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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 gene of MDV1 was detected and genetic analysis was done to differentiate 

between field 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: One hundred and thirty chicken blood samples were obtained from the MDV1 infected 

farm in Ranong province, a breeder farm in Saraburi and three layer chicken farms which received the same 

batch of chicks in Phayao, Prachuap Khiri Khan and Chon Buri provinces. 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 technique. The partial meq gene was determined by nucleotide and amino acid sequence 

analysis. The phylogenetic tree was constructed to compare between oncogenic and vaccine strains. Lastly, 

the detection of antibodies against MDV from all chicken sera was performed by ELISA.

	 Results: 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 farm from Saraburi province. Both genes were not detected in 

samples from Chon Buri province. The results of meq gene analysis and phylogenetic tree showed that MDV1 

from Ranong infected farm were similar to the oncogenic MDV1 Chinese strain, but the samples from Phayao 

non-infected farm and Saraburi breeder farm were comparable to seed viral vaccine. Both groups were different 

from the reference Md5 strain. Marek’s disease virus antibodies were detected in all chicken sera.  

	 Conclusion: MDV1 from Ranong infected farm were Chinese strain, but the viruses from the non-infected 

farms and breeder farm were similar to seed viral vaccine used in the farms. Therefore, the molecular                 

information is useful as supporting evidences for disease outbreak investigation to find out the causative 

agents including data collection and laboratory diagnosis to find out the cause of the disease.
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บทคัดย่อ

	 ท่ีมาของการศกึษา: พบการตดิเชือ้ Marek’s disease 

virus (MDV) ซีโรไทป์ 1 (MDV1) ชนิดท่ีท�ำให้เกิดเน้ืองอก              

ในฟาร์มไก่ไข่แห่งหนึง่ที ่จ.ระนอง ในปี พ.ศ. 2556 จงึตรวจหายนี

ของเช้ือ MDV1 และวิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรมเพื่อแยก

ความแตกต่างระหว่างเช้ือทีร่ะบาดกับวคัซีน และน�ำหลักฐานทาง

อณชีูววิทยามาใช้เป็นข้อมูลสนบัสนนุการสอบสวนการระบาดของ

โรคมาเร็กซ์ในฟาร์ม 

	 วิธีการ: ตรวจตัวอย่างเลือดไก่จากฟาร์มไก่ไข่ที่ติดเชื้อ 

MDV1 ใน จ.ระนอง ฟาร์มไก่พ่อแม่พนัธุใ์น จ.สระบรุ ีและฟาร์ม

ไก่ไข่อีก 3 แห่งที่ได้รับลูกไก่ชุดเดียวกันแต่ไม่เกิดโรคใน 

จ.พะเยา ประจวบคีรีขันธ์ และชลบุรี รวม 130 ตัวอย่าง โดย

ตรวจหายนี Marek’s EcoRI-Q (meq) ซ่ึงก่อให้เกิดเนือ้งอกในไก่

ด้วยวิธี nested PCR และเปรียบเทียบความโดดเด่นระหว่าง

ยีน meq และยีน long meq (L-meq) ซึ่งเป็นยีนไม่ก่อโรค         

ที่สามารถตรวจพบได้เช่นเดียวกัน จากน้ันวิเคราะห์ล�ำดับ             

สารพนัธกุรรมบางส่วนของยนี meq ในระดบันวิคลโีอไทด์และ

กรดอะมิโน แล้วศึกษาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างเช้ือ 

MDV1 ที่ก่อให้เกิดเน้ืองอกและเช้ือจากวัคซีนโดยการสร้าง 

phylogenetic tree และตรวจหาแอนติบอดีต่อเชื้อ MDV1 

จากตัวอย่างซีรัมไก่ทุกตัวโดยวิธี ELISA 

	 ผล: พบยนี meq โดดเด่นมากกว่ายนี L-meq ในตวัอย่าง

จากฟาร์มทีเ่กิดโรคใน จ.ระนอง แต่พบยนี L-meq โดดเด่นกว่า

ในตัวอย่างจากฟาร์มที่ไม่เกิดโรคใน จ.พะเยา ประจวบคีรีขันธ์ 

และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ใน จ.สระบุรี ส่วนฟาร์มท่ีไม่เกิดโรค 

จ.ชลบุรี ตรวจไม่พบยีนท้ัง 2 ชนิด ผลการวิเคราะห์ล�ำดับ         

สารพันธกุรรมและ phylogenetic tree พบว่า เช้ือ MDV1 จาก

ฟาร์มทีเ่กดิโรคใน จ.ระนอง คล้ายกับเชื้อ MDV1 ซึ่งท�ำให้เกิด

เนือ้งอกในกลุม่ Chinese strain ส่วนเชือ้จากฟาร์มทีไ่ม่เกิดโรค

ใน จ.พะเยา และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ใน จ.สระบุรี คล้ายกับ

วคัซีน ซึง่ทัง้ 2 กลุ่มมคีวามแตกต่างจากเชือ้อ้างองิ Md5 strain 

และตรวจพบแอนติบอดีต่อเชื้อ MDV ในซีรัมทุกตัวอย่าง 

	 สรุป: เชือ้ MDV1 จากฟาร์มทีม่กีารระบาดของโรคมาเรก็ซ์

ใน จ.ระนอง เป็นเชือ้กลุม่ Chinese strain ส่วนฟาร์มทีไ่ม่เกดิโรค

และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์พบเชื้อเดียวกันกับวัคซีนที่ใช้ ดังนั้น

ข้อมลูทางอณชูวีวทิยาจงึมปีระโยชน์ในการน�ำมาใช้เป็นหลกัฐาน

สนบัสนนุแนวทางการสอบสวนการระบาดของโรคสตัว์ในพืน้ที่ 

เพือ่หาสาเหตขุองการเกิดโรคร่วมกับการรวบรวมข้อมลูด้านต่าง ๆ  

ที่เกี่ยวข้อง รวมถึงการตรวจวินิจฉัยและชันสูตรโรคทางห้อง

ปฏิบัติการ

ค�ำส�ำคญั: การสอบสวนโรคทางอณชูวีวทิยา, โรคมาเรก็ซ์, ฟาร์ม

ไก่ไข่, จังหวัดระนอง

บทน�ำ  

	 โรคมาเร็กซ์ (Marek’s disease) เป็นโรคส�ำคัญที่ส่ง   

ผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่ทั่วโลก ท�ำให้เกิดความ

สูญเสียทางเศรษฐกจิมากกว่า 1 พนัล้านดอลลาร์สหรฐั ในแต่ละปี 

(Kennedy et al., 2017) พบได้ในไก่ทุกช่วงอายุ ทั้งไก่เนื้อ ไก่

พ่อแม่พันธุ ์และไก่ไข่ ไก่ทีต่ดิเชือ้จะมีอตัราการเจรญิเติบโตลดลง 

เกิดภาวะกดภูมิคุ้มกันจึงติดเช้ือแทรกซ้อนได้ง่าย ท�ำให้ไก่เกิด

เนือ้งอกและมอีาการป่วยทางระบบประสาท ระยะฟักตวัของเช้ือ 

4-12 สัปดาห์ การเกิดโรคสามารถพบได้ในไก่อายุ 3-4 สัปดาห์

จนถึงอายุให้ผลผลิตไข่ เชื้อสายพันธุ์รุนแรงท�ำให้ลูกไก่อายุ 1-2 

สัปดาห์ มีอัตราการตายสูงโดยเฉพาะลูกไก่ที่ไม่มี maternal 

antibodies (OIE, 2017) 

	 โรคน้ีมีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัสมาเร็กซ์ (Marek’s 

disease virus, MDV) หรือ Gallid herpesvirus 2  เป็นเชื้อ

ในวงศ์ Herpesviridae วงศ์ย่อย Alphaherpesvirinae สกุล 

Mardivirus เป็นเช้ือไวรัสที่มีสารพันธุกรรมชนิด DNA สายคู่ 

(dsDNA) ม ี3 ซโีรไทป์ โดยเชือ้ไวรสัมาเรก็ซ์ ซโีรไทป์ 1 (MDV1) 

เท่านัน้ท่ีก่อโรคและมคีวามรนุแรงหลายระดบั ท�ำให้เกดิเน้ืองอก

จากเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T-cell เรียกเชื้อนี้ว่า oncogenic 

MDV1 ซึง่เชือ้ชนดินีส้ามารถตดิต่อได้ทางอากาศและการหายใจ

แต่ไม่ติดต่อผ่านทางไข่ฟัก การตรวจวินิจฉัยโรคมาเร็กซ์มี               

หลายวิธี ได้แก่ การแยกเชื้อไวรัสจากเนื้อเยื่อหรืออวัยวะของ

สัตว์ป่วย และการตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสด้วยวิธี 

polymerase chain reaction (PCR) ร่วมกบัการสังเกตอาการ

สตัว์ป่วย (OIE, 2017) ส่วนการป้องกนัโรคท�ำได้โดยการให้วคัซนี

ในลูกไก่อายุ 1 วัน ด้วยวัคซีนเช้ือเป็นอ่อนฤทธิ์ที่ผลิตจากเช้ือ 

ไวรัสมาเร็กซ์ ซีโรไทป์ 1, 2 หรือ 3 ซึ่งไก่จะใช้เวลา 7-14 วัน          

ในการสร้างแอนติบอดี (OIE, 2017) ส�ำหรับประเทศไทย                    

มีรายงานการระบาดของโรคมาเร็กซ์เป็นระยะ เช่น การระบาด

ในพื้นที่ภาคใต้ในปี พ.ศ. 2540 ที่ จ.นครศรีธรรมราช สงขลา 

พัทลุง และระนอง ซึ่งตรวจโดยวิธีทางพยาธิวิทยาและการแยก

เชื้อไวรัส (นพวรรณ และคณะ, 2541)  

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

สัมพันธ์กับการเกิดเนื้องอกในไก่ (oncogenic MDV1) และ

ตรวจพบได้ในเชื้อ MDV1 เท่านั้น จึงใช้เป็นยีนเป้าหมายในการ

ตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี PCR (Chang et al., 2002a) เชื้อ MDV1 

ทีก่่อโรคจะตรวจพบจ�ำนวนของยนี meq โดดเด่นกว่ายนี long 

meq (L-meq) ซึ่งไม่ก่อให้เกิดเนื้องอก (non-oncogenic 
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MDV1) และพบได้ในวัคซีนป้องกันโรคมาเร็กซ์ชนิดเช้ือเป็น          

อ่อนฤทธิ์ที่ผลิตจากเชื้อ MDV1 เช่น Rispens/CVI988 โดยยีน 

L-meq เป็นยนีทีม่ ีinsertion ขนาด 178 bp แทรกอยูใ่นบรเิวณ

ทีท่�ำหน้าทีก่ระตุน้การแสดงออกของยนี meq (transactivation 

domain) จึงสามารถตรวจพบด้วยการใช้ primer ชุดเดยีวกนัได้ 

(Lee et al., 2000, 2001) การศกึษานีม้วีตัถุประสงค์เพ่ือตรวจ

หายีน meq และศึกษาความสัมพันธ์ของล�ำดับสารพันธุกรรม

และ phylogenetic tree ของเชื้อ MDV1 ที่ก่อโรค เพื่อ

วิเคราะห์แยกความแตกต่างระหว่างเชื้อที่ระบาดในฟาร์มและ

เชื้อจากวัคซีน ส�ำหรับใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนการสอบสวน            

การระบาดของโรคมาเร็กซ์ในฟาร์ม

อุปกรณ์และวิธีการ
ประวัติสัตว์ป่วย 

	 พบการระบาดของโรคมาเรก็ซ์ในฟาร์มไก่ไข่แห่งหนึง่ใน

พื้นที่ จ.ระนอง ในปี พ.ศ. 2556 พบมากในไก่อายุน้อยกว่า 21 

สัปดาห์ อัตราป่วยตายสะสม 60% และพบเนื้องอกในอวัยวะ

ภายใน เจ้าของฟาร์มได้ส่งซากเพื่อชันสูตรโรคที่ศูนย์วิจัยและ

พัฒนาการสัตวแพทย์ภาคใต้ตอนบน จ.นครศรีธรรมราช                

ผลการตรวจพบเชื้อ MDV1 ด้วยวิธี PCR และส่งยืนยันผลด้วย

วิธี DNA sequencing ที่สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ พบเชื้อ 

MDV1 ชนดิรนุแรงมาก จงึได้สอบสวนหาสาเหตกุารเกดิโรคและ

ตรวจสอบการได้รบัวคัซนีป้องกนัโรคมาเร็กซ์ จากประวตัพิบว่า

ฟาร์มที่เกิดโรคแห่งนี้รับลูกไก่อายุ 1 วัน จากโรงฟักซึ่งรับไข่           

มาจากฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ใน จ. สระบุรี และลูกไก่ได้รับวัคซีน

ป้องกันโรคมาเร็กซ์ชนิด bivalent คือ CVI988 และ HVT 

(turkey herpesviruses) ด้วยการฉีดใต้ผวิหนงั (subcutaneous 

route) จากโรงฟัก โดยลกูไก่ชุดเดยีวกนัได้ถกูส่งไปยงัฟาร์มอกี 

3 แห่ง ใน จ.พะเยา ชลบรุ ีและประจวบครีขีนัธ์ แต่ไม่มรีายงาน

การเกิดโรค 

ตัวอย่างเลือดและซีรัมไก่

	 ตัวอย่างเลือดไก่ในหลอดท่ีมีสารกันเลือดแข็งตัวชนิด 

EDTA (whole blood) ส�ำหรับตรวจหาสารพันธุกรรมของยีน 

meq โดยวธิ ีnested PCR และซีรมัส�ำหรบัตรวจหาแอนตบิอดี

ต่อเชื้อ MDV ด้วยวิธี ELISA ชนิดละ 130 ตัวอย่าง จากไก่อายุ

มากกว่า 4 สปัดาห์ เป็นตวัอย่างจากฟาร์มไก่ไข่ จ.ระนอง ทีพ่บเชือ้ 

MDV1 40 ตวัอย่าง ฟาร์มท่ีรบัลกูไก่ชดุเดยีวกันกับฟาร์ม จ.ระนอง 

แต่ไม่เกิดโรค ได้แก่ พะเยา 20 ตัวอย่าง ชลบุรี 20 ตวัอย่าง และ

ประจวบครีีขนัธ์ 10 ตวัอย่าง และฟาร์มไก่พ่อแม่พนัธุ ์ใน จ.สระบรีุ 

ที่จ�ำหน่ายลูกไก่ชุดที่พบปัญหาให้ฟาร์มดังกล่าว 40 ตัวอย่าง

การสกดั DNA และตรวจหาสารพนัธุกรรมโดยวธิ ีnested PCR

	 แยกเม็ดเลือดขาวจาก whole blood ด้วยการป่ันเหวีย่ง

ที่ 8,000 x g นาน 5 นาที เก็บเฉพาะส่วน buffy coat และ

ก�ำจดัเมด็เลือดแดงทีป่นมาด้วยสารละลาย phosphate buffer 

saline (PBS), pH 7.4 จากนัน้สกดั DNA จาก buffy coat ด้วย

ชดุสกดั GF-1 Blood DNA Extraction Kit (Vivantis, Malaysia) 

และเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้ primer จ�ำนวน 2 คู่ ที่

จ�ำเพาะต่อยีน meq ของเชื้อ MDV1 (Chang et al., 2002a) 

โดยใช้ positive control จากตัวอย่างชันสูตรที่ตรวจยืนยัน           

ผลบวกต่อยีน meq ของเชื้อ MDV1 ซึ่งมีขนาด  583 bp ด้วย

วิธี 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 2xGoTaq® Green master 

mix (Promega, USA) ในปฏิกริยิารวม 25 µl โดยตัง้ค่าการท�ำ 

PCR ดงันี ้predenaturation ที ่94ºC, 2 นาที และ 35 รอบของ

โปรแกรมเพิ่มจ�ำนวน (denaturation ที่ 94ºC, 30 วินาที; 

annealing ที่ 72ºC, 45 วินาที; extension ที่ 72ºC, 1 นาที) 

ตามด้วย 72ºC, 8 นาที แล้วน�ำ PCR product ปริมาตร 3 µl 

มาท�ำ nested PCR โดยใช้ primer คูท่ี ่2 (MR-S, 5′-AGT TGG 

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

TCC TCG GTA AGA-3′) และเปลี่ยนค่าการท�ำ PCR ในช่วง  

35 รอบ ของโปรแกรมเพิม่จ�ำนวน (denaturation ท่ี 94 ºC,             

30 วินาที; annealing ที่ 64ºC, 45 วินาที; extension ที่ 72ºC,  

1 นาที) ตรวจสอบ PCR product ปริมาตร 5 µl บน agarose 

gel 1.5% โดยวิธี electrophoresis และย้อมด้วย ethidium 

bromide แล้วอ่านผลด้วยเครื่อง Gel documentation  

(Syngene, UK)

การท�ำ DNA sequencing และวิเคราะห์ผลโดยสร้าง               

phylogenetic tree

	 ตรวจวเิคราะห์ล�ำดบัเบสของยนี meq จาก PCR product 

ขนาด 583 bp โดยสกัด DNA และท�ำให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุดสกัด 

FavorPrep® Gel/PCR purification kit (Favorgen, Taiwan) 

จากนั้นน�ำ DNA ที่สกัดได้ 10-30 ng มาท�ำ DNA sequencing 

ด้วย Bigdye® terminator v3.1 cycle sequencing kit และ 

primer คู่ที ่2 โดยใช้เคร่ือง ABI 3130 DNA genetic analyzer 

(Applied Biosystems, USA) แล้วน�ำล�ำดับเบสที่ได้มา

วเิคราะห์ด้วยโปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool 
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(BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ในฐานข้อมูล 

GenBank ของ National Center for Biotechnology  Information 

(NCBI) เพื่อเปรียบเทียบล�ำดับสารพันธุกรรมของตัวอย่าง             

กับเชื้อในฐานข้อมูล ได้แก่ เชื้อ oncogenic MDV1 วัคซีน 

Rispens/CVI988 และเชื้ออ้างอิง Md5 strain ซ่ึงเป็นเช้ือ 

MDV1 ชนดิรุนแรงมาก จากนัน้น�ำล�ำดบัสารพนัธกุรรมของตัวอย่าง

ทั้งหมดมาจดัเรียงต�ำแหน่งของล�ำดบัเบสให้ถูกต้องทัง้ในระดบั            

นิวคลโีอไทด์และกรดอะมโิน (multiple sequence alignment) 

ด้วยโปรแกรม BioEdit sequence alignment editor 7.0.5.3 

(Hall, 1999) จากนั้น สร้าง phylogenetic tree จากล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ โดยใช้โปรแกรม MEGA 6.0 (Tamura et al., 

2013) ด้วยวธิ ีMaximum likelihood และ bootstrap values 

(1,000 bootstrap replicates) 

ร่วมกันในตัวอย่างจากฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ด้วย (10%, 4/40)  

ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Chang et al. (2002a) ทีก่ล่าวว่า

ในฟาร์มที่ไม่เกิดโรคและได้รับวัคซีนป้องกันโรคมาเร็กซ์แล้ว            

จะตรวจพบยนี L-meq มากกว่ายีน meq ทุกระยะในช่วง 2-7 

สปัดาห์ หลงัได้รับเชือ้และสามารถตรวจพบยนีทัง้ 2 ชนดิร่วมกนัได้ 

ถงึแม้ว่าลกูไก่ในฟาร์มทีเ่กดิโรคใน จ.ระนอง จะมปีระวตักิารได้

รับวัคซีนป้องกันโรคมาเร็กซ์มาแล้ว แต่ก็มีหลายปัจจัยที่อาจ

ท�ำให้การท�ำวคัซนีไม่ได้ผล เช่น ข้ันตอนการผลติวคัซนี และการ

ให้วัคซีน ซึ่งโดยทั่วไปแล้ววัคซีนป้องกันโรคมาเร็กซ์จะกระตุ้น

การตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัภายหลังให้วคัซีนอย่างน้อย 2 สัปดาห์ 

ซ่ึงระหว่างนัน้หากลูกไก่ได้รบัเช้ือกส็ามารถท�ำให้เกดิโรคได้ (รปูที ่1, 

ตารางที ่1) 

L-meq 763 bp

meq 583 bp500
400
300
200

100

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

การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด ์ 

	 จากผลการวเิคราะห์ด้วยโปรแกรม BLAST พบว่า ล�ำดบั

นิวคลีโอไทด์ของยีน meq ที่พบในตัวอย่างจากฟาร์มที่มีการ

ระบาดของโรคใน จ.ระนอง (NIAH110230 และ NIAH110231) 

มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับเชื้อ oncogenic MDV1 ในกลุ่ม 

Chinese strain (accession no. HG328238, HF546094, 

KP144356 และ KC511815) สูงถึง 99% ในขณะที่เชื้อจาก

ฟาร์มทีไ่ม่มกีารระบาดของโรคใน จ.พะเยา (NIAH110241) และ

ฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ใน จ.สระบุรี (NIAH109402) เหมือนกับ

วัคซีน CVI988 (accession no. AF493555, AY164640, 

AY243334) และ Chinese vaccine 99% (accession no. 

AF493551) เมื่อเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์กับเช้ืออ้างอิง 

Md5 strain (accession no. NC_002229) พบว่าเชื้อจาก

ฟาร์ม จ.ระนอง และ Chinese strain มีนิวคลีโอไทด์แตกต่าง

การตรวจแอนติบอดี

	 แยกซรัีมไก่ด้วยการป่ันเหวีย่งที ่1,000 x g นาน 15 นาที 

ตรวจแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัสมาเร็กซ์ โดยใช้ชุดทดสอบ Avian 

Marek’s disease virus antibody ELISA kit (Shenzhen 

Lvshiyuan Biotechnology, China) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 450 nm และค่า cut-off ที่ 0.2 โดยมีขั้นตอน

ตามที่บริษัทผู้ผลิตแนะน�ำ

ผลและวิจารณ์ 
ผลการตรวจหายีน meq โดยวิธี nested PCR

	 ตรวจพบยีน meq เพียงยีนเดียวในตัวอย่างจากฟาร์ม 

3 แห่ง ได้แก่ ฟาร์มที่เกิดโรคใน จ.ระนอง ฟาร์มที่ไม่เกิดโรค 

จ.พะเยา และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ จ.สระบุรี คิดเป็น 11.54% 

(15/130) (ตารางที ่1) เมือ่พจิารณายนีทีโ่ดดเด่น (prominent 

gene) ในตวัอย่าง พบว่าฟาร์มท่ีเกดิโรคใน จ.ระนอง ตรวจพบ

ยนี meq  (25%, 10/40) มากกว่ายีน L-meq (5%, 2/10) ซึ่ง

การตรวจพบยีน meq โดดเด่นในฟาร์มที่มีการระบาดของโรค

ใน จ.ระนอง สอดคล้องกบัการศกึษาของ Chang et al. (2002a) 

ที่พบว่าเชื้อชนิด oncogenic MDV1 จะสามารถตรวจพบยีน 

meq ได้ตัง้แต่สปัดาห์แรกภายหลงัได้รบัเชือ้ (cytolytic phase) 

จนถึงระยะเกิดเนื้องอก (tumor formation phase) ในช่วง         

7 สัปดาห์ และสามารถพบยีน L-meq ได้ในช่วง 3-5 สัปดาห์

หลังได้รับเชื้อ (latent phase) แต่พบน้อยกว่ายีน meq ใน

ขณะทีฟ่าร์มไก่ไข่ทีไ่ม่มกีารระบาดของโรค ตรวจพบยนี L-meq 

(12%, 6/50) มากกว่ายีน meq (4%, 2/50) และฟาร์มไก่            

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

meq (7.5%, 3/40) เช่นกัน นอกจากนี ้ยงัตรวจพบยนีทัง้ 2 ชนดิ
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ฟาร์ม
จำ�นวนตัวอย่างที่ให้ผลบวก (%) ยีนที่โดดเด่น

(Prominent gene)ยีน meq ยีน L-meq พบทั้ง 2 ยีน ผลลบ

ฟาร์มที่เกิดโรค (n=40) 10 (25%)* 2 (5%) 0 28 (70%) meq

ระนอง (n=40) 10 2 0 28 meq

ฟาร์มที่ไม่เกิดโรค (n=50) 2 (4%) 6 (12%) 0 42 (84%) L-meq

พะเยา (n=20) 2 3 0 15 L-meq

ประจวบคึรีขันธ์ (n=10) 0 3 0 7 L-meq

ชลบุรี (n=20) 0 0 0 20 ไม่พบ

ฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ 3 (7.5%) 12 (30%) 4 (10%) 21 (52.5%) L-meq

สระบุรี (n=40) 3 12 4 21 L-meq

รวม (n=130) 15 (11.54%) 20 (15.38%) 4 (3.08%) 91 (70%)

ตารางที่ 1 ผลการตรวจพบยีน meq และ L-meq ด้วยวิธี nested PCR และยีนที่โดดเด่นในฟาร์มที่เกิดโรค ฟาร์มที่ไม่เกิดโรค และฟาร์ม
ไก่พ่อแม่พันธุ์

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

จากเชื้ออ้างอิง Md5 strain 2 ต�ำแหน่ง โดยพบ deletion ของ

เบส C ที่ต�ำแหน่ง 523 และมี insertion ของเบส G ที่ต�ำแหน่ง 

528 ส่วนเชื้อจากฟาร์ม จ.พะเยา สระบุรี และเชื้อกลุ่มวัคซีน มี

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับเช้ืออ้างอิง Md5 strain ใน

ต�ำแหน่งดังกล่าว แต่มีความแตกต่างในต�ำแหน่งที่ 577-579 

และ 650 โดยพบ deletion ของเบส A ในต�ำแหน่งที ่577 และ

เบส C ในต�ำแหน่งที่ 578 และ 579 และยังพบการแทนที่ของ

นวิคลโีอไทด์ (nucleotide substitution) แบบ transversion 

จากเบส G เป็น C ทีต่�ำแหน่ง 650 นอกจากนี ้พบว่าเชือ้ทัง้ 2 กลุ่ม 

มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์แบบ transition จากเบส T เป็น 

C เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้ออ้างอิง Md5 strain (ตารางที่ 2) 

นอกจากยีน meq จะมีความส�ำคัญในการท�ำให้เกิดเนื้องอก          

ในไก่แล้ว ยังแปลรหัสเป็นโปรตีน MEQ (Marek’s EcoRI-Q 

encoded protein) ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่แตกต่างกัน

ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างได้ระหว่างเชื้อก่อโรคและวัคซีน 

โดยโปรตีน L-MEQ ท่ีถอดรหัสจากยีน L-meq ของเชื้อกลุ่ม

วัคซีน ก็จะไปยับยั้งการกระตุ้น meq promoter ชนิดที่ท�ำให้

เกิดเนื้องอก จึงท�ำให้เชื้อกลุ่มวัคซีนไม่ท�ำให้เกิดเนื้องอกในไก่ 

(Chang et al., 2002b; Ajithdoss et al., 2009)

การวิเคราะห์ล�ำดับกรดอะมิโน	

	 จากตารางที่ 3 พบว่า ล�ำดับกรดอะมิโนในส่วน trans-

activation domain ของโปรตีน MEQ ต�ำแหน่งที่ 120-307 

ของเชือ้ทีศึ่กษา สอดคล้องกบัผลของล�ำดบันวิคลีโอไทด์ข้างต้น 

โดยเชือ้ MDV1 จากฟาร์มทีเ่กดิโรคใน จ.ระนอง มลี�ำดบักรดอะมโิน

เหมอืนกบัเชือ้กลุ่ม Chinese strain ส่วนเชือ้ของฟาร์มทีไ่ม่เกดิโรค

ใน จ. พะเยา และสระบุรี มีล�ำดับกรดอะมิโนเหมือนกับวัคซีน 

นอกจากนี้ยังพบว่าโปรตีน MEQ มีกรดอะมิโนชนิด proline 

(P) เป็นองค์ประกอบในสดัส่วนทีม่ากท่ีสดุเมือ่เทยีบกบักรดอะมโิน           

ชนิดอื่น ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาของ Ajithdoss et al. 

(2009) ที่พบกรดอะมิโนชนิด proline จ�ำนวนมากที่ปลายหมู่

คาร์บอกซิล (C-terminal) ในส่วน transactivation domain 

ของโปรตีน MEQ  การศึกษานี้ยังสอดคล้องกับการศึกษาของ 

Fragnet et al. (2003) และ Spatz et al. (2007) ที่พบว่า

สามารถใช้ยนี meq และโปรตนี MEQ ในการแยกความแตกต่าง

ระหว่าง oncogenic MDV1 และวัคซีน ในขณะที่ยีนอ่ืนท่ี

เกีย่วข้องกบัการก่อโรคไม่มคีวามแตกต่างกนั เช่น lytic antigen 

phosphoprotein 38 (pp38), viral lipase (vLIP) และ viral 

telomerase (vTR) ) เมือ่เปรยีบเทยีบเชือ้ทีศ่กึษากบัเชือ้อ้างองิ 

Md5 strain พบว่า เชือ้ MDV1 จากฟาร์มทีเ่กดิโรคใน จ.ระนอง

และกลุม่ Chinese strain มีการแทนทีข่องกรดอะมโิน (amino 

acid substitution) ที่ต�ำแหน่ง 176 โดยเปลี่ยนจาก proline 

เป็น arginine (R) (P176R) ส่วนเชื้อจากฟาร์มที่ไม่เกิดโรคและ

กลุ่มวัคซีนมี deletion ของ proline ที่ต�ำแหน่ง 194 และมี

การแทนที่ของกรดอะมิโนจาก alanine (A) เป็น proline ที่

ต�ำแหน่ง 217 (A217P) และพบว่าเชือ้ทัง้ 2 กลุม่ มคีวามแตกต่าง
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หมายเหตุ: * oncogenic MDV1 Chinese strains, ** วัคซีน, - = ไม่มีนิวคลีโอไทด์ในต�ำแหน่งนั้น

MDV strain
Accession 

no.

ตำ�แหน่งนิวคลีโอไทด์

523 528 577 578 579 650 849

Md5 NC_002229 C - A C C G T

Anhui001* HG328238 - G A C C G C

HNLC401* HF546094 - G A C C G C

ZC2014* KP144356 - G A C C G C

SD2012-1* KC511815 - G A C C G C

CVI988** AF493555 C - - - - C C

CVI988** AY164640 C - - - - C C

CVI988** AY243334 C - - - - C C

Chinese vaccine** AF493551 C - - - - C C

Ranong_NIAH110230 - - G A C C G C

Ranong_NIAH110231 - - G A C C G C

Saraburi_NIAH109402 - C - - - - C C

Phayao_NIAH110241 - C - - - - C C

จากเช้ืออ้างอิง Md5 strain โดยมีการแทนที่ของกรดอะมิโน

ชนิด valine (V) ด้วย alanine ที่ต�ำแหน่ง 283 (V283A) ซึ่ง

สอดคล้องกับการศึกษากรดอะมิโนของโปรตีน MEQ จ�ำนวน 

339 โมเลกลุ ของ Shamblin et al. (2004) และ Ajithdoss et al. 

(2009) ที่พบความแตกต่างระหว่างกรดอะมิโนของเช้ืออ้างอิง 

Md5 strain และวคัซนีชนดิ CVI988 ในบรเิวณ transactivation 

domain ที่ต�ำแหน่ง 217 และ 283 เช่นกัน และพบความ                  

แตกต่างทีต่�ำแหน่ง 320 และ 326 ด้วย การศกึษานีส้อดคล้องกบั 

Shamblin et al. (2004) ที่พบว่ายีน meq และโปรตีน MEQ 

ท�ำให้เชื้อ MDV1 สามารถเปลี่ยนแปลงตัวเองได้หลายรูปแบบ 

(polymorphism) และเกิดการกลายพนัธุแ์บบ point mutation 

ซึง่มคีวามสมัพันธ์กบัความรนุแรงของเช้ือ MDV1 ในการก่อโรคได้

ผลการวิเคราะห์ phylogenetic tree

	 จากรูปท่ี 2 พบว่า การศึกษานี้สามารถจัดกลุ่มเช้ือ 

MDV1 โดยใช้ยีน meq ที่ศึกษาได้เป็น 2 กลุ่ม โดยเชื้อ MDV1 

จากฟาร์มที่เกิดโรคใน จ.ระนอง จัดอยู่ในกลุ่มแรกคือกลุ่ม              

Chinese strain ส่วนเชื้อ MDV1 จากฟาร์มที่ไม่เกิดโรคใน  

จ.พะเยา และฟาร์มพ่อแม่พันธุ์ใน จ.สระบุรี จัดอยู่ในกลุ่มที่ 2 

ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน meq ในต�ำแหน่งที่มีนิวคลีโอไทด์แตกต่างกันระหว่าง oncogenic MDV1 strains 

และวัคซีน

คอื กลุม่วคัซนี แต่พบว่าเชือ้อ้างองิ Md5 strain ถกูจดัแยกออก

มาจาก 2 กลุ่มข้างต้น การศึกษานี้สอดคล้องกับรายงานของ 

Gupta and Deka (2016) ทีแ่บ่งกลุม่เชือ้ MDV1 โดยใช้โปรตนี 

MEQ และพบว่าเชื้อกลุ่ม Chinese strain กลุ่มวัคซีน และเชื้อ

อ้างอิง Md5 strain ถูกจัดอยู ่ต่างกลุ ่มกันทั้งหมดเช่นกัน                 

ซึง่แสดงให้เหน็ถงึความผนัแปรของยนี meq และโปรตนี MEQ 

ที่ท�ำให้เชื้อ MDV1 เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม (Shamblin et al., 

2004)

รูปที่ 2 แผนภูมิแสดง phylogenetic tree จากการวิเคราะห์ล�ำดับ             
สารพันธุกรรมบางส่วนของยีน meq โดยใช้วิธี Maximum likelihood 
แสดงความสัมพันธ์ของเชื้อ MDV1 ที่พบในฟาร์มที่เกิดโรคใน จ.ระนอง 
ฟาร์มที่ไม่เกิดโรคใน จ.พะเยา และฟาร์มไก่พ่อแม่พันธุ์ใน จ.สระบุรี 
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MDV strain Accession no.
ตำ�แหน่งกรดอะมิโน

176 194 217 283

Md5  YP_001033993.1 P P A V

Anhui001* CDG24219.1 R P A A

HNLC401* CCO02745.1 R P A A

ZC2014* AJZ73812.1 R P A A

SD2012-1* AGG38916.1 R P A A

CVI988** AAM00002.1 P - P A

CVI988** AAO31736.1 P - P A

CVI988** AAP06940.1 P - P A

Chinese vaccine** AAL99997.1 P - P A

Ranong_NIAH110230 - R P A A

Ranong_NIAH110231 - R P A A

Saraburi_NIAH109402 - P - P A

Phayao_NIAH110241 - P - P A

ตารางที่ 3  	การเปรียบเทียบล�ำดับกรดอะมิโนของโปรตีน MEQ ในต�ำแหน่งที่มีกรดอะมิโนแตกต่างกัน ระหว่าง oncogenic MDV1 	

strains และวัคซีน

หมายเหตุ: * oncogenic MDV1 Chinese strains, ** วัคซีน

	     A = alanine, P = proline, R = arginine, V = valine, - = ไม่มีกรดอะมิโนในต�ำแหน่งนั้น

ผล ELISA 

	 จากการตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสมาเร็กซ์ พบ           

ผลบวก 100% (130/130) ซึง่แอนตบิอดทีีต่รวจพบนีอ้าจเกิดขึน้

ภายหลงั การท�ำวคัซนีหรือเกดิจากการตดิเช้ือกไ็ด้ จงึกล่าวได้ว่า

แอนติบอดีที่พบในซีรัมไก่จากฟาร์มซึ่งไม่มีการระบาดของโรค 

เกดิจากการตอบสนองของภมูคิุม้กนัจากวคัซนี ส่วนแอนตบิอดี

ที่พบในซีรัมไก่จากฟาร์มที่มีการระบาดของโรคมาเร็กซ์ใน 

จ.ระนอง อาจเกิดจากการติดเชื้อหรือการตอบสนองต่อวัคซีน

ร่วมกัน ผลการศึกษาน้ีจึงเป็นข้อมูลท่ีบ่งบอกว่าไก่ได้รับวัคซีน

ป้องกันโรคมาเร็กซ์มาแล้ว ซ่ึงการตอบสนองของแอนติบอดี          

ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ MDV1 จะสามารถตรวจพบได้ภายหลัง            

ท�ำวัคซีนไปแล้ว 2 สัปดาห์ อย่างไรก็ตาม มีความเป็นไปได้ว่า

ไก่จากฟาร์ม จ.ระนอง มกีารตดิเชือ้ oncogenic MDV1 ภายหลงั

จากได้รับวัคซีนจากโรงฟัก ซ่ึงอาจเกิดจากการติดเชื้อก่อนที่

ภูมิคุ้มกันระดับฝูงจะสามารถป้องกันโรคได้ ซึ่งโดยทั่วไปจะใช้

เวลานานหลายสัปดาห์ (Rispens et al., 1972) ทั้งนี้ สาเหตุ

ทีท่�ำให้การท�ำวคัซนีป้องกนัโรคมาเรก็ซ์ไม่ได้ผล ได้แก่ การตดิเชือ้ 

oncogenic MDV1 ชนดิรนุแรง ในช่วงแรกก่อนภมูคิุม้กนัจะอยู่

ในระดบัทีป้่องกนัโรคได้อย่างเตม็ประสิทธภิาพ หรอืการติดเชือ้ 

MDV1 ชนดิรนุแรงมากทีว่คัซนีไม่สามารถป้องกันโรคได้ โดยไก่

ทีต่ดิเชือ้หลังจากได้รบัวคัซีนยงัสามารถแพร่เชือ้ไปสู่ไก่ตวัอ่ืน ใน

ฝูงได้ด้วย (Baigent et al., 2006)

สรุปและข้อเสนอแนะ
	 การศึกษานีพ้บว่า เชือ้ MDV1 จากฟาร์มทีม่โีรคระบาดใน 

จ.ระนอง เป็นเชือ้กลุม่ Chinese strain ส่วนตัวอย่างจากฟาร์มท่ีไม่

เกดิโรคและพ่อแม่พนัธุพ์บเช้ือกลุ่มเดยีวกบัวัคซีนทีใ่ช้ และข้อมลู 

ทางอณชูวีวทิยาสามารถน�ำมาใช้เป็นหลกัฐานสนับสนนุแนวทาง

การสอบสวนการระบาดของโรคสตัว์ในพืน้ที ่เพือ่ตรวจสอบข้อ

เท็จจรงิของเหตกุารณ์และหาสาเหตกุารเกดิโรคอกีทัง้ยงัสามารถ

ใช้เป็นเคร่ืองมือในการเฝ้าระวังการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง

พนัธกุรรมของเชือ้ก่อโรคได้ โดยการรวบรวมข้อมลูด้านต่าง ๆ ที่

เกีย่วข้อง รวมถงึข้อมลูการตรวจวนิจิฉยัและชนัสตูรโรคทางห้อง

ปฏิบัติการ นอกจากนี้การควบคุมและป้องกันโรคมาเร็กซ์ที่มี

ประสทิธิภาพ ควรให้วคัซนีป้องกนัโรคควบคูก่บัการจดัการฟาร์มท่ีดี 

เพือ่ป้องกนัการเกิดโรคในช่วงทีภ่มูคุ้ิมกนัยงัไม่ถงึระดบัทีคุ้่มโรคได้
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ในพ้ืนที่ที่เกี่ยวข้องส�ำหรับการประสานงานกับเกษตรกร การ

สอบสวนโรค และเก็บตัวอย่างในพื้นที่ และขอบคุณเจ้าหน้าที่

กลุ่มไวรัสวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ในการตรวจทาง

ห้องปฏิบัติการและอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้อง
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