่มวัคซีน แต่พบว่าเชื้ออ้างอิง Md5 strain ถูก

จัดแยกออกมาจาก 2 กลุ่มข้างต้น การศึกษานี้สอดคล้อง

กับรายงานของ Gupta and Deka (2016) ที่แบ่งกลุ่มเชื้อ 

MDV1 โดยใช้โปรตนี MEQ และพบว่ากลุม่เชือ้ก่อโรคทีพ่บ

ในประเทศจีน กลุ่มเชื้อจากวัคซีน และเชื้ออ้างอิงถูกจัดอยู่

ต่างกลุม่กนัทัง้หมดเช่นกนั ซึง่แสดงให้เหน็ถงึความผนัแปร

ของยีน meq และโปรตีน MEQ ที่ท�ำให้เช้ือ MDV1 

เปลี่่�ยนแปลงไปจากเดิิม (Shamblin et al., 2004) 

 เชื้อที่ศึกษา,* เชื้อก่อโรคที่พบในประเทศจีน, **วัคซีนที่ใช้ในฟาร์ม

รูปที่ 2	 แผนภูมิแสดง phylogenetic tree จากการวิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรมบางส่วนของยีน meq แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเชื้อ MDV1 จาก
ฟาร์มที่เกิดโรคในจังหวัดระนอง ฟาร์มที่ไม่เกิดโรคในจังหวัดพะเยา และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ในจังหวัดสระบุรี โดยใช้วิธี Maximum likelihood และ
วิเคราะห์ bootstrap 1,000 รอบ

สรุปและข้อเสนอแนะ

	 การศึกษานี้พบว่าเชื้อ MDV1 จากฟาร์มที่เกิดโรค

ระบาดในจงัหวดัระนองมคีวามคล้ายคลงึกบักลุม่เช้ือก่อโรค

ที่พบในประเทศไทยจากการศึกษาก่อนหน้าและเช้ือท่ีพบ

ในประเทศจีน ส่วนตัวอย่างจากฟาร์มที่ไม่เกิดโรคและ            

พ่อแม่พันธุ์พบว่าเป็นเชื้อกลุ่มเดียวกับวัคซีนที่ใช้ ดังนั้น

ข้อมูลทางอณูชีววิทยาจึงสามารถน�ำมาใช้เป็นหลักฐาน

สนับสนุนแนวทางการสอบสวนการระบาดของโรคสัตว์ใน

พืน้ท่ี เพือ่ตรวจสอบข้อเท็จจรงิของเหตกุารณ์และหาสาเหตุ

การเกดิโรค โดยการรวบรวมข้อมลูด้านต่าง ๆ  ทีเ่กีย่วข้อง รวมถงึ

ข้อมูลการตรวจวินิจฉัยและชันสูตรโรคทางห้องปฏิบัติการ 

ท้ัง น้ีควรมีการเฝ ้าระวังการเกิดโรคในพื้นท่ีอื่นของ

ประเทศไทยเพิ่มเติม เพื่อป้องกันการระบาดของโรคและ

การแพร่ของเชือ้สายพนัธุจ์ากต่างประเทศมาสูป่ระเทศไทย
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