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    การจำแนกคุณลักษณะเช้ือวัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไก 

ที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว 
 
 

  นพคุณ มูลสิน1                          คณิตา  ภาสะฐิติ1             
 
 

บทคัดยอ 

 
 
 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อสืบคนประวัติตนตอวัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไก ทำการจำแนกและ
ตรวจสอบคุณลักษณะตาง ๆ ของเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกที่ใชผลิตวัคซีนของกรมปศุสัตว โดยศึกษาขนาด
และรูปรางจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน วิเคราะหขอมูลโดยใชชีวสารสนเทศ (Bioinformatics data) สราง
แบบจำลองโครงสรางโปรตีนสามมิติโดยวิธี homology modeling และเสนอการเรียกชื่อสายพันธุตามระบบสากล ผล
การศึกษาพบวาตนตอและวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกท่ีกรมปศุสัตวผลิตเปนสายพันธุทองถิ่นมีการ
วิจัยและพัฒนายาวนานกวา60 ป มีขนาดอนุภาคไวรัส 60-80 nm. รูปรางลักษณะกลม มีความบริสุทธิ ์สูง พบ
ความสัมพันธทางพันธุกรรมใกลชิดกับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกสายพันธุ LSD/051 มีความเหมือนของลำดับ
นิวคลีโอไทด 87.76 % และมีความเหมือนของลำดับกรดอะมิโน 85.69 % โดยท่ีกรดอะมิโนบริเวณตำแหนงท่ีจดจำและ
ถูกตัดดวยเอนไซมโฮสตประกอบดวยอารจินีน-อารจินีน-เซอรีน-อารจินีน-อารจินีน จากแผนภูมิความสัมพันธทาง
พันธุกรรมที่สรางขึ้นดวยวิธี neighbor joining และ maximum likelihood แสดงใหเห็นเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบ
ติดตอในไกของกรมปศุสัตวจำแนกอยูใน จีโนไทป 1 ลำดับเชื้อสายท่ี 25 อยางไรก็ตามควรมีการศึกษารายละเอียดทาง
พันธุกรรมจากยีนทั้งหมดเพื่อยืนยันอีกครั้ง จากโครงสรางสามมิติของโปรตีน spike พบวากรดอะมิโนบริเวณ N-
terminal domain ซึ่งทำหนาท่ีสำคัญในการจับกับเนื้อเยื่อทางเดินหายใจมีความเหมือนกันระหวางวัคซีนหลอดลมอักเสบ
ติดตอในไกของกรมปศุสัตวกับวัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไกสายพันธุ H120 และ M41  

โดยสรุปจากประวัติตนตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกที่ใชผลิตวัคซีนกรมปศุสัตวพบวาเปนเชื้อไวรัสสาย
พันธุทองถิ่นและไดทำการจำแนกตรวจสอบคุณลักษณะตางๆพบขนาด 60-80 nm.จากขอมูลชีวสารสนเทศจัดจำแนก
อยูใน จีโนไทป 1 ลำดับเชื้อสายที่ 25 ซึ่งมีความใกลชิดทางพันธุกรรมกับไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกสายพันธุ 
LSD/051 และจากโครงสรางโปรตีน S1 มีความคลายกับไวรัส สายพันธุ H120 และ M41 โดยระบบสากลควรใชชื่อ 
IBV DLD strain (TH/GI-25, DLD/S/54) 
 
คำสำคัญ:  ประวัติตนตอวัคซีน วัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไก  แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม     
             แบบจำลองโครงสรางโปรตีนสามมิติ 
________________________________________________________________________________ 
1 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตว  อ.ปากชอง  จ.นครราชสีมา 30130 
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บทนำ 

 
 
โรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกเปนโรคติดเชื้อไวรัสในระบบทางเดินหายใจสวนตน พบไดในไกทุกอายุ เปน

โรคติดตอท่ีสรางความสูญเสียทางเศรษฐกิจตออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกท่ัวโลก มีสาเหตุจากเชื้อ Infectious bronchitis 
virus (IBV) ซึ่งรายงานครั้งแรกในรัฐนอรทดาโกตา สหรัฐอเมริกา ป 1931 (Schalk and Hawn, 1931) ในไกอายุ 2 

วันถึง 3 สัปดาห พบการตาย 40-90% การติดตอโรคนี้เกิดจากการสัมผัสไกปวย (Direct contact) หรือ พาหะที่มีเชื้อ
ไวรัสปนมากับอาหาร น้ำ สิ่งรองนอน มูลไก หรือเกิดจากคนเปนผูนำโรคเขาฟารม (Indirect contact) ไวรัสสามารถ
แพรกระจายติดตอไปในอากาศ (Airborne transmission) (OIE, 2018) ไกทั่วไปท่ีปวยจะแสดงอาการน้ำมูกน้ำตาไหล 
อาปากหายใจ จาม ในไกไขเชื้อไวรัสสามารถเพ่ิมจำนวนในทอนำไข (oviduct) สงผลใหผลผลิตไขลดลง เปลือกไขมีสีซีด
ฟองไขมีลักษณะผิดรูป และไขขาวเหลว นอกจากนี้เชื้อบางสายพันธุ (Nephropathogenic strain) เพ่ิมจำนวนในไตทำ
ใหเกิดรอยโรคและไตอักเสบ (interstitial nephritis) มีการค่ังของยูเรตในทอไต ในไกปวยหากไกท่ีมีการติดเชื้อรวมกับ
แบคทีเรีย อีโคไลและเชื้อมัยโคพลาสมา จะทำใหอัตราการปวยตายสูงเพ่ิมมากข้ึน (Jackwood, 2012)  
 ในประเทศไทยไดมีรายงานการระบาดของเชื้อ IBV ครั้งแรกในปค.ศ. 1954 (Chindavanig, 1962) ณ ปจจุบัน
ยังพบการแพรระบาดของโรคทุกพ้ืนท่ีของประเทศซ่ึง IBV นี้มีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตางจากไวรัสเดิมจัดเปน new 
variant (Pohuang et al., 2011; Munyahongse et al., 2020) IBV เปน coronavirus ชนิดแรกที ่มนุษยค นพบ
กอนท่ีจะมีการประดิษฐกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน จัดอยูใน Family Coronaviridae, Genus Gamma coronavirus, 
Species Avian coronavirus เดิมตลอด 50 ปท่ีมีการคนพบ IBV เชื่อวา gamma coronavirus มีสมาชิกเพียงชนิดเดียว
คือ IBV ซึ่งพบไวรัสนี้เฉพาะในไกเทานั้น แตปจจุบันไดพบ gamma coronavirus ในสัตวปกอื่นที่แยกเชื้อไดจาก นกยูง นก
กระทา ไกงวง และนกปา ที่เรียกวา IBV –like virus (OIE, 2018) สมาชิกใน genus coronavirus จะมีรูปรางลักษณะ
ภายนอกท่ีเหมือนกันเม่ือสองขยายโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนจะพบอนุภาคไวรัสขนาดประมาณ 60 ถึง 150 nm มีปุม
หนามยื่นออกมาเหมือนรัศมีของดวงอาทิตยซึ ่งภาษาลาตินเรียกวา corona (Lalchhandama, 2020) เมื ่อศึกษาสาร
พันธุกรรมภายในอนุภาคไวรัส(จีโนม) ซึ่งประกอบดวยกรดไรโบนิวคลีอิกสายเดี่ยวชนิด positive-sense RNA ขนาด
ความยาวประมาณ 27.6 Kb ขนาด2/3จีโนมบริเวณ 5 ทำหนาที่สรางโปรตีน 15 ชนิดสำหรับถอดรหัสและจำลองตัว
อนุภาค (nonstructural replicate proteins: nsp2-16) ที่เหลือ1/3 บริเวณ 3́́ ของจีโนมไวรัสทำหนาท่ีผลิตโปรตีน
โครงสร าง 4 ชนิดคือ spike glycoprotein(S), envelope glycoprotein(E), membrane glycoprotein(M) และ 
nucleocapsid protein(N) สำหรับ S protein มีลักษณะเปนปุมหนามอยูบริเวณเปลือกหุมของอนุภาคไวรัสจัดเปน 
membrane protein type I (Lontok et al., 2004) ประกอบดวยโปรตีนสองหนวยยอย คือ S1 และ S2 โปรตีนสวน S1 
ทำหนาที่ในการจับกับตัวรับบนผนังเซลลของโฮสท (receptor-binding domain) ในสวน amino-terminal ของ S1 
ทำหนาท่ีเปนแอนติเจนที ่เหนี ่ยวนำระบบภูมิคุ มกันของรางกายโฮสทใหสราง neutralizing antibodies ซึ ่งเปน 
protective immunity ที่รางกายสัตวสรางขึ้นใชในการปองกันการติดเชื้อ IBV และแอนติบอดีนี้ยังแสดงถึงซีโรไทป
จำเพาะของเชื้อไวรัสอีกดวย (Cavanagh, 2007)  
 สำนักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตว(สทช.) กรมปศุสัตวไดผลิตวัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไก ซึ่งเปนวัคซีน
ชนิดเชื้อเปนท่ีถูกทำใหออนกำลัง (live attenuated vaccine) โดยผานกระบวนการ lyophilization มาเปนระยะเวลา
ยาวนานกวา 60 ปโดยใชเชื้อ IBV ที่แยกไดจากการระบาดในประเทศสายพันธุทองถิ่น (Local strain) แตไมทราบ
รายละเอียดขอมูลสายพันธุวาเปนวัคซีน strain อะไรในปจจุบันและประวัติที่มาของเชื้อไวรัสดังกลาวทำใหขาดขอมูล
สำคัญในการข้ึนทะเบียนกับทางสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา(อย.) ในอดีตการจำแนก IBV จะอาศัยวิธีการทาง



 
3 

 

ซีรัมวิทยาเชน haemagglutination inhibition (HI) หรือ Virus neutralization (VN) แตเนื่องจากการอุบัติขึ้นของ
เชื้อ IBV ชนิดใหมอยางตอเนื่องจากอดีตจนถึงปจจุบันเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางดานความเปนแอนติเจน
หรือพันธุกรรมท่ีเปลี่ยนไปจากไวรัสชนิดเดิมเปนอยางมากจากกระบวนการ mutation, insertion หรือ deletion นอกจากนี้
ยังเกิดจากกระบวนการ recombination (Valastro et al., 2016) เปนผลใหเกิดไวรัสท่ีเรียกวา new variant type ทำให
การจำแนกสายพันธุ IBV โดยวิธี serotyping แทบไมมีการทำอีกตอไป (OIE, 2018) ในทางตรงกันขามการจำแนกสายพันธุ
โดยอาศัยลำดับรหัสพันธุกรรม ในสวนยีนท่ีทำหนาท่ีสราง S1 protein มีการศึกษาแพรหลายเนื่องจากทำไดรวดเร็ว ให
ความถูกตองสามารถเปรียบเทียบผลวิเคราะหระหวางหองปฏิบัติการตางๆไดเปนอยางดี (Jackwood and De Wit, 
2020) สวนวิธีเสริมอ่ืนเชนการศึกษาไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนจะใชจำแนกชนิดไวรัสจากรูปรางท่ีแตกตางกัน
และสามารถศึกษารายละเอียดโครงสรางตางๆท่ีมีขนาดเล็กบนอนุภาคไวรัส (OIE, 2018)  
 การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงคตองการสืบคนประวัติตนตอเชื้อ IBV ท่ีสทช.นำมาใชผลิตวัคซีนและตองการ
ทราบคุณลักษณะตางๆของเชื้อไดแกขนาดและรูปราง การนำความรูทางชีวสารสนเทศมามาวิเคราะหลำดับรหัส
พันธุกรรมเพ่ือจำแนกสายพันธุตลอดจนศึกษาโครงสรางโปรตีนสามมิติบริเวณปุมหนาม (S1) นำเสนอการตั้งชื่อสายพันธุ
วัคซีน ผลที่ไดจากการศึกษารหัสพันธุกรรมบริเวณ S1 ซึ่งมีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงทำใหทราบรายละเอียด
สามารถใชจำแนกสายพันธุและสามารถบงบอกความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางเชื้อ IBV ที่ใชผลิตวัคซีนกับเชื้อที่มี
การระบาด รวมถึงใชเปนเอกสารทางวิชาการเพ่ือประกอบการข้ึนทะเบียนชีววัตถุตอไป 

 
 

อุปกรณและวิธีการ 

 
 

1. สืบคนประวัติแหลงท่ีมาตนตอและเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกท่ีใชผลิตวัคซีนของกรมปศุสัตวโดยสืบคนจาก 

วารสารวิชาการที่เผยแพรขอมูลไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกทั้งในประเทศและตางประเทศรวมถึงการเขาถึงขอมูล 

Nucleotide และ Protein databases โดยระบุเปนเลข Accession number สำหรับ Nucleotide (EU589323) 

และ Protein sequence (ACB87909.1) พรอมสัมภาษณผูพัฒนา seed IBV 

2. เตรียมตัวอยางไวรัสตนตอ (seed virus) เพ่ือศึกษารูปรางและโครงสรางสวนหนามหรือ S1 ดวย 
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดทรานมิสชั่น (TEM)1 ท่ีศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีมหาวิทยาลัย 
เทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา โดยใชตัวอยางไวรัสปริมาณ 104.75 EID50/ml. ละลายดวยน้ำกลั่น 1 ml.
ตอจากนั้นดูด 20 µl. สารละลายไวรัสหยดลงบน copper grid ซ่ึงถักทอเปนโครงตาขายสำหรับรองรับตัวอยางปลอยให
ดูดซับตัวอยางประมาณหานาที จากนั้นยอมตัวอยางดวย 2% uranyl acetate ทำการดูดความชื้นดวยตูดูดความชื้นท้ิงไว
ขามคืน หลังจากนั้นนำตัวอยางทำการยิงลำอิเล็กตรอนทะลุผานตัวอยางดวยความตางศักย 120 kV จากนั้นโฟกัสและ
ขยายดวยเลนสแมเหล็กขนาดกำลังขยาย 100,000 – 200,000 เทา 
 

_____________________________________________________________________________________ 
1 ยี่หอ FEI รุน Tecnai G20, Czech Republic 
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3. การวิเคราะหขอมูลเชื้อ IBV โดยใชขอมูลทางชีวสารสนเทศ (Bioinformatics Data) 
3.1 จากฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nig.gov) ซ่ึงเปนแหลงรวบรวมขอมูลชีวสารสนเทศ 

ตางๆประกอบดวยฐานขอมูลลำดับกรดนิวคลีอิก (DNA) และ mRNA ที่เก็บรักษาและบริหารจัดการโดย National 
center for biotechnology กระทรวงสาธารณสุข สหรัฐอเมริกา ถูกนำมาใชวิเคราะหขอมูลรหัสพันธุกรรมบริเวณ 
Spike 1 gene ใชโปรแกรม BLAST (Basic Local Aliment Search Tool) ซ่ึงเปนชุดโปรแกรมคอมพิวเตอรท่ีประกอบ
ไปดวยตรรกะข้ันตอนวิธีสำหรับเปรียบเทียบความคลายกันของ DNA หรือโปรตีนประกอบดวย 

- Blastn เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบนยีน S1 เชื้อ IBV ของกรมปศุสัตวกับลำดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ 
IBV สายพันธุตางๆท่ัวโลกท่ีอยูในฐานขอมูล 

- Blastp เปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนบนโปรตีน S1 เชื้อ IBV ของกรมปศุสัตวกับลำดับกรดอะมิโนของเชื้อ 
IBV สายพันธุตางๆท่ัวโลกท่ีอยูในฐานขอมูล 

สำหรับลำดับนิวคลีโอไทดและโปรตีนบริเวณ S1 ซ่ึงทำหนาท่ีสรางและประกอบเปนปุมหนามของ IBV กรมปศุสัตวกอน
การศึกษาในครั้งนี้สทช. ไดศึกษาจากตัวอยาง seed IBV จำนวน 3 lots ที่เก็บรักษา เปรียบเทียบกับ vaccine IBV 
จำนวน 3 Batch ที ่ผลิตตอเนื ่องกัน โดยเทคนิค RT-PCR, Restriction fragment length polymorphism และ 
Sanger nucleotide sequencing พบว  าลำด ับน ิ วคล ี โอไทด ท ี ่ เป น  complete S1 gene ความยาว  1 ,635 
nucleotides มีความเหมือนกันระหวาง seed และ vaccine 100% แสดงถึงลักษณะที่เรียกวา genetic stability ซ่ึง
รายละเอียดไมไดนำมาเผยแพรในการศึกษานี้โดยท่ีขอมูลไดจากการศึกษาถูกเก็บไวที่ GenBank สามารถเขาถึงไดโดย
ใชรหัส Accession number: Nucleotide sequence (EU589323), Protein sequence (ACB87909.1) 

3.2. เทียบเรียงขอมูลรหัสพันธุกรรมขอมูลนิวคลีโอไทดหรือโปรตีนโดยเทียบเรียงคูลำดับขอมูลสองเสน 
(Pairwise alignment) หรือหลายตัวอยางขอมูลในเวลาเดียวกัน (Multiple sequence alignment) โดยทำการ
เปรียบเทียบความเหมือน (Identity) หรือความคลาย (Similarity) บริเวณโปรตีน S1 วัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไกกรม
ปศุสัตวกับวัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไกสายพันธุวัคซีนท่ีนิยมใชกันไดแก M41, H120, 4/91, QX, Ma5 (ตารางท่ี 1) และ
เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตออื ่นที่เปนเชื้ออางอิงหรือสายพันธุที ่มีความคลายของกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม 
CustalW (Thompson et al., 1994) 

3.3. สรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยใชขอมูลยีน S1 วัคซีน IBV กรมปศุสัตวกับเชื้อ 
Reference IBV strains ซึ่งจำแนกเปน 6 genotype 32 lineages (ตารางท่ี 2) และเชื้อ IBV 7 Thai isolated โดยที่ 4 
Isolated (GenBank accession number:Chonburi:MG191016, Phetchabun:MG191018, Prachinburi:MG191020, 
Saraburi: MG191023) ร า ย ง า น โ ด ย  ( Munyahongse et al., 2020) แ ล ะ อ ี ก  3  Isolated (GenBank accession 
number:THA90151Group1:GQ503617, THA80151Group2:GQ503616, THA241251/Mass:GQ885131) รายงานโดย 
(Pohuang et al., 2011) นำมาสราง Phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม MEGA v.6.0 (Tamura et al., 2013) เลือก 
Neighbor – joining และ Maximum-likelihood method และใช General time reversible model รวมกับการ
กระจายขอมูลแบบ gamma distribution และ invariant site model กำหนดใหทำการสรางแผนภูมิโดยการเปลี่ยน
ลำดับนิวคลีโอไทดแบบสุมดวยคา bootstrap value 1000 (nodal support value) 

3.4. สรางและทำนายหนาที่จากโครงสรางสามมิติ S1 โดยวิธี homology modeling เริ่มจากการแปลรหัสลำดับนิวคลีโอไทด

บริเวณยีน S1 เชื้อ IBV กรมปศุสัตวใหเปนลำดับกรดอะมิโนแลวใช Swiss-Model web server (http://swissmodel.expasy.org/) ทำการ 

http://www.ncbi.nlm.nig.gov/
http://swissmodel.expasy.org/
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3.4.1. คนหาและคัดเลือก Template S1 protein ท่ีมีโครงสรางสามมิติท่ีมีรายละเอียดความถูกตองท่ีดีท่ีสุดซ่ึงได

โครงสรางโปรตนีนี้มาจาการทดลองโดยใชเทคนิค X-ray crystallography หรือ Cryo-TEM  

3.4.2. สรางแบบจำลองข้ึนมาโดยการทำ alignment ระหวาง S1 protein IBV กรมปศุสัตว (Query Protein) กับโครงสราง 

Template protein ซ่ึงการ aliment นี้จะเปนการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ Backbone และ side chain และ loop เพ่ือนำมา

สรางเปนแบบจำลองโครงสรางสามมิติ 

3.4.3 ประเมินความถูกตองโครงสรางโปรตีนสามมิติท่ีสรางข้ึน โดยใชคา Qualitative Model Energy Analysis 

(QMEAN) Z-Scores และคา QMEANDisCo (Studer et al., 2020) 
 

4. นำเสนอการตั้งชื่อสายพันธุ (strain) เชื้อ IBV กรมปศุสัตวท่ีใชผลิตเปนวัคซีนตามหลักเกณฑการเรียกชื่อสากล (Jackwood 

and De Wit, 2020) 

 
 
 

ผล 
 
 

1. ประวัติตนตอวัคซีน IBV (Seed History) 

ในชวงปค.ศ. 1954 -1955 ไดเกิดการระบาดของโรคในไกท่ีกรุงเทพในชวงระบาดดังกลาวไดมีการแยกเชื้อไวรัส

หลายครั้งพรอมสืบหาสาเหตุของโรคพบวาเกิดจากเชื้อ Infectious bronchitis virus ในการวินิจฉัยยืนยันโรคใชวิธ ี

Neutralization test ซ่ึงไดรับความอนุเคราะห Immune serum จากหองปฏิบัติการ Dr. Salsbury และกระทรวง

เกษตรสหรัฐอเมริกา ขณะนั้นมีการคนควาเอกสารทางวิชาการตางประเทศ (Review literature) พบวามีเอกสาร

จำนวน 5 ฉบับ (Chindavanig, 1962) ระบุวามีความเปนไปไดท่ีจะควบคุมการระบาดโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไก 

โดยวิธีการใชวัคซีนชนิดเชื้อเปนท่ีทำการดัดแปลงคุณสมบัติเชื้อไวรัสท่ีกอโรค จึงเปนท่ีมาของการพัฒนาวัคซีนนี้ใน

ประเทศไทยเปนครั้งแรกโดยทีมวิ จัยพัฒนาวัคซีนประกอบดวยนายสัตวแพทยปยะ ชัยสิทธิ์ ยุทธพันธ 

นายสัตวแพทย พอ จินดาวณิค นายประเสริฐ วิมลสุข และนายเจริญ แกวทับ โดยทำการคัดแยกเชื้อไวรัสท่ีเปน

สาเหตุใหเกิดโรค เตรียมเปน seed virus ทำโดยใชเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกท่ีแยกได (S-strain) ทำการผาน

ไวรัสลงไปในไขไกฟกอายุ 9-10 วันบริเวณชองวาง allantoic sac ในไขจำนวน 142 ครั้งไดปริมาณไวรัสมีปริมาณคงท่ี

และเม่ือนำไปทดสอบประสิทธิภาพวัคซีนในไกอายุ 10 วันจำนวน 42 ตัว พบวาไกสรางภูมิคุมกันไดดียาวนานถึง 3 

เดือนโดยเชื้อไวรัสนี้ไดออนกำลังลงไมกอใหเกิดโรคในไก (Chindavanig, 1962)  

จากการสัมภาษณในปพ.ศ. 2550 นายสัตวแพทย พอ จินดาวณิค อดีตผูอำนวยการสถาบันสุขภาพสัตว

แหงชาติ ใหขอมูลวา ไดใชไวรัส Passage ท่ี 143 เปนตนกำเนิดของการผลิตวัคซีนปองกันโรคไวรัสหลอดลมอักเสบ
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ติดตอในไก ในชวงเวลาท่ี นายสัตวแพทยจักร พิชัยณรงคสงคราม ดำรงตำแหนงอธิบดีกรมปศุสัตวและเคยดำรงตำแหนง

เปนผูอำนวยการกองเซรุมหรือสทช.ในปจจุบัน (พอ จินดาวณิค, สัมภาษณ) 

 

2. การจำแนกคุณลักษณะไวรัสโดยใชรูปรางลักษณะ (Morphological Characterization) 

จากการศึกษารูปรางไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกโดยใชตัวอยาง seed virus ที่เปน local strain 

สำหรับผลิตเปนวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกของกรมปศุสัตว โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิด 

TEM ขนาดกำลังขยาย 150,000 เทา พบไวรัสมีรูปรางคอนขางทรงกลมโดยมีปุมหนามยื่นออกมานอกอนุภาค โดย

อนุภาคไวรัสมีขนาดประมาณ 60-80 nm แตละอนุภาคมีขนาดใกลเคียงกัน และจากภาพถายแสดงใหเห็นรูปราง

ลักษณะ coronavirus โดยท่ีไมพบไวรัสชนิดอ่ืน (รูปท่ี 1, 2) 

     3. การวิเคราะหคุณลักษณะ IBV โดยการใชขอมูลชีวสารสนเทศ 
3.1 เปรียบเทียบความเหมือนของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของ S1 protein gene 

ใชโปรแกรม BLAST เปรียบเทียบ  % Identity ระหวาง IBV กรมปศุสัตวและวัคซีนหลอดลมอักเสบติดตอในไกท่ี
จำหนายในประเทศไทยรวมถึง IBV สายพันธุอื่น จากตารางที่ 1พบวาเชื้อ IBV กรมปศุสัตวมีเปอรเซ็นตความเหมือน
ของกรดอะมิโนเทียบกับเชื้อสายพันธุวัคซีน IBV H120 และ Ma 5 มากที่สุด 81.26% และมีความเหมือนของนิวคลโีอ
ไทด 81.47 % และ 81.58% ตามลำดับ อยางไรก็ตามถาเปรียบเทียบกับเชื้อ IBV สายพันธุอื่นจะพบวามีความเหมือน
ของกรดอะมิโนเหมือนกับ IBV LSD/051 มากท่ีสุด 85.69% และมีความเหมือนของนิวคลีโอไทด 87.76% 

3.2. แสดง Multiple sequence aliment 
จากการเปรียบเทียบความเหมือนกันระหวาง S1 ของเชื้อ IBV ซ่ึงจัดอยูใน avian coronavirus สปชีสเดียวกัน

แตตางสายพันธุกันจำนวน 10 สายพันธุ ประกอบดวยสายพันธุที่ใชเปนวัคซีนและสายพันธุอางอิงหรือสายพันธุอื่นเม่ือ
เทียบกับวัคซีนกรมปศุสัตว จะพบ% ความเหมือนของกรดอะมิโน (ตารางท่ี 1) และลักษณะอ่ืนๆท่ีสำคัญ (รูปท่ี 3)จากรูป 
พบวาดานปลาย amino terminal (N-terminal) ซึ่งเปนบริเวณที่มีความผันแปรของกรดอะมิโนหรือนิวคลีโอไทดสูง
มากพบกรดอะมิโน Methionine (M) ทำหนาท่ีเปน Translation initiation codon เม่ือนับลำดับกรดอะมิโนตำแหนง
ท่ี 24และ 25 พบวามีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในเชื้อ IBV กรมปศุสัตวและเชื้อ IBV (ลำดับ 4-6) สำหรับกรดอะมิ
โนดาน Carboxy terminal (C-terminal) ของเชื้อ IBV แตละชนิดจะมีการจัดเรียงตัวกรดอะมิโนคอนขางอนุรักษ 
(conserved region) โดยเฉพาะบริเวณเชื่อมตอระหวาง S1 และ S2 ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 5 ตัว (five basic 
amino acid) คือ arginine-arginine-basic amino acid-arginine-arginine บริเวณนี ้จะเปนตำแหนงท ี ่ เอนไซม 
serine proteases ของเซลลโฮสตจดจำและตัดพันธะเปปไตด (Spike glycoprotein cleavage recognition site) 
(Cavanagh et al., 1986)  

3.3 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
ในการศึกษาครั้งนี้ตองการจำแนกสายพันธุ IBV กรมปศุสัตวโดยการทำ phylogenetic strain classification 

โดยการนำ S1 gene ของเชื้อ IBV จำนวน 52 สายพันธุมาสราง tree โดยใชวิธี character base approach ไดแก 
Maximum likelihood (Jones et al, 1992) (รูปท่ี 4) และ distance-base approach ไดแก Neighbor-joining 
approach (Saitou and Nei, 1987) (รูปท่ี 5) พบวา Phylogenetic tree ท่ีสรางข้ึนสามารถจำแนกเชื้อ IBV ออกเปน 
6 genotype 32 lineages โดยใชเกณฑ rules of thumb ถานิวคลีโอไทดตางกัน 13% จัดอยูคนละ lineage ในกรณี
ตางกันมากกวา 30% จัดแยกเปนอีก genotype นอกจากนี้ lineage ยังถูกกำหนดจากการทำ monophyletic groups 
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จากเชื้อ IBV อยางนอยสามสายพันธุซ่ึงเกิดการระบาดอยางนอยสองครั้ง (Valastro et al., 2016) ในการวิเคราะห
ความสัมพันธทางพันธุกรรมจาก phylogenetic tree จำนวน 32 lineages นั้นพบลกัษณะสำคัญดังนี้ Genotype I 
ประกอบไปดวยสมาชิก IBV จำนวนมากท่ีสุดถึง 27 lineages สวน Genotype (II-VI) ท่ีเหลือมีสมาชิก อยางละ lineage 
สำหรับ IBV vaccine strains จัดจำแนกอยูท่ี Genotype I lineage ท่ี 1 (H120, Ma5) และ lineage ท่ี 13 (4/91)  

สำหรับ IBV กรมปศุสัตวจากแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (รูปท่ี 4และ 5) สามารถจำแนกอยูใน 
Genotype I ซ่ึงมีความใกลชิดทางพันธุกรรมกับเชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไก LSD/051 มากท่ีสุด (87.76 % 
nucleotide identity และ 85.69 % amino acid identity) สำหรับ IBV LSD/051 เปนไวรัสท่ีแยกไดในมณฑลซาน
ตง สาธารณรัฐประชาชนจีน ระหวางป 2005-2006 (Liu et al.,2008) โดยกอใหเกิดโรคทางเดินหายใจในไก
มากกวา37ฟารมซ่ึงตอมาในระยะเวลาสองปพบวาไวรัสนี้เกิดกระบวนการ recombination กลายเปนไวรัส
สายพันธุใหมคือ IBV LSD/07-4  

นอกจากนี้ IBV กรมปศุสัตวยังมีความสัมพันธทางพันธุกรรม (Genetic relationships) ใกลชิดรองลงมากับ IBV 
CA/1737/04 Genotype I lineage ท่ี 25 ซ่ึงเปนเชื้อท่ีแยกไดจากการระบาดในฟารมไกเนื้อท่ีมลรัฐแคลิฟอรเนียป 
2004 นอกจากนี้ใน lineage 25 จะประกอบดวยเชื้อ IBV ท่ีแยกไดจากมลรัฐเดลาแวรซ่ึงสมาชิกท่ีสำคัญคือ 
DMV/5642/06 

3.4 โครงสรางสามมิติของโปรตีน S1  
3.4.1 SWISS-MODEL server ซ่ึงเปน web-base service จะทำการคนหาโครงสรางสามมิติเพ่ือใชเปน 

template จาก The SWISS-MODEL Template Library ซ่ึงมีท่ีมาของโครงสรางโปรตีนจาก protein data bank 
(PDB) สำหรับทำ homology modeling พบวา PDB template ID: 6CV0 (Shang et al., 2018) ถูกเลือกใหเปน
แมแบบในการสรางโครงสรางสามมิติของ S1 IBV กรมปศุสัตว 

3.4.2 ทำการสรางแบบจำลองสามมิติ (รูปท่ี 6) 
จากรูป 5ก แสดง S1 ประกอบข้ึนดวย protein domain ตางๆมีลักษณะและหนาท่ีดังนี้  

1. บริเวณ N-terminal domain (NTD) มีลักษณะโครงสรางท่ีเรียกวา galectin fold โดยท่ีโครงสรางหลัก
ประกอบดวย 12β sandwich ซอนทับกันเกิด hydrophobic interactions เหนือถัดโครงสรางหลักข้ึนไปคือโครงสราง 
loop ซ่ึงมีลักษณะ partial ceiling ซ่ึงใน coronavirus แตละ genus จะมีลักษณะเฉพาะสามารถใชบงบอกถึง
วิวัฒนาการไวรัสกลุมนี้ สวนโครงสรางรองไดแก alpha helix และ beta sheet  

2. บริเวณ C-terminal domain ประกอบดวยโครงสราง 2 parallel และ 5 antiparallel beta sheet และ 
extended loop ทำหนาท่ีเปน receptor-binding motifs (RBM) กับเซลลโฮสต  

3. บริเวณ SD2 เปนบริเวณท่ีตอกับ S2 และเปนบริเวณท่ีถูก host cell protease Cleave เกิดการเหนี่ยวนำ
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลง Conformation ของโครงสรางกอนเกิดการ fusion ของ S2 subunit  

จากการศึกษาโครงสราง S1 protein ของเชื้อ IBV โดยวิธี Cryo-TEM สายพันธุ M41 ซ่ึงถูกเลือกใหเปนแมแบบ
ในการสรางโครงสรางโปรตีนสามมิตินี้ ไดทำการเปรียบเทียบตำแหนงของกรดอะมิโนท่ีสำคัญ 4 ตำแหนง(ตารางท่ี 3) 
พบวาวัคซีนกรมปศุสัตวมีความคลายของกรดอะมิโน (Similarity) ตำแหนงท่ี 43 กับ IBV M41 strain และมีความ
เหมือนของกรดอะมิโน (Identity) ตำแหนงท่ี 63 และ 69 กับวัคซีน H120  

3.4.3 ประเมินคุณภาพแบบจำลองโครงสรางโปรตีนสามมิติท่ีสรางข้ึน (รูปท่ี 7) 
ทำการประเมินความถูกตองของแบบจำลองท่ีสรางข้ึนดวยคา QMEAN Z scores ประกอบไปดวย 

3.4.3.1.1 QMENDisCo global หรือ QMEAN distance constraints Global เปนการประเมิน 
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คุณภาพแบบจำลองโดยรวมโดยประเมินเปนคาตัวเลขระหวาง 0 และ 1 ถาไดเกิน 0.5 ถือวาดีโดยเฉพาะแบบจำลองท่ีมี
การเปรียบเทียบความเหมือนกันระหวาง template และ target ครอบคลุมไดเพียง 50 % ภาพรวม QMEANDisCo ซ่ึง
แบบจำลองท่ีสรางข้ึนมีคา 0.78+/-0.05 (รูป 7ก)  

3.4.3.1.2 QMEANSDisCo Local หรอื QMEAN distance constraints Local เปนการประเมิน
คุณภาพแบบจำลองโดย plot กรดอะมิโนในแบบจำลองแตละตัวเทียบความคลายกับโครงสราง native structure ของ 
template ประเมินเปนคาคะแนนออกมา คาคะแนนท่ีไดจากกรดอะมิโนแตละตัว คา >0.6 ถือวาดี (รปู 7ข) 

3.4.3.1.3 QMEAN Z-score (รูป 7ก และ 7ง) 

ประกอบดวย QMEAN (รูป 7ก) เปนคาคะแนนรวม (composite score) ควรจะมีคา >-4 ซ่ึงประกอบดวยคา 
- Cβ เปนคาท่ีประเมินคู carbon atom ตำแหนง beta ในกรดอะมิโนท่ีเกิดแรงปฏิสัมพันธในขณะ folding พบวา
แบบจำลองท่ีสรางข้ึนมีคา -2.34 
- All atom เปนคา pairwise interaction ของอะตอมอ่ืนเชน ไนโตรเจน ออกซิเจน ไฮโดรเจน และคารบอนท่ีไมใช Cβ 
พบวาแบบจำลองท่ีสรางข้ึนมีคา -3.39 
- Solvation คาท่ีบงถึงความสามารถในการเขาถึงตัวทำละลายในท่ีนี้หมายถึงกรดอะมิโนท่ี expose หรือ buried ท่ี
จัดเรียงตัวกันในโครงสรางสามมิติ พบวาแบบจำลองสรางข้ึนมีคา -4.19 

- Torsion หรือ dihedral angle เปนคาท่ีวัดมุม psi และ phi ท่ีเกิดจากการนำเอากรดอะมิโน 3ตัวท่ีเรียงตอกันใน
โครงสรางสามมิติซ่ึงตองมีพิกัดท่ีเหมาะสมถูกตอง พบวาแบบจำลองมีคา -2.86 
-Ramachandran plot (รูป 7ค) ใชตรวจสอบความถูกตองของพิกัดกรดอะมิโนของ IBV กรมปศุสัตวแตละจุดคือกรดอะ
มิโนหนึ่งตัวซ่ึงถูกจัดเรียงแตละ Quadrant ตามมุม Psi และ Phi บงบอกถึงโครงสราง alpha helix, Beta sheet พบวาแบบจำลอง
มีตำแหนงพิกัดและโครงสรางของกรดอะมิโนถูกตอง 88.54%  
-QMAEN4 score (รูป 7ง) เปนคาท่ีบอกถึงความเบี่ยงเบนจากคามาตรฐานของแบบจำลองวามากนอยเพียงใดเม่ือเทียบ
กับโครงสรางโปรตีนท้ังหมดซ่ึงอยูในฐานขอมูล protein data bank จำนวน 9,766 ชนิดท่ีทราบโครงสรางแทจริงโดย
แกน X แสดงความยาวของกรดอะมิโนท่ีสรางข้ึนในแบบจำลองโปรตีนสามมิติ แกน Y แทนคาคะแนน QMEAN แตละ
จุดเปนตัวแทนของหนึ่งโปรตีนท่ีทราบโครงสรางท่ีถูกตองไดจากการทดลองแสดงคาเบี่ยงเบนมาตรฐานดวยจุดสีดำ เทา 
เทาจาง เรียงลำดับเบี่ยงเบนจากนอยไปมาก เครื่องหมายดาวสีแดงคือคาเบี่ยงเบนจากคาเฉลี่ย (Mean) ของแบบจำลอง
ท่ีสรางข้ึน พบวาแบบจำลองมีคา 1< Z-score <2 

 
4. ระบบการตั้งชื่อสายพันธุเชื้อ IBV 

ณ ปจจุบันยังไมมีขอตกลงท่ีเปนท่ียอมรับเปนทางการในระบบการตั้งชื่อสายพันธุ IBV (Jackwood and De Wit, 2020) อยางไร

ก็ตามนักวิชาการสวนใหญยอมรับและตั้งชื่อสายพันธุ IBV ตามขอเสนอของศาสตราจารย Dave Cavanagh สหราช

อาณาจักร ในป 2001 (Cavanagh, 2001) ซ่ึงการตั้งชื่อตามขอกำหนดดังนี้ 

IBV/ชนิดสัตวปกท่ีพบ/ประเทศกำเนิด/การจำแนกตามขอมูลทางพันธุกรรมหรือทางซีรัมวิทยา/กำหนดชื่อสายพันธุ/ปท่ี

ทำการแยก ตัวอยางเชน IBV/CH/US/GI-9, Ark/ArkDPI/81 อยางไรก็ตามไวรัสท่ีพบในไกจะไมนิยมระบุคำเรียก ดังนั้น

ชื่อเรียกจึงเปน US GI-9 หรือ US ArkDPI/81 

ดังนั้นการตั้งชื่อ IBV กรมปศุสัตวตามขอตกลงควรจะเปน IBV/CH/TH/GI-25, DLD/S/54 หรือยอเหลือ TH/GI-25, DLD/S/54 
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วิจารณ 
 

 
 

การทราบประวัติท่ีมาและการจำแนกคุณลักษณะตลอดจนการทราบชื่อสายพันธุไวรัสมีความจำเปนและสำคัญ
เปนอยางยิ่งโดยเฉพาะไวรัสท่ีใชเปนสายพันธุในการผลิตวัคซีน เปนท่ีนาภูมิใจและควรยกยองในความรูความสามารถ
ของนักวิชาการไทยในรุนบุกเบิกท่ีวิจัยและทำ attenuation ลดความรุนแรงในการกอโรคเชื้อ IBV จนสามารถใชเปนตน
ตอไวรัสสำหรับผลิตวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไก (seed vaccine) ชวยลดการสูญเสียและประหยัด
เงินตราในการนำเขาวัคซีนจากตางประเทศไมนอยกวาพันลานบาทตอป นับจากวันท่ี 21 พฤษภาคม 2500 ท่ีมีพระราช
กฤษฎีการจัดระเบียบบริหารกรมปศุสัตวมีการจัดตั้งแผนกไวรัสวัคซีนโดยมี นายประกอบ จินตกานนท เปนหัวหนา
แผนก นับไดวาเปนจุดเริ่มตนการผลิตวัคซีน IBV ในระดับอุตสาหกรรมข้ึนใชในประเทศ นับเวลานานกวา 60 ปท่ีมีการ
ใชสายพันธุไวรัสทองถ่ินผลิตวัคซีนซ่ึงเกาและยาวนาน แตอยางไรก็ตามเปนความเกาท่ียังทรงคุณคามีวัคซีนท่ีมีคุณภาพ 
มีความปลอดภัยและประสิทธิภาพในการปองกันโรค (คณิตาและนพคุณ, 2563) จากการศึกษาคุณลักษณะตางๆของเชื้อ 
โดยการศึกษารูปลักษณะและขนาดไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนท่ีมีกำลังขยายภาพขนาดสูงทำใหทราบวา 
seed IBV กรมปศุสัตวมีขนาด 60-80 nmโดยมีรูปรางทรงกลมอยูในกลุม Envelope virus ซ่ึงมีปุมหนาม S protein 
ยื่นออกมานอกอนุภาคทำใหระบุไดวาเปน coronavirus และจากการท่ีปรากฏลักษณะรูปรางคอนขางกลมและขนาด
สม่ำเสมอทำใหทราบไดวาการแยกเชื้อและการพัฒนา seed ในชวงเริ่มตนนั้นสามารถแยกและเตรียมเชื้อไดบริสุทธิ์ 
(seed purity)  

จากขอมูลและความรูชีวสารสนเทศซ่ึงเปนวิทยาศาสตรท่ีใชเทคโนโลยีสารสนเทศและวิทยาศาสตร
คอมพิวเตอรมาบูรณาการเขากับชีววิทยาโมเลกุล ถูกนำมาใชคนควาขอมูลใน GenBank โดยการทำ BLAST search พบวา
เชื้อ IBV กรมปศุสัตวมีเปอรเซ็นตความเหมือนของกรดอะมิโนเทียบกับเชื้อ IBV H120 และ Ma 5 มากท่ีสุด 81.26% ซ่ึง
คาความเหมือนของกรดอะมิโนใน S1 โปรตีนนี้สามารถใชทำนาย Cross-protection เชื้อ IBV ในแตละ Genotype 
หรือ Serotype ได (Ladman et al., 2006) โดยท่ีระดับความเหมือนของกรดอะมิโน 80-89 % จะมีความสัมพันธกับ
การ Neutralizing virus ไดมากกวา 41.7 % (Shimazaki et al., 2009) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาโดย คณิตาและนพคุณ (2563) ท่ี
พบวาวัคซีน IBV กรมปศุสัตวมีประสิทธิภาพในการปองกันโรคไมแตกตางจากวัคซีน IBV สเตรน H120 

ในการทำ Multiple sequence aliment พบวา IBV กรมปศุสัตวมีการขาดหายไปของกรดอะมิโนตำแหนง
เดียวกับ IBV สายพันธุ LSD/051 และสายพันธุ DMV/5642/06, CA1737 จากเชื้อท่ีระบาดทางทวีปอเมริกาท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากประเทศไทยไดมีการนำไก Rhode island red มาทดลองเลี้ยงในประเทศตั้งแตปพ.ศ.2492 และไดมีการ
นำเขาพันธุไกเนื้อมาผลิตเปนการคาในประเทศอยางจริงจังในปพ.ศ. 2510 (วัชรพงษ, 2561) เม่ือพิจารณาตำแหนง 
Spike protein cleavage recognition site ของ IBV กรมปศุสัตวคือ RRSRR จะเหมือนเชื้อ IBV ทางทวีปอเมริกา ซ่ึง
รูปแบบชนิดของกรดอะมิโนบริเวณตำแหนง Cleavage site นี้จะอนุรักษและบงบอกถึงความเกาแกของสายพันธุและมี 
correlation กับ geographic regions (Jackwood et al., 2001) 

จากการแทนท่ีของลำดับนิวคลิโอไทดหรือกรดอะมิโน (nucleotide or amino acid substitutions) ในแตละ
ยีนหรือในจีโนมมีคาคอนขางท่ีจะคงท่ีนำไปสูการนำเอาขอมูลท่ีไดมาคำนวณหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 
(Phylogenetic relationships) ในระดับตางๆไดแก ระดับสิ่งมีชีวิตตางชนิด (คน ชะนี อุรังอุตัง ไพรเมท) หรือในระดับ
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อนุกรมวิธาน (genus, species) ไปจนถึงระดับต่ำกวา species (strain classification) โดยท่ัวไปเมื่อ
เปรียบเทียบขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดหรือกรดอะมิโนกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาแลวพบวาขอมูล
ของสารมหโมเลกุล (Macro molecule) ใหรายละเอียดท่ีมีแบบแผนชัดเจนในดานความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต
เทียบเคียงไดกับขอมูลท่ีมาจากสัณฐานวิทยา (ศราวุธ, 2544) เม่ือพิจารณาแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการและทำ 
Phylogenetic analysis ของ S1 gene พบวาใหขอมูลท่ีสำคัญในดานระบาดวิทยาโดยท่ีการระบาดของไวรัส IBV นั้นมี
ความเก่ียวของใกลชิดกับ IBV vaccine strain ซ่ึงสาเหตุเกิดการ breakthrough vaccine ยังตองสอบสวนหาสาเหตุ
แทจริงตอไป อยางไรก็ตามเม่ือเกิดการระบาดของโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไก สิ่งท่ีปฏิบัติกันคือการใชวัคซีนชนิด
เชื้อเปนออนกำลังควบคุมการระบาด สิ่งท่ีปรากฏตามมาคือโรคสงบลงชั่วคราว ในเวลาตอมาไมนานก็จะพบการระบาด
รอบใหมซ่ึงพบวาเชื้อท่ีระบาดใหมมีความสัมพันธกับสายพันธุวัคซีนท่ีใชลาสุด สถานการณดังกลาวสอดคลองกับการ
แยกไวรัสท่ีไดจาการระบาดในพ้ืนท่ีประเทศไทยพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับการใชวัคซีน (IBV Prachinburi, THA241251/Mass, 
Petchabun) ในกรณี QX IBV ซ่ึงพบกระจายอยูท่ัวทุกทวีป ซ่ึงปจจุบันนี้ประเทศไทยพบการระบาดในฝูงไกสายพันธุ QX 
เปนสวนใหญ (Dominant strain) (Saraburi Isolated, THA80151 Group II) (Munyahongse et al., 2020) (รูปท่ี 4, 5) 

ในสวนของการชี้ชัดถึงแหลงตนกำเนิดและวิวัฒนาการเชื้อ IBV วัคซีนกรมปศุสัตวใหถูกตองแนชัดควรจะไดมี
การหาและวิเคราะหลำดับสารพันธุกรรมจากยีนอ่ืนเชน N หรือ RNA polymerase gene หรืออาจวิเคราะหทุกยีน 
(Whole genome sequencing) จากการท่ี IBV กรมปศุสัตวมี genetic relationships กับเชื้อ IBV genotype I 
lineage 25 จำเปนตองทดสอบ serum neutralization หรือ challenge test เพ่ือยืนยันวาวัคซีนมีประสิทธิภาพใน
การคุมโรคตอเชื้อกลุมนี้ ในการสราง phylogenic tree ครั้งนี้ใช maximum likelihood ซ่ึงเปน robust method 
รวมกับวิธี Neighbor-joining โดยมีคา bootstrap เปนตัวประเมินความเชื่อม่ัน phylogenetic tree โดยถือวามีนัยยะท่ีคา 
70 % (Hills and Bull, 1993) พบวา IBV กรมปศุสัตวมีคา bootstrap value สูงถึง 98-100 % ซ่ึงสนับสนุนรูปแบบ
ความสัมพันธทางพันธุกรรมหรือความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีสรางข้ึน 

การทราบโครงสรางสามมิติทำใหทราบรายละเอียดหนาที่การทำงานโปรตีนอยางถูกตองชัดเจน ปจจุบันมี
รายงานการศึกษาโครงสรางสามมิติ S1 IBV เพียงโครงสรางเดียว (Shang et al., 2018) งานวิจัยนี้จึงสรางและทำนาย
โครงสรางสามมิติโปรตีน S1 IBV กรมปศุสัตว ซ่ึงการทำนายโครงสรางสามมิติ (Prediction of 3D structure) สามารถ
กระทำไดสามวิธีไดแกการทำนายโครงสรางจากคุณสมบัติทางเคมี-ฟสิกสโดยตรงไมตองอาศัยโครงสรางโปรตีนที่มี
ลักษณะคลายกันในฐานขอมูลตางๆ ท่ีเรียกวา ab initio methods ซ่ึงมีขอจำกัดคือใชเวลามาก และพบความผิดพลาด
เกิดข้ึนบอย วิธีท่ีสองจะทำนายโครงสรางจากการมวนพับท่ีเรียกวา threading methods วิธีนี้ใชทำนายโครงสราง
โปรตีนในกรณีท่ีมีหลายโครงสรางแมแบบท่ีคลายคลึงกับโครงสรางท่ีตองการสราง วิธีนี้มีขอจำกัดคือตองทราบ folding 
topology และในกรณีเกิดชองวาง (Gaps) ในระหวางการ alignment จะทำใหเกิดความยุงยากในการทำนาย 
วิธีสุดทาย homology modeling ซึ่งวิธีดังกลาวนี้เปนวิธีที่ใชกันมากที่สุดในปจจุบันเนื่องจากผลการทำนายมีความ
ถูกตองสูง (Xu et al., 2000; Studer et al., 2021) 
ในการประเมินคุณภาพโครงสรางสามมิติของ Spike protein S1ของ IBV กรมปศุสัตวท่ีสรางข้ึนดวยวิธี homology 
modeling โดยภาพรวมถือวามีความถูกตอง (accuracy) ดีมีคาคะแนน QMEANDisCo Global 0.78+/-0.05 มีคา 1< Z 
score <2 อยางไรก็ตามพบวามีคา QMEAN -4.78 ซ่ึงนอยกวา -4.0 ท้ังนี้เนื่องจากธรรมชาติของ Spike protein เปน 
membrane protein ซ่ึงมีคุณลักษณะทางเคมี-ฟสิกสท่ีแตกตางจาก Soluble protein เชน ไลโซไซมทำใหการทำนาย
โครงสรางไดคะแนนต่ำหรืออีกนัยหนึ่งคือมีความถูกตองนอยมีความเบี่ยงเบนมากกวาคามาตรฐาน (Benkert et al., 
2011) จากโครงสรางสามมิติในภาพ 6ข พบวาวัคซีนกรมปศุสัตวมีความคลายของกรดอะมิโน (Similarity) ตำแหนงท่ี 
43 กับ IBV M41 strain และมีความเหมือนของกรดอะมิโน (Identity) ตำแหนงท่ี 63 และ 69 กับวัคซีน H120 ซ่ึงความ
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เหมือนและคลายนี้มีสวนเก่ียวของกับการลดความรุนแรงจาก wild type strain ลงเปน attenuated strain จาก
การศึกษาโดย (Promkuntod et al., 2014) พบวา S1-NTD บริเวณกรดอะมิโนท่ี 19-69 ทำหนาท่ีจับกับเนื้อเยื่อ
ทางเดินระบบหายใจไกโดยอาศัย alpha 2,3 sialic acid เปนตัวรับโดยมีกรดอะมิโน 4 ตำแหนงท่ีสำคัญ (38, 43, 63
และ 69) ใชสำหรับการยึดเกาะ(ตารางท่ี 3) ซ่ึงในตารางแสดงเฉพาะสายพันธุ M41 และ H120 เทียบกับ IBV กรมปศุ
สัตวเนื่องจากเปนเชื้อ serotype เดียวกันท่ีกอใหเกิดรอยโรคระบบทางเดินหายใจ 

นอกจากนี้ผลการศึกษารายละเอียดของยีน S1 หรือ โครงสรางสามมิติ S1 protein ซึ่งทำหนาที่กระตุนการ
สรางภูมิคุมกัน สามารถนำไปพัฒนาตอยอดในการสรางเวกเตอรวัคซีนหรือวัคซีนรูปแบบอื่นเชน mRNA vaccine เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพวัคซีนในการปองกันโรค  

ในการตั้งชื่อ IBV ซ่ึงจัดอยูในกลุม gamma coronavirus ยังไมมีหนวยงานสากลรับเปนผูกำหนดหลักเกณฑใน
การตั้งชื่อ หนวยงาน International committee on Taxonomy of Virus ทำการตั้งชื่อไวรัสในระดับ species ข้ึน
ไป (ICTV code, 2018) ในกรณีการตั ้งชื ่อ SARS-CoV-2 ซึ ่งเปน beta coronavirus WHO เปนผู กำหนดในการ
เรียกชื่อแตในกรณีของ variant ระบบการตั้งชื่อสายพันธุ (genetic lineages) จะใช 3 ระบบคือ GISAID, Nexstrian, 
Pango (Konings et al., 2021) เชน สายพันธุ Delta ซึ่งจัดเปน variant of concern ระบบการตั้งชื่อของ GISAID 
คือ G/452R.V3 ระบบ Nexstrian คือ 21A/S:478K ระบบ Pango คือ B.1.617.2  

ดังนั้นจากเดิมการเรียกชื่อสายพันธุวัคซีนปองกันโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกกรมปศุสัตวซ่ึงเปนสายพันธุ

ทองถ่ินวา DLD หรือ S strain (ศักดิ์ชัยและคณะ, 2528) เพ่ือความเขาใจและยอมรับในระบบการตั้งชื่อสากลควรใชชื่อ 

IBV DLD strain (TH/GI-25, DLD/S/54) ควบคูกันไป 

 
 

      สรุป 
 
 

การศึกษาครั้งนี้ไดทำการสืบคนประวัติตนตอไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกท่ีใชผลิตวัคซีนกรมปศุสัตวพบวา
เปนเชื้อไวรัสายพันธุทองถิ่นและไดทำการจำแนกตรวจสอบคุณลักษณะตางๆโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบ
รูปทรงกลมขนาด 60-80 nm จากขอมูลชีวสารสนเทศจัดจำแนกอยูใน genotype I lineage 25 ซ่ึงมีความใกลชิดทาง
พันธุกรรมกับไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกสายพันธุ LSD/051 และจากโครงสรางโปรตีน S1 มีความคลายกับไวรัส 
สายพันธุ H120 และ M41 ไดเสนอใหใชชื่อสายพันธุไวรัสชนิดนี้เปน IBV DLD strain (TH/GI-25, DLD/S/54) เพ่ือ
ความเปนสากล 
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ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบ % ความเหมือนของกรดอะมิโนและนิวคลีโอไทดระหวาง IBV กรมปศุสัตวกับ IBV สายพันธุอ่ืน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สายพันธุวัคซีน (vaccine strain) % กรดอะมิโน (545 aa) % นิวคลีโอไทด (1,635 nt) 

IBV DLD: Mass41 80.47 81.65 

IBV DLD: H120 81.26 81.47 

IBV DLD: Ma5 81.26 81.58 

IBV DLD: 4/91 74.77 77.9 

IBV DLD: QX 80.37 81.78 

สายพันธุอ่ืน (other strain)   

IBV DLD: LSD/051 85.69 87.76 

IBV DLD: LSD/07-4 84.94 86.67 

IBV DLD: CA/1737/04 80.89 83.12 

IBV DLD: DMV5642/06 80.34 83.28 

IBV DLD: THA90151Group1 79.59 81.12 

IBVDLD: IBV Chonburi 78.72 81.18 

สกุลอ่ืน (other genus)   

IBV DLD: SARS-CoV-2 28.81 24.47 
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ตารางท่ี 2 เชื้อไวรัสหลอดลมอักเสบติดตอในไกสายพันธุอางอิงจำแนกเปน 6 genotype และ 32 lineages (Valastro et al., 2016) 

เชื้ออางอิงในตารางจัดจำแนกเปน genotype และ lineage ตางๆตามขอมูลลำดับนิวคลีโอไทด complete S1 gene 
ซ่ึงมีรายละเอียดอยูใน GenBank acc. Number 

Lineage 

 
Reference strains 

  

      Strain name Country of origin 
GenBank acc. 

Number 
 

GI-1 Beaudette USA M95169 
GI-2 Holte USA GU393336 
GI-3 Gray USA L14069 
GI-4 Holte USA L18988 
GI-5 N1/62 Australia U29522 
GI-6 VicS Australia U29519 
GI-7 TP/64 Taiwan AY606320 
GI-8 L165 USA JQ964061 
GI-9 ARK99 USA M99482 
GI-10 B New Zealand AF151954 
GI-11 UFMG/G Brazil JX182775 
GI-12 D3896 The Netherlands X52084 
GI-13 Moroccan-G/83 Morocco EU914938 
GI-14 B1648 Belgium X87238 
GI-15 B4 Korea FJ807932 
GI-16 IZO 28/86 Italy KJ941019 
GI-17 CA/Machado/88 USA AF419315 
GI-18 JP8127 Japan AY296744 
GI-19 58HeN-93II China KC577395 
GI-20 Qu_mv Canada AF349621 
GI-21 Spain/97/314 Spain DQ064806 
GI-22 40GDGZ-97I China KC577382 
GI-23 Variant2 Israel AF093796 
GI-24 V13 India KF757447 
GI-25 CA/1737/04 USA EU925393 
GI-26 NGA/B401/2006 Nigeria FN182243 
GI-27 GA08 USA GU301925 
GII-1 D1466 The Netherlands M21971 
GIII-1 N1/88 Australia U29450 
GIV-1 DE/072/92 USA U77298 
GV-1 N4/02 Australia DQ059618 
GVI-1 TC07-2 China GQ265948 
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G = genotype  -(ตัวเลข) = lineage : GI-1 หมายถึง genotype ท่ี1 lineage ท่ี1 
ตารางท่ี 3 แสดงตำแหนงและชนิดกรดอะมิโนท่ีจำเปน (Critical amino acid) ในการจับกับเนื้อเยื่อทางเดินหายใจไก 

N=Asparagine  D=Aspartic acid  H=Histidine  R=Arginine  P=Proline  S=Serine  T=Threonine 
I=Isoleucine 
 

สายพันธุ/ตำแหนง/ชนิด
กรดอะมิโน 

aa38 
 

        aa43 
 

aa63 
 

aa69 
 

M41 N H P T 
H120 D H S I 
DLD N R S I 

 
 

 
ก.                                  ข.    ค. 
 
รูปท่ี 1 ภาพถายดวยกลอง TEM แสดงอนุภาค Coronavirus ขนาดกำลังขยาย 150,000 เทา 
  ก. Seed IBV กรมปศุสัตวรูปรางทรงกลมไวรัสแตละอนุภาคมีขนาดใกลเคียงกัน 
  ข. Coronavirus แสดงลักษณะรูปราง pleomorphic appearance 
  ค. Seed IBV กรมปศุสัตว แสดงใหเห็นปุมหนามยื่นออกมาภายนอก lipid bilayer membrane  
 

   
รูปท่ี 2 แบบจำลองอธิบายโครงสรางภายนอก Coronavirus แสดงปุมหนามท่ียื่น S protein  
         พ้ืนท่ีทรงกลมเทาคือ lipid bilayer membrane (ท่ีมา: Alissa Eckert and Dan Higgins, 2020) 
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                         N-terminal                                                     +       +                                   +         + 

 
                      C-terminal                                                                                                           RRXRR  S2 

 

รูปท่ี 3 แสดงลำดับกรดอะมิโน S protein ของวัคซีนหลอดลมอักเสบสายพันธุตางๆ (1-10) ทางดาน N-terminal จะ
เปนบริเวณท่ีมีความแปรผันของกรดอะมิโนสูงมาก (เครื่องหมาย+) C-terminal จะเปนบริเวณท่ีกรดอะมิโนท่ีอนุรักษไม
เปลี่ยนแปลงโดยเฉพาะบริเวณ Cleavage site (RRXRR: X= F, S) S2 คือบริเวณตั้งตนของ S protein subunit 2 

ตัวอักษรในแถบสีคือตัวยอของกรดอะมิโนเชน R = arginine, F =Phenylalanine, S=Serine  - คือกรดอะมิโนที่ขาด
หายไปเนื่องจากกระบวนการ gene deletion  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
19 

 

 
 
รูปท่ี 4 ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ complete S1 gene ระหวางไวรัสวัคซีนโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกของ
กรมปศุสัตวและ IBV reference strains, 7 Thai IBVs isolated. สรางโดยโปรแกรม MEGA v.6.0 โดยใช 
the maximum likelihood method; GTR+G+I model, 1,000 bootstrap replicates โดยแสดงผลคาbootstrap ดวย
ตัวเลขตั้งแต 70  
         วัคซีนกรมปศุสัตว (EU589323.1 DLD) 
  IBV 3 Thai isolated: GQ503616.1 IBV THA80151 Group 2,  GQ503617 IBV THA 90151 Group 1 และ GQ885131.1 IBV isolate 
THA 241251/Mass 

IBV 4 Thai isolated: IBV Petchabun,  IBV Saraburi - GI Line 19,  IBV Chonburi GI – 1 และ IBV Prachinburi 
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รูปท่ี 5 ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ complete S1 gene ระหวางไวรัสวัคซีนโรคหลอดลมอักเสบติดตอในไกของ
กรมปศุสัตวและ IBV reference strains, 7 Thai IBVs isolated. สรางโดยโปรแกรม MEGA v.6.0 โดยใช Neighbor-
joining method; p-distance model, 1,000 bootstrap replicates โดยแสดงผลคาbootstrap ดวยตัวเลขตั้งแต 70  
     วัคซีนกรมปศุสัตว (EU589323.1 DLD)   
     IBV 3 Thai isolated: GQ503617 IBV THA 90151 Group 1, GQ503616.1 IBV THA80151 Group 2 และ  GQ885131.1 IBV isolate 
THA 241251/Mass  
       IBV 4 Thai isolated:  IBV Saraburi - GI Line 19,  IBV Chonburi GI – 1,  IBV Prachinburi และ  IBV Petchabun 
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                     ก.        N-terminal domain                               C-terminal domain 

   
                                   SD2 connect to Spike 2             SD1 

 
 
 
                    ข         N-terminal domain                       C-terminal domain 
 

 
รูปท่ี 6 แสดงโครงสราง S1protein IBV วัคซีนกรมปศุสัตวสรางโดยวิธี homology modeling 

ก. แสดง 3-D structure monomeric S1protein ประกอบดวย N-terminal และ C-terminal และ

subdomain SD1,SD2  * partial ceiling 

ข. แสดง critical amino acid residues ตำแหนงท่ี 38, 43, 63 และ 69 (แดง มวง เขียว น้ำเงิน) ทำหนาท่ีสำคัญ

ในการจับกับเนื้อเยื่อทางเดินหายใจไก 

 
 

* 
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    ก. คะแนนโดยรวมจากการประเมินแบบจำลอง 
 

 
 

 
 
 

 
     

ข. คา QMEANSDisCo Local 

 
 ค. Ramachandran plot (Ramachandran et al., 1963)     ง.  QMEAN4 Score 

 
 

รูปท่ี 7 ประเมินโครงสรางสามมิติของโปรตีน S1 เชื้อ IBV กรมปศุสัตว 
ก. ภาพรวม QMEANDisCo Global มีคา 0.78+/-0.05 

ข. เสนกราฟจำนวนกรดอะมิโนท่ีประกอบเปนโปรตีน S1 คาคะแนนท่ีไดของกรดอะมิโนแตละตัวควร >0.6 

ค. Ramachandran plot จุดสีมวงคือกรดอะมิโนของ IBV กรมปศุสัตวแตละจุดคือกรดอะมิโนหนึ่งตัวซ่ึงถูก

จัดเรียงลงตามแตละ Quadrant ตามมุม Psi และ Phi บงบอกถึงโครงสราง alpha helix, Beta sheet  

ง. QMAEN4 Score      คือตำแหนงของแบบจำลองท่ีสรางข้ึนมามีคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน1< Z-score <2  

เทียบกับจุดตางๆคือโปรตีนท้ังหมดในฐานขอมูล 
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Characterization of Department of Livestock Development infectious bronchitis vaccine  
 
 

Noppakun  Moolsin1                          Kanita  Bhasathiti1     
 

 

Abstract 
 

 
This study aims to explore and characterize the seed virus history, which has been 

used for an infectious bronchitis vaccine produced by the Department of Livestock 
Development so far. The shape and size of the virus were visualized by transmission electron 
microscopy, and bioinformatics data was analyzed. The three-dimensional structure of spike1 
protein was predicted by homology modeling. Lastly, a uniform, informative system was 
proposed for naming the infectious bronchitis vaccine strain. The result showed that the 
Infectious bronchitis virus particle was spherical with 60-80 nanometers in size, and BLAST 
search revealed 87.76 % nucleotide identity and 85.69 % amino acid identity to LSD/501 virus 
with RRSRR cleavage recognition site. Phylogenetic tree constructed by neighbor-joining and 
maximum likelihood methods disclosed genetically closed relation to infectious bronchitis 
virus which belonged to Genotype I lineage 25; however, whole-genome sequencings should 
be further studied. The 3-D spike1 protein homology modeling showed that the N-terminal 
domain contained four critical amino acid residues required to bind tracheal tissue, similar to 
infectious bronchitis H120 vaccine and M41 strain.  

In summary, seed characterization and bioinformatics data analysis revealed that the 
infectious bronchitis vaccine produced by the Department of Livestock Development is a local 
strain, sizing 60-80 nanometers, classified to genotype I lineage 25, genetic close to LSD/501, 
S1 protein structure like IBV H120 and M41. Finally, it should be named IBV DLD strain (TH/GI-
25, DLD/S/54)  
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