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เนื่องจากปัจจุบัน Influenza A virus subtype H5N1 ได้ระบาดในสัตว์ปีกจำนวนมากในประเทศไทย และติดเชื้อในคนได้ จากการสัมผัสกับสารคัดหลั่งจากสัตว์ หากสามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่ง่าย ราคาถูก มีความจำเพาะ และทดสอบตัวอย่างได้คราวละมาก ๆ ก็จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งทั้งในด้านการรักษาและการศึกษาการกลายพันธุ์ในส่วนยีนที่สำคัญของไวรัส ซึ่งเป็นสาเหตุทำให้ไวรัสมีความรุนแรง

ยีนที่ใช้ในการศึกษาจะประกอบไปด้วยยีนส่วนแรก คือ Hemagglutinin (HA) ซึ่งเป็นส่วนที่สำคัญในการทำหน้าที่เกาะติดกับ receptor และ fusion ของ membrane ซึ่งส่วนนี้ปัจจุบันสามารถแยกออกได้ถึง 16 ชนิด โดยจะใช้ยีนชนิด H5 ในการทดสอบ ยีนส่วนที่สอง คือ neuraminidase (NA) ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการปลดปล่อยไวรัสและเกี่ยวข้องกับ sialidase activity ซึ่งมีทั้งสิ้น 10 ชนิด โดยจะใช้ยีนชนิด N1 ในการทดสอบ ส่วนสุดท้ายคือยีนส่วน matrix (M) ซึ่งเป็นโปรตีนโครงสร้างช่วยในการ export RNA และ ion channel ในทุกสายพันธุ์ของ influenza A virus การใช้เทคนิค One step multiplex RT-PCR จะช่วยในการจำแนกชนิดของ Influenza A virus กล่าวคือ เมื่อทำการสกัด RNA ได้แล้ว จะสามารถแยกชนิดของไวรัสได้ใน 1 ขั้นตอนของการทำ Reverse transcription PCR โดยออกแบบ primer ให้จำเพาะกับส่วนยีน H5  N1 และ M ซึ่งอ่านผลจากการทำ agarose gel electrophoresis โดย products ที่ได้สามารถวิเคราะห์ถึงชนิดย่อยและสามารถนำ product ที่ได้ไปใช้วิเคราะห์ต่อในส่วนของกรดอะมิโนที่มีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของเชื้อไวรัสโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา แต่ก่อนที่จะสามารถพัฒนาเทคนิค RT-PCR  จำเป็นต้องทราบลำดับเบสของแต่ละยีนก่อน จากนั้นจึงทำการออกแบบ primer ที่เฉพาะกับ Influenza A virus subtype H5N1 ในประเทศไทย และเมื่อสามารถพัฒนาเทคนิค RT-PCR ได้แล้วจะมีประโยชน์อย่างยิ่งในการ cloning ส่วนของยีนเข้าสู่เวคเตอร์แล้วนำไปใช้เป็น positive control ในการพัฒนาการใช้เทคนิค real time PCR และ NASBA (ซึ่งนำไปใช้ต่อในการทดลองของกลุ่ม รศ.ดร.วสันต์  จันทราทิตย์) ต่อไป

ดังนั้นการใช้เทคนิค 1 step multiplex RT-PCR จะทำให้สามารถตรวจสอบสิ่งที่ต้องการได้ทั้งหมดในครั้งเดียว คือ
1. ตรวจสอบสารพันธุกรรมของ Influenza A virus ในส่วนยีนสำคัญที่จำเป็นในการแยกชนิดย่อย H5N1 

2. สามารถพัฒนาเทคนิคนี้ในการใช้คัดกรองผู้ป่วยสงสัยได้ครั้งละจำนวนมาก รวมทั้งสามารถใช้เทคนิคนี้ในการทดสอบในสถาบันวิจัยทั่ว ๆ ไป และสามารถเผยแพร่ไปใช้ได้ในประเทศไทย
3. ค่าใช้จ่ายต่อตัวอย่างไม่เกิน 180 บาท 
4. สามารถทำ RT-PCR พร้อมกันทั้งยีน H5  N1 และ M ของไวรัสทำให้ลดปัญหาการเกิด contamination ที่เกิดขึ้นบ่อยครั้งในการทำ PCR หลายขั้นตอน
