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ดังที่ทราบกันแล้วว่าการเฝ้าระวังการเกิดการระบาดของเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่เป็นสิ่งที่จำเป็นมาก ซึ่งวิธีการที่จะตรวจจำแนกว่าเชื้อไวรัสที่เกิดการระบาดนั้นเป็นเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ ชนิดใด และ subtype ไหน ก็จำเป็นต้องตรวจได้อย่างรวดเร็วและมีความไวสูง ในปัจจุบันการตรวจเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ว่าเป็น ชนิดใด และ subtype ไหนนั้นจะใช้วิธีการทาง serological methods ซี่งเป็นวิธีที่มีความไวและจำเป็นต้องมีการตรวจเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลการตรวจทาง  serology  โดยใช้น้ำยาที่เป็นมาตรฐานที่กำหนดจากองค์การอนามัยโลก ดังนั้นวิธีการที่มีความไวและความจำเพาะ  จำเป็นมากในการตรวจสอบและเฝ้าระวังการระบาดของเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด  A และ B


จากลักษณะทางไวรัสวิทยาระดับโมเลกุล พบว่าเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด A และ B จะมีความแตกต่างในระดับโมเลกุลในส่วนของ Matrix และ Nucleoprotein  ดังนั้นการศึกษานี้จะทำการพัฒนาการตรวจสอบชนิดของเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ โดยใช้ยีน Matrix (M) ซึ่งเป็นโปรตีนโครงสร้างของไวรัส และ ion channel ที่มีการกลายพันธุ์ของ  gene  ค่อนข้างช้า และมีความคล้ายคลึงกันระหว่างไข้หวัดใหญ่ชนิด A สายพันธุ์ต่าง ๆ  แต่มีความแตกต่างกันระหว่างไข้หวัดใหญ่ชนิด A และ B ทำให้สามารถใช้ในการจำแนกระหว่างไข้หวัดใหญ่ชนิด A และ Bได้ รวมทั้งทำการตรวจหา subtypes (H1, H3 และ H5) ของเชื้อไข้หวัดใหญ่ชนิด A โดยอาศัยยีน Hemagglutinin (HA) ซึ่งเป็นยีนที่ใช้ในการจำแนก subtypes ได้ทั้งสิ้น 16 ชนิด (H1-H16) นอกจากนี้จะทำการตรวจหายีน Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) ซึ่งเป็น house keeping gene ของเซลล์มนุษย์ เพื่อใช้ในการยืนยันผลลบที่ถูกต้อง  (internal control) ว่าสามารถสกัด RNA จากสิ่งส่งตรวจได้ ดังนั้นการตรวจสอบดังกล่าวข้างต้นจะสามารถใช้ในการจรวจหาการติดเชื้อไข้หวัดใหญ่ ชนิด A (subtypes H1, H3 และ H5) และ ไข้หวัดใหญ่ชนิด B ซึ่งเป็นเชื้อไวรัสสำคัญที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคทางเดินหายใจในมนุษย์ทั้งสิ้น


การตรวจหายีนดังกล่าวจะใช้เทคนิค multiplex RT-PCR และ multiplex TaqMan real- time RT-PCR ซึ่งเป็นวิธีที่มีความไวและความจำเพาะที่สูง โดยแบ่งการตรวจออกเป็น 2 ชุด ชุดแรกจะเป็นการตรวจหา ยีน Matrix ของไข้หวัดใหญ่ชนิด A, Matrix ของไข้หวัดใหญ่ชนิด B และยีน GAPDH ส่วนชุดที่ 2 จะเป็นการตรวจหายีน Hemagglutinin (H1, H3 และ H5) เพื่อใช้ในการจำแนก subtypes ของเชื้อไข้หวัดใหญ่ชนิด A 

การตรวจสอบเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่โดยใช้เทคนิค multiplex RT-PCR และ multiplex TaqMan real-time RT-PCR นี้ สามารถตรวจสอบได้ว่าในตัวอย่างส่งตรวจว่ามีเชื้อไวรัสไข้หวัดใหญ่ชนิด  A หรือ B อยู่หรือไม่ ถ้ามีเชื้อไข้หวัดใหญ่ชนิด A ก็จะทำการระบุ subtype ว่าเป็น H1, H3 และ H5 หรือไม่ เพราะตัวอย่างที่ส่งตรวจที่สำคัญจะเป็นตัวอย่างจากมนุษย์จึงเน้นไข้หวัดใหญ่ที่เกิดในมนุษย์ และทำการยืนยันการสกัด RNA ในสิ่งส่งตรวจที่เป็นผลลบโดยการตรวจสอบ house keeping gene ควบคู่ไปด้วย รวมทั้งจะทำการศึกษา  specificity  และ  sensitivity  ด้วย

เนื่องจากไวรัสไข้หวัดใหญ่มีการเปลี่ยน (drift) อยู่ทุกปี การพัฒนาการตรวจจึงจำเป็นที่จะต้องพัฒนาให้เหมาะสมกับประเทศและปัจจุบัน
