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A B S T R A C T  

  
        The study was conducted to compare analytical sensitivity of three diagnostic 

methods and between two types of sample and to determine the minimum detectable 

of virus concentration of the assay for avian influenza virus isolation and 

identification. Cloacal swab and lung organ samples from specific pathogen free 

chickens were divided into three groups. The various concentrations of avian 

influenza virus were added to the suspension of samples. First analyzed by 

chorioallantoic sac inoculation of embryonated chicken eggs and alternatively, by 

haemagglutination (HA) and antigenic analysis (subtyping) by haemagglutination 

inhibition (HAI) using selected reference antisera Newcastle disease virus, then 

identification by using direct vet smart. Second method of analysis was done by 

inoculation on Madin Darby Canine Kidney (MDCK) cells and alternatively, by 

haemagglutination (HA) and antigenic analysis (subtyping) by haemagglutination 
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inhibition (HAI) using selected reference antisera Newcastle disease virus, then 

identification by using direct vet smart. Last method of identification use reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction. The assay developed from this study 

indicates that all three methods are specific for the H5N1 influenza virus.  

 

        The virus isolation and identification by using embryonated chicken eggs and 

MDCK cells yield similar minimum detectable virus concentration. Virus isolation 

and identification by using RT-PCR had yield highest detectable virus concentration 

when compared with other diagnostic methods. Cloacal swabs and lung organs 

analysis result were not significantly different (p<0.05). This assay would be highly 

useful as a diagnostic tool to help identify of H5 Avian Influenza A virus isolate from 

poultry specimens. and control influenza epidemics. 
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            การตรวจทางหองปฏิบัติการทําโดย  การแยกเช้ือโดยการฉีดไขไกฟก   หรือการใช เนื้อเยือ่ 
เซลลเพาะเล้ียง   หรือการตรวจพนัธุกรรม ชนิด  H5N1 โดยวิธี  รีเวอรส - ทรานคริบเตส รวมกับปฏิ 
กิริยา ลูกโซโพลิเมอเรส   (RT-PCR)  และหาชนดิเช้ือโดยวิธีการ  Haemagglutination (HA)  และ 
วิธี  Haemagglutination  Inhibitiion  (HI) รวมกับการตกตะกอนในวุน   (Agar  gel  immuno 
diffusion ) จากการทดลองในการศึกษา  เพื่อทําการประเมินเปรียบเทียบผลการแยก  และจําแนกเชือ้
ไวรัสไขหวัดนก  โดยวิธี รีเวอรส-ทรานคริบเตส รวมกับปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสไขไกฟก และ
เซลลเพาะเล้ียง  โดยเซลลท่ีนํามาใชเปนเซลลเพาะเล้ียง  ชนิด   Mardin Darby Canine Kidney cells  
 (MDCK cells)  แบงกลุมตัวอยางท่ีใชในการทดลอง 2 กลุม จากการสวอปทวารไก (cloacal swab) 
และปอด  จากไกท่ีปลอดจากโรค   และใสปริมาณไวรัสไขหวัดนก  แตละความเขมขนในกลุม
ตัวอยางโดยกลุมแรก ทําการฉีดตัวอยาง ผานผนังของไขฟก (chorioallantoic sa)และทําการตรวจหา 
ไวรัส โดยวิธีการตกตะกอน ดวยเม็ดเลือดแดง  แลวทําการแยก ชนิดของเช้ือดวย วธีิการยับยั้งการ
ตกตะกอนโดย การทดสอบ ดวยเอนติบอดีข้องโรค   Newcastle    หลังจากนั้นทําการตรวจแยกกลุม 
ของโรค โดยวิธีการตรวจแอนติเจนโดยตรง   (direct vet smart®)  กลุมการทดลองท่ีสอง ทําการ
ตรวจ โดยใสกลุมตัวอยาง ลงในเซลลเพาะเล้ียง ชนิด Mardin Darby  Canine  Kidney cells  และทํา
การตรวจหาไวรัส  โดยวิธีการตกตะกอนดวยเม็ดเลือดแดง   แลวทําการแยกชนิดของเชื้อดวยวิธีการ 
ยับยั้งการตกตะกอนโดยการทดสอบดวย แอนติบอดี้ของโรค  Newcastle  หลังจากนัน้ทําการตรวจ 
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แยกกลุมของโรค โดยวิธีการตรวจแอนติเจนโดยตรง  (direct vet smart®)    กลุมการทดลองท่ีสาม 
โดยทําการตรวจหาสารพนัธุกรรมจากตัวอยางโดยวิธีรีเวอรส – ทรานคริบเตสรวมกับปฏิกิริยาลูก 
โซโพลิเมอเรส  
 
         ผลจากการศึกษาในคร้ังนี้จะพบวาวิธีการแยก และจําแนกเช้ือไวรัสไขหวัดนกโดยการฉีดไข 
ไกฟก  และเซลลเพาะเล้ียง จะใหผลในการตรวจท่ีคลายกนั ในการตรวจหาปริมาณ ไวรัส ท่ีความ 
เขมขนท่ีตํ่าสุด สวนวิธีการแยก  และจําแนกเช้ือไวรัสไขหวัดนก  โดยการตรวจหาสารพันธุกรรม 
จากตัวอยางโดยวิธี รีเวอรส-ทรานคริบเตส รวมกับ ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสจะตรวจพบปริมาณ 
ไวรัส ท่ีความเขมขนสูงสุด ในตัวอยางจากปอด  และการสวอปทวารไก  (cloacal swab) จะไดผล 
การ ตรวจ ท่ีคลายกัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p<0.05)  จากการทดลอง สามารถนําไปประยุกต 
ใช ในการวินจิฉัยโรคไขหวัดนกสายพนัธุ  H5 จากตัวอยางในสัตวปก และชวยในการควบคุมโรค 
ไขหวดันกได 
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