


 

 
 
 
 
 

 
 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ทุนวิจัย 

กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช 
 
 

รายงานวิจัย 
 

การหาลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  
สายพันธุท่ีแยกไดในประเทศไทย 

 
 

 
 

โดย 
 
 

อลงกร  อมรศิลป 
พฤษภาคม  2548 

 



i 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 โครงการวจิัยนี้ไดรับเงินสนบัสนุนทุนวจิัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ป 2547 คณะผูวจิัย 
ขอขอบคุณ ดร. สุพัชร ีเนตรพันธุ ที่ใหความชวยเหลือดานเทคนิคหองปฏิบตัิการ  น.สพ. ศุภสวัสดิ์ 
บูรณเวช และ สพ.ญ. นวลอนงค ปริโยธร (นิสิตปริญญาโท ภาควชิาสัตวแพทยสาธารณสุข) และ  
นายปยะ วงศญาณิน  (นักวทิยาศาสตรหองปฏิบัติการหนวยชันสตูรโรคสัตว) ท่ีใหความชวยเหลอื 
ในการเพาะเลีย้งเชื้อไวรัส การแยกสกัดสารพันธุกรรม และการหาลําดับเบสของเชือ้ไวรัส  
พ ีอาร อาร เอส 
 
 คณะผูวจิัยขอขอบคุณผูชวยวจิัย และเจาหนาที่ภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุขทุกทาน ทีใ่หความ
ชวยเหลอืในงานหองปฏิบติัการ  และจัดทํารายงานวจิยั 



ii 

บทคัดยอภาษาไทย 
 
ชื่อโครงการวิจัย การหาลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุที่แยกได 

ในประเทศไทย 
ชื่อผูวิจัย  ผศ. น.สพ. ดร. อลงกร  อมรศิลป 
เดือนและปท่ีทาํวจิัยเสรจ็ มีนาคม  2548 
 

บทคัดยอ 
 
       เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส เปนเชื้อไวรัสที่เปนสาเหตุของโรคพ ีอาร อาร เอส ในสุกร การวจิัยครั้งนี้
เปนการหาลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรสัพ ีอาร อาร เอส สายพันธุท่ีแยกไดในประเทศไทย คอื 01NP1 
เชื้อไวรัส 01NP1 นี้มีขนาด 15412 นิวคลีโอไทด ซึ่งประกอบดวย 5’ UTR และ 3’ UTR ([บริเวณที่ไมมี
การสรางโปรตีน) และยีน (ORF) จํานวน 8 ยีน คอื ORF1a ORF1b และ ORF2-7  เพือ่ทีจ่ะ
เปรียบเทียบ ความแตกตางของรหัสพันธุกรรมและความสัมพันธทางพันธุกรรม ของเชือ้ไวรัส  
คณะผูวจิัยไดเปรียบเทียบลาํดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัสสายพันธุไทยกับเช้ือไวรัสสายพนัธุจากอเมริกา 
(7 ตัวอยาง) และ  ยุโรป (1 ตัวอยาง)  ผลการวจิัยพบวาเชือ้ไวรัส 01NP1 มีลําดับเบสเหมือนกับเชือ้
ไวรัส MLV, VR2332, และ BJ-4 เทากับ 99.8%, 99.7% และ 99.7% ตามลําดับ  ผลการวิเคราะห
ความสัมพันธทางวิวฒันาการพบวา เชื้อ 01NP1 มีลักษณะทางพันธกุรรมใกลเคยีงกับเชือ้ไวรัส BJ-4, 
MLV และ VR2332  โดยสรุปอาจกลาวไดวาเชือ้ไวรัสสายพันธุไทย (01NP1) อาจมีตนกําเนิดและมี
วิวฒันาการมาจากเชือ้ไวรสัที่ใชเปนวคัซีน  นอกจากนี้ยังผลการเปรียบเทียบลําดับเบสพบวาบริเวณ 5’ 
UTR และ 3’ UTR ของเชือ้ไวรัส 01NP1 มีการเปลี่ยนแปลงของลําดบัเบสไมมาก โดยบริเวณทีพ่บวามี
การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนมากทีสุ่ด คอื ORF1a  การวิจยัครัง้น้ีเปนรายงานแรกในประเทศไทยที่
มีการรายงานลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพนัธุท่ีแยกไดในประเทศไทย 
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Project title  The complete nucleotide sequence analysis of a Thai porcine reproductive and 

respiratory syndrome virus (PRRSV) isolate 
 

Name of the investigators Asst. Prof. Dr. Alongkorn Amonsin  
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Abstract 
 

 Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is a causative agent of a 
disease in swine, Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS).  In this study, the 
complete nucleotide sequences of a Thai PRRSV (01NP1) was determined.  The PRRSV 
(01NP1) contains 15,412 nucleotides with 2 untranslated regions (5’ UTR and 3’ UTR) and 8 
open reading frames (ORFs) designated as ORF1a, ORF1b and ORF2-7 . In order to 
determine the genetic variation and genetic relatedness among PRRSV isolates, the complete 
nucleotide sequences of 01NP1 was compared with that of 7 US isolates and 1 EU isolate.  
Our results showed that the 01NP1 genome shares approximately 99.8% nucleotide identity 
with live vaccine strain (MLV) and 99.7% nucleotide identity with 2 other US isolates, VR2332 
and BJ-4.  Phylogenetic analysis also showed that the 01NP1 was closely related to BJ-4, MLV 
and VR2332.  These finding suggested that Thai PRRSV (01NP1) may has originated and 
evolved from vaccine virus or its derivatives.  The 5’ UTR and 3’UTR and all 8 ORFs were very 
well conserved. However amino acid differences were mostly observed in ORF1a (nonstructural 
gene).  This report is the first report of complete nucleotide sequences of PRRSV in Thailand       
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บทนํา 
 

เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส (porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV)) 
เปนเชือ้ไวรัสที่ทําใหเกิดโรค porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) ในสกุร ซึ่ง
เปนโรคที่มีความสําคัญและกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกจิตออตุสาหกรรมการผลิตสุกร (Albina, 
1997) อาการของการติดเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ในสุกร คอื การเกิดปญหาในระบบสืบพันธุของสุกร
สาว (gilts) แมสุกร (sows) และพอสุกร (boars) และปญหาในระบบทางเดินหายใจในลูกสุกร (piglets) 
และสุกรขุน (growing pigs) (Christianson et al., 1993; Done and Paton, 1995; Rossow, 1998) 
เชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ถกูพบเปนคร้ังแรกในยุโรปตอนกลาง (Wensvoort et al., 1992) และตอมาใน
อเมริกาเหนอื (Collins et al., 1992) และมีการรายงานการพบครั้งแรกในประเทศไทยในป พ.ศ. 2539 
(Damrongwatanapokin et al., 1996) 
 
 เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส เปน enveloped, positive-single-strand RNA ไวรัส  จดัอยูในแฟมิลี ่
Arteriviridae (Cavanagh, 1997) ซึ่งสามารถแบงเปนกลุมสายพันธุหลัก ๆ ได 2 กลุมตามลักษณะความ
แตกตางกันทางพันธุกรรม (genotype) คือ กลุมสายพนัธุสหรัฐอเมริกา (US) และกลุมสายพันธุยุโรป
(EU) (Nelson et al., 1993) ชนิดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ท่ีแยกไดในประเทศไทย  โดย 
Damrongwatanapokin และคณะ (1996) พบวามีความคลายคลึงทางพันธุกรรมกับชนิดของไวรัสที่แยก
ไดในประเทศสหรัฐอเมริกา  ในปจจุบันมีรายงานการพบเชือ้ไวรัสทั้งสองสายพันธุท้ังสายพันธุอเมริกา 
และยุโรปในประเทศไทย ในอัตราสวนทีใ่กลเคยีงกัน (Thanawongnuwech et al., 2004) 
 
 ในปจจบุันไดมีคณะวจิัยตางประเทศรายงานลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อสายพันธุอเมริกา 
(VR2332) (Nelsen et al., 1999) และยุโรป (LV) (Meulenberg et al., 1993) ซึ่งจากรายงานลาํดับเบส
ท้ังหมดพบวาสายพันธุ VR2332 มีลําดับเบสทั้งหมด 15,411 bp ประกอบดวย 8 ORFs (ORF 1a, b, 
ORF 2-7) ในขณะที่สายพนัธุยุโรปมีลําดับเบสทั้งหมด 15,101 bp  จากผลการเปรียบเทียบลาํดับเบส
ท้ังหมดของทัง้ 2 สายพันธุพบวามีลําดบัเบสที่เหมือนกัน 60.3 เปอรเซนต และมีการจัดเรียงตวัของยีน 
(gene organization) ท่ีคลายคลึงกัน (Gagnon and Dea, 1998; Nelsen et al., 1999) 
 
 ลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส เปนแหลงขอมูลท่ีสาํคัญท่ีเผยแพรในฐานขอมูล 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) เชน สายพันธุอเมริกา VR2332 (Nelson et al., 1993), 
16244B (Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999)  สายพันธุยุโรป LV (Meulenberg et al., 1993) 
สายพันธุเอเซีย SP (Shen et al., 2000) ซึ่งคณะวจิัยตาง ๆ สามารถนําขอมูลเหลานี้มาใชในการศึกษา
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วิจยัแนวลึก เชน การศึกษาดานหนาท่ีของยีนและโปรตนี (gene functional study) การวิวฒันาการ 
(evolutionary study) และพยาธิวทิยา (pathogenesis study) ของเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส รวมท้ังการ
นําขอมูลที่ไดไปพฒันาวัคซนี (vaccine development) ซ่ึงจะมีประโยชนตออตุสาหกรรมการเลี้ยงสุกร
และในการจดสิทธิบัตร  นอกจากนี้ในปจจุบันยังไมมีรายงานการผลิตวัคซีนปองกันโรค พี อาร อาร เอส 
ในประเทศไทย  โดยวคัซีนที่ใชกันอยูในปจจุบันเปนวคัซีนท่ีนําเขาจากตางประเทศ โดยไมไดรับอนุญาต
จากหนวยงานที่เกี่ยวของ  ซึ่งจะเห็นไดวาการสรางหรือผลติวัคซีนจากเชือ้สายพนัธุไทยจะเปน
ประโยชนอยางยิ่งในการควบคุมและปองกันโรค พ ีอาร อาร เอส ในอนาคต  ดังนัน้ในการวจิัยครั้งนี้ 
คณะผูวจิัยไดหาลําดับเบสท้ังหมด (complete genome sequence) ของเชือ้สายพันธุไทย เพือ่จะได
นํามาเปนขอมูลสําคัญในการที่จะนําไปใชในการศึกษาวิจยัแนวลึกตอไป  
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจยัท่ีเกี่ยวของ 
 

 เชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส เปนเชือ้ไวรสัทีมี่ขนาดเล็ก  เปน enveloped, positive sense, 
single-strand RNA virus เชื้อไวรัสชนิดนี้ถูกจัดอยูใน order Nidovirales, family Arteriviridae, genus 
Arterivirus  (Cavanagh, 1997) เชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส นี ้ทําใหเกิดโรค PRRS ในสุกรและมี
ความสําคัญมากในชวงตนทศวรรษ 1990 จากผลการศึกษาดาน phylogenetic analysis สามารถแบง
เชื้อ   ไวรัสนี้เปน 2 สายพันธุใหญคอื สายพันธุอเมริกา และ สายพันธุยุโรป   โดยมีลําดับเบสที่
เหมือนกัน (sequence identity) ประมาณ 60.3% (Allende et al., 1999; Murtaugh et al., 1995)  

 
 รายงานการศกึษาเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส พบวาเชือ้ไวรัส มีขนาดของลําดับเบสทั้งหมด 

ประมาณ 1.51 - 1.55 kb โดยมีโครงสรางของ genome แบบ positive-sense RNA ซึ่งประกอบดวย 5' 
capped leader sequence, open reading frames (ORFs) (ORF1a,b, ORF2-7) และ 3' 
nontranslated region (Conzelmann et al., 1993; Snijder and Meulenberg, 1998) จากการศกึษา 
coding regions ใน genome ของเชื้อไวรสัพ ีอาร อาร เอส มีจํานวนทั้งสิ้น 8 ORFs ซึ่งประกอบดวย 
ORF1a และ ORF1b ที่เปนยีนที่สราง replicase polyprotein ซึ่งจะถูกตัดยอยโดยขบวนการ 
autoproteolytic cleavage ไดเปน non structural protein จํานวน 13 ชนิด ซึ่งมีความสําคัญตอ
ขบวนการ replication และ transcription ของไวรัส (Batista et al., 2002) สวน ORF2-ORF7 เปนยีนที่
สราง structural protein ของเชื้อ (Meulenberg et al., 1997) ในปจจบุันมีรายงานการหาลําดับเบส
ท้ังหมดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ท้ังสายพันธุอเมริกา และ สายพันธุยุโรป และไดเผยแพรขอมูล
เหลาน้ีในฐานขอมูล GenBank  

 
 
ขอมูลลาํดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส ที่เผยแพรในฐานขอมลู GenBank 

 
ผูรายงาน ชื่อไวรัส, สายพันธุ ความยาวลําดบัเบส Genbank Accesion # 
Meulenberg et al., 1993 Lelystad, EU 15,101 M9262 
Nelson et al., 1999 VR2332, US 15,411 U87392 
Allede et al., 1999 Michelle, US 15,428 AF046869 
Shen et  al.,2000 SP, Singapore 15,520 AF184212 
Wootton et al., 2000 PA8, Canada  15,411 AF176348 
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การใชขอมูลลาํดบัเบสทัง้หมดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส เพือ่การศึกษาวจิัยแนวลึก 

Wootton et al., 2000  ไดเปรียบเทียบลาํดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส ท่ีแยกได
ในประเทศแคนาดากับลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสสายพันธุอเมรกิา VR2332 และ 16244B โดย
พบวาเชื้อไวรสัสายพนัธุแคนาดามีความเหมือนกับสายพันธุอเมริกา 98-99% และบริเวณที่มีความ
แตกตางของนิวคลีโอไทตและโปรตีนสูง (nucleotide and amino acid difference) คือ บรเิวณ non 
structural coding region (Nsp1) และ structural coding region (ORF5) (Wootton et al., 2000) 

 
Yuan et al., 2001 และ Nielsen et al., 2003 ไดรายงานการนําขอมูลลําดับเบสไปพฒันาวัคซีน  

โดย Yuan et al., 2001 รายงานลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อสายพันธุทีเ่ปนตนแบบ parental (VR2332) 
และ attenuated strain (RespPRRS) ซึ่งพบวามี mutation ท่ีเหมาะแกการนําไปพฒันาเปนวัคซีน  
(Yuan et al., 2001) และ Nielsen et al., 2003 ไดสราง full-length cDNA clone ของเช้ือไวรัส พ ีอาร 
อาร เอส strain VR-2332  ซึ่งเปนไวรสัทีมี่ความรุนแรงและทําใหเกิดโรคในสุกร ดังน้ันการสราง cDNA 
clone ของ VR2332 จะนําไปสูการศึกษา molecular mechanism ระหวาง virulence และ attenuation 
ซึ่งจะสามารถนําไปพฒันา second generation หรือ genetic engineering vaccine ตอไป (Nielsen et 
al., 2003; Welch et al., 2004; Yoo et al., 2004) 

 
Plagemann 2003 ไดใชขอมูลลําดับเบสของ ORF1 และ ORF5 ในการทดสอบสมมุติฐานทีว่า  

ไวรัสทีท่ําใหเกิดโรคมีแหลงกําเนิด (origin) และววิฒันาการ (evolution) จาก mutant ของ arterivirus 
ของ mice (lactate dehydrogenase elevating virus) ซึ่งทําใหเกิดโรคใน intermediate host คือ หมูปา 
(wild boar) ในยุโรปตอนกลาง และตอมาไดแพรนําเชือ้ไวรัสมายังอเมริกาผานทางฟารมสุกรในมลรัฐ 
North Carolina  หลังจากน้ันจึงมีการเปลี่ยนแปลงและววิัฒนาการสูสุกรเลี้ยง (Hanada et al., 2005; 
Plagemann, 2003) 

 
ดังนั้นจะเห็นไดวาขอมูลลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรสั พ ีอาร อาร เอส  สามารถนําไปใช

ประโยชนในการศึกษาเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส ไดดังตัวอยางขางตน ดังนั้นในการวจิัยครั้งนี ้
คณะผูวจิัยจะหาลําดับเบสทั้งหมด (the complete genome sequence) ของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
สายพันธุไทย เพือ่จะไดนํามาเปนขอมูลสําคัญในการที่จะนําไปใชในการศึกษาวจิัยแนวลึกตอไป  
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วิธีการวิจยั 
 
 คณะผูวจิัยไดตั้งสมมุตฐิานวา การหาลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส  สายพันธุ 
ท่ีแยกไดในประเทศไทย จะเปนแหลงขอมูลที่สําคัญที่จะนําไปเผยแพรในฐานขอมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งจะสามารถนําขอมูลมาใชในการศกึษาวจิัยดานหนาท่ีของยนีและ
โปรตีน ววิฒันาการ และพยาธิวทิยา ของเช้ือสายพนัธุไทยเมื่อเทียบกับเชือ้สายพนัธุอเมริกาและยุโรป 
รวมทั้งความเปนไปไดในการนําขอมูลท่ีไดไปพฒันาวัคซีนจากเชือ้สายพันธุไทยตอไป ซึ่งจะมีประโยชน
ตออตุสาหกรรมการเลี้ยงสกุรและในการจดสิทธิบตัรในอนาคต  เพือ่ท่ีจะพิสจูนสมมุติฐานดังกลาว
คณะผูวจิัยไดจัดตั้งวัตถุประสงค 3 ขอคอื 
 
1. คัดเลือกและเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพนัธุที่แยกไดในประเทศไทย และใชวิธีการ

สราง cDNA library และปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบ RT-PCR เพือ่หาลําดับเบสของเชื้อไวรสั   
พ ีอาร อาร เอส  (Sequencing of PRRS genome)  

2. ประกอบลําดบัเบส และกําหนดยีนและโปรตีนของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส (Genome assembly 
and annotation)   

3. วิเคราะหลําดบัเบสและเปรยีบเทียบลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุไทยกับ
เชื้อสายพันธุอเมริกาและยโุรป รวมท้ังวเิคราะหขอมูลโดยวิธ ีphylogenetic analysis (Analyis and 
comparison of nucleotide and amino acid sequences) 

 
วิธีดําเนินการวิจยัเพือ่ทีจ่ะบรรลวุตัถุประสงคดังกลาวม ี3 ระยะสอดคลองกบัวตัถปุระสงค ประกอบดวย  
ระยะที่ 1   การคัดเลอืกและเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุท่ีแยกไดในประเทศไทย 

และใชวธิีการสราง cDNA library และปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบ RT-PCR เพือ่หา
ลําดับเบสของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส  (Sequencing of PRRS genome)  

ระยะที่ 2   การประกอบลําดับเบส และกําหนดยีนและโปรตีนของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส (Genome 
assembly and annotation)   

ระยะที่ 3   การวิเคราะหลําดับเบสและเปรียบเทียบลาํดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอสสาย
พันธุไทยกบัเชื้อสายพันธุอเมริกาและยุโรป รวมทั้งวิเคราะหขอมูลโดยวิธ ีphylogenetic 
analysis (Analyis and comparison of nucleotide sequences) 
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ระยะที่ 1  การคัดเลือกและเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัส พี อาร อาร เอส สายพนัธุที่แยกไดในประเทศไทย 
และใชวิธีการสราง cDNA library และปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรสแบบ RT-PCR เพื่อหาลาํดับเบส
ของเชื้อไวรสั พี อาร อาร เอส  (Sequencing of PRRS genome) 
 
การคัดเลือกเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สายพันธุท่ีแยกไดในประเทศไทย    
       ในการวจิัยคร้ังนี้ไดคดัเลือกเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพนัธุที่แยกไดในประเทศไทยที่เรียกวา 
“01NP1” สาเหตุที่เลือกเชือ้สายพันธุนี้เน่ืองจาก เช้ือไวรัส 01NP1 เปนเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส  
สายพันธุไทยที่แยกไดจากสุกร ในป 2544 จากฟารมในเขตจังหวัดนครปฐม สุกรที่ปวยมีอาการของโรค 
PRRS อยางรนุแรงและชัดเจน  รวมทั้งเชือ้ไวรัส 01NP1 นี้ทําใหเกิดอัตราการปวยและตายในฟารมสุกร
สูง  (virulent strain)  นอกจากนี้ในป 2546 คณะผูวิจยัไดศึกษาความสัมพันธของเชื้อไวรัส 01NP1 กับ
เชื้อสายพันธุตางๆ จากประเทศไทย เอเซีย อเมริกาเหนือ และยุโรป  โดยการเปรียบเทียบลําดับเบส
ของ ORF5 ซ่ึงพบวาเชื้อสายพันธุ 01NP1 อยูในกลุม (clone)  ท่ีเปนตัวแทนของเชื้อในประเทศไทย 
และ เม่ือคํานวณเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับเบส (% nucleotide identity) พบวามีความ
เหมือนกับเชือ้สายพันธุอเมริกาสูง  
 
การเพาะเลี้ยงเช้ือไวรัสพี อาร อาร เอส  
       การเพาะเลี้ยงเชือ้ไวรสั พ ีอาร อารเอส จะเพาะเลี้ยงดวยเซลส MARC-145 ใหไดปริมาณไวรัสไม
ต่ํากวา 103 TCID50/ul  เพือ่ท่ีจะนํามาสกัดแยก RNA ตอไป  รายละเอียดของการเพาะเลีย้งเชือ้ไวรัส  
พ ีอาร อาร เอส (Thanawongnuwech et al., 1998)  ประกอบดวย  
 
       1. เตรยีมเซลลเพาะเลี้ยงเชือ้ โดยการเลี้ยงเซลล MARC-145 ซึ่งเปน african green monkey 
kidney cell line ดวย minimal essential medium (MEM) (Hyclone, USA) ที่มี 5% fetal calf serum 
(FCS) (Hyclone, USA) ท่ี อุณหภูมิ 37 °C ใน 5%CO2 จากนั้นดูด MEM ออก และลางเซลลดวย 
phosphate buffer saline (PBS) เติม 0.00125% trypsin versene  เพือ่ยอยเซลล  หลังจากนั้นจะแบง
เซลลเพาะเลีย้งลงในขวดเพาะเลี้ยงดวย MEM ตามความเหมาะสมของปริมาณเซลล และปริมาตรของ
ภาชนะ   
 
 2. เพิ่มจํานวนเชื้อไวรัส โดยการเพาะเชือ้ไวรัสขนาด 0.1 MOI (multiplicity of infection) ลงใน
เซลล MARC-145 ที่มีการกระจายตวัขนาด 80 % confluence จากน้ันสังเกตการลอกหลุดของเซลล 
(โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 5 วัน) การเก็บไวรัสจะทําโดยการทําใหเซลล MARC-145 แตก ดวย
วิธีการแชแข็งที่อุณหภูมิ – 80°C  สลับกบัการละลายน้าํแข็งที่อุณหภมิูหอง 3 รอบ จากนั้นดูด
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สารละลายทั้งหมดมาปนเหวี่ยงเพือ่เก็บสวนใส แลวนําสวนใสที่ไดไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ – 80°C ซ่ึงเปน
ไวรัสทีพ่รอมจะนํามาแยกสกัด RNA ตอไป 
 
การแยกสกดั อาร เอ็น เอ และ การเตรียม cDNA ของเชื้อไวรสั พี อาร อาร เอส   
 การวิจยัครั้งนีไ้ดแยกสกัด อาร เอ็น เอ ของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยใชชุดแยกสกัด 
QIAamp RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) (รายละเอียดวธิีการแยกสกดั RNA ของเชื้อไวรัส 
ไดแสดงไวในภาคผนวก ก) จากนั้นไดเตรียม cDNA (cDNA synthesis) ซึ่งประกอบดวยการผสม viral 
RNA และ 0.5 ug Random primer (Promega, Madison, WI) นําสวนผสมมาผานเครื่อง thermal 
cycler (Hybaid limited, Ashford, Middlesex, UK) ที่อณุหภูมิ 70°C นาน 5 นาที และท่ีอุณหภูมิ 4°C 
นาน 5 นาที  หลังจากน้ันเติม 1 X Improm-II reaction buffer (Promega), 0.5 mM dNTPs 
(Fermentus), 2.5 mM MgCl2 (Promega), 10U Rnasin Ribonuclease inhibitor (Promega) และ 1 ul 
Improm-II Reverse transcriptase  และนําสวนผสมมาผานเคร่ือง thermal cycler ท่ีอุณหภูมิ 25°C 
นาน 5 นาที ตามดวยท่ีอุณหภูมิ 42°C นาน 60 นาที และท่ีอุณหภูมิ 70°C นาน 15 นาที  cDNA ที่ได
จะนําไปใชในการหาลําดับเบสในขั้นตอนตอไป  
 
การหาลาํดบัเบสของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  (DNA sequencing) 
 โดยทั่วไปการหาลําดับเบส (DNA sequencing) ในแตละคร้ัง จะไดความยาวของสายลําดับเบสที่
มีความยาว 500-800 bp ซึ่งขึ้นอยูกบัคณุภาพของตวัอยาง (template) และสมรรถนะของเครือ่ง
ถอดรหัส (sequencer)  ในการวิจยัครั้งนีเ้พือ่ใหไดลําดับเบสท่ีมีความนาเชื่อถือ ไดทําการหาลําดับเบส
อยางนอย 4 ครั้งตอลําดับเบส (4 fold coverage; 2 forward และ 2 reverse) การหาลําดับเบสของเชื้อ 
(DNA sequencing) แบงออกเปน 2 วิธ ี 
 
 วิธีท่ี 1  หาลาํดบัเบสจากการทํา RT-PCR และ direct sequencing   
 หลังจากแยกสกัด RNA ของเชือ้ไวรัส และเตรียม cDNA แลว จะเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของ
เชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ดวยวิธ ีRT-PCR โดยใช primers ท่ีเปน specific primers สําหรับ 5’UTR, 
3’UTR, ORF1-7 ซ่ึงเปน primers ท่ีถูกออกแบบใหเหมาะกับเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุ
อเมริกา (รายละเอียดดังแสดงไวในตารางที่ 1) รายละเอียดวธิีการทํา RT-PCR โดยการเตรียมสารเคมี
ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย 1x Eppendrof Master Mix (Eppendrof, Hamburg, 
Germany) และ 0.8 uM of each primers  และ cDNA ในปริมาตร 1-2 ไมโคลิตร หลังจากผสมสารเคมี 
จะทํา RT-PCR โดยใชเคร่ือง thermal cycler ดวยการตั้ง PCR condition ดังนี้ initial denaturation ที่
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อุณหภูมิ 95°C นาน 10 นาที ตามดวย 35 รอบของ denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95°C นาน 45 วินาท ี 
annealing ที่อุณหภูมิ 50-55°C นาน 45 วินาท ี(ขึ้นกับชนิดของ primer) extension ท่ีอุณหภูมิ 72°C 
นาน 90 วินาที และตามดวย final extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 5 นาที  หลังจากนั้นนํา amplified 
PCR product ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาผสมกับ loading buffer (0.2% orange G ใน 50% glycerol)
แลวนํามาผาน 2% agarose gel electrophoresis (FMC Bioproducts, Rockland, ME) จากน้ันยอม 
agarose gel ดวย ethidium bromide (0.5 mg/ml) หลังจากยอมนาํ agarose gel มาตรวจดขูนาดของ 
PCR product และบันทึกภาพภายใตแสง UV ดวยเครือ่ง gel documentation system (Vilber 
Lourmat, La Vallee, France) และตัดเจลเพื่อนําไปสกัด PCR product ใหบริสุทธิ์ การสกัด PCR 
product ใหบริสุทธิ ์จะใชชุดสกัด Perfectprep Gel Cleanup Kit (Eppendrof, Humburg, Germany) 
(รายละเอียดวธิีแยกสกัด PCR product ไดแสดงไวในภาคผนวก ข) หลังจากได purified PCR product 
จะนําไปหาลําดับเบสตอไป   
  
 การหาลําดับเบส (DNA sequencing) จะสงตัวอยางให หนวยบริการชีวภาพ สํานกังานพฒันา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ(สวทช)  วิธีการหาลําดับเบสของเชื้อไวรัสประกอบดวย การเตรียม
ตัวอยางดวย Big Dye Terminator V.3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction (ABI, Foster City, 
CA) จากน้ันจะวิเคราะหลําดับเบส ดวยเครื่อง ABI-Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer, 
Norwalk, CT) หรือ ABI-Prism 377 Genetic Analyzer (Perkin Elmer, Norwalk, CT)  ลําดับเบสที่ได
จะนํามาตรวจ และประกอบลําดับเบสตอไป  
 
 วิธีท่ี 2. หาลาํดบัเบสจากการสราง cDNA library   
 การหาลําดับเบสจากการสราง cDNA library จะทําโดยเฉพาะลําดบัเบสในสวนตนและสวนทาย
ของ genome เพือ่ใหครอบคลุมลําดับเบสทั้งหมด  ขั้นตอนการสราง cDNA library ประกอบดวยการ
สราง cDNA และ การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม โดยวิธ ี RT-PCR ดวย specific primers ที่สราง 
cDNA เฉพาะสวนตนและสวนทายของ genome (รายละเอียดวธิ ีRT-PCR ไดแสดงไวในวิธีที ่1 และ 
รายละเอียด primer ไดแสดงไวในตารางที่ 1) จากน้ันนํา PCR product มาผาน agarose gel 
electrophoresis  แลว purify ดวยชุดแยกสกัด Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendrof, Hamburg, 
Germany)  หลังจากนั้น clone DNA fragments ลงใน TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) หลังจากได positive clone จะแยกสกัด plasmid ของ positive clone โดยใช QIAprep Spin 
Miniprep kit (Qiagen)  จากนั้นนํา plasmid ของ positive clone ไปหาลําดับเบสตอไป  
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ระยะที่ 2  การประกอบลาํดับเบส และกําหนดยนีและโปรตนีของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
(Genome assembly and annotation)   
 
การประกอบลาํดบัเบส (Genome assembly) 
 การประกอบลําดับเบส ไดใชเครือ่งคอมพวิเตอร PC และโปรแกรมที่ใชในการอานและประกอบ
ลําดับเบส ซ่ึงเปนโปรแกรมในกลุม DNASTAR (DNASTAR, Madison, WI) ขั้นตอนการประกอบ 
ลําดับเบสประกอบดวย 
 
 1. อานและยนืยันขอมูลลําดับเบส  โดยปกติลําดบัเบสที่ไดจากเครือ่ง ABI automated DNA 
sequencer (Applied Biosystems) จะเปน ABI file format ซ่ึงจําเปนตองใชโปรแกรมอานขอมูล   
ลําดับเบสจาก ABI file หรือ Text file ในการวิจยัคร้ังนีไ้ดใชโปรแกรม Chromas V1.45 (Griffith 
University, Queensland, Australia) และ BioEdit V7.00 (Tom Hall Pharmaceuticals Inc.)  ในการ
อานขอมูลลําดับเบสและยนืยันผลการอาน (validate) ลําดับเบสใหถูกตอง   
 
 2. แปลงลําดบัเบสใหอยูใน file ท่ีเหมาะสมกับ assembly program ในการวจิัยครั้งนี้ไดใช
โปรแกรม EditSeq (DNASTAR) ในการแปลง file ใหเหมาะสมกับ assembly program 
 
 3. ประกอบลาํดับเบส (assembly) ทําใหไดสายลําดับเบสที่ยาวขึ้น และครอบคลมุลําดับเบส
ท้ังหมดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส (complete genome) ในการวจิัยครั้งนี้ไดใชโปรแกรม BioEdit 
V7.00 (Tom Hall Pharmaceuticals Inc.) และ SeqMan (DNASTAR) ในการประกอบลําดับเบส 
(assembly program) 
 

4. ในกรณีที่มีชองวางในสายลําดับเบส (gap) ไดออกแบบ primer ท่ีครอบคลุมบรเิวณ gap โดย
อาศัยขอมูลจาก genome sequence ของเชือ้ไวรัสสายพันธุอเมริกา VR2332 ซึ่งใกลเคยีงกบัสายพันธุ
ไทย  การออกแบบ primer ไดใชโปรแกรม Primer express (ABI)  (รายละเอียด primer ที่ใชให
ครอบคลุม gap ไดแสดงไวในตารางที ่1) 
 
การหายนีและโปรตนีของเช้ือไวรัส (annotation) 
 หลังจากไดลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรสัพ ีอาร อาร เอส แลว ไดหายีนและโปรตนีของเชื้อไวรสั
โดยใชโปรแกรมที่เกี่ยวของกับการหายีนและโปรตีน (annotation) โดยใชโปรแกรม Artemis release 
7(Genome Research Limited)  ในการหายีน (open reading frame; ORFs) รวมกับการทํา 
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homology search ดวยวิธ ีBLASTN และ BLASTP กับฐานขอมูลรหัสพันธุกรรม (GenBank)  
รายละเอียดวธิีการหายีน (ORFs) ประกอบดวยการใชโปรแกรม Artemis ซึ่งโปรแกรมจะหา start และ 
stop codon ของ 6 Frame (+1, +2, +3 ,-1,-2,-3) และ predicted ORFs จากนั้นจะยืนยันการเลอืก 
ORFs ดวยการทํา homology search ทั้งในระดับนวิคลีโอไทต (BLASTN) และ โปรตีน (BLASTP) 
ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov และจะเลอืก ORFs ที่มี score homology สูงสุด (มีคาใกล 0) 
เม่ือได ORFs ที่มีความนาจะเปนสูงสุดจะเปรียบเทียบ ORFs ที่ไดกบั genes ท่ีมีในฐานขอมูล 
 
การเผยแพรขอมูล (data release) 

การเผยแพรขอมูล ทําไดโดยการสงขอมูลลําดับเบสทั้งหมด (complete nucleotide sequence) 
ไปยังฐานขอมูล GenBank เพือ่เผยแพรในฐานขอมูล GenBank ที่ http://www.ncbi.nlm.nih.go 
 
ระยะที่ 3  การวิเคราะหลาํดบัเบสและเปรยีบเทียบลาํดับเบสทัง้หมดของเชื้อไวรัสพีอารอารเอส 
สายพนัธุไทยกับเชื้อสายพนัธุอเมริกาและยุโรป รวมทัง้วเิคราะหขอมลูโดยวิธี phylogenetic 
analysis  
 
การวิเคราะหลาํดบัเบสและเปรียบเทียบลาํดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส  
สายพนัธุไทยกับเชื้อสายพนัธุอเมริกาและยุโรป  

หลังจากไดลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรสั 01NP1 แลว ไดวิเคราะหลําดับเบสและเปรียบเทียบ
ลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัสสายพันธุไทยกับเชื้อสายพันธุอเมริกาและยุโรป ซึง่ประกอบดวย 
 
 1. เตรียมลําดบัเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสสายพันธุไทย (01NP1) รวมทั้งลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อ
ไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพนัธุอเมริกา ไดแก เชื้อไวรัส VR2332 (U87392), 16244B (AF046869), 
MLV (AF066183), PA8 (AF176348), SP (AF184212), P129 (AF494042), BJ-4 (AF331831) และ
สายพันธุยุโรป ไดแก เชือ้ไวรัส Lylestad (Meulenberg et al., 1993) ลําดับเบสของเชื้อดังกลาวไดจาก
การ download ลําดับเบสผานทางฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
 2. เปรียบเทียบลําดับเบสทัง้หมดของเชือ้ไวรัสสายพันธุไทย สายพนัธุอเมริกา และ สายพันธุยโุรป 
(comparison of full-length genomic sequences) ดวยคอมพิวเตอรโปรแกรม MegAlign (DNASTAR) 
ซึ่งใชในการเปรียบเทียบลาํดับเบสทั้งหมดและแตละยีน (ORFs) การเปรียบเทยีบลําดับเบส
ประกอบดวยการหา number of polymorphic sites, nucleotide identity และ amino acid identity 
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รวมทั้งการเปรียบเทียบทีบ่ริเวณ untranslated regions (5’, 3’ UTR) และ predicted structural genes 
and proteins 
 
 3. วิเคราะหความสัมพันธในระดับ genome (genetic relatedness) โดยวิธ ีphylogenetic 
analysis   ดวยคอมพวิเตอรโปรแกรมที่ใชในการวิเคราะหความสัมพันธ PAUP ซึ่งวิธ ีphylogenetic 
analysis จะสามารถบอกความสัมพันธของเชือ้ไวรัส เปน percentage of similarity หรือ genetic 
distance และสามารถนําเสนอความสัมพนัธของเชือ้ไวรัสในรูปของโครงสรางความสัมพันธ 
(dendrogram หรือ phylogenetic tree)  
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ผลการวิจัย 
 
เชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส สายพนัธุท่ีแยกไดในประเทศไทย    
 ในการวจิัยคร้ังนี้เชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุไทยที่เลอืกใชคือ “01NP1”  ซึง่ถือวาเปน    
ตัวแทนของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุไทย ทีมี่ลักษณะกลุมสายพันธุอเมริกา (genotype US) 
เนื่องจากเชือ้ไวรัส 01NP1 น้ีเปนเช้ือท่ีแยกไดจากสุกรในจังหวัดนครปฐม และทําใหเกิดโรครุนแรงใน
สุกร  จากการศึกษาขั้นตนโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของ ยีน ORF5 พบวาเชือ้ไวรัส 01NP1 น้ีอยู
ในกลุมของเช้ือไวรัสสายพันธุไทย ที่มีความใกลเคียงกับเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกา จึงสามารถนํามา
เปนตัวแทนของเชือ้สายพันธุไทยได  ภาพท่ี 1 แสดงผลการวิเคราะหความสัมพันธ ของเชือ้ไวรสัพ ีอาร 
อาร เอส โดยการเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน ORF5 โดยวิธ ีphylogenetic analysis พบวาเชื้อ 
01NP1 ถูกจดัอยูในกลุม (clone) สายพนัธุไทยที่มี genotype แบบ US และแยกออกจากกลุม EU อยาง
ชัดเจน  
 
ภาพที่ 1 แสดงผลการวเิคราะหความสัมพันธ (dendrogram) ของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส โดยการ
เปรียบเทียบลาํดับเบสของยนี ORF5 ดวยวิธ ีphylogenetic analysis  
 
 
 I D  Genotype Origin

MD-011:  US  Taiwan
EDRD1:   US  Japan
PrimePac  US US Vaccine
Resp:  US US Vaccine

02CB13:  US Chonburi, Thailand
00CS1:  US Chachoengsao, Thailand
01UD6:  US UdornThani, Thailand
02PB1:  US Prachinburi, Thailand
01NP1:  US Nakorn PAthom, Thailand
02SP2:  US Suphanburi, Thailand
02SP3:  US Suphanburi, Thailand

Lelystad:  EU The Netherlands 
02SB2:  EU Saraburi, Thailand
00CB12: EU Chonburi, Thailand
Dk111-92: EU Denmark
Porcillis:    EU The Netherlands Vaccine
Pyrsvac:  EU Spain Vaccine

VR2332: US USA

01020
Genetic distance 

I D  Genotype Origin

MD-011:  US  Taiwan
EDRD1:   US  Japan
PrimePac  US US Vaccine
Resp:  US US Vaccine

02CB13:  US Chonburi, Thailand
00CS1:  US Chachoengsao, Thailand
01UD6:  US UdornThani, Thailand
02PB1:  US Prachinburi, Thailand
01NP1:  US Nakorn PAthom, Thailand
02SP2:  US Suphanburi, Thailand
02SP3:  US Suphanburi, Thailand

Lelystad:  EU The Netherlands 
02SB2:  EU Saraburi, Thailand
00CB12: EU Chonburi, Thailand
Dk111-92: EU Denmark
Porcillis:    EU The Netherlands Vaccine
Pyrsvac:  EU Spain Vaccine

VR2332: US USA

I D  Genotype Origin

MD-011:  US  Taiwan
EDRD1:   US  Japan
PrimePac  US US Vaccine
Resp:  US US Vaccine

02CB13:  US Chonburi, Thailand
00CS1:  US Chachoengsao, Thailand
01UD6:  US UdornThani, Thailand
02PB1:  US Prachinburi, Thailand
01NP1:  US Nakorn PAthom, Thailand
02SP2:  US Suphanburi, Thailand
02SP3:  US Suphanburi, Thailand

Lelystad:  EU The Netherlands 
02SB2:  EU Saraburi, Thailand
00CB12: EU Chonburi, Thailand
Dk111-92: EU Denmark
Porcillis:    EU The Netherlands Vaccine
Pyrsvac:  EU Spain Vaccine

VR2332: US USA

01020
Genetic distance 
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ลาํดับเบสของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพนัธุทีแ่ยกไดในประเทศไทย     
การหาลาํดบัเบส (cDNA sequencing) 
 ในการหาลําดบัเบสท้ังหมดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส  ไดสังเคราะห specific primers 
จํานวนทั้งสิ้น 24 คูที่เหมาะสมสําหรับเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอสสายพนัธุอเมริกา ซึง่ primer จํานวน 10 
คูเปน primer ตามแบบของ Wootton และคณะ (2000) (Wootton et al., 2000) และจํานวน 12 คูเปน 
primers เพิ่มเติมเพื่อใหครอบคล ุมท้ัง genome ของเช้ือไวรัส   นอกจากนี้ยังมี primers จํานวน 2 คูท่ี
เปน specific primers ท่ีจําเพาะตอบริเวณตน (5’ UTR) และ ทาย (3’ UTR) ของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร
เอส รายละเอยีดของ primer ไดแสดงไวในตารางที ่1 
 
ตารางท่ี 1 แสดง primers ที่ใชในการหาลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
 
Fragment  Name   Sequence bp Expected 

size 
     
Primer ชุดที่ 1 a      
0-1203 PRRS-1F 5’ATGCATGCTAATACGACTCACTATAG 47 1202 
  CGCCCGGGCAGGTGTTG -3’   
 PRRS-1R 5’-GCGGATCCAACTCCCTTAACGG -3’ 22  
1150-2191 PRRS-2F 5’-CTAAACGGACCTATCGTCG -3’ 19 1040 
 PRRS-2R 5’-AGGTGTCGATTACGCGTGGC -3’ 20  
2103-3212 PRRS-3F 5’-GTTTGACCTGTACCTCCGTGG -3’ 21 1108 
 PRRS-3R 5’-CTGCTTGATGACACGGACG -3’ 19  
3135-4741 PRRS-4F 5’-GCATGAAGCTGAGGAAACC -3’ 19 1605 
 PRRS-4R 5’-ATGGAACAGCGGAAACCTTGACC -3’ 23  
4329-6293 PRRS-5F 5’-CTGTATCTTGGCTGGAGCTTACGTGC -3’ 26 1963 
 PRRS-5R 5’-GCATGTCCCATCATTCTCCACAGG -3’ 24  
6193-7630 PRRS-6F 5’-CTTTGTGCCTTGCTTGCTGCC -3’ 21 1437 
 PRRS-6R 5’-CTTTGGCAGTCAGTTCGC -3’ 18  
7550-10977 PRRS-7F 5’-GAGTTCAATGGGAAGCTGC -3’ 19 3426 
 PRRS-7R 5’-AGTTGTGTGCGACCTTGG -3’ 18  
10630-12209 PRRS-8F 5’-CATTCGATGTGGTTACATTGCATTTGCCC -3’ 29 1578 
 PRRS-8R 5’-CCAACCGGCGATGGTGAAGC -3’ 20  
12073-14914 PRRS-9F 5’-CGGATCCATGAAATGGGGTCCATGCA -3’ 26 2841 
 PRRS-9R 5’-GTCTGCTTGCCGTTGTTA -3’ 18  
14365-end PRRS-10F 5’-CGGATCCCAGCGGAACAATGGGGT-3’ 24 1046 
 PRRS-10R 5’-TTCTAGAATTCAGCGGCCGC(T)30N- 1N-3’ 50  
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Primer ชุดที่ 2 b     
1-1324 PRRS-12-F 5’-GGTGTTGGCTCTATGCCTTG -3’ 20  
 PRRS-1271-R 5’-GGCTCAACCCTTATTCTGAGG -3’ 21 1260 
2000-3400 PRRS-2001-F 5’-CAAGTGCGCTTAGGGAAAAT -3’ 20  
 PRRS-3390-R 5’-GAGAAAGCCATTCCTGCGTA -3’ 20 1390 
3200-4700 PRRS-3216-F 5’-TCCTTGTCCAGCGTGAGAAT -3’ 20  
 PRRS-4577-R 5’-GGGTTTTTCAGAGGGTTGCT -3’ 20 1362 
4440-5800 PRRS-4456-F 5’-CGTCACTTATCGACCTGTGC -3’ 20  
 PRRS-5743-R 5’-GTAAGGACATGTGCGGCAGT -3’ 20 1288 
5450-6900 PRRS-5525-F 5’-GCACCAGATGGGACCTACTT -3’ 20  
 PRRS-6842-R 5’-GGAAATCCAAGTCCTCGTCA -3’ 20 1318 
6700-7900 PRRS-6700-F 5’-GAGGGAAAGTTGAGGGAAGG-3’ 20  
 PRRS-7900-R 5’-GTGCTCAACCGCGTCTTT-3’ 18 1146 
7750-9000 PRRS-7750-F 5’-TGGCCAGTGAGGTTGAGCTA -3’ 20  
 PRRS-9000-R 5’-TTCAGCACGTACGACGGTAG -3’ 20 1251 
8900-10100 PRRS-8900-F 5’-GCAATTGTCCGCTGGTTT -3’ 18  
 PRRS-10100-R 5’-GCCAGTATGTTTTCCCAGCA -3’ 20 1192 
11100-12100 PRRS-11100-F 5’-GGTGCCGGCTATATGGTG -3’ 18  
 PRRS-12100-R 5’-TCAGGCCTAAAGTTGGTTCAA -3’ 21 931 
11250-13150 PRRS-11250-F 5’-GCCTGAATTGAAATGAAATGG -3’ 21  
 PRRS-13150-R 5’-GAGGCAAGGTGGTGTTCTG -3’ 19 1104 
13100-14200 PRRS-13100-F 5’-GGGCAGAACACCACCTTG -3’ 18  
 PRRS-14200-R 5’-ACGGAACCATCAAGCACAAC -3’ 20 1199 
14100-15400 PRRS-14100-F 5’-GGCTGCGTTGACTTGCTT -3’ 18  
 PRRS-15400-R 5’-GGCACAATGTCAATCAGTGC -3’ 20 1198 
     
Primer ชุดที่ 3 C     
5’ UTR PRRS-1F 5’-ATGACGTATAGGTGTTGGCTCT-3’ 22 400 
 PRRS-400R 5’-AGCACTCAACAGTGGGGAAT-3’ 20  
3’ UTR ORF7-F 5’-CGGATCCCCTTGTCAAATATGCCAA-3’ 25 565 
 3’ UTR 5’-TTAATTTCGGCCGCATGGTTCT-3’ 22  
     
 
a: specific primers ชุดที่ 1 จํานวน 10 คูไดสังเคราะหตามแบบของ Wootton et al., 2000   
b: specific primers ชุดที่ 2 จํานวน 12 คูไดจากการออกแบบในการวิจยัครั้งนี ้เพือ่ใหครอบคลมุทั้ง 
genome ของเชื้อไวรัส 
C: specific primers ชุดที่ 3 จํานวน 2 คูไดจากการออกแบบในการวจิยัครั้งนี้ จากบริเวณ 5’ UTR และ 
3’ UTR 
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การประกอบลาํดบัเบส (Genome assembly)  
การวิจยัครั้งนีไ้ดหาลําดับเบส (DNA sequencing) ของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส จํานวน 76 

เสน จากนั้นใชโปรแกรมคอมพวิเตอรในกลุม DNASTAR ซึ่งเปนการอานขอมูลลาํดับเบสจาก ABI file 
หรือ Text file และประกอบลําดับเบส (assembly) ใหไดสายลําดับเบสยาวขึน้  
 
 ตารางที ่2 แสดงผลสรุปการประกอบลําดบัเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยได หา
ลําดับเบสทั้งสิ้นจํานวน 76 เสน แบงเปน forward sequence 40 เสน และ reverse sequence 36 เสน 
คิดเปนจํานวนลําดับเบสทีห่า (sequencing) ทั้งสิ้นจํานวน 45,399 bp หรือคิดเปน 2.95 เทาของลําดับ
เบสทั้งหมด (2.95 coverage)  รายละเอียดการประกอบลําดับเบสทัง้หมดของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
ไดแสดงไวในภาพท่ี 2  
 
 
ตารางท่ี 2 แสดงผลสรุปการประกอบลําดับเบสทั้งหมดของเช้ือไวรัส พ ีอาร อาร เอส 
 
รายละเอียด  
  
จํานวนเสนลําดับเบส (number of sequences) 76 sequences 

Forward sequence 40 sequences 
Reverse sequence 36 sequences 

จํานวนลําดับเบสทั้งหมดในการประกอบ (total sequence length) 45,399 bp 
จํานวนเทาทีค่รอบคลุมลําดับเบสทั้งหมด (avarage coverage) 2.95 
จํานวนลําดับเบสทั้งหมดของเช้ือไวรัส (contig length) 15,412 bp 
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ภาพที่ 2 แสดงการประกอบลําดับเบส (genome assembly) โดยการใชโปรแกรมคอมพวิเตอรในกลุม 
DNASTAR 
 

US01-1F/400R-1F.fix (69>467)
US01-12F/1271R-12F.fix (16>578)
US01-12F/1271R-12F-2.fix (1>767)
US01-12F/1271R-12R-2.fix (23>527)
US01-12F/1271R-12R.fix (23>527)
US01-2F/2R-2F.fix (78>490)
US01-2F/2R-2F-2.fix (15>771)
US01-2F/2R-2R-2.fix (16>851)
US01-2F/2R-2R.fix (35>485)
US01-3F/3R-3F.fix (16>650)
US01-3F/3R-3F-2.fix (1>686)
US01-3F/3R-3R-2.fix (11>780)
US01-3F/3R-3R.fix (10>594)
US01-4F/4R-4F.fix (67>525)
US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-3216F.fix (73>414)
US01-3216F/4577R-3216F-2.fix (6>562)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399)

US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399
US01-4F/4R-4R.fix (52>566)
US01-4456F/5743R-4456F.fix (51>392)
US01-4456F/5743R-4456F-2.fix (17>422)
US01-4456F/5743R-5743R-2.fix (1>462)
US01-4456F/5743R-5743R.fix (36>357)
US01-5525F/6842R-5525F.fix (14>761)
US01-5525F/6842R-5525F-2.fix (51>404)
US01-5525F/6842R-6842R.fix (8>743)
US01-5525F/6842R-6842R-2.fix (11>384)
US01-6F/6R-6F.fix (9>321)
US01-5525F/6842R-6842R-3.fix (1>244)
US01-6700F/7900R-6700F.fix (29>428)
US01-6700F/7900R-6700F-2.fix (1>137)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (10>184)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (635>1106)
US01-7F/7R-7F.fix (18>277)
US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)

US01-1F/400R-1F.fix (69>467)
US01-12F/1271R-12F.fix (16>578)
US01-12F/1271R-12F-2.fix (1>767)
US01-12F/1271R-12R-2.fix (23>527)
US01-12F/1271R-12R.fix (23>527)
US01-2F/2R-2F.fix (78>490)
US01-2F/2R-2F-2.fix (15>771)
US01-2F/2R-2R-2.fix (16>851)
US01-2F/2R-2R.fix (35>485)
US01-3F/3R-3F.fix (16>650)
US01-3F/3R-3F-2.fix (1>686)
US01-3F/3R-3R-2.fix (11>780)
US01-3F/3R-3R.fix (10>594)
US01-4F/4R-4F.fix (67>525)
US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-3216F.fix (73>414)
US01-3216F/4577R-3216F-2.fix (6>562)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399)

US01-1F/400R-1F.fix (69>467)
US01-12F/1271R-12F.fix (16>578)
US01-12F/1271R-12F-2.fix (1>767)
US01-12F/1271R-12R-2.fix (23>527)
US01-12F/1271R-12R.fix (23>527)
US01-2F/2R-2F.fix (78>490)
US01-2F/2R-2F-2.fix (15>771)
US01-2F/2R-2R-2.fix (16>851)
US01-2F/2R-2R.fix (35>485)
US01-3F/3R-3F.fix (16>650)
US01-3F/3R-3F-2.fix (1>686)
US01-3F/3R-3R-2.fix (11>780)
US01-3F/3R-3R.fix (10>594)
US01-4F/4R-4F.fix (67>525)
US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-3216F.fix (73>414)
US01-3216F/4577R-3216F-2.fix (6>562)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399)

US01-1F/400R-1F.fix (69>467)
US01-12F/1271R-12F.fix (16>578)
US01-12F/1271R-12F-2.fix (1>767)

US01-1F/400R-1F.fix (69>467)
US01-12F/1271R-12F.fix (16>578)
US01-12F/1271R-12F-2.fix (1>767)
US01-12F/1271R-12R-2.fix (23>527)
US01-12F/1271R-12R.fix (23>527)
US01-2F/2R-2F.fix (78>490)

US01-12F/1271R-12R-2.fix (23>527)
US01-12F/1271R-12R.fix (23>527)
US01-2F/2R-2F.fix (78>490)
US01-2F/2R-2F-2.fix (15>771)
US01-2F/2R-2R-2.fix (16>851)
US01-2F/2R-2R.fix (35>485)

US01-2F/2R-2F-2.fix (15>771)
US01-2F/2R-2R-2.fix (16>851)
US01-2F/2R-2R.fix (35>485)
US01-3F/3R-3F.fix (16>650)
US01-3F/3R-3F-2.fix (1>686)
US01-3F/3R-3R-2.fix (11>780)

US01-3F/3R-3F.fix (16>650)
US01-3F/3R-3F-2.fix (1>686)
US01-3F/3R-3R-2.fix (11>780)
US01-3F/3R-3R.fix (10>594)
US01-4F/4R-4F.fix (67>525)
US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)

US01-3F/3R-3R.fix (10>594)
US01-4F/4R-4F.fix (67>525)
US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-3216F.fix (73>414)
US01-3216F/4577R-3216F-2.fix (6>562)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)

US01-3216F/4577R-3216F.fix (73>414)
US01-3216F/4577R-3216F-2.fix (6>562)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399)

US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399
US01-4F/4R-4R.fix (52>566)
US01-4456F/5743R-4456F.fix (51>392)
US01-4456F/5743R-4456F-2.fix (17>422)
US01-4456F/5743R-5743R-2.fix (1>462)
US01-4456F/5743R-5743R.fix (36>357)
US01-5525F/6842R-5525F.fix (14>761)
US01-5525F/6842R-5525F-2.fix (51>404)
US01-5525F/6842R-6842R.fix (8>743)
US01-5525F/6842R-6842R-2.fix (11>384)
US01-6F/6R-6F.fix (9>321)
US01-5525F/6842R-6842R-3.fix (1>244)
US01-6700F/7900R-6700F.fix (29>428)
US01-6700F/7900R-6700F-2.fix (1>137)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (10>184)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (635>1106)
US01-7F/7R-7F.fix (18>277)
US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)

US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399
US01-4F/4R-4R.fix (52>566)
US01-4456F/5743R-4456F.fix (51>392)
US01-4456F/5743R-4456F-2.fix (17>422)
US01-4456F/5743R-5743R-2.fix (1>462)
US01-4456F/5743R-5743R.fix (36>357)
US01-5525F/6842R-5525F.fix (14>761)
US01-5525F/6842R-5525F-2.fix (51>404)
US01-5525F/6842R-6842R.fix (8>743)
US01-5525F/6842R-6842R-2.fix (11>384)
US01-6F/6R-6F.fix (9>321)
US01-5525F/6842R-6842R-3.fix (1>244)
US01-6700F/7900R-6700F.fix (29>428)
US01-6700F/7900R-6700F-2.fix (1>137)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (10>184)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (635>1106)
US01-7F/7R-7F.fix (18>277)
US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)

US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399
US01-4F/4R-4R.fix (52>566)
US01-4456F/5743R-4456F.fix (51>392)
US01-4456F/5743R-4456F-2.fix (17>422)
US01-4456F/5743R-5743R-2.fix (1>462)
US01-4456F/5743R-5743R.fix (36>357)
US01-5525F/6842R-5525F.fix (14>761)
US01-5525F/6842R-5525F-2.fix (51>404)
US01-5525F/6842R-6842R.fix (8>743)
US01-5525F/6842R-6842R-2.fix (11>384)
US01-6F/6R-6F.fix (9>321)
US01-5525F/6842R-6842R-3.fix (1>244)
US01-6700F/7900R-6700F.fix (29>428)
US01-6700F/7900R-6700F-2.fix (1>137)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (10>184)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (635>1106)
US01-7F/7R-7F.fix (18>277)
US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)

US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399
US01-4F/4R-4R.fix (52>566)
US01-4456F/5743R-4456F.fix (51>392)
US01-4456F/5743R-4456F-2.fix (17>422)
US01-4456F/5743R-5743R-2.fix (1>462)
US01-4456F/5743R-5743R.fix (36>357)
US01-5525F/6842R-5525F.fix (14>761)
US01-5525F/6842R-5525F-2.fix (51>404)
US01-5525F/6842R-6842R.fix (8>743)
US01-5525F/6842R-6842R-2.fix (11>384)
US01-6F/6R-6F.fix (9>321)
US01-5525F/6842R-6842R-3.fix (1>244)
US01-6700F/7900R-6700F.fix (29>428)
US01-6700F/7900R-6700F-2.fix (1>137)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (10>184)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (635>1106)
US01-7F/7R-7F.fix (18>277)

US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)

US01-4F/4R-4F-2.fix (8>775)
US01-3216F/4577R-4577R.fix (13>556)
US01-4F/4R-4R-2.fix (11>706)
US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399
US01-4F/4R-4R.fix (52>566)
US01-4456F/5743R-4456F.fix (51>392)

US01-3216F/4577R-4577R-2.fix (28>399
US01-4F/4R-4R.fix (52>566)
US01-4456F/5743R-4456F.fix (51>392)
US01-4456F/5743R-4456F-2.fix (17>422)
US01-4456F/5743R-5743R-2.fix (1>462)
US01-4456F/5743R-5743R.fix (36>357)

US01-4456F/5743R-4456F-2.fix (17>422)
US01-4456F/5743R-5743R-2.fix (1>462)
US01-4456F/5743R-5743R.fix (36>357)
US01-5525F/6842R-5525F.fix (14>761)
US01-5525F/6842R-5525F-2.fix (51>404)
US01-5525F/6842R-6842R.fix (8>743)

US01-5525F/6842R-5525F.fix (14>761)
US01-5525F/6842R-5525F-2.fix (51>404)
US01-5525F/6842R-6842R.fix (8>743)
US01-5525F/6842R-6842R-2.fix (11>384)
US01-6F/6R-6F.fix (9>321)
US01-5525F/6842R-6842R-3.fix (1>244)

US01-5525F/6842R-6842R-2.fix (11>384)
US01-6F/6R-6F.fix (9>321)
US01-5525F/6842R-6842R-3.fix (1>244)
US01-6700F/7900R-6700F.fix (29>428)
US01-6700F/7900R-6700F-2.fix (1>137)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (10>184)

US01-6700F/7900R-6700F.fix (29>428)
US01-6700F/7900R-6700F-2.fix (1>137)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (10>184)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (635>1106)
US01-7F/7R-7F.fix (18>277)
US01-6700F/7900R-7900R.fix (635>1106)
US01-7F/7R-7F.fix (18>277)
US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)  

US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)
US01-7750F/9000R-9000R-3.fix (2>565)
US01-7750F/9000R-9000R-2.fix (1>282)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-8900F/10100R-8900F.fix (39>407)
US01-8900F/10100R-8900F-2.fix (1>339)
US01-8900F/10100R-10100R-2.fix (13>472)
US01-8900F/10100R-10100R.fix (14>342)
US01-9800F/10900R-9800F.fix (11>373)
US01-9800F/10900R-9800F-2.fix (12>185)
US01-9800F/10900R-10900R-2.fix (12>308)
US01-9800F/10900R-10900R.fix (13>157)
US01-8F/8R-8F.fix (14>587)
US01-11100F/12100R-11100F.fix (31>540)
US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12100R-11100F-2.fix (14>283)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-8F/8R-8R.fix (470>1002)
US01-11100F/12100R-12100R-2.fix (22>493)
US01-11100F/12100R-12100R.fix (17>282)
US01-11100F/12100R-12100R-3.fix (15>279)
US01-11250F/13150R-11250F.fix (5>522)
US01-11250F/13150R-11250F-2.fix (12>305)

US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)
US01-7750F/9000R-9000R-3.fix (2>565)
US01-7750F/9000R-9000R-2.fix (1>282)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-8900F/10100R-8900F.fix (39>407)
US01-8900F/10100R-8900F-2.fix (1>339)
US01-8900F/10100R-10100R-2.fix (13>472)
US01-8900F/10100R-10100R.fix (14>342)
US01-9800F/10900R-9800F.fix (11>373)
US01-9800F/10900R-9800F-2.fix (12>185)
US01-9800F/10900R-10900R-2.fix (12>308)
US01-9800F/10900R-10900R.fix (13>157)
US01-8F/8R-8F.fix (14>587)
US01-11100F/12100R-11100F.fix (31>540)
US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12100R-11100F-2.fix (14>283)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-8F/8R-8R.fix (470>1002)
US01-11100F/12100R-12100R-2.fix (22>493)
US01-11100F/12100R-12100R.fix (17>282)
US01-11100F/12100R-12100R-3.fix (15>279)
US01-11250F/13150R-11250F.fix (5>522)
US01-11250F/13150R-11250F-2.fix (12>305)

US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)
US01-7750F/9000R-9000R-3.fix (2>565)
US01-7750F/9000R-9000R-2.fix (1>282)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-8900F/10100R-8900F.fix (39>407)
US01-8900F/10100R-8900F-2.fix (1>339)
US01-8900F/10100R-10100R-2.fix (13>472)
US01-8900F/10100R-10100R.fix (14>342)
US01-9800F/10900R-9800F.fix (11>373)
US01-9800F/10900R-9800F-2.fix (12>185)
US01-9800F/10900R-10900R-2.fix (12>308)
US01-9800F/10900R-10900R.fix (13>157)
US01-8F/8R-8F.fix (14>587)
US01-11100F/12100R-11100F.fix (31>540)
US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12100R-11100F-2.fix (14>283)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)

US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)

US01-7750F/9000R-7750F.fix (24>395)
US01-7750F/9000R-7750F-2.fix (1>261)
US01-7750F/9000R-7750F-3.fix (2>262)
US01-7750F/9000R-9000R-3.fix (2>565)
US01-7750F/9000R-9000R-2.fix (1>282)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)

US01-7750F/9000R-9000R-3.fix (2>565)
US01-7750F/9000R-9000R-2.fix (1>282)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-8900F/10100R-8900F.fix (39>407)
US01-8900F/10100R-8900F-2.fix (1>339)

US01-7750F/9000R-9000R.fix (43>356)
US01-8900F/10100R-8900F.fix (39>407)
US01-8900F/10100R-8900F-2.fix (1>339)
US01-8900F/10100R-10100R-2.fix (13>472)
US01-8900F/10100R-10100R.fix (14>342)
US01-9800F/10900R-9800F.fix (11>373)

US01-8900F/10100R-10100R-2.fix (13>472)
US01-8900F/10100R-10100R.fix (14>342)
US01-9800F/10900R-9800F.fix (11>373)
US01-9800F/10900R-9800F-2.fix (12>185)
US01-9800F/10900R-10900R-2.fix (12>308)
US01-9800F/10900R-10900R.fix (13>157)

US01-9800F/10900R-9800F-2.fix (12>185)
US01-9800F/10900R-10900R-2.fix (12>308)
US01-9800F/10900R-10900R.fix (13>157)
US01-8F/8R-8F.fix (14>587)
US01-11100F/12100R-11100F.fix (31>540)
US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)

US01-8F/8R-8F.fix (14>587)
US01-11100F/12100R-11100F.fix (31>540)
US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12100R-11100F-2.fix (14>283)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-11100F/12100R-11100F-2.fix (14>283)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-8F/8R-8R.fix (470>1002)
US01-11100F/12100R-12100R-2.fix (22>493)
US01-11100F/12100R-12100R.fix (17>282)
US01-11100F/12100R-12100R-3.fix (15>279)
US01-11250F/13150R-11250F.fix (5>522)
US01-11250F/13150R-11250F-2.fix (12>305)  
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ภาพที่ 2 แสดงการประกอบลําดับเบส (genome assembly) โดยการใชโปรแกรมคอมพวิเตอรในกลุม 
DNASTAR (ตอ) 
 
 
 US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-8F/8R-8R.fix (470>1002)
US01-11100F/12100R-12100R-2.fix (22>493)
US01-11100F/12100R-12100R.fix (17>282)
US01-11100F/12100R-12100R-3.fix (15>279)
US01-11250F/13150R-11250F.fix (5>522)
US01-11250F/13150R-11250F-2.fix (12>305)
US01-11250F/13150R-13150R-2.fix (16>300)
US01-11250F/13150R-13150R.fix (24>370)
US01-13000F/13500R-13100F.fix (10>286)
US01-13100F/14200R-13100F.fix (3>630)
US01-13100F/14200R-13100F-2.fix (43>287)
US01-13000F/13500R-13500R.fix (12>162)
US01-13100F/14200R-14200R.fix (6>499)
US01-13100F/14200R-14200R-2.fix (16>544)
US01-14100F/15400R-14100F.fix (25>481)
US01-14100F/15400R-14100F-2.fix (1>270)
US01-14100F/15400R-15400R-2.fix (14>288)
US01-14100F/15400R-15400R.fix (47>434)
US01-7F/3UTR-7F.fix (71>522)
US01-7F/3UTR-3UTR.fix (87>451)

US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-8F/8R-8R.fix (470>1002)
US01-11100F/12100R-12100R-2.fix (22>493)
US01-11100F/12100R-12100R.fix (17>282)
US01-11100F/12100R-12100R-3.fix (15>279)
US01-11250F/13150R-11250F.fix (5>522)
US01-11250F/13150R-11250F-2.fix (12>305)
US01-11250F/13150R-13150R-2.fix (16>300)
US01-11250F/13150R-13150R.fix (24>370)
US01-13000F/13500R-13100F.fix (10>286)
US01-13100F/14200R-13100F.fix (3>630)
US01-13100F/14200R-13100F-2.fix (43>287)
US01-13000F/13500R-13500R.fix (12>162)
US01-13100F/14200R-14200R.fix (6>499)
US01-13100F/14200R-14200R-2.fix (16>544)
US01-14100F/15400R-14100F.fix (25>481)
US01-14100F/15400R-14100F-2.fix (1>270)
US01-14100F/15400R-15400R-2.fix (14>288)
US01-14100F/15400R-15400R.fix (47>434)
US01-7F/3UTR-7F.fix (71>522)
US01-7F/3UTR-3UTR.fix (87>451)

US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-8F/8R-8R.fix (470>1002)

US01-11100F/12209R-11100F.fix (12>704)
US01-11100F/12209R-12209R.fix (3>491)
US01-8F/8R-8R.fix (470>1002)
US01-11100F/12100R-12100R-2.fix (22>493)
US01-11100F/12100R-12100R.fix (17>282)
US01-11100F/12100R-12100R-3.fix (15>279)

US01-11100F/12100R-12100R-2.fix (22>493)
US01-11100F/12100R-12100R.fix (17>282)
US01-11100F/12100R-12100R-3.fix (15>279)
US01-11250F/13150R-11250F.fix (5>522)
US01-11250F/13150R-11250F-2.fix (12>305)
US01-11250F/13150R-13150R-2.fix (16>300)

US01-11250F/13150R-11250F.fix (5>522)
US01-11250F/13150R-11250F-2.fix (12>305)
US01-11250F/13150R-13150R-2.fix (16>300)
US01-11250F/13150R-13150R.fix (24>370)
US01-13000F/13500R-13100F.fix (10>286)
US01-13100F/14200R-13100F.fix (3>630)

US01-11250F/13150R-13150R.fix (24>370)
US01-13000F/13500R-13100F.fix (10>286)
US01-13100F/14200R-13100F.fix (3>630)
US01-13100F/14200R-13100F-2.fix (43>287)
US01-13000F/13500R-13500R.fix (12>162)
US01-13100F/14200R-14200R.fix (6>499)

US01-13100F/14200R-13100F-2.fix (43>287)
US01-13000F/13500R-13500R.fix (12>162)
US01-13100F/14200R-14200R.fix (6>499)
US01-13100F/14200R-14200R-2.fix (16>544)
US01-14100F/15400R-14100F.fix (25>481)
US01-14100F/15400R-14100F-2.fix (1>270)

US01-13100F/14200R-14200R-2.fix (16>544)
US01-14100F/15400R-14100F.fix (25>481)
US01-14100F/15400R-14100F-2.fix (1>270)
US01-14100F/15400R-15400R-2.fix (14>288)
US01-14100F/15400R-15400R.fix (47>434)
US01-14100F/15400R-15400R-2.fix (14>288)
US01-14100F/15400R-15400R.fix (47>434)
US01-7F/3UTR-7F.fix (71>522)
US01-7F/3UTR-3UTR.fix (87>451)
US01-7F/3UTR-7F.fix (71>522)
US01-7F/3UTR-3UTR.fix (87>451)
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ลาํดับเบสของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส  
 

การวิจยัครั้งนีเ้ปนคร้ังแรกในประเทศไทยที่รายงานลําดบัเบสท้ังหมดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร 
เอส สายพันธุไทย 01NP1 ซึ่งพบวาเชื้อไวรัสมีลําดับเบสทั้งหมดจํานวน 15412 bp  ซึ่งประกอบดวย
นิวคีโอไทต A คิดเปน 21.77% นิวคีโอไทต G คิดเปน 26.12 %  นิวคีโอไทต T คิดเปน 25.46% และ
นิวคีโอไทต C คิดเปน 26.65%  (% C+G เทากับ 52.76%) (รายละเอียดลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส 
พ ีอาร อาร เอส ไดแสดงไวในภาคผนวก ค)   

 
รายละเอียดโครงสรางจีนโนม (genome organization) ของเชื้อไวรสั พ ีอาร อาร เอส สายพันธุ

ไทย 01NP1 ไดแสดงไวในตารางที่ 3 และ ภาพที ่3 ซึ่งพบวาโครงสรางจีนโนมของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร 
เอส โดยสวนใหญเหมือนกบัโครงสรางจนีโนมของเชือ้ไวรัส กลุม Arterivirus  โดยผลการหายีนและ
โปรตีนของเชือ้  ไวรัสพบวาเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส ประกอบดวย open reading frame (ORF) 
จํานวน 8 ORFs คือ ORF1a และ ORF1b ซึ่งเปนยีนขนาดใหญ และซอนกัน (overlapping ORFs) 
(ตารางที ่3 และ ภาพที ่3) โดย ORF1a มีขนาด 7512 bp (2503 amino acids) และ ORF1b มีขนาด 
4392 bp (1463 amino acids)  โปรตีน (predicted amino acid) ของ ORF1a และ ORF1b เปน 
replicase protein  ซึ่งผลของการเปรียบเทียบลําดับโปรตีนกับฐานขอมูล GenBank (protein BLAST) 
พบวาโปรตีนของ ORF1a และ ORF1b เปน replicase polyprotein 1ab (ORF1ab) โดย replicase 
polyprotein 1a (ORF1a) ประกอบดวย Nsp1-alpha papain-like cysteine proteinase (PCP1-alpha); 
Nsp1-beta papain-like cysteine proteinase (PCP1-beta); Nsp2 cysteine proteinase (CP2) (CP); 
Nonstructural protein 3 (Nsp3); 3C-like serine proteinase (3.4.21.-) (3CLSP) (Nsp4); 
Nonstructural protein 5-6-7 (Nsp5-6-7); Nonstructural protein 8 (Nsp8); และ replicase 
polyprotein 1b (ORF1b) ประกอบดวย RNA-directed RNA polymerase (RdRp) (Pol) (Nsp9); 
Helicase (Hel) (Nsp10); Nonstructural protein 11 (Nsp11); Nonstructural protein 12 (Nsp12)] 
รายละเอียดผลการเปรียบเทียบโปรตีน (BLASTp) ไดแสดงไวในภาคผนวก ง   

 
นอกจากนี้ผลการเปรียบเทยีบโปรตีนยังพบวา โปรตีน ORF1a มี conserved domain คือ 

serine peptidases ซึ่งเกี่ยวของกับ polyprotein processing และ โปรตีน ORF1b มี conserved 
domain คือ RNA dependent RNA polymerase และ viral RNA helicase (super family 1) ซ่ึง
เกี่ยวของกบัหลายๆ ขั้นตอนของ viral RNA replication   รายละเอียดของ conserved domain ได
แสดงไวในภาคผนวก จ 
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สวน ORF2-7 มีขนาด 771, 765, 537, 603, 525 และ 372 bp (256, 254, 178, 200, 174 และ 
123 amino acids) ตามลําดับ โดยพบวาโปรตีนของ ORF2-7 เปน structural protein ซึ่งประกอบดวย 
envelop protein (GP2-5), matrix protein (GP6) และ nucleocapsid protein (GP7) (ตารางที ่3 และ 
ภาพที ่3)  
 

นอกจาก ORFs แลวพบวาเชื้อไวรัส 01NP1 ประกอบดวย untranslated region ที่บริเวณสวน
ตนและสวนทายของ genome คือ  5’ UTR จํานวน 189 bp และ 3’ UTR จํานวน 152 bp (ตารางที่ 3 
และ ภาพที ่3)  และมี poly A tail (ไมไดศึกษาในการวจิยันี้)  
 
ตารางท่ี 3 แสดงรายละเอยีดโครงสรางจีนโนมของเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส สายพันธุไทย 01NP1  
 

Nucleotides Amino acid Region/ORF 
Position Size Position Size 

Protein* 

      
5’ UTR 1-189 189 - - - 
ORF1a 
 
 

190-7701 7512 NA 2503 Replicase polyprotein; 
Nsp1alpha, beta (Papain-
like cysteine protease); 
Nsp2 (cystein protease); 
Nsp3 - 8  

ORF1b 7680-12071 4392 NA 1463 RNA dependent RNA 
polymerase (Nsp 9 - 12)  

ORF2 12073-12843 771 NA 256 GP2 envelop protein 
ORF3 12696-13460 765 NA 254 GP3 envelop protein 
ORF4 13241-13777 537 NA 178 GP4 envelop protein 
ORF5 13788-14390 603 NA 200 GP5 envelop protein  
ORF6 14375-14899 525 NA 174 Matrix protein 
ORF7 14889-15260 372 NA 123 Nucleocapsid protein  
3’UTR 15261-15412 152 - - - 
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ภาพที่ 3 แสดงโครงสรางจนีโนมของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพนัธุไทย 01NP1 โดยการใช
โปรแกรมคอมพิวเตอรในการกําหนด ORFs ของเชื้อไวรัส จากภาพแสดงโครงสรางจีนโนมของเชื้อไวรัส 
ซึ่งประกอบดวย reading frame จํานวน 6 แถว (+3, +2, +1, -1, -2, -3) โดยมีเสนแนวตั้งที่แสดงถึง 
start และ stop codons  สวน predicted  ORFs แสดงโดยลูกศรสีเขียว (ปลายของลูกศร แสดงทิศทาง
ของ ORFs) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเผยแพรขอมูลลาํดับเบสของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส  
 

ลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส  (complete nucleotide sequence)   ไดนําไป
เผยแพรในฐานขอมูล GenBank ท่ี http://www.ncbi.nlm.nih.go โดยเชื้อไวรสั พ ีอาร อาร เอส  
สายพันธุ 01NP1 มี GenBank accesion number “DQ056373” รายละเอียดของขอมูลลําดับเบส 
ท้ังหมดของเชื้อไวรัส ไดแสดงไวในภาคผนวก ค 

 
 

 

Genome organization of PRRS 01NP1

Replicase proteins
(ORF1a, ORF1b)

Structural protein
(ORF2-7)

Genome organization of PRRS 01NP1

Replicase proteins
(ORF1a, ORF1b)

Structural protein
(ORF2-7)

Replicase proteins
(ORF1a, ORF1b)

Structural protein
(ORF2-7)

 



21 

การเปรียบเทียบลาํดบัเบสทั้งหมดของเชื้อไวรสัสายพนัธุไทยกับเชื้อสายพนัธุอเมริกาและยุโรป  
 
 การเปรียบเทยีบลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุไทย กับสายพันธุ
อเมริกาและยโุรป ประกอบดวยการเปรียบเทียบลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสสายพันธุไทย 01NP1 
(DQ056373) กับ เชือ้ไวรสัสายพันธุอเมรกิา VR2332 (U87392), 16244B (AF046869), MLV 
(AF066183), PA8 (AF176348), SP (AF184212), P129 (AF494042), BJ-4 (AF331831) และ 
เชื้อไวรัสสายพันธุยุโรป Lylestad (M96262) ผลการเปรียบเทยีบลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส พ ีอาร 
อาร เอส ทั้ง 3 กลุม พบวาเชื้อไวรัส 01NP1 มีความเหมือนกับเชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกา (มากกวา 
90% nucleotide identity) โดยเฉพาะเชือ้ไวรัส MLV (99.8%) VR2332 (99.7%) BJ4 (99,7%) และ 
16244B (98.5%)   ในขณะที่เชือ้ไวรัสสายพันธุไทยเหมือนกับสายพันธุยุโรปเพยีงประมาณ 60%  
รายละเอียดผลการเปรียบเทียบลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสทั้ง 3 กลุม ไดแสดงไวในตารางที่ 4   

 
ตารางท่ี 4 แสดงผลการเปรียบเทยีบลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส ในรูปของ  
% nucleotide identity  
 
  

เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่เปรียบเทียบ 
(% nucleotide identity) 

 
          
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 LV 
01NP1 100 99.7 98.5 99.8 99.3 93.6 91.5 99.7 59.9 
VR2332  100 98.5 99.7 99.3 93.7 91.6 99.6 59.8 
16244B   100 98.5 98.1 92.8 90.9 98.4 NA 
MLV    100 99.3 93.6 91.5 99.8 59.8 
PA8     100 93.3 91.3 99.2 59.8 
SP      100 90.8 93.5 NA 
P129       100 91.4 NA 
BJ4        100 NA 
LV         100 
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ผลการวเิคราะหความสัมพนัธทางพันธุกรรม (genome relatedness) โดยการวิเคราะหทาง 
phylogenetic analysis ของลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส พบวาเชื้อไวรัส 
สายพันธุไทย 01NP1 มีความใกลชิดกับเชื้อไวรัส BJ-4 ซ่ึงเปน เชื้อทีแ่ยกไดจากสกุรปวยในประเทศจีน 
รวมทั้งมีววืฒันาการมาจากเชื้อไวรัส MLV และ VR2332 ซึ่งเปนสายพันธุทีใ่ชเปนวัคซีน (MLV 
RespPRRS พฒันามาจาก VR2332) ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาเชื้อไวรสั พ ีอาร อาร เอส สายพันธุ 
01NP1 ท่ีระบาดในประเทศไทย เปนเชื้อที่มีตนกําเนิดจากเชือ้ไวรัสที่เปนวัคซีน (vaccine virus) ซึ่งมี
วิวฒันาการจากเชื้อที่ไมมีความรุนแรง (non-virulence) ไปเปนเชือ้ท่ีมีความรุนแรงและทําใหเกิดโรค 
(virulence) โครงสรางความสัมพันธ (dendrogram) ท่ีแสดงความสมัพันธในระดบัพนัธุกรรมของ 
เชื้อไวรัส ไดแสดงไวในภาพที่ 4  
 
 
ภาพที่ 4 แสดงโครงสรางความสัมพันธในระดับพันธุกรรมของเชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส โดยการ
วิเคราะหขอมูลจากลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส ดวยวิธ ีphylogenetic analysis 
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Untranslated regions (5’ UTR และ 3’ UTR) 
 
 ผลการเปรียบเทียบ 5’ UTR  ของเชือ้ไวรัสสายพนัธุไทย 01NP1 กับ เชือ้ไวรัสสายพันธุอเมริกา 
พบวา 5’UTR ของเชือ้ไวรัส 01NP1 เหมือนกับเชือ้ไวรัส VR2332, PA8 และ BJ-4 มากที่สุด (99.5%) 
(ในขณะที่เชือ้ไวรัส VR2332, PA8 และBJ-4 มี 5’UTR เหมือนกัน 100% nucleotide identity) และมี
ความเหมือนกับเชือ้ไวรัส MLV (98.9%), 16244B (94.7%), SP (93.1%), และ PA8 (89.9%) 
ตามลําดับ   
 

เชื้อไวรัส LV ซึ่งเปนสายพนัธุยุโรปมี 5’ UTR ยาวทีส่ดุ (221) ในขณะที่เชือ้ไวรัส 01NP1 มี  
5’ UTR ขนาด 189 bp ซึ่งเทากับขนาดของเชื้อไวรัส VR2332, PA8, BJ-4 และ 16244B จากการ
เปรียบเทียบลาํดับเบส พบวาเชื้อไวรัส 01NP1 มีเพียงตาํแหนงท่ีแตกตางจากเชือ้ไวรัส VR2332   
เพียง 1 ตําแหนง (polymorphic site)  รายละเอียดการเปรียบเทียบลําดับเบสของ 5’ UTR และตําแหนง 
polymorphic site ไดแสดงไวในภาพที ่5   

 
ผลการเปรียบเทียบ 3’ UTR ของเชือ้ไวรัสสายพันธุไทย 01NP1 กับ เชื้อไวรัสสายพันธุอเมริกา 

พบวา 3’UTR ของเชือ้ไวรัส 01NP1 มีขนาด 151 bp ซึ่งเหมือนกับ 3’ UTR ของเชือ้ไวรัสทุกสายพันธุ
ในกลุมอเมริกา  โดยพบวาเชื้อไวรัส 01NP1 มีความเหมือนกับเชื้อไวรัส VR2332, 16244, MLV และ 
BJ-4 (98.7%) และมีความเหมือนกับเชื้อไวรัส PA8 (97.4%), SP (96.7%), และ P129 (93.4%) 
ตามลําดับ (เช้ือไวรัส VR2332, 16244, MLV และ BJ-4 มี 3’UTR เหมือนกัน 100% nucleotide 
identity) รายละเอียดการเปรียบเทียบลาํดับเบสของ 3’ UTR และตําแหนง polymorphic site ไดแสดง
ไวในภาพที่ 6 ซึ่งพบวาเช้ือไวรัส 01NP1 มีตําแหนงที่แตกตางจากเชือ้ไวรัส VR2332 จํานวน 2 
ตําแหนง  นอกจากนี้ยังพบวาเชือ้ไวรัส LV ซึ่งเปนสายพันธุยุโรปม ี3’UTR ที่สั้นกวาเชื้อไวรัสสายพันธุ
อเมริกา คือ 114 bp 

 
การวิจยัครั้งนีไ้มไดหาจํานวนของ poly (A) tail ของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส ในการศึกษาใน

ตางประเทศ พบวาความยาวของ poly (A) tail มีความยาวไมแนนอน เชน 17 bp (16244B) (Allende 
et al., 1999),  72 bp (PA8) (Wootton et al., 2000)   
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ภาพที่ 5 แสดงการเปรียบเทียบลําดับเบสที่บริเวณ 5’ UTR ของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส  (ลําดับเบสที่
มีความเหมือนกันจะแสดงโดยเครื่องหมายจุด (dot) บริเวณที่ไมมีลําดับเบสจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด 
(dash) บริเวณที่เปน polymorphic site ของกรดอะมิโนของเชื้อไวรสั 01NP1 ไดแสดงไวในกรอบ (box) 
 
 

 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหต:ุ  เช้ือไวรัสสายพันธุ LV ซึ่งเปนสายพันธุยโุรปไมไดนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบ 
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ภาพที่ 6 แสดงการเปรียบเทียบลําดับเบสที่บริเวณ 3’ UTR ของเชือ้ไวรัส พ ีอาร อาร เอส (ลําดับเบสที่
มีความเหมือนกันจะแสดงโดยเครื่องหมายจุด (dot) บริเวณที่ไมมีลําดับเบสจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด 
(dash) บริเวณที่เปน polymorphic site ของกรดอะมิโนของเชื้อไวรสั 01NP1 ไดแสดงไวในกรอบ (box) 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
หมายเหต:ุ  เช้ือไวรัสสายพันธุ LV ซึ่งเปนสายพันธุยโุรปไมไดนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบ 
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Non-structural genes (ORF1a และ ORF1b) 
 
 ORF1a ของเชื้อไวรัส 01NP1 มีขนาด 7512 bp ซ่ึงสราง (encode) โปรตีนขนาด  
 2503 กรดอะมิโน โดยโปรตีน ORF1a เปน replicase polyprotein ซึ่งมี cleavage site หลายแหง ทํา
ใหไดโปรตีนยอยจํานวน 9 ตัว สวน ORF1b มีขนาด 4392 bp ซึ่งสรางโปรตีนขนาด 1463 กรดอะมิโน 
โดยโปรตีน ORF1b เปน replicase polyprotein เชนกัน และมีโปรตีนยอยจํานวน 4 ตัว  ผลการ
เปรียบเทียบลาํดับเบสของ ORF1a และ ORF1b พบวาเชื้อไวรัส 01NP1 มีความเหมือนกับเชื้อสาย
พันธุกลุมอเมริกาทั้งในระดับนิวควิโอไทตและกรดอะมิโนมากกวา 90% รายละเอียดผลการเปรียบเทยีบ
ลําดับเบสของ ORF1a และ ORF1b ไดแสดงไวในตารางที่ 5  
 
 ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสและกรดอะมโินของ ORF1a พบวา เชื้อไวรัส 01NP1 มีความ 
ใกลเคยีงสูงกบัเชือ้ไวรัส MLV, VR2332, และ BJ-4 นอกจากนีย้ังพบวาเชื้อไวรัส SP ซึ่งเปนสาย   
พันธุวัคซีนของประเทศสิงคโปร  มี ORF1a โปรตีนทีย่าวกวาเชือ้ไวรัสสายพันธุอืน่ (2539 amino acids) 
เนื่องจากมี insertion ที่บริเวณกรดอะมิโนท่ี 1196-1232 (ภาพที่ 7) เชนเดียวกบัการเปรียบเทยีบลําดับ
เบสและกรดอะมิโนของ ORF1b พบวา ORF1b ของเชือ้ไวรัส 01NP1 มีความใกลเคียงสูงกับเชือ้ไวรัส 
MLV (99.9%), VR2332 (99.8%) และ BJ-4 (99.8%) (ภาพท่ี 8) 
 

เม่ือเปรียบเทยีบลําดับเบสและกรดอะมิโนของ ORF1b พบวาเชื้อไวรัส 01NP1 มี polymorphic 
site (amino acid different) ในโปรตีน ORF1b นอยกวาโปรตนี ORF1a (ORF1a มี 9 แหง และ 
ORF1b มี 4 แหง) ดังนั้นจึงกลาวไดวา ORF1b มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสและกรดอะมิโนนอย
กวา ORF1a (more conserved) แสดงถึงความคงทีข่องยีน ORF1b ในขณะที่ ORF1a ของเชือ้ไวรัส
สายพันธุอเมรกิาบางสายพนัธุ เชน SP มีกรดอะมิโนเพิ่ม (unique insertion) และมี polymorphic site 
เปนจํานวนมาก ที่บริเวณ Nsp2 แสดงถงึความไมคงที ่หรือการมวีวิฒันาการของ ORF1a โดยเฉพาะ
บริเวณ Nsp2 รายละเอียดผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF1a และ ORF1b ไดแสดงไวใน
ภาพประกอบที่ 7 และ 8  
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ตารางท่ี 5 แสดงผลการเปรียบเทยีบลําดับเบสของ ORF1a และ ORF1b ของเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส 
ในรูปของ % nucleotide identity และ % amino acid identity 
 
  

เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่เปรียบเทียบ 
% nucleotide identity (% amino acid identity) 

 
         
ORF1a         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 99.8 (99.6) 98.4 (97.8) 99.9 (99.7) 99.3 (99.1) 92.2 (91.5) 89.6 (88.8) 99.5 (99.2) 
VR2332  100 (100) 98.4 (97.8) 99.9 (99.6) 99.3 (99.1) 92.3 (91.7) 89.7 (89.0) 99.5 (99.1) 
16244B   100 (100) 98.4 (97.8) 98.0 (97.4) 91.3 (90.8) 88.9 (88.3) 98.0 (97.3) 
MLV    100 (100) 99.3 (99.1) 92.2 (91.5) 89.6 (88.8) 99.5 (99.2) 
PA8     100 (100) 91.8 (91.1) 89.4 (88.7) 98.9 (98.6) 
SP      100 (100) 88.6 (87.5) 91.9 (91.1) 
P129       100 (100) 89.3 (88.3) 
BJ4        100 (100) 
         
         
         
ORF1b         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 99.8 (99.3) 98.8 (99.2) 99.9 (99.8) 99.4 (99.3) 96.0 (98.3) 92.8 (97.3) 99.8 (99.7) 
VR2332  100 (100) 98.6 (99.1) 99.7 (99.5) 99.2 (99.2) 96.0 (98.3) 92.9 (97.3) 99.6 (99.4) 
16244B   100 (100) 98.8 (99.5) 98.4 (99.1) 95.3 (98.4) 92.4 (97.3) 99.7 (99.3) 
MLV    100 (100) 99.5 (99.5) 96.0 (98.5) 92.9 (97.5) 99.9 (99.9) 
PA8     100 (100) 95.8 (98.1) 92.7 (97.1) 99.4 (99.4) 
SP      100 (100) 92.9 (97.3) 95.9 (98.4) 
P129       100 (100) 92.9 (97.3) 
BJ4        100 (100) 
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ภาพที่ 7 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF1a ท่ีบริเวณตําแหนงกรดอะมิโนที่ 1000-1300 
กรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกันจะแสดงโดยเครื่องหมายจุด (dot) บริเวณที่ไมมีกรดอะมิโนจะแสดงโดย
เครื่องหมายขีด (dash) บริเวณที่มี insertion ของกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสสายพันธุ SP ไดแสดงไวใน
กรอบ (box) 
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ภาพที่ 8 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF1b ท่ีบริเวณตําแหนงกรดอะมิโนที่ 600-900  
กรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกันจะแสดงโดยเครื่องหมายจุด (dot) บริเวณที่กรดอะมิโนจะแสดงโดย 
เครื่องหมายขีด (dash)  
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Structural genes (ORF2-7) 
 
 ORF2-7 ของเชื้อไวรัส 01NP1 มีขนาดประมาณ 3 kp ซึ่งสราง structural protein ที่
ประกอบดวย envelop protein (ORF2-5) matrix protein (ORF6)  และ nucleocapsid protein (ORF7)   
ORF2-5 มีขนาด 771 bp (256 aa), 765 bp (254 aa), 537 bp (178 aa) และ 603 bp (200 aa) 
ตามลําดับ  เม่ือเปรียบเทยีบลําดับเบสและกรดอะมิโนของ ORF2-5  พบวา ORF2-5 ของเชือ้ไวรัส 
01NP1 มีความใกลเคียงกับ ORF2-5 ของเชื้อไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกา รายละเอียดผลการ
เปรียบเทียบ 
ลําดับเบสของ ORF2-5 ไดแสดงไวในตารางที่ 6  
 
 ภาพท่ี 9-12 แสดงผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF2-5  ซึ่งแสดงตําแหนงท่ีมีการ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน (polymorphic site) ของเชือ้ไวรัส 01NP1 กับเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกา 
โดยเฉพาะเชือ้ไวรัส VR2332 และ BJ-4  ผลการวจิัยโดยสวนใหญพบวาเชื้อไวรัส 01NP1 มีลําดบั
กรดอะมิโนท่ีเปนกรดอะมิโนสวนใหญ (consensus) ของเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกา อยางไรก็ตาม
พบวาเชื้อไวรสั 01NP1 มี polymorphic site ท่ี ORF2 1 ตําแหนง (เปลี่ยนจาก L; Leucine 
(consensus) เปน F; Phenylalanine)  และ ORF5 1 ตําแหนง (เปลี่ยนจาก R; Arginine เปน G; 
Glycine)  ผลการวิจยัแสดงใหเห็นวา structural protein (ORF2-5) ซึ่งในสวนที่เปน envelop protein มี
ความคงตัวและมีลักษณะของเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาสูง (conserved)  โดยเฉพาะเชื้อไวรัส 
01NP1 มีการเปลี่ยนแปลงนอยมากและยังมีความใกลเคียงกับเชื้อไวรัส VR2332 ซ่ึงเปนตนแบบสาย
พันธุวัคซีน  
 
 ORF6 มีขนาด 525 bp สรางโปรตีนขนาด 174 กรดอะมิโน ซึ่งเปน matrix protein  
เชื้อไวรัส 01NP1 มีลําดับเบสของ ORF6 คลายกับเชือ้ไวรัส BJ-4 (99.4%), MLV (99.4%) และ 
VR2332 (99.2%) (ตารางที ่6) ผลการเปรียบเทยีบกรดอะมิโนของ ORF6 ไดแสดงไวในภาพที่ 13 ซ่ึง
พบวาเชื้อไวรสั 01NP1 มี polymorphic site 2 ตําแหนง (เปลี่ยนจาก Q; Glutamine เปน E; Glutamic 
acid และ เปลีย่นจาก F; Phenylalanine เปน C; Cysteine)    

ORF7 เปนยีนที่สราง nucleocapsid protein โดย ORF7 มีขนาด 372 bp (123 amino acids) 
ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสและกรดอะมโิน พบวาเชือ้ไวรัส 01NP1 มีลําดับเบสและกรดอะมิโนที่
เหมือนกัน (100% identity) กับเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกาหลายสายพันธุ เชน VR2332, MLV และ 
BJ-4 นอกจากนี้ยังพบวาเม่ือเปรียบเทยีบในระดบักรดอะมิโนยังพบ 100% amino acid identity กับเชือ้
ไวรัส 16244B และ PA8 ซึ่งแสดงใหเห็นถึงการเปลีย่นของลําดับเบสท่ีไมมีผลตอการเปลี่ยนหรือสราง
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โปรตีน รายละเอียดการเปรียบเทยีบลําดับเบสและกรดอะมิโนของ ORF7 ไดแสดงไวในตารางที่ 6 และ
ภาพที ่14 
 
ตารางท่ี 6 แสดงผลการเปรียบเทยีบลําดับเบสของ ORF2-7 ของเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ในรปูของ 
% nucleotide identity และ % amino acid identity 
 
  

เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่เปรียบเทียบ 
% nucleotide identity (% amino acid identity) 

 
         
ORF2         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 99.6 (99.6) 98.4 (98.8) 99.4 (98.8) 99.5 (98.8) 93.6 (94.1) 95.3 (94.9) 99.7 (99.6) 
VR2332  100 (100) 98.6 (99.2) 99.5 (98.4) 99.6 (99.2) 94.0 (94.5) 95.7 (94.9) 99.6 (99.2) 
16244B   100 (100) 98.3 (98.4) 98.4 (98.4) 92.9 (94.1) 94.4 (94.1) 98.7 (99.2) 
MLV    100 (100) 99.1 (97.7) 93.5 (93.0) 95.2 (93.8) 99.6 (99.2) 
PA8     100 (100) 93.6 (93.8) 95.3 (94.1) 99.5 (98.4) 
SP      100 (100) 93.3 (93.0) 93.6 (93.8) 
P129       100 (100) 95.3 (94.5) 
BJ4        100 (100) 
         
         
         
ORF3         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 99.3 (98.8) 98.7 (98.0) 99.6 (99.2) 99.3 (99.6) 90.5 (87.4) 91.5 (89.8) 100 (100) 
VR2332  100 (100) 98.3 (97.6) 99.5 (98.8) 99.0 (98.4) 90.3 (87.0) 91.2 (89.4) 99.3 (98.8) 
16244B   100 (100) 98.3 (97.2) 98.0 (97.6) 89.2 (85.8) 91.0 (89.8) 98.7 (98.0) 
MLV    100 (100) 99.2 (98.8) 90.3 (87.4) 90.8 (89.0) 99.6 (99.2) 
PA8     100 (100) 89.7 (87.0) 90.7 (89.4) 99.3 (99.6) 
SP      100 (100) 90.1 (89.0) 90.5 (87.4) 
P129       100 (100) 91.5 (89.8) 
BJ4        100 (100) 
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ตารางท่ี 6 แสดงผลการเปรียบเทยีบลําดับเบสของ ORF2-7 ของเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ในรปูของ 
% nucleotide identity และ % amino acid identity (ตอ) 
 
  

เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่เปรียบเทียบ 
% nucleotide identity (% amino acid identity) 

 
         
ORF4         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 99.8 (99.4) 99.4 (99.4) 99.4 (98.3) 99.1 (98.3) 93.5 (91.0) 91.8 (91.6) 99.8 (99.4) 
VR2332  100 (100) 99.3 (98.9) 99.6 (98.9) 99.3 (98.9) 93.3 (90.4) 91.6 (91.0) 99.6 (98.9) 
16244B   100 (100) 98.9 (97.8) 98.9 (97.8) 92.9 (90.4) 91.4 (91.0) 99.3 (98.9) 
MLV    100 (100) 98.9 (97.8) 92.9 (89.3) 91.1 (89.9) 99.3 (97.8) 
PA8     100 (100) 92.4 (89.3) 90.9 (89.9) 98.9 (97.8) 
SP      100 (100) 93.5 (93.3) 93.1 (90.4) 
P129       100 (100) 91.6 (91.0) 
BJ4        100 (100) 
         
         
         
ORF5         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 99.5 (99.0) 97.3 (98.0) 99.8 (100) 98.8 (97.5) 89.7 (92.0) 89.9 (90.5) 99.3 (99.0) 
VR2332  100 (100) 97.8 (99.0) 99.7 (99.0) 99.0 (97.5) 90.2 (93.0) 90.4 (91.5) 99.2 (98.0) 
16244B   100 (100) 97.5 (98.0) 96.8 (96.5) 89.2 (93.0) 89.7 (91.5) 97.0 (97.0) 
MLV    100 (100) 99.0 (97.5) 89.9 (92.0) 90.0 (90.5) 99.5 (99.0) 
PA8     100 (100) 89.9 (91.5) 89.7 (90.5) 98.5 (96.5) 
SP      100 (100) 92.4 (94.5) 89.4 (91.0) 
P129       100 (100) 89.6 (89.5) 
BJ4        100 (100) 
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ตารางท่ี 6 แสดงผลการเปรียบเทยีบลําดับเบสของ ORF2-7 ของเชือ้ไวรัส พี อาร อาร เอส ในรปูของ 
% nucleotide identity และ % amino acid identity (ตอ) 
 
  

เชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส ที่เปรียบเทียบ 
% nucleotide identity (% amino acid identity) 

 
         
ORF6         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 99.2 (98.3) 97.9 (98.3) 99.4 (99.4) 98.9 (98.3) 93.7 (96.0) 95.2 (97.7) 99.4 (99.4) 
VR2332  100 (100) 98.1 (98.9) 99.2 (98.9) 99.0 (98.9) 94.1 (96.6) 95.4 (98.3) 99.2 (98.9) 
16244B   100 (100) 98.5 (98.9) 98.3 (98.9) 93.9 (96.6) 95.0 (98.9) 98.5 (98.9) 
MLV    100 (100) 99.4 (98.9) 94.3 (96.6) 95.8 (98.3) 100 (100) 
PA8     100 (100) 94.3 (96.6) 95.8 (98.3) 99.4 (98.9) 
SP      100 (100) 93.5 (97.1) 94.3 (96.6) 
P129       100 (100) 95.8 (98.3) 
BJ4        100 (100) 
         
         
         
ORF7         
 01NP1 VR2332 16244B MLV PA8 SP P129 BJ4 
01NP1 100 (100) 100 (100) 99.7 (100) 100 (100) 99.7 (100) 95.7 (98.4) 94.9 (96.7) 100 (100) 
VR2332  100 (100) 99.7 (100) 100 (100) 99.7 (100) 95.7 (98.4) 94.9 (96.7) 100 (100) 
16244B   100 (100) 99.7 (100) 99.5 (100) 95.4 (98.4) 94.6 (96.7) 99.7 (100) 
MLV    100 (100) 99.7 (100) 95.7 (98.4) 94.9 (96.7) 100 (100) 
PA8     100 (100) 95.2 (98.4) 94.4 (96.7) 99.7 (100) 
SP      100 (100) 93.3 (96.7) 95.7 (98.4) 
P129       100 (100) 94.9 (96.7) 
BJ4        100 (100) 
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ภาพที่ 9 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF2  (กรดอะมิโนท่ีมีความเหมอืนกันจะแสดงโดย
เครื่องหมายจดุ (dot) บริเวณที่ไมมีกรดอะมิโนจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด (dash) บริเวณที่เปน 
polymorphic site ของเชื้อไวรัส 01NP1 ไดแสดงไวในกรอบ (box)) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ORF 2ORF 2
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ภาพที่ 10 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF3  (กรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันจะแสดงโดย
เครื่องหมายจดุ (dot) บริเวณที่ไมมีกรดอะมิโนจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด (dash) เชื้อไวรัส 01NP1  
ไมมีบริเวณทีเ่ปน polymorphic site  
 
 
 

ORF 3ORF 3ORF 3
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ภาพที่ 11 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF4  (กรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันจะแสดงโดย
เครื่องหมายจดุ (dot) บริเวณที่ไมมีกรดอะมิโนจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด (dash) เชื้อไวรัส 01NP1  
ไมมีบริเวณทีเ่ปน polymorphic site  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ORF 4ORF 4

 



37 

ภาพที่ 12 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF5  (กรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันจะแสดงโดย
เครื่องหมายจดุ (dot) บริเวณที่ไมมีกรดอะมิโนจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด (dash) บริเวณที่เปน 
polymorphic site ของเชื้อไวรัส 01NP1 ไดแสดงไวในกรอบ (box)) 
 
 ORF 5ORF 5
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ภาพที่ 13 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF6  (กรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันจะแสดงโดย
เครื่องหมายจดุ (dot) บริเวณที่ไมมีกรดอะมิโนจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด (dash) บริเวณที่เปน 
polymorphic site ของเชื้อไวรัส 01NP1 ไดแสดงไวในกรอบ (box)) 

ORF 6ORF 6ORF 6
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ภาพที่ 14 แสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของ ORF7  (กรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันจะแสดงโดย
เครื่องหมายจดุ (dot) บริเวณที่ไมมีกรดอะมิโนจะแสดงโดยเครื่องหมายขีด (dash) เชื้อไวรัส 01NP1  
ไมมีบริเวณทีเ่ปน polymorphic site  
 

ORF 7ORF 7
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การอภิปรายผล 
 

  โรค porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) เปนโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส   
พ ีอาร อาร เอส โรคนี้เปนโรคในสุกรท้ังในสุกรขุนและพอแมพนัธุ ซึง่มีผลกระทบตออตุสาหกรรมการ
ผลิตสกุร (Done et al., 1996; Prieto and Castro, 2005; Rossow, 1998) ในประเทศไทยมีรายการการ
สํารวจอบัุติการณของโรคพ ีอาร อาร เอส ในสุกร โดยพบวาในป ค.ศ. 1999 มีสุกรติดเชือ้ไวรัสพ ีอาร 
อาร เอส มากถึง 80% (Thanawongnuwech et al., 2002) การวิจยัคร้ังนี้ไดหาลาํดับเบสทั้งหมดของ
เชื้อไวรัส พ ีอาร อาร เอส สายพันธุไทย 01NP1 ซึ่งเปนเชื้อที่ทําใหเกดิโรครุนแรงในสุกร และนําลําดับ
เบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส 01NP1 ท่ีได  มาศึกษาเปรยีบเทียบกับเชือ้ไวรัสในกลุมสายพันธุอเมริกาและ
ยุโรป รวมทั้งวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อเหลานี ้ ผลการวจิัยคร้ังนี้ทําใหทราบและ
เขาใจถึงลักษณะ (characterization) และววิัฒนาการ (evolution) ของเช้ือไวรัสพ ีอาร อาร เอส ใน
ประเทศไทย 

 
การวิจยัครั้งนีเ้ปนคร้ังแรกทีมี่รายงานลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ในประเทศ

ไทย ซ่ึงผลการหาลําดับเบสท้ังหมดของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุไทย 01NP1 มีขนาด 15412 
bp และไดขอมูลเหลานี้นําไปเผยแพรในฐานขอมูล GenBank (GenBank accession # DQ056373)  
จากการวจิัยพบวาขนาดของเชือ้ไวรัส 01NP1 ใกลเคยีงกับขนาดของเชือ้ไวรัสกลุม 
สายพันธุอเมรกิา เชน เชือ้ไวรัส VR2332 (เชื้อตนแบบสายพันธุอเมรกิา) มีขนาด 15,411 bp (Nelsen 
et al., 1999) เชื้อไวรัส 16244B (field strain; USA) มีขนาด 15,411 bp (Allende et al., 1999)  
เชื้อไวรัส MLV (vaccine strain RespPRRS ทีพ่ฒันามาจาก VR2332) มีขนาด 15412 bp (Opriessnig 
et al., 2002) เชื้อไวรัส PA8 (field strain; Canada) มีขนาด 15,411 bp (Wootton et al., 2000) เชือ้
ไวรัส SP (vaccine strain; PRIME PAC PRRS; Singapore) มีขนาด 15,520 bp (Shen et al., 2000) 
เชื้อไวรัส P129 (infectious clone สําหรับพฒันาวคัซีน; Pfizer USA) มีขนาด 15395 bp และ เชื้อไวรัส 
BJ-4 (field strain; China) มีขนาด 15,410 bp  ในขณะท่ีเชือ้ไวรัสสายพันธุกลุมยโุรป เชน เชือ้ไวรัส LV 
(เชื้อตนแบบสายพันธุยุโรป) มีขนาดสั้นกวาคอื 15,101 bp (Meulenberg et al., 1993; Meulenberg et 
al., 1995) 

 
โครงสรางจีนโนมของเชื้อไวรัส 01NP1 ประกอบดวย open reading frames (ORFs) จํานวน 8 

ORFs คือ ORF1a และ ORF1b ซึ่งเปนยีนขนาดใหญ มีขนาดรวมกันมากกวา 70% ของลําดบัเบส
ท้ังหมด โปรตนีของ ORF1 a/b เปน replicase polyprotein  ซึ่งแบงเปนโปรตีนยอยได 13 ตัว 
(Nsp1a/b –Nsp12) สวน ORF2-7 เปนยนีที่เกี่ยวของกับ structural protein โดยโปรตีนของ ORF2-5 



41 

เปน envelop protein ORF6 เปน matrix protein และ ORF7 เปน nucleocapsid protein การวจิัยครั้ง
นี้พบวา 
เชื้อไวรัส 01NP1 มีโครงสรางจีนโนมเหมือนกับเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ในรายงานจากตางประเทศ 
(Allende et al., 1999; Shen et al., 2000; Wootton et al., 2000; Yuan et al., 2001)  อยางไรก็ตาม
บางรายงานพบวาเชื้อไวรัสพ ีอาร อารเอส มี ORF2b ซ่ึงเปนยีนขนาดเล็กที่มีตําแหนงของยีนอยูภายใน 
ORF2a แตยงัไมสามารถระบุถึงชนิดและหนาที่ของโปรตีนได (Wootton et al., 2000)  
 

นอกจากยีนท่ีสรางโปรตีนแลว เชื้อไวรัส 01NP1 ประกอบดวย untranslated region ท่ีบริเวณ
สวนตน และสวนทายของ genome คือ  5’ UTR (5’ untranslated region) ขนาด 189 bp และ 3’ UTR 
ขนาด 152 bp และมี poly A tail  การวจิยัครั้งนี้ไมไดหา poly A-tail ของเชื้อไวรสั 01NP1 ในขณะที่
บางรายงานในตางประเทศไดรายงานจํานวนของ poly A-tail ของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส แตจาํนวน
ของ poly-A tail อาจไมแสดงถึงจํานวนของ A ท่ีเปนจริงของเช้ือในธรรมชาติ (แตแสดงถึงจํานวน A 
ของเชื้อขณะที่มีการติดเชือ้ในรางกาย) อยางไรก็ตามขอมูลของ poly-A tail จะมีประโยชนในการเปน
ขอมูลพืน้ฐานในกรณีท่ีมีการพฒันาวัคซีนตอไป เชนการสราง infectious clone ของเชือ้ไวรัสพ ีอาร 
อาร เอส (Nielsen et al., 2003; Wootton et al., 2000) 
 

ผลการเปรียบเทียบลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส 01NP1 กับเช้ือไวรัสสายพันธุกลุมอเมริกา
และยุโรป พบวาเชือ้ไวรัส 01NP1 มีลําดับเบสใกลเคียงกับเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกา โดยเฉพาะ
เชื้อไวรัส MLV (99.8%) VR2332 (99.7%) และ BJ4 (99,7%) ในขณะที่มีลําดับเบสเหมือนกบัเชื้อ LV 
เพียง 59.9% เชนเดียวกับผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัส 01NP1 โดยวิธ ี
phylogenetic analysis ซึ่งพบวาเชื้อไวรสั 01NP1 อยูในกลุม (cluster) สายพันธุอเมริกา และมีความ
ใกลเคยีงกับเชื้อ BJ-4, MLV และ VR2332 ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาเชื้อไวรัส 01NP1 ซึ่งเปนเช้ือไวรัสพ ี
อาร อาร เอสที่ทําใหเกิดโรคในสุกรในประเทศไทย เปนเชื้อที่มีววิฒันาการจากเชือ้ไวรัสที่เปนวคัซีน 
(vaccine strain) เชน MLV แลวมีวิวฒันาการจากเชือ้ทีไ่มมีความรุนแรง (non-virulence) ไปเปนเชื้อท่ีมี
ความรุนแรงและทําใหเกิดโรค (virulence)  ในขณะท่ีเดียวกันเชื้อ 01NP1 ก็มีความใกลเคยีงกับเชื้อ   
ไวรัสที่ระบาดในภูมิภาคเดียวกันเชน BJ-4 ซึ่งเปน field strain จากประเทศจีน (Gao et al., 2004) 
ผลการวจิัยน้ีสอดคลองกับรายงานของ Wootton et al., 2000 ซ่ึงพบวาเชื้อไวรัส PA8 ซ่ึงเปน field 
strain จากประเทศแคนาดา มีววิฒันาการมาจากเชื้อไวรัสที่เปนวัคซนี RespPRRS เชนเดียวกนั 
(Wootton et al., 2000)   
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ผลการเปรียบเทียบในแตละสวนของเชื้อไวรัสพี อาร อาร เอส เชน untranslated region (5’ 
UTR และ 3’ UTR), ORF1-7 พบวาโดยสวนใหญเชือ้ไวรัส 01NP1 โดยสวนใหญมีความใกลเคียงกับ
เชื้อ BJ-4 ซึ่งเปน field strain ในภูมิภาคเดียวกัน และ ใกลเคียงกับเชื้อทีเ่ปนวัคซนี (MLV) หรือตนแบบ
วัคซีน (VR2332) โดยสรุปผลการวจิัยโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสและกรดอะมโินพบวาเชื้อไวรัส 
01NP1 มีความใกลเคียงและไมเปลีย่นแปลงจากเชื้อกลุมสายพันธุอเมริกา โดยมี polymorphic site 
(amino acid different) ไมมาก  เชนที ่ORF2 และ ORF5 มี polymorphic site 1 แหง สวน ORF6 มี 
polymorphic site 2 แหง และ ORF1a และ ORF1b  มี polymorphic site จํานวนมากกวา (ORF1a มี 
9 แหง และ ORF1b มี 4 แหง)  ซึ่งจากรายงานในตางประเทศพบวาบริเวณที่มีการเปลี่ยนแปลงของ
ลําดับเบสและกรดอะมิโนสูง (variable region) คอื ORF1a (Nsp2) และ ORF5 (Shen et al., 2000; 
Wootton et al., 2000) ซึ่งสอดคลองกับการวิจยัครั้งน้ีทีพ่บวาบริเวณ ORF1a เปนบริเวณที่มี 
polymorphic site มากสุด โดยเฉพาะบรเิวณ Nsp2  ดงันั้นการใช Nsp2 เปน genetic marker ในการ
ตรวจสอบและเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร เอส รวมทั้งการใชบริเวณดังกลาวใน
การตรวจพิสจูนที่มาของเชื้อ (differential diagnosis) (Grebennikova et al., 2004; Shen et al., 2000; 
Yang et al., 1998) จะชวยในการควบคมุและปองกันโรคพ ีอาร อาร เอสในสุกรตอไปในอนาคต  

 
โดยสรุปผลการวิจยัครั้งนี้ทาํใหทราบลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส สายพันธุ

ไทย 01NP1  ทราบความสมัพันธทางพันธุกรรมของเชือ้ 01NP1 กับเช้ือในกลุมสายพันธุอเมริกาและ
ยุโรป และทราบลักษณะทางพันธุกรรม ความเหมือน ความแตกตางในระดับยีนของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร 
เอสในประเทศไทย จุดเดนสําคัญของการวจิัยคร้ังนี ้คอื ทราบลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัสพ ีอาร อาร 
เอส สายพันธุไทย ซ่ึงจะเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาวิจยัเชิงลึกตอไป และทราบววิฒันาการของเชื้อ
ไวรัสพ ีอาร อาร เอส ในประเทศไทยวานาจะพฒันามาจากเชือ้สายพนัธุวคัซีน  
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 

1. ผลการวจิัยครัง้นี้เปนคร้ังแรกในประเทศไทยที่มีการรายงานลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส 
   พ ีอาร อาร เอส สายพันธุท่ีแยกไดในประเทศไทย 
2. ผลการวจิัยครัง้นี้ไดลําดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัสพ ีอาร อารเอส สายพันธุไทย “01NP1” ซึ่งเปน

เชื้อที่แยกไดจากสุกรท่ีปวยเปนโรค   
3. ลําดับเบสทั้งหมดของเชือ้ไวรัส 01NP1 มีขนาด 15,412 bp ประกอบดวย open reading frames 

(ORFs) จํานวน 8 ORFs คือ ORF1a, OF1b, ORF2-7  แตละ ORF จะสรางโปรตีน คือ ORF1a 
และ ORF1b สราง replicase polyprotein สวน ORF2-5 สราง envelop protein  สวน ORF6 สราง 
matrix protein และ ORF7 สราง nucleocapsid protein 

4. ขอมูลลําดับเบสและโปรตนีของเชื้อไวรสัพ ีอาร อารเอส สายพันธุไทย “01NP1” ไดนําไปเผยแพรใน
ฐานขอมูล GenBank ซึ่งจะเปนประโยชนตอนักวทิยาศาสตร ในการศึกษาวจิัยเชงิลึกเกี่ยวกับเชื้อ 
ไวรัสพ ีอาร อาร เอส ตอไป (GenBank accession number: DQ056373) (ภาคผนวก ค) 

5. ผลของการเปรียบเทยีบลําดับเบสและกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสสายพันธุไทย กบัเชื้อไวรัสกลุม   สาย
พันธุอเมริกา และยุโรป รวมทั้งการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธกุรรมของเชื้อไวรัส พบวา 
- เชื้อไวรัส 01NP1 ซ่ึงเปนเชื้อไวรัสสายพันธุไทยมลีําดับเบสใกลเคยีงกับเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุ

อเมริกา (มากกวา 90% identity) ในขณะที่มีลําดับเบสเหมือนกับเชื้อไวรัสสายพันธุยุโรปเพียง
ประมาณ 60%  

- เชื้อไวรัส 01NP1 มีความสัมพันธทางพนัธุกรรมที่ใกลเคียงกบัเชือ้ไวรัสกลุมสายพันธุอเมริกา 
และจัดอยูในกลุม (cluster) เดียวกัน โดยที่มีความใกลเคียงกับ (closely related) กับเชือ้ไวรัส 
BJ-4 มากที่สุดซึ่งเปน field strain จากภมิูภาคเดียวกนั 

- เชื้อไวรัส 01NP1 นาจะมีววิัฒนาการมาจากเชือ้ทีเ่ปนสายพันธุวัคซนี แสดงใหเหน็วาเชือ้ไวรัส 
พ ีอาร อาร เอส ในประเทศไทยมตีนกําเนิดมาจากการใชวคัซีนซึ่งสงผลใหเชื้อไวรัสมพีฒันาการ
จากเชือ้ทีไ่มรุนแรงจนมีความรุนแรงและกอใหเกิดโรค 

- เชื้อไวรัส 01NP1 มี ORF1a ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนมากสุด (amino acid 
difference) ซึ่งอาจกลาวไดวาบริเวณ ORF1a เปน variable region ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับการ
พฒันา genetic marker และชุดตรวจสอบตอไปในอนาคต 

5.  ประโยชนของการวจิัยคร้ังน้ี ทําใหไดขอมูลลําดับเบสทั้งหมดและทราบความสัมพันธทางพนัธุกรรม
ของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส ในประเทศไทย ซึ่งสามารถนําไปเปนขอมูลพืน้ฐานในการวางแผน
ควบคุมปองกนัโรค และการตัดสินใจใชวคัซีนปองกันโรคในประเทศไทย 
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ภาคผนวก ก 
การแยกสกดั อาร เอ็น เอ ของเช้ือไวรัส พี อาร อาร เอส  โดยใชชุดแยกสกัด QIAamp viral RNA 
Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) 
 
วิธีการแยกสกัด RNA ของเชื้อไวรัสพ ีอาร อาร เอส จากเซลลเลี้ยงเชื้อทําไดโดย 
1. เตรียมสารละลาย buffer AVL ปริมาตร 560 ไมโครลติร ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2. เติมตัวอยาง  (cell culture) ปริมาตร 140 ไมโครลิตร และผานเครื่องเขยา (vortex) ประมาณ 15 

วินาท ี 
3. ท้ิงตวัอยางทีอุ่ณหภูมิหอง (25C) นาน 10 นาที 
4. เติมสารละลาย ethanol ปริมาตร 560 ไมโครลิตร ลงในตัวอยาง และและผานเครื่องเขยา (vortex) 

ประมาณ 15 วินาท ี 
5. นําสวนผสมจากขอ 1-4 ปรมิาตร 630 ไมโครลิตร ใสลงใน QIAamp spin column จากน้ันปนดวย

เคร่ือง centrifuge ที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที  
6. นํา QIAamp spin column มาไวในหลอดขนาด 2.0 มิลลิลติร ใหม และทําซ้ําขอ 5 
7. นํา QIAamp spin column มาไวในหลอดขนาด 2.0 มิลลิลติร ใหม 
8. เติมสารละลาย Buffer AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสลงใน QIAamp spin column จากน้ันปน

ดวยเครือ่ง centrifuge ที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที 
9. นํา QIAamp spin column มาไวในหลอดขนาด 2.0 มิลลิลติร ใหม 
10. เติมสารละลาย Buffer AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสลงใน QIAamp spin column จากน้ันปน

ดวยเครือ่ง centrifuge ที่ความเร็ว 14000 รอบตอนาที นาน 3 นาที 
11. นํา QIAamp spin column มาไวในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลติร ใหม 
12. เติมสารละลาย Buffer AVE หรือ molecular grade water ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ใสลงใน 

QIAamp spin column จากน้ันปนดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว  8000 รอบตอนาท ีนาน 1 
นาที 

13. เก็บสารสกัด RNA ที่อยูในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลติร เพือ่ใชในการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก ข 
 

การแยกสกดั PCR product ดวยชุดแยกสกัด Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendrof, 
Hamburg, Germany)  
 
วิธีการแยกสกัด PCR product เพือ่ทําใหสารมีความบริสุทธิ ์
1 ตัดชิ้นเจลท่ีมี PCR product โดยตัดใหเจล มีขนาดกวาง 0.5 x ยาว 0.5 ซม. หรือไมเกิน 400 

มิลลิกรัม ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลติร 
2 เติมสารละสาย Binding buffer ปริมาตรเปน 3 เทาของชิ้นเจล  
3 บมตวัอยางทีอุ่ณหภูมิ  55°C  นาน 10 นาที จนกระทัง่ชิ้นเจลละลาย 
4 เติมสารละลาย isopropanol ปริมาตรเปน 1 เทา ผสมใหเขากันโดนการพลิกหลอดทดลองขึ้นลง 
5 นําสวนผสมจากขอ 1-4 ปรมิาตร 800 ไมโครลิตร ใสลงใน spin column จากนั้นปนดวยเครือ่ง 

centrifuge ที่ความเร็ว 8000x นาน 1 นาที  
6 นํา spin column มาไวในหลอดขนาด 2.0 มิลลิลติร ใหม 
7 เติมสารละลาย Wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลติร ใสลงใน QIAamp spin column จากนัน้ปน

ดวยเครือ่ง centrifuge ที่ความเร็ว 8000x นาน 1 นาที 
8 นํา spin column มาไวในหลอดขนาด 2.0 มิลลิลติร ใหม 
9 เติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 30 ไมโครลติร ใสลงใน spin column จากนั้นปนดวยเครื่อง 

centrifuge ที่ความเร็ว 8000x นาน 1 นาที 
10 เก็บสารสกัด ที่อยูในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลติร เพือ่ใชในการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก ค 
 

รายละเอียดลาํดับเบสทั้งหมดของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สายพนัธุ 01NP1 ท่ีเผยแพรใน 
ฐานขอมลู GenBank (Genbank accession number DQ056373) 
 
 
 
LOCUS       DQ056373               15412 bp    RNA     linear   VRL 31-MAY-2005 
DEFINITION  Porcine respiratory and reproductive syndrome virus strain 01NP1.2, 
            complete genome. 
ACCESSION   DQ056373 
VERSION     DQ056373.1  GI:66735372 
SOURCE      Porcine respiratory and reproductive syndrome virus 
  ORGANISM  Porcine respiratory and reproductive syndrome virus 
            Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage; Nidovirales; 
            Arteriviridae; Arterivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 15412) 
  AUTHORS   Amonsin,A., Pariyothorn,N., Puranaveja,S., Koowattananukul,C., 
            Wongyanin,P., Suradhat,S. and Thanawongnuwech,R. 
  TITLE     Full-length sequence of a Thai porcine reproductive and respiratory 
            syndrome virus (PRRSV) isolate 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 15412) 
  AUTHORS   Amonsin,A., Pariyothorn,N., Puranaveja,S., Koowattananukul,C., 
            Wongyanin,P., Suradhat,S. and Thanawongnuwech,R. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (09-MAY-2005) Faculty of Veterinary Science, 
            Chulalongkorn University, Henri-Dunant Road, Pratumwan, Bangkok 
            10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..15412 
                     /organism="Porcine respiratory and reproductive syndrome 
                     virus" 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /strain="01NP1.2" 
                     /db_xref="taxon:28344" 
                     /country="Thailand" 
     gene            190..7701 
                     /gene="ORF1a" 
     CDS             190..7701 
                     /gene="ORF1a" 
                     /note="unusual cysteine protease/serine protease" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF1a" 
                     /protein_id="AAY53871.1" 
                     /db_xref="GI:66735373" 
                     /translation="MSGILDRCTCTPNARVFMAEGQVYCTRCLSARSLLPLNLQVSEL 
                     GVLGLFYRPEEPLRWTLPRAFPTVECSPAGACWLSAIFPIARMTSGNLNFQQRMVRVA 
                     AELYRAGQLTPAVLKALQVYERGCRWYPIVGPVPGVAVFANSLHVSDKPFPGATHVLT 
                     NLPLPQRPKPEDFCPFECAMATVYDIGHDAVMYVAERKISWAPRGGDEVKFEAVPGEL 
                     KLIANRLRTSFPPHHTVDMSKFAFTAPGCGVSMRVERQHGCLPADTVPEGNCWWSLFD 
                     LLPLEVQNKEIRHANQFGYQTKHGVSGKYLQRRLQVNGLRAVTDLNGPIVVQYFFVKE 
                     SWIRHLKLAGEPSYSGFEDLLRIRVEPNTSPLADKEEKIFRFGSHKWYGAGKRARKAR 
                     SCATATVAGRALSVRETRQAKEHEVAGANKAEHLKHYSPPAEGNCGWHCISAIANRMV 
                     NSKFETTLPERVRPPDDWATDEDLVNAIQILRLPAALDRNGACTSAKYVLKLEGEHWT 
                     VTVTPGMSPSLLPLECVQGCCGHKGGLGSPDAVEVSGFDPACLDRLAEVMHLPSSAIP 
                     AALAEMSGDSDRSASPVTTVWTVSQFFARHSGGNHPDQVRLGKIISLCQVIEDCCCSQ 
                     NKTNRVTPEEVAAKIDLYLRGATNLEECLARLEKARPPRVIDTFFDWDVVLPGVEAAT 
                     QTIKLPQVNQCRALVPVVTQKSLDNNSVPLTAFSLANYYYRAQGDEVRHRERLTAVLS 
                     KLEKVVREEYGLMPTEPGPRPTLPRGLDELKAQMEEDLLKLANAQTTSDMMAWAVEQV 
                     DLKTWVKNYPRWTPPPPPPKVQPRKTKPVKSLPERKPVPAPRRKVGSDCGSPVSLGGD 
                     VPNSWEDLAVSSPFDLPTPPEPATPSSELVIVSSPQCIFRPATPLSEPAPIPAPRGTV 
                     SRPVTPLSEPIPVPAPRRKFQQVKRLSSAAAIPPYQNEPLDLSASSQTEYEASPPAPP 
                     QSGGVLGVEGHEAEETLSEISDMSGNIKPASVSSSSSLSSVRITRPKYSAQAIIDSGG 
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                     PCSGHLQEVKETCLSVMREACDATKLDDPATQEWLSRMWDRVDMLTWRNTSVYQAICT 
                     LDGRLKFLPKMILETPPPYPCEFVMMPHTPAPSVGAESDLTIGSVATEDVPRILEKIE 
                     NVGEMANQGPLAFSEDKPVDDQLVNDPRISSRRPDESTSAPSAGTGGAGSFTDLPPSD 
                     GADADGGGPFRTVKRKAERLFDQLSRQVFDLVSHLPVFFSRLFYPGGGYSPGDWGFAA 
                     FTLLCLFLCYSYPAFGIAPLLGVFSGSSRRVRMGVFGCWLAFAVGLFKPVSDPVGAAC 
                     EFDSPECRNILHSFELLKPWDPVRSLVVGPVGLGLAILGRLLGGARCIWHFLLRLGIV 
                     ADCILAGAYVLSQGRCKKCWGSCIRTAPNEVAFNVFPFTRATRSSLIDLCDRFCAPKG 
                     MDPIFLATGWRGCWAGRSPIEQPSEKPIAFAQLDEKKITARTVVAQPYDPNQAVKCLR 
                     VLQAGGAMVAKAVPKVVKVSAVPFRAPFFPTGVKVDPDCRVVVDPDTFTAALRSGYST 
                     TNLVLGVGDFAQLNGLKIRQISKPSGGGPHLMAALHVACSMALHMLAGIYVTAVGSCG 
                     TGTNDPWCANPFAVPGYGPGSLCTSRLCIYQHGLTLPLTALVAGFGIQEIALVVLIFV 
                     SIGGMAHRLSCKADMLCVLLAIASYVWVPLTWLLCVFPCWLRCFSLHPLTILWLVFFL 
                     ISVNMPSGILAMVLLVSLWLLGRYTNVAGLVTPYDIHHYTSGPRGVAALATAPDGTYL 
                     AAVRRAALTGRTMLFTPSQLGSLLEGAFRTRKPSLNTVNVIGSSMGSGGVFTIDGKVK 
                     CVTAAHVLTGNSARVSGVGFNQMLDFDVKGDFAIADCPNWQGAAPKTQFCTDGWTGRA 
                     YWLTSSGVEPGVIGKGFAFCFTACGDSGSPVITEAGELVGVHTGSNKQGGGIVTRPSG 
                     QFCNVAPIKLSELSEFFAGPKVPLGDVKVGSHIIKDISEVPSDLCALLAAKPELEGGL 
                     STVQLLCVFFLLWRMMGHAWTPLVAVSFFILNEVLPAVLVRSVFSFGMFVLSWLTPWS 
                     AQVLMIRLLTAALNRNRWSLAFFSLGAVTGFVADLAATQGHPLQAVMNLSTYAFLPRM 
                     MVVTSPVPVITCGVVHLLAIILYLFKYRGLHHILVGDGVFSAAFFLRYFAEGKLREGV 
                     SQSCGMNHESLTGALAMRLNDEDLDFLMKWTDFKCFVSASNMRNAAGQFIEAAYAKAL 
                     RVELAQLVQVDKVRGTLAKLEAFADTVAPQLSPGDIVVALRHTPVGSIFDLKVGITKH 
                     TLQAIETRVLAGSKMTVARVVDPTPTPPPAPVPIPLPPKVLENGPNAWGDEDRLNKKK 
                     RRRMEALGIYVMGGKKYQKFWDKNSGDVFYEEVHNNTDEWECLRVGDPADFDPEKGTL 
                     CGHVTIENKAYHVYTSPSGKKFLVPVNPENGRVQWEAAKLSVEQALGMMNVDGELTAK 
                     ELEKLKRIIDKLQGLTKEQCLNC" 
     gene            <7680..12071 
                     /gene="ORF1b" 
     CDS             <7680..12071 
                     /gene="ORF1b" 
                     /note="helicase; zinc-finger protein" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF1b" 
                     /protein_id="AAY53872.1" 
                     /db_xref="GI:66735374" 
                     /translation="GAVFKLLAASDLTRCGRGGLVVTETAVKIVKFHNRTFTLGPVNL 
                     KVASEVELKDAVEHNQHPVARPIDGGVVLLRSAVPSLIDVLISGADASPKLLAHHGPG 
                     NTGIDGTLWDFESEATKEEVALSAQIIQACDIRRGDAPEIGLPYKLHPVRGNPERVKG 
                     VLQNTRFGDIPYKTPSDTGSPVHAAACLTPNATPVTDGRSVLATTMPPGFELYVPTIP 
                     ASVLDYLDSRPDCPKLLTEHGCKDAALKDLSKYDLSTQGFVLPGVLRLVRKYLFAHVG 
                     KCPPVHRPSTYPAKNSMAGINGNRFPTKDIQSVPEIDVLCAQAVRENWQTVTPCTLKK 
                     QYCGKKKTRTILGTNNFIALAHRAVLSGVTQGFMKKAFNSPIALGKNKFKELQTPVLG 
                     RCLEADLASCDRSTPAIVRWFAANLLYELACAEEHLPSYVLNCCHDLLVTQSGAVTKR 
                     GGLSSGDPITSVSNTIYSLVIYAQHMVLSYFKSGHPHGLLFLQDQLKFEDMLKVQPLI 
                     VYSDDLVLYAESPTMPNYHWWVEHLNLMLGFQTDPKKTAITDSPSFLGCRIINGRQLV 
                     PNRDRILAALAYHMKASNVSEYYASAAAILMDSCACLEYDPEWFEELVVGIAQCARKD 
                     GYSFPGTPFFMSMWEKLRSNYEGKKSRVCGYCGAPAPYATACGLDVCIYHTHFHQHCP 
                     VTIWCGHPAGSGSCSECKSPVGKGTSPLDEVLEQVPYKPPRTVIMHVEQGLTPLDPGR 
                     YQTRRGLVSVRRGIRGNEVELPDGDYASTALLPTCKEINMVAVASNVLRSRFIIGPPG 
                     AGKTYWLLQQVQDGDVIYTPTHQTMLDMIRALGTCRFNVPAGTTLQFPVPSRTGPWVR 
                     ILAGGWCPGKNSFLDEAAYCNHLDVLRLLSKTTLTCLGDFKQLHPVGFDSHCYVFDIM 
                     PQTQLKTIWRFGQNICDAIQPDYRDKLMSMVNTTRVTHVEKPVRYGQVLTPYHRDRED 
                     DAITIDSSQGATFDVVTLHLPTKDSLNRQRALVAITRARHAIFVYDPHRQLQGLFDLP 
                     AKGTPVNLAVHRDGQLIVLDRNNKECTVAQALGNGDKFRATDKRVVDSLRAICADLEG 
                     SSSPLPKVAHNLGFYFSPDLTQFAKLPVELAPHWPVVTTQNNEKWPDRLVASLRPIHK 
                     YSRACIGAGYMVGPSVFLGTPGVVSYYLTKFVKGEAQLLPETVFSTGRIEVDCREYLD 
                     DREREVAASLPHAFIGDVKGTTVGGCHHVTSRYLPRVLPKESVAVVGVSSPGKAAKAL 
                     CTLTDVYLPDLEAYLHPETQSKCWKMMLDFKEVRLMVWKDKTAYFQLEGRYFTWYQLA 
                     SYASYIRVPVNSTVYLDPCMGPALCNRRVVGSTHWGADLAVTPYDYGAKIILSSAYHG 
                     EMPPGYKILACAEFSLDDPVKYKHTWGFESDTAYLYEFTGNGEDWEDYNDAFRARQEG 
                     KIYKATATSLKFYFPPGPVIEPTLGLN" 
     gene            12073..12843 
                     /gene="ORF2" 
     CDS             12073..12843 
                     /gene="ORF2" 
                     /note="glycosylated" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF2" 
                     /protein_id="AAY53873.1" 
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                     /db_xref="GI:66735375" 
                     /translation="MKWGPCKAFFTKLANFLWMLSRSSWCPLLISLYFWPFCLASPSP 
                     VGWWSFASDWFAPRYSVRALPFTLSNYRRSYEAFLSQCQVDIPTWGTKHPLGMLWHHK 
                     VSTLIDEMVSRRMYRIMEKAGQAAWKQVVSEATLSRISSLDVVAHFQHLAAIEAETCK 
                     YLASRLPMLHNLRMTGSNVTIVYNSTLNQVFAIFPTPGSRPKLHDFQQWLIAVHSSIF 
                     SSVAASCTLFVVLWLRVPILRTVFGFRWLGAIFLSNSQ" 
     gene            12696..13460 
                     /gene="ORF3" 
     CDS             12696..13460 
                     /gene="ORF3" 
                     /note="glycosylated" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF3" 
                     /protein_id="AAY53874.1" 
                     /db_xref="GI:66735376" 
                     /translation="MVNSCTFLHIFLCCSFLYSFCCAVVAGSNTTYCFWFPLVRGNFS 
                     FELTVNYTVCPPCLTRQAATEIYEPGRSLWCRIGYDRCEEDDHDELGFMVPPGLSSEG 
                     HLTSVYAWLAFLSFSYTAQFHPEIFGIGNVSRVYVDIKHQLICAEHDGQNTTLPRHDN 
                     ISAVFQTYYQHQVDGGNWFHLEWLRPFFSSWLVLNVSWFLRRSPANHVSVRVLQILRP 
                     TPPQRQALLSSKTSVALGIATRPLRRFAKSLSAVRR" 
     gene            13241..13777 
                     /gene="ORF4" 
     CDS             13241..13777 
                     /gene="ORF4" 
                     /note="glycosylated" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF4" 
                     /protein_id="AAY53875.1" 
                     /db_xref="GI:66735377" 
                     /translation="MASSLLFLVVGFKCLLVSQAFACKPCFSSSLADIKTNTTAAAGF 
                     AVLQDISCLRHRDSASEAIRKIPQCRTAIGTPVYVTITANVTDENYLHSSDLLMLSSC 
                     LFYASEMSEKGFKVVFGNVSGIVAVCVNFTSYVQHVKEFTQRSLVVDHVRLLHFMTPE 
                     TMRWATVLACLFAILLAI" 
     gene            13788..14390 
                     /gene="ORF5" 
     CDS             13788..14390 
                     /gene="ORF5" 
                     /note="glycosylated" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF5" 
                     /protein_id="AAY53876.1" 
                     /db_xref="GI:66735378" 
                     /translation="MLEKCLTAGCCSQLLSLWCIVPFCFAVLANASNDSSSHLQLIYN 
                     LTLCELNGTDWLANKFDWAVESFVIFPVLTHIVSYGALTTSHFLDTVALVTVSTAGFV 
                     HGRYVLSSIYAVCALAALTCFVIRFAKNCMSWRYACTRYTNFLLDTKGGLYRWRSPVI 
                     IEKRGKVEVEGHLIDLKRVVLDGSVATPITRVSAEQWGRP" 
     gene            14375..14899 
                     /gene="ORF6" 
     CDS             14375..14899 
                     /gene="ORF6" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF6" 
                     /protein_id="AAY53877.1" 
                     /db_xref="GI:66735379" 
                     /translation="MGSSLDDFCHDSTAPEKVLLAFSITYTPVMIYALKVSRGRLLGL 
                     LHLLIFLNCAXTFGYMTFAHFQSTNKVALTMGAVVALLWXVYSAIETWKFITSRCRLC 
                     LLGRKYILAPAHHVESAAGFHPIAANDNHAFVVRRPGSTTVNGTLVPGLKSLVLGGRK 
                     AVKQGVVNLVKYAK" 
     gene            14889..15260 
                     /gene="ORF7" 
     CDS             14889..15260 
                     /gene="ORF7" 
                     /codon_start=1 
                     /product="ORF7" 
                     /protein_id="AAY53878.1" 
                     /db_xref="GI:66735380" 
                     /translation="MPNNNGKQQKRKKGDGQPVNQLCQMLGKIIAQQNQSRGKGPGKK 
                     NKKKNPEKPHFPLATEDDVRHHFTPSERQLCLSSIQTAFNQGAGTCTLSDSGRISYTV 
                     EFSLPTHHTVRLIRVTASPSA" 
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ORIGIN       
        1 atgacgtata ggtgttggct ctatgccttg gcatttgtat tgtcgggagc tgtgaccatt 
       61 ggcacagccc aaaacttgct gcacagaaac acccttctgt gatagcctcc ttcaggggag 
      121 cttagggttt gtccctagca ccttgcttcc ggagttgcac tgctttacgg tctctccacc 
      181 cctttaacca tgtctgggat acttgatcgg tgcacgtgta cccccaatgc cagggtgttt 
      241 atggcggagg gccaagtcta ctgcacacga tgcctcagtg cacggtctct ccttcccctg 
      301 aacctccaag tttctgagct cggggtgcta ggcctattct acaggcccga agagccactc 
      361 cggtggacgt tgccacgtgc attccccact gttgagtgct cccccgccgg ggcctgctgg 
      421 ctttctgcaa tctttccaat cgcacgaatg accagtggaa acctgaactt ccaacaaaga 
      481 atggtacggg tcgcagctga gctttacaga gccggccagc tcacccctgc agtcttgaag 
      541 gctctacaag tttatgaacg gggttgccgc tggtacccca ttgttggacc tgtccctgga 
      601 gtggccgttt tcgccaattc cctacatgtg agtgataaac ctttcccggg agcaactcac 
      661 gtgttgacca acctgccgct cccgcagaga cccaagcctg aagacttttg cccctttgag 
      721 tgtgctatgg ctactgtcta tgacattggt catgacgccg tcatgtatgt ggccgaaagg 
      781 aaaatctcct gggcccctcg tggcggggat gaagtgaaat ttgaagctgt ccccggggag 
      841 ttgaagttga ttgcgaaccg gctccgcacc tccttcccgc cccaccacac agtggacatg 
      901 tctaagttcg ccttcacagc ccctgggtgt ggtgtttcta tgcgggtcga acgccaacac 
      961 ggctgccttc ccgctgacac tgtccctgaa ggcaactgct ggtggagctt gtttgacttg 
     1021 cttccactgg aagttcagaa caaagaaatt cgccatgcta accaatttgg ctaccagacc 
     1081 aagcatggtg tctctggcaa gtacctacag cggaggctgc aagttaatgg tctccgagca 
     1141 gtaactgacc taaacggacc tatcgtcgta cagtacttct tcgttaagga gagttggatc 
     1201 cgccatttga aactggcggg agaacccagc tactctgggt ttgaggacct cctcagaata 
     1261 agggttgagc ctaacacgtc gccattggct gacaaggaag aaaaaatttt ccggtttggc 
     1321 agtcacaagt ggtacggcgc tggaaagaga gcaagaaaag cacgctcttg tgcgactgct 
     1381 acagtcgctg gccgcgcttt gtccgttcgt gaaacccggc aggccaagga gcacgaggtt 
     1441 gccggcgcca acaaggctga gcacctcaaa cactactccc cgcctgccga agggaattgt 
     1501 ggttggcact gcatttccgc catcgccaac cggatggtga attccaaatt tgaaaccacc 
     1561 cttcccgaaa gagtgagacc tccagatgac tgggctactg acgaggatct tgtgaatgcc 
     1621 atccaaatcc tcagactccc tgcggcctta gacaggaacg gtgcttgtac tagcgccaag 
     1681 tacgtactta agctggaagg tgagcattgg actgtcactg tgacccctgg gatgtcccct 
     1741 tctttgctcc ctcttgaatg tgttcagggc tgttgtgggc acaagggcgg tcttggttcc 
     1801 ccagatgcag tcgaggtctc cggatttgac cctgcctgcc ttgaccggct ggctgaggtg 
     1861 atgcacctgc ctagcagtgc tatcccagcc gctctggccg aaatgtctgg cgattccgat 
     1921 cgttcggctt ctccggtcac caccgtgtgg actgtttcgc agttctttgc ccgtcacagc 
     1981 ggagggaatc accctgacca agtgcgctta gggaaaatta tcagcctttg tcaggtgatt 
     2041 gaggactgct gctgttccca gaacaaaacc aaccgggtca ccccggagga ggtcgcagca 
     2101 aagattgacc tgtacctccg tggtgcaaca aatcttgaag aatgcttggc caggcttgag 
     2161 aaagcgcgcc cgccacgcgt aatcgacacc ttctttgatt gggatgttgt gctccctggg 
     2221 gttgaggcgg caacccagac gatcaagctg ccccaggtca accagtgtcg tgctctggtc 
     2281 cctgttgtga ctcaaaagtc cttggacaac aactcggtcc ccctgaccgc cttttcactg 
     2341 gctaactact actaccgtgc gcaaggtgac gaagttcgtc accgtgaaag actaaccgcc 
     2401 gtgctctcca agttggaaaa ggttgttcga gaagaatatg ggctcatgcc aaccgagcct 
     2461 ggtccacggc ccacactgcc acgcgggctc gacgaactca aagcccagat ggaggaggac 
     2521 ttgctgaaac tggctaacgc ccagacgact tcggacatga tggcctgggc agtcgagcag 
     2581 gttgacctaa aaacttgggt caagaactac ccgcggtgga caccaccacc ccctccgcca 
     2641 aaagttcagc ctcgaaaaac gaagcctgtc aagagcttgc cggagagaaa gcctgtcccc 
     2701 gccccgcgca ggaaggttgg gtccgattgt ggcagcccgg tttcattagg cggcgatgtc 
     2761 cctaacagtt gggaagattt ggctgttagt agcccctttg atctcccgac cccacctgag 
     2821 ccggcaacac cttcaagtga gctggtgatt gtgtcctcac cgcaatgcat cttcaggccg 
     2881 gcgacaccct tgagtgagcc ggctccaatt cccgcacctc gcggaactgt gtctcgaccg 
     2941 gtgacaccct tgagtgagcc gatccctgtg cccgcaccgc ggcgtaagtt tcagcaggtg 
     3001 aaaagattga gttcggcggc ggcaatccca ccgtaccaga acgagcccct ggatttgtct 
     3061 gcttcctcac agactgaata tgaggcctct cccccagcac cgccgcagag cgggggcgtt 
     3121 ctgggagtag aggggcatga agctgaggaa accctgagtg aaatctcgga catgtcgggt 
     3181 aacattaaac ctgcgtccgt gtcatcaagc agctccttgt ccagcgtgag aatcacacgc 
     3241 ccaaaatact cagctcaagc catcatcgac tcgggcgggc cctgcagtgg gcatctccaa 
     3301 gaggtaaagg aaacatgcct tagtgtcatg cgcgaggcat gtgatgcgac taagcttgat 
     3361 gaccctgcta cgcaggaatg gctttctcgc atgtgggatc gggtggacat gctgacttgg 
     3421 cgcaacacgt ctgtttacca ggcgatttgc accttagatg gcaggttaaa gttcctccca 
     3481 aaaatgatac tcgagacacc gccgccctat ccgtgtgagt ttgtgatgat gcctcacacg 
     3541 cctgcacctt ccgtaggtgc ggagagcgac cttaccattg gctcagttgc tactgaagat 
     3601 gttccacgca tcctcgagaa aatagaaaat gtcggcgaga tggccaacca gggacccttg 
     3661 gccttctccg aggataaacc ggtagatgac caacttgtca acgacccccg gatatcgtcg 
     3721 cggaggcctg acgagagcac atcagctccg tccgcaggca caggtggcgc cggctctttt 
     3781 accgatttgc cgccttcaga tggcgcggat gcggacgggg gggggccgtt tcggacggta 
     3841 aaaagaaaag ctgaaaggct ctttgaccaa ctgagccgtc aggtttttga cctcgtctcc 
     3901 catctccctg ttttcttctc acgccttttc taccctggcg gtggttattc tccgggtgat 
     3961 tggggttttg cagcttttac tctattgtgc ctctttttat gttacagtta cccagccttt 
     4021 ggtattgctc ccctcttggg tgtgttttct gggtcttctc ggcgcgttcg aatgggggtt 
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     4081 tttggctgct ggttggcttt tgctgttggt ctgttcaagc ctgtgtccga cccagtcggc 
     4141 gctgcttgtg agtttgactc gccagagtgt agaaacatcc ttcattcttt tgagcttctc 
     4201 aaaccttggg accctgttcg cagccttgtt gtgggccccg tcggtctcgg tcttgccatt 
     4261 cttggcaggt tactgggcgg ggcacgctgc atctggcact ttttgcttag gcttggcatt 
     4321 gttgcagact gtatcttggc tggagcttac gtgctttctc aaggtaggtg taaaaagtgc 
     4381 tggggatctt gtataagaac tgctcctaat gaggtcgctt ttaacgtgtt tcctttcaca 
     4441 cgtgcgacca ggtcgtcact tatcgacctg tgcgatcggt tttgtgcgcc aaaaggaatg 
     4501 gaccccattt ttctcgccac tgggtggcgc gggtgctggg ccggccgaag ccccattgag 
     4561 caaccctctg aaaaacccat cgcgtttgcc caattggatg aaaagaagat tacggctagg 
     4621 actgtggtcg cccagcctta tgaccccaac caagccgtaa agtgcttgcg ggtattgcag 
     4681 gcgggtgggg cgatggtggc taaggcggtc ccaaaagtgg tcaaggtttc cgctgttcca 
     4741 ttccgagccc ccttctttcc cactggagtg aaagttgacc ctgattgcag ggtcgtggtt 
     4801 gaccctgaca ctttcactgc agctctccgg tctggctact ccaccacaaa cctcgtcctt 
     4861 ggtgtagggg actttgccca gctgaatgga ttaaaaatca ggcaaatttc caagccttca 
     4921 gggggaggcc cacatctcat ggctgccctg catgttgcct gctcgatggc tctgcacatg 
     4981 cttgctggga tttatgtgac tgcggtgggt tcttgcggca ccggcaccaa cgacccgtgg 
     5041 tgcgctaacc cgtttgccgt ccctggctac ggacctggct ctctctgcac gtccagattg 
     5101 tgcatttacc aacacggcct taccctgccc ttgacagcac ttgtggcggg attcggtatt 
     5161 caagaaattg ccttggtcgt tttgattttt gtttccatcg gaggcatggc tcataggttg 
     5221 agctgtaagg ctgacatgct gtgtgttttg cttgcaattg ccagctatgt ttgggtacct 
     5281 cttacctggt tgctttgtgt gtttccttgc tggttgcgct gtttttcttt gcaccccctc 
     5341 accatcctat ggttggtgtt tttcttgatt tctgtgaata tgccttcagg aatcttggcc 
     5401 atggtgttgt tggtttctct ttggcttctt ggtcgttata ctaatgttgc tggccttgtc 
     5461 accccctacg acattcatca ttacaccagt ggcccccgcg gtgttgccgc cttggctacc 
     5521 gcaccagatg ggacctactt ggccgctgtc cgccgcgctg cgttgactgg ccgcaccatg 
     5581 ctgtttaccc cgtcccagct tgggtctctt cttgagggtg ctttcagaac tcgaaagccc 
     5641 tcactgaaca ccgtcaatgt gatcgggtcc tccatgggct ctggcggggt gtttaccatc 
     5701 gacgggaaag tcaagtgcgt aactgccgca catgtcctta cgggcaattc agctcgggtt 
     5761 tccggggtcg gcttcaatca aatgcttgac tttgacgtaa agggagattt cgctatagct 
     5821 gattgcccga attggcaagg ggctgccccc aagacccaat tctgcacgga tggatggact 
     5881 ggccgtgcct attggctaac atcctctggc gtcgaacccg gcgtcattgg aaaaggattc 
     5941 gccttctgct tcaccgcatg tggcgattcc gggtccccag tgatcaccga ggccggtgag 
     6001 cttgtcggcg ttcacacggg atcgaataaa caaggggggg gcattgttac gcgcccctca 
     6061 ggccagtttt gtaatgtggc acccatcaag ctaagcgaat taagtgaatt ctttgctggg 
     6121 cctaaggtcc cgctcggtga tgtgaaggtc ggcagccaca taattaaaga cataagcgag 
     6181 gtgccttcag atctttgtgc cttgcttgct gccaaacctg aactggaagg aggcctctcc 
     6241 accgtccaac ttctttgtgt gttttttctc ctgtggagaa tgatgggaca tgcctggacg 
     6301 cccttggttg ctgtgagttt ctttattttg aatgaggttc tcccagccgt cctggtccgg 
     6361 agtgttttct cctttggaat gtttgtgctc tcctggctca cgccatggtc tgcgcaagtt 
     6421 ctgatgatca ggcttctaac agcagctctt aacaggaaca gatggtcact tgcctttttc 
     6481 agcctcggtg cagtgaccgg ttttgtcgca gatcttgcgg ccactcaggg gcatccgttg 
     6541 caggcagtga tgaatttgag cacctatgca ttcctgcctc ggatgatggt tgtgacctca 
     6601 ccagtcccag tgatcacgtg tggtgtcgtg cacctacttg ccatcatttt gtacttgttt 
     6661 aagtaccgtg gcctgcacca tatccttgtt ggcgatggag tgttctctgc ggctttcttc 
     6721 ttgagatact ttgccgaggg aaagttgagg gaaggggtgt cgcaatcctg cggaatgaat 
     6781 catgagtctc tgactggtgc cctcgctatg agactcaatg acgaggactt ggatttcctt 
     6841 atgaaatgga ctgattttaa gtgctttgtt tctgcgtcca acatgaggaa tgcagcgggt 
     6901 caatttatcg aggctgccta tgctaaagca cttagagtag aactggccca gttggtgcag 
     6961 gttgataaag ttcgaggtac tttggccaaa cttgaagctt ttgctgatac cgtggcacct 
     7021 caactctcgc ccggtgacat tgttgtcgct ctccgccaca cgcctgtggg cagtatcttc 
     7081 gacctaaagg ttggtatcac caagcatacc ctccaagcca ttgagaccag agtccttgct 
     7141 gggtccaaaa tgaccgtggc gcgcgtcgtc gacccgaccc ccacgccccc acccgcaccc 
     7201 gtgcccatcc ccctcccacc gaaagttctg gagaatggcc ccaacgcttg gggggatgag 
     7261 gaccgtttga ataagaagaa gaggcgcagg atggaagccc tcggcatcta tgttatgggc 
     7321 gggaaaaagt accagaaatt ttgggacaag aattccggtg atgtgtttta tgaggaggtc 
     7381 cataataaca cagatgagtg ggagtgtctc agagttggcg accctgccga ctttgaccct 
     7441 gagaagggaa ctctgtgtgg acatgtcacc attgaaaaca aggcttacca tgtttacacc 
     7501 tccccatctg gtaagaagtt cttggtcccc gtcaacccag agaatggaag agttcaatgg 
     7561 gaagctgcaa agctttccgt ggagcaggcc ctaggtatga tgaatgtcga cggcgaactg 
     7621 actgccaaag aactggagaa actgaaaaga ataattgaca aactccaggg cctgactaag 
     7681 gagcagtgtt taaactgcta gccgccagcg acttgacccg ctgtggtcgc ggcggcttgg 
     7741 ttgttactga aacagcggta aaaatagtca aatttcacaa ccggaccttc accctgggac 
     7801 ctgtgaattt aaaagtggcc agtgaggttg agctaaaaga cgcggttgag cacaaccaac 
     7861 acccggttgc gagaccgatc gatggtggag ttgtgctcct gcgttccgcg gttccttcgc 
     7921 ttatagacgt cttgatctcc ggtgctgatg catctcccaa gttacttgcc catcacgggc 
     7981 cgggaaacac tgggatcgat ggcacgctct gggattttga gtccgaagcc actaaagagg 
     8041 aagtcgcact cagtgcgcaa ataatacagg cttgtgacat taggcgcggc gacgctcctg 
     8101 aaattggtct cccttacaag ctgcaccctg ttaggggtaa ccctgagcgg gtgaaaggag 
     8161 ttctgcagaa tacaaggttt ggagacatac cttacaaaac ccccagtgac actggaagcc 



55 

     8221 cagtgcacgc ggctgcctgc cttacgccca acgccactcc ggtgactgat gggcgctccg 
     8281 tcttggccac gaccatgccc cccgggtttg agttatatgt accgaccata ccagcgtctg 
     8341 tccttgatta ccttgactct aggcctgact gccctaaact gctgacagag cacggctgca 
     8401 aagatgccgc actgaaagac ctctctaaat atgacttgtc cacccaaggc tttgttttac 
     8461 ctggagttct tcgccttgtg cggaaatacc tgtttgccca tgtaggtaag tgcccacccg 
     8521 ttcatcggcc ttctacttac cctgctaaga attctatggc tggaataaat gggaacaggt 
     8581 tcccaaccaa ggacattcag agcgtccctg aaatcgacgt tctgtgcgca caggctgtgc 
     8641 gagaaaactg gcaaactgtc accccttgta ctcttaagaa acagtattgc gggaagaaga 
     8701 agactaggac catactcggc accaataact tcatcgcact agcccaccga gcagtgttga 
     8761 gtggtgttac ccagggcttc atgaaaaagg cgtttaactc gcccatcgcc ctcggaaaga 
     8821 acaagtttaa ggagctacag actccggtcc tgggcaggtg ccttgaagct gatctcgcat 
     8881 cctgcgatcg atccacgcct gcaattgtcc gctggtttgc cgccaacctt ctttatgaac 
     8941 ttgcctgtgc tgaagagcat ctaccgtcgt acgtgctgaa ctgctgccac gacttactgg 
     9001 tcacgcagtc cggcgcagtg actaagagag gtggcctgtc gtctggcgac ccgatcacct 
     9061 ctgtgtctaa caccatttat agtttggtga tctatgcaca gcatatggtg cttagttact 
     9121 tcaaaagtgg tcacccccat ggccttctgt tcttacaaga ccagctaaag tttgaggaca 
     9181 tgctcaaggt tcaacccctg atcgtctatt cggacgacct cgtgctgtat gccgagtctc 
     9241 ccaccatgcc aaactatcac tggtgggttg aacatctgaa tttgatgctg gggtttcaga 
     9301 cggacccaaa gaagacagca ataacagact cgccatcatt tctaggctgt agaataataa 
     9361 atgggcgcca gctagtcccc aaccgtgaca ggatcctcgc ggccctcgcc tatcacatga 
     9421 aggcgagtaa tgtttctgaa tactatgcct cagcggctgc aatactcatg gacagctgtg 
     9481 cttgtttgga gtatgatcct gaatggtttg aagaacttgt agttggaata gcgcagtgcg 
     9541 cccgcaagga cggctacagc tttcccggca cgccgttctt catgtccatg tgggaaaaac 
     9601 tcaggtccaa ttatgagggg aagaagtcga gagtgtgcgg gtactgcggg gccccggccc 
     9661 cgtacgctac tgcctgtggc ctcgacgtct gcatttacca cacccacttc caccagcatt 
     9721 gtccagtcac aatctggtgt ggccatccag cgggttctgg ttcttgtagt gagtgcaaat 
     9781 cccctgtagg gaaaggcaca agccctttag acgaggtgct ggaacaagtc ccgtataagc 
     9841 ccccacggac cgttatcatg catgtggagc agggtctcac cccccttgat ccaggtagat 
     9901 accaaactcg ccgcggatta gtctctgtca ggcgtggaat taggggaaat gaagttgaac 
     9961 taccagacgg tgattatgct agcaccgcct tgctccctac ctgcaaagag atcaacatgg 
    10021 tcgctgtcgc ttccaatgta ttgcgcagca ggttcatcat cggcccaccc ggtgctggga 
    10081 aaacatactg gctccttcaa caggtccagg atggtgatgt tatttacaca ccaactcacc 
    10141 agaccatgct tgacatgatt agggctttgg ggacgtgccg gttcaacgtc ccggcaggca 
    10201 caacgctgca attccccgtc ccctcccgca ccggtccgtg ggttcgcatc ctagccggcg 
    10261 gttggtgtcc tggcaagaat tccttcctag atgaagcagc gtattgcaat caccttgatg 
    10321 ttttgaggct tcttagtaaa actaccctca cctgtctagg agacttcaag caactccacc 
    10381 cagtgggttt tgattctcat tgctatgttt ttgacatcat gcctcaaact caactgaaga 
    10441 ccatctggag gtttggacag aatatctgtg atgccattca gccagattac agggacaaac 
    10501 tcatgtccat ggtcaacaca acccgtgtga cccacgtgga aaaacctgtc aggtatgggc 
    10561 aggtcctcac cccctaccac agggaccgag aggacgacgc catcactatt gactccagtc 
    10621 aaggcgccac attcgatgtg gttacattgc atttgcccac taaagattca ctcaacaggc 
    10681 aaagagccct tgttgccatc accagggcaa gacacgctat ctttgtgtat gacccacaca 
    10741 ggcagctgca gggcttgttt gatcttcctg caaaaggcac acccgtcaac ctcgcagtgc 
    10801 accgcgacgg gcagctgatc gtgctggata gaaataacaa agaatgcacg gttgctcagg 
    10861 ctctaggcaa cggggataaa tttagggcca cagataagcg tgttgtagat tctctccgcg 
    10921 ccatttgtgc tgatctagaa gggtcgagct ctccgctccc caaggtcgca cacaacttgg 
    10981 gattttattt ctcacctgat ttaacacagt ttgctaaact cccagtagaa cttgcacctc 
    11041 actggcccgt ggtgacaacc cagaacaatg aaaagtggcc agatcggctg gttgccagcc 
    11101 ttcgccctat ccataaatac agccgcgcgt gcatcggtgc cggctatatg gtgggccctt 
    11161 cggtgtttct aggcactcct ggggtcgtgt catactatct cacaaaattt gttaagggcg 
    11221 aggctcaatt gcttccggag acggttttca gcaccggccg aattgaggta gactgccggg 
    11281 aatatcttga tgatcgggag cgagaagttg ctgcgtccct cccacacgct ttcattggcg 
    11341 acgtcaaagg cactaccgtt ggaggatgtc atcatgtcac ctccagatac ctcccgcgcg 
    11401 tccttcccaa ggaatcagtt gcggtagtcg gggtttcaag ccccggaaaa gccgcgaaag 
    11461 cattgtgcac actgacagat gtgtacctcc cagatcttga agcctatctc cacccggaga 
    11521 cccagtccaa gtgctggaaa atgatgttgg acttcaaaga agttcgacta atggtctgga 
    11581 aagacaaaac agcctatttc caacttgaag gtcgctattt cacctggtat cagcttgcca 
    11641 gctatgcctc gtacatccgt gttcctgtca actctacggt gtacttggac ccctgcatgg 
    11701 gccccgccct ttgcaacagg agagtcgtcg ggtccaccca ctggggggct gacctcgcgg 
    11761 tcacccctta tgattacggc gctaaaatta tcctgtctag cgcgtaccat ggtgaaatgc 
    11821 cccccggata caaaattctg gcgtgcgcgg agttctcgtt ggatgaccca gttaagtaca 
    11881 aacatacctg ggggtttgaa tcggatacag cgtatctgta tgagttcacc gggaacggtg 
    11941 aggactggga ggattacaat gatgcgtttc gtgcgcgcca ggaagggaaa atttacaagg 
    12001 ccactgccac cagcttgaag ttttattttc ccccgggccc tgtcattgaa ccaactttag 
    12061 gcctgaattg aaatgaaatg gggtccatgc aaagcctttt ttacaaaatt ggccaacttt 
    12121 ttgtggatgc tttcacggag ttcttggtgt ccattgttga tatcattata tttttggcca 
    12181 ttttgtttgg cttcaccatc gccggttggc tggtggtctt ttgcatcaga ttggtttgct 
    12241 ccgcgatact ccgtacgcgc tctgccattc actctgagca attacagaag atcttatgag 
    12301 gcctttcttt cccagtgcca agtggacatt cccacctggg gaactaaaca tcctttgggg 
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    12361 atgctttggc accataaggt gtcaaccctg attgatgaaa tggtgtcgcg tcgaatgtac 
    12421 cgcatcatgg aaaaagcagg gcaggctgcc tggaaacagg tggtgagcga ggctacgctg 
    12481 tctcgcatta gtagtttgga tgtggtggct cattttcagc atctagccgc cattgaagcc 
    12541 gagacctgta aatatttggc ctcccggctg cccatgctac acaacctgcg catgacaggt 
    12601 tcaaatgtaa ccatagtgta taatagcact ttgaatcagg tgtttgctat ttttccaacc 
    12661 cctggttccc ggccaaagct tcatgatttt cagcaatggt taatagctgt acattcctcc 
    12721 atattttcct ctgttgcagc ttcttgtact ctttttgttg tgctgtggtt gcgggttcca 
    12781 atactacgta ctgtttttgg tttccgctgg ttaggggcaa tttttctttc gaactcacag 
    12841 tgaattacac ggtgtgtcca ccttgcctca cccggcaagc agccacagag atctacgaac 
    12901 ccggtaggtc tctttggtgc aggatagggt atgaccgatg tgaggaggat gatcatgacg 
    12961 agctagggtt tatggtaccg cctggcctct ccagcgaagg ccacttgact agtgtttacg 
    13021 cctggttggc gttcttgtcc ttcagctaca cggcccagtt ccatcccgag atattcggga 
    13081 tagggaatgt gagtcgagtt tatgttgaca tcaaacatca actcatctgc gccgaacatg 
    13141 acgggcagaa caccaccttg cctcgtcatg acaacatttc agccgtgttt cagacctatt 
    13201 accaacatca agtcgacggc ggcaattggt ttcacctaga atggcttcgt cccttctttt 
    13261 cctcgtggtt ggttttaaat gtctcttggt ttctcaggcg ttcgcctgca aaccatgttt 
    13321 cagttcgagt cttgcagata ttaagaccaa caccaccgca gcggcaggct ttgctgtcct 
    13381 ccaagacatc agttgcctta ggcatcgcga ctcggcctct gaggcgattc gcaaaatccc 
    13441 tcagtgccgt acggcgatag ggacacccgt gtatgttacc atcacagcca atgtgacaga 
    13501 tgagaattat ttacattctt ctgatctcct catgctttct tcttgccttt tctatgcttc 
    13561 tgagatgagt gaaaagggat ttaaggtggt atttggcaat gtgtcaggca tcgtggctgt 
    13621 gtgtgtcaat tttaccagct acgtccaaca tgtcaaggag tttacccaac gctccctggt 
    13681 ggtcgaccat gtgcggttgc tccatttcat gacacctgag accatgaggt gggcaactgt 
    13741 tttagcctgt ctttttgcca ttctgttggc aatttgaatg tttaagtatg ttggagaaat 
    13801 gcttgaccgc gggctgttgc tcgcaattgc tttctttgtg gtgtatcgtg ccgttctgtt 
    13861 ttgctgtgct cgccaacgcc agcaacgaca gcagctccca tctacagctg atttacaact 
    13921 tgacgctatg tgagctgaat ggcacagact ggctagctaa caaatttgat tgggcagtgg 
    13981 agagttttgt catctttccc gttttgactc acattgtctc ctatggtgcc ctcactacca 
    14041 gccatttcct tgacacagtc gctttagtca ctgtgtctac cgccgggttt gttcacgggc 
    14101 ggtatgtcct aagtagcatc tacgcggtct gtgccctggc tgcgttgact tgcttcgtca 
    14161 ttaggtttgc aaagaattgc atgtcctggc gctacgcgtg taccagatat accaactttc 
    14221 ttctggacac taagggcgga ctctatcgtt ggcggtcgcc tgtcatcata gagaaaaggg 
    14281 gcaaagttga ggtcgaaggt catctgatcg acctcaaaag agttgtgctt gatggttccg 
    14341 tggcaacccc tataaccaga gtttcagcgg aacaatgggg tcgtccttag atgacttctg 
    14401 tcatgatagc acggctccag aaaaggtgct tttggcgttt tctattacct acacgccagt 
    14461 gatgatatat gccctaaagg tgagtcgcgg ccgactgcta gggcttctgc accttttgat 
    14521 cttcctgaat tgtgcttkca ccttcgggta catgactttc gcgcactttc agagtacaaa 
    14581 taaggtcgcg ctcactatgg gagcagtagt tgcactcctt tggkgggtgt actcagccat 
    14641 agaaacctgg aaattcatca cctccagatg ccgtttgtgc ttgctaggcc gcaagtacat 
    14701 tctggcccct gcccaccacg ttgaaagtgc cgcagggttt catccgattg cggcaaatga 
    14761 taaccacgca tttgtcgtcc ggcgtcccgg ctccactacg gtcaacggca cattggtgcc 
    14821 cgggttaaaa agcctcgtgt tgggtggcag aaaagctgtt aaacagggag tggtaaacct 
    14881 tgtcaaatat gccaaataac aacggcaagc agcagaagag aaagaagggg gatggccagc 
    14941 cagtcaatca gctgtgccag atgctgggta agatcatcgc tcagcaaaac cagtccagag 
    15001 gcaagggacc gggaaagaaa aataagaaga aaaacccgga gaagccccat tttcctctag 
    15061 cgactgaaga tgatgtcaga catcacttta cccctagtga gcggcaattg tgtctgtcgt 
    15121 caatccagac cgcctttaat caaggcgctg ggacttgcac cctgtcagat tcagggagga 
    15181 taagttacac tgtggagttt agtttgccta cgcatcatac tgtgcgcctg atccgcgtca 
    15241 cagcatcacc ctcagcatga tgggctggca ttcttgaggc atctcagtgt atgaattgga 
    15301 agaatgtatg gtgaatggca ctgattgaca ttgtgcctct aagtcaccta ttcaattagg 
    15361 gcgaccgtgt gggggtgaga tttaattggc gagaaccatg cggccgaaat ta 
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ภาคผนวก ง 
 

รายละเอียดผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนของเชื้อไวรัส พี อาร อาร เอส สายพนัธุ 01NP1  
กับฐานขอมลู GenBank  
 
 
ผลการเปรียบเทียบโปรตนี ORF1a  
>gi|62511056|sp|Q8B912|RPOA_PRRSB   
 Replicase polyprotein 1ab (ORF1ab polyprotein) [Includes: Replicase  
          polyprotein 1a (ORF1a)] [Contains: Nsp1-alpha papain-like  
         cysteine proteinase (PCP1-alpha); Nsp1-beta papain-like  
         cysteine proteinase (PCP1-beta); Nsp2 cysteine proteinase (CP2)  
         (CP); Nonstructural protein 3 (Nsp3); 3C-like serine proteinase  
         (3.4.21.-) (3CLSP) (Nsp4); Nonstructural protein 5-6-7  
         (Nsp5-6-7); Nonstructural protein 8 (Nsp8); RNA-directed  
         RNA polymerase (RdRp) (Pol) (Nsp9); Helicase (Hel) (Nsp10);  
         Nonstructural protein 11 (Nsp11); Nonstructural protein 12  
         (Nsp12)] 
         Length=3963 
 
 Score = 4157 bits (10780),  Expect = 0.0 
 Identities = 2166/2503 (86%), Positives = 2264/2503 (90%), Gaps = 0/2503 (0%) 
 
Query  1     MSGILDRCTCTPNARVFMAEGQVYCTRCLSARSLLPLNLQVSELGVLGLFYRPEEPLRWT  60 
             MSGILDRCTCTPNARVF+AEGQVYCTRCLSARSLLPLNLQV ELGVLGLFYRPEEPLRWT 
Sbjct  1     MSGILDRCTCTPNARVFVAEGQVYCTRCLSARSLLPLNLQVPELGVLGLFYRPEEPLRWT  60 
 
Query  61    LPRAFPTVECSPAGACWLSAIFPIARMTSGNLNFQQRMVRVAAELYRAGQLTPAVLKALQ  120 
             LPRAFPTVECSP GACWLSAIFPIARMTSGNLNFQQRMVRVA E+YRAGQLTP VLK +Q 
Sbjct  61    LPRAFPTVECSPTGACWLSAIFPIARMTSGNLNFQQRMVRVAGEIYRAGQLTPTVLKTIQ  120 
 
Query  121   VYERGCRWYPIVGPVPGVAVFANSLHVSDKPFPGATHVLTNLPLPQRPKPEDFCPFECAM  180 
             VYERGCRWYPIVGPVPGV V+ANSLHVSDKPFPGATHVLTNLPLPQRPKPEDFCPFECAM 
Sbjct  121   VYERGCRWYPIVGPVPGVGVYANSLHVSDKPFPGATHVLTNLPLPQRPKPEDFCPFECAM  180 
 
Query  181   ATVYDIGHDAVMYVAERKISWAPRGGDEVKFEAVPGELKLIANRLRTSFPPHHTVDMSKF  240 
             A VYDIG  AVMYVA  K+SWAPRGGDEVKFE VP ELKL+ANRL TSFPPHH VDMSKF 
Sbjct  181   ADVYDIGRGAVMYVAGGKVSWAPRGGDEVKFEPVPKELKLVANRLHTSFPPHHVVDMSKF  240 
 
Query  241   AFTAPGCGVSMRVERQHGCLPADTVPEGNCWWSLFDLLPLEVQNKEIRHANQFGYQTKHG  300 
              F  PG GVSMRVE Q+GCLPADTVPEGNCWW LFDLLP EVQNKEIRHANQFGYQTKHG 
Sbjct  241   TFMTPGSGVSMRVEYQYGCLPADTVPEGNCWWRLFDLLPPEVQNKEIRHANQFGYQTKHG  300 
 
Query  301   VSGKYLQRRLQVNGLRAVTDLNGPIVVQYFFVKESWIRHLKLAGEPSYSGFEDLLRIRVE  360 
             V GKYLQRRLQVNGLRAVTD +GPIV+QYF VKESWIRHLK   EPS  GFEDLLRIRVE 
Sbjct  301   VPGKYLQRRLQVNGLRAVTDTHGPIVIQYFSVKESWIRHLKPVEEPSLPGFEDLLRIRVE  360 
 
Query  361   PNTSPLADKEEKIFRFGSHKWYGAGKRARKARSCATATVAGRALSVRETRQAKEHEVAGA  420 
             PNTSPLA K EKIFRFGSHKWYGAGKRARKARS AT  VA RA S  ETRQA +HE AGA 
Sbjct  361   PNTSPLAGKNEKIFRFGSHKWYGAGKRARKARSGATTMVAHRASSAHETRQATKHEGAGA  420 
 
Query  421   NKAEHLKHYSPPAEGNCGWHCISAIANRMVNSKFETTLPERVRPPDDWATDEDLVNAIQI  480 
             NKAEHLK YSPPAEGNCGWHCISAI NRMVNS FETTLPERVRPPDDWATDEDLVN IQI 
Sbjct  421   NKAEHLKLYSPPAEGNCGWHCISAIVNRMVNSNFETTLPERVRPPDDWATDEDLVNTIQI  480 
 
Query  481   LRLPAALDRNGACTSAKYVLKLEGEHWTVTVTPGMSPSLLPLECVQGCCGHKGGLGSPDA  540 
             LRLPAALDRNGAC  AKYVLKLEGEHWTV+V PGMSPSLLPLECVQGCC HKGGLGSPDA 
Sbjct  481   LRLPAALDRNGACGGAKYVLKLEGEHWTVSVNPGMSPSLLPLECVQGCCEHKGGLGSPDA  540 
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Query  541   VEVSGFDPACLDRLAEVMHLPSSAIPAALAEMSGDSDRSASPVTTVWTVSQFFARHSGGN  600 
             VEVSGFDPACLDRL +VMHLPSS IPAALAE+S DS+R  SP    WTVSQ +ARH GGN 
Sbjct  541   VEVSGFDPACLDRLLQVMHLPSSTIPAALAELSDDSNRPVSPAAATWTVSQSYARHRGGN  600 
 
Query  601   HPDQVRLGKIISLCQVIEDCCCSQNKTNRVTPEEVAAKIDLYLRGATNLEECLARLEKAR  660 
             H DQV LGKIISLCQVIEDCCC QNKTNR TPEEVAAKID YLRGAT+LEECLA+LE+   
Sbjct  601   HHDQVCLGKIISLCQVIEDCCCHQNKTNRATPEEVAAKIDQYLRGATSLEECLAKLERVS  660 
 
Query  661   PPRVIDTFFDWDVVLPGVEAATQTIKLPQVNQCRALVPVVTQKSLDNNSVPLTAFSLANY  720 
             PP   DT FDW+VVLPGVEAA QT +   VN CR LVP VTQ+ L  +SVPLTAFSL+N  
Sbjct  661   PPGAADTSFDWNVVLPGVEAAHQTTEQLHVNPCRTLVPPVTQEPLGKDSVPLTAFSLSNC  720 
 
Query  721   YYRAQGDEVRHRERLTAVLSKLEKVVREEYGLMPTEPGPRPTLPRGLDELKAQMEEDLLK  780 
             YY AQG+EVRHRERL +VLSKLE+VV EEYGLM T  GPRP LP GLDELK QMEEDLLK 
Sbjct  721   YYPAQGNEVRHRERLNSVLSKLEEVVLEEYGLMSTGLGPRPVLPSGLDELKDQMEEDLLK  780 
 
Query  781   LANAQTTSDMMAWAVEQVDLKTWVKNYXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXSLPERKPVPAPR  840 
             LAN Q TS+MMAWA EQVDLK WVK+YPRWTPPPPPP+VQPRKTK VKSLPE KPVPAPR 
Sbjct  781   LANTQATSEMMAWAAEQVDLKAWVKSYPRWTPPPPPPRVQPRKTKSVKSLPEDKPVPAPR  840 
 
Query  841   RKVGSDCGSPVSLGGDVPNSWEDLAVSSPFDXXXXXXXXXXXXXXVIVSSPQCIFRPATP  900 
             RKV S CGSPV +G +VPN  EDL V  P + PTP EP TP SE V+  + Q + +  TP 
Sbjct  841   RKVRSGCGSPVLMGDNVPNGSEDLTVGGPLNFPTPSEPMTPMSEPVLTPALQRVPKLMTP  900 
 
Query  901   LSEPAPIPAPRGTVSRPVTPLSEPIPVPAPRRKFQQVKRLSSAAAIPPYQNEPLDLSASS  960 
             L   AP+PAPR TVSRP+TPLSEPI + APR KFQQV+  + A     +QNEPLDLSASS 
Sbjct  901   LDGSAPVPAPRRTVSRPMTPLSEPIFLSAPRHKFQQVEEANPATTTLTHQNEPLDLSASS  960 
 
Query  961   QTEYEASPPAPPQSGGVLGVEGHEAEETLSEISDMSGNIKPAXXXXXXXXXXXRITRPKY  1020 
             QTEYEASP A  Q+  +L   G EAEE LSEISD+  +  PA VSSSSSLSSV+ITRPKY 
Sbjct  961   QTEYEASPLASSQNMSILEAGGQEAEEVLSEISDILNDTSPAPVSSSSSLSSVKITRPKY  1020 
 
Query  1021  SAQAIIDSGGPCSGHLQEVKETCLSVMREACDATKLDDPATQEWLSRMWDRVDMLTWRNT  1080 
             SAQAIIDSGGPCSGHLQ+ KE CLS+MREACDA+KL DPATQEWLSRMWDRVDMLTWRNT 
Sbjct  1021  SAQAIIDSGGPCSGHLQKEKEACLSIMREACDASKLSDPATQEWLSRMWDRVDMLTWRNT  1080 
 
Query  1081  SVYQAICTLDGRLKFLPKMILETPPPYPCEFVMMPHTPAPSVGAESDLTIGSVATEDVPR  1140 
             S YQA  TL+GR +FLPKMILETPPP+PC FVM+PHTPAPSV AESDLTIGSVATEDVPR 
Sbjct  1081  SAYQAFRTLNGRFEFLPKMILETPPPHPCGFVMLPHTPAPSVSAESDLTIGSVATEDVPR  1140 
 
Query  1141  ILEKIENVGEMANQGPLAFSEDKPVDDQLVNDPRISSRRPDEXXXXXXXXXXXXXXXXDL  1200 
             IL KI + GE+ NQGP A  +  PV DQ   + R+S R  DES  AP A TGGAGSFTDL 
Sbjct  1141  ILGKIGDTGELLNQGPSAPFKGGPVCDQPAKNSRMSPRESDESIIAPPADTGGAGSFTDL  1200 
 
Query  1201  PPSXXXXXXXXXPFRTVKRKAERLFDQLSRQVFDLVSHLPVFFSRLFYPGGGYSPGDWGX  1260 
             P SD  DA+GGGP RTVK KA RL DQLS QVF LVSHLPVFFS LF    GYSPGDWGF 
Sbjct  1201  PSSDSVDANGGGPLRTVKTKAGRLLDQLSCQVFSLVSHLPVFFSHLFKSDSGYSPGDWGF  1260 
 
Query  1261  XXXXXXXXXXXYSYPAFGIAPLLGVFSGSSRRVRMGVFGCWLAFAVGLFKPVSDPVGAAC  1320 
             AAFTL CLFLCYSYP FG APLLGVFSGSSRRVRMGVFGCWLAFAVGLFKPVSDPVG AC 
Sbjct  1261  AAFTLFCLFLCYSYPFFGFAPLLGVFSGSSRRVRMGVFGCWLAFAVGLFKPVSDPVGTAC  1320 
 
Query  1321  EFDSPECRNILHSFELLKPWDPVRSLVVGPVXXXXXXXXXXXXXXXCIWHFLLRLGIVAD  1380 
             EFDSPECRN+LHSFELLKPWDPVRSLVVGPVGLGLAILGRLLGGAR +WHFLLR GIVAD 
Sbjct  1321  EFDSPECRNVLHSFELLKPWDPVRSLVVGPVGLGLAILGRLLGGARYVWHFLLRFGIVAD  1380 
 
Query  1381  CILAGAYVLSQGRCKKCWGSCIRTAPNEVAFNVFPFTRATRSSLIDLCDRFCAPKGMDPI  1440 
             CILAGAYVLSQGRCKKCWGSC+RTAPNE+AFNVFPFTRATRSSLIDLCDRFCAPKGMDPI 
Sbjct  1381  CILAGAYVLSQGRCKKCWGSCVRTAPNEIAFNVFPFTRATRSSLIDLCDRFCAPKGMDPI  1440 
 
Query  1441  FLATGWRGCWAGRSPIEQPSEKPIAFAQLDEKKITARTVVAQPYDPNQAVKCLRVLQAGG  1500 
             FLAT WRGCW GRSPIEQPSEKPIAFAQLDEK+ITARTVVAQPYDPNQAVKCLRVLQAGG 
Sbjct  1441  FLATVWRGCWTGRSPIEQPSEKPIAFAQLDEKRITARTVVAQPYDPNQAVKCLRVLQAGG  1500 
 
Query  1501  AMXXXXXXXXXXXXXXXFRAPFFPTGXXXXXXXXXXXXXXTFTAALRSGYSTTNLVLGVG  1560 
             AMVA+AVPKVVKVSA+PFRAPFFP GVKVDP+CR+VVDPDTFT ALRSGYSTTNLVLG+G 
Sbjct  1501  AMVAEAVPKVVKVSAIPFRAPFFPAGVKVDPECRIVVDPDTFTTALRSGYSTTNLVLGMG  1560 
 
 



59 

Query  1561  DFAQLNGLKIRQISKPSGGGPHLMAALHVACSMALHMLAGIYVTAVGSCGTGTNDPWCAN  1620 
             DFAQLNGLKIRQISKPSGGG HL+AALHVACSMALHMLAG+YVTAVGSCGTGTNDPWC N 
Sbjct  1561  DFAQLNGLKIRQISKPSGGGSHLVAALHVACSMALHMLAGVYVTAVGSCGTGTNDPWCTN  1620 
 
Query  1621  PFAVPGYGPGSLCTSRLCIYQHGLTLPLTALVAGFGIQEIALVVLIFVSIGGMAHRLSCK  1680 
             PFA PGYGPGSLCTSRLCI QHGLTLPLTALVAGFG+QEIALVVLIFVS+GGMAHRLSCK 
Sbjct  1621  PFAAPGYGPGSLCTSRLCISQHGLTLPLTALVAGFGLQEIALVVLIFVSMGGMAHRLSCK  1680 
 
Query  1681  ADMLCVLLAIASYVWVPLTWLLCVFPCWLRCFSLHPLTILWLVFFLISVNMPSGIXXXXX  1740 
             ADMLC+LLAIASYVWVPLTWLLCVFPCWLR FSLHPLTILWLVFFLISVN+PSGILA+VL 
Sbjct  1681  ADMLCILLAIASYVWVPLTWLLCVFPCWLRWFSLHPLTILWLVFFLISVNIPSGILAVVL  1740 
 
Query  1741  XXXXXXXGRYTNVAGLVTPYDIHHYTSGPRGVAALATAPDGTYLAAVRRAALTGRTMLFT  1800 
             LVSLWLLGRYTN+AGLVTPYDIHHYTSGPRGVAALATAPDGTYLAAVRRAALTGRTMLFT 
Sbjct  1741  LVSLWLLGRYTNIAGLVTPYDIHHYTSGPRGVAALATAPDGTYLAAVRRAALTGRTMLFT  1800 
 
Query  1801  PSQLGSLLEGAFRTRKPSLNTVNVIGSSMGSGGVFTIDGKVKCVTAAHVLTGNSARVSGV  1860 
             PSQLGSLLEGAFRT+KPSLNTVNV+GSSMGSGGVFTIDGK+KCVTAAHVLTGNSARVSGV 
Sbjct  1801  PSQLGSLLEGAFRTQKPSLNTVNVVGSSMGSGGVFTIDGKIKCVTAAHVLTGNSARVSGV  1860 
 
Query  1861  GFNQMLDFDVKGDFAIADCPNWQGAAPKTQFCTDGWTGRAYWLTSSGVEPGVIGKGFAFC  1920 
             GFNQMLDFDVKGDFAIADCPNWQGAAPK QFC DGWTGRAYWLTSSGVEPGVIG GFAFC 
Sbjct  1861  GFNQMLDFDVKGDFAIADCPNWQGAAPKAQFCEDGWTGRAYWLTSSGVEPGVIGNGFAFC  1920 
 
Query  1921  FTACGDSGSPVITEAGELVGVHTGSNKQGGGIVTRPSGQFCNVAPIKLSELSEFFAGPKV  1980 
             FTACGDSGSPVITEAGELVGVHTGSNKQGGGIVTRPSGQFCNV PIKLSELSEFFAGPKV 
Sbjct  1921  FTACGDSGSPVITEAGELVGVHTGSNKQGGGIVTRPSGQFCNVTPIKLSELSEFFAGPKV  1980 
 
Query  1981  PLGDVKVGSHIIKDISEVPSDLCALLAAKPELEGGLSTVQLLCVFFLLWRMMGHAWTPLV  2040 
             PLGDVK+GSHIIKD  EVPSDLCALLAAKPELEGGLSTVQLLCVFFLLWRMMGHAWTPLV 
Sbjct  1981  PLGDVKIGSHIIKDTCEVPSDLCALLAAKPELEGGLSTVQLLCVFFLLWRMMGHAWTPLV  2040 
 
Query  2041  AVSFFILNEVLPAVLVRSVFSFGMFVLSWLTPWSAQVLMIRLLTAALNRNRWSLAFFSLG  2100 
             AV FFILNE+LPAVLVRSVFSFGMFVLSWLTPWSAQVLMIRLLTAALNRNR SL F+SLG 
Sbjct  2041  AVGFFILNEILPAVLVRSVFSFGMFVLSWLTPWSAQVLMIRLLTAALNRNRLSLGFYSLG  2100 
 
Query  2101  AVTGFVADLAATQGHPLQAVMNLSTYAFLPRMMVVTSPVPVITCGVVHLLAIILYLFKYR  2160 
             AVT FVADLA TQGHPLQ VMNLSTYAFLPRMMVVTSPVPVI CGVVHLLAIILYLFKYR 
Sbjct  2101  AVTSFVADLAVTQGHPLQVVMNLSTYAFLPRMMVVTSPVPVIACGVVHLLAIILYLFKYR  2160 
 
Query  2161  GLHHILVGDGVFSAAFFLRYFAEGKLREGVSQSCGMNHESLTGALAMRLNDEDLDFLMKW  2220 
              LH++LVGDGVFS+AFFLRYFAEGKLREGVSQSCGM+HESLTGALAMRL DEDLDFL KW 
Sbjct  2161  CLHYVLVGDGVFSSAFFLRYFAEGKLREGVSQSCGMSHESLTGALAMRLTDEDLDFLTKW  2220 
 
Query  2221  TDFKCFVSASNMRNAAGQFIEAAYAKALRVELAQLVQVDKVRGTLAKLEAFADTVAPQLS  2280 
             TDFKCFVSASNMRNAAGQFIEAAYAKALR+ELAQLVQVDKVRGTLAKLEAFADTVAPQLS 
Sbjct  2221  TDFKCFVSASNMRNAAGQFIEAAYAKALRIELAQLVQVDKVRGTLAKLEAFADTVAPQLS  2280 
 
Query  2281  PGDIVVALRHTPVGSIFDLKVGITKHTLQAIETRVLAGSKMXXXXXXXXXXXXXXXXXXX  2340 
             PGDIVVAL HTPVGSIFDLKVG TKHTLQAIETRVLAGSKMTVARVVDPTP PPP PVPI 
Sbjct  2281  PGDIVVALGHTPVGSIFDLKVGSTKHTLQAIETRVLAGSKMTVARVVDPTPAPPPVPVPI  2340 
 
Query  2341  XXXXXXLENGPNAWGDEDRLNKKKRRRMEALGIYVMGGKKYQKFWDKNSGDVFYEEVHNN  2400 
             PLPPKVLENGPNAWGDEDRLNKKKRRRMEA+GI+VM GKKYQKFWDKNSGDVFYEEVHN+ 
Sbjct  2341  PLPPKVLENGPNAWGDEDRLNKKKRRRMEAVGIFVMDGKKYQKFWDKNSGDVFYEEVHNS  2400 
 
Query  2401  TDEWECLRVGDPADFDPEKGTLCGHVTIENKAYHVYTSPSGKKFLVPVNPENGRVQWEAA  2460 
             TDEWECLR GDPADFDPE G  CGH+TIE++ Y+V+TSPSG+KFLVP NPEN R QWEAA 
Sbjct  2401  TDEWECLRAGDPADFDPETGVQCGHITIEDRVYNVFTSPSGRKFLVPANPENRRAQWEAA  2460 
 
Query  2461  KLSVEQALGMMNVDGELTAKELEKLKRIIDKLQGLTKEQCLNC  2503 
             KLSVEQALGMMNVDGELTAKELEKLK IIDKLQGLTKEQCLNC 
Sbjct  2461  KLSVEQALGMMNVDGELTAKELEKLKGIIDKLQGLTKEQCLNC  2503 
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ผลการเปรียบเทียบโปรตนี ORF1b 
>gi|62511097|sp|Q9YN02|RPOA_PRRS1  Replicase polyprotein 1ab (ORF1ab polyprotein)  
     [Includes: Replicase polyprotein 1a (ORF1a)]  

[Contains: Nsp1-alpha papain-like cysteine proteinase (PCP1-alpha); Nsp1-beta 
papain-like cysteine proteinase (PCP1-beta); Nsp2 cysteine proteinase 
(CP2)(CP); Nonstructural protein 3 (Nsp3); 3C-like serine proteinase (3.4.21.-
)(3CLSP) (Nsp4); Nonstructural protein 5-6-7 Nsp5-6-7); Nonstructural protein 
8 (Nsp8); RNA-directed RNA polymerase (RdRp) (Pol) (Nsp9); Helicase (Hel) 
(Nsp10); Nonstructural protein 11 (Nsp11); Nonstructural protein 12 
(Nsp12)]Length=3966 

 
 Score = 2996 bits (7767),  Expect = 0.0 
 Identities = 1450/1461 (99%), Positives = 1457/1461 (99%), Gaps = 0/1461 (0%) 
 
Query  1     VFKLLAASDLTRCGRGGLVVTETAVKIVKFHNRTFTLGPVNLKVASEVELKDAVEHNQHP  60 
             VFKLLAAS LTRCGRGGLVVTETAVKIVKFHNRTFTLGPVNLKVASEVELKDAVEHNQHP 
Sbjct  2506  VFKLLAASGLTRCGRGGLVVTETAVKIVKFHNRTFTLGPVNLKVASEVELKDAVEHNQHP  2565 
 
Query  61    VARPIDGGVVLLRSAVPSLIDVLISGADASPKLLAHHGPGNTGIDGTLWDFESEATKEEV  120 
             VARPIDGGVVLLRSAVPSLIDVLISGADASPKLLAHHGPGNTGIDGTLWDFESEATKEEV 
Sbjct  2566  VARPIDGGVVLLRSAVPSLIDVLISGADASPKLLAHHGPGNTGIDGTLWDFESEATKEEV  2625 
 
Query  121   ALSAQIIQACDIRRGDAPEIGLPYKLHPVRGNPERVKGVLQNTRFGDIPYKTPSDTGSPV  180 
             ALSAQIIQACDIRRGDAP+IGLPYKL+PVRGNPERVKGVLQNTRFGDIPYKTPSDTGSPV 
Sbjct  2626  ALSAQIIQACDIRRGDAPKIGLPYKLYPVRGNPERVKGVLQNTRFGDIPYKTPSDTGSPV  2685 
 
Query  181   HAAACLTPNATPVTDGRSVLATTMPPGFELYVPTIPASVLDYLDSRPDCPKLLTEHGCKD  240 
             HAAACLTPNATPVTDGRSVLATTMPPGFELYVPTIPASVLDYLDSRPDCPK LTEHGC+D 
Sbjct  2686  HAAACLTPNATPVTDGRSVLATTMPPGFELYVPTIPASVLDYLDSRPDCPKQLTEHGCED  2745 
 
Query  241   AALKDLSKYDLSTQGFVLPGVLRLVRKYLFAHVGKCPPVHRPSTYPAKNSMAGINGNRFP  300 
             AALKDLSKYDLSTQGFVLPGVLRLVRKYLFAHVGKCPPVHRPSTYPAKNSMAGINGNRFP 
Sbjct  2746  AALKDLSKYDLSTQGFVLPGVLRLVRKYLFAHVGKCPPVHRPSTYPAKNSMAGINGNRFP  2805 
 
Query  301   TKDIQSVPEIDVLCAQAVRENWQTVTPCTLKKQYCGKKKTRTILGTNNFIALAHRAVLSG  360 
             TKDIQSVPEIDVLCAQAVRENWQTVTPCTLKKQYCGKKKTRTILGTNNFIALAHRA LSG 
Sbjct  2806  TKDIQSVPEIDVLCAQAVRENWQTVTPCTLKKQYCGKKKTRTILGTNNFIALAHRAALSG  2865 
 
Query  361   VTQGFMKKAFNSPIALGKNKFKELQTPVLGRCLEADLASCDRSTPAIVRWFAANLLYELA  420 
             VTQGFMKKAFNSPIALGKNKFKELQT VLGRCLEADLASCDRSTPAIVRWFAANLLYELA 
Sbjct  2866  VTQGFMKKAFNSPIALGKNKFKELQTSVLGRCLEADLASCDRSTPAIVRWFAANLLYELA  2925 
 
Query  421   CAEEHLPSYVLNCCHDLLVTQSGAVTKRGGLSSGDPITSVSNTIYSLVIYAQHMVLSYFK  480 
             CAEEHLPSYVLNCCHDLLVTQSGAVTKRGGLSSGDPITSVSNTIYSLVIYAQHMVLSYFK 
Sbjct  2926  CAEEHLPSYVLNCCHDLLVTQSGAVTKRGGLSSGDPITSVSNTIYSLVIYAQHMVLSYFK  2985 
 
Query  481   SGHPHGLLFLQDQLKFEDMLKVQPLIVYSDDLVLYAESPTMPNYHWWVEHLNLMLGFQTD  540 
             SGHPHGLLFLQDQLKFEDMLKVQPLIVYSDDLVLYAESPTMPNYHWWVEHLNLMLGFQTD 
Sbjct  2986  SGHPHGLLFLQDQLKFEDMLKVQPLIVYSDDLVLYAESPTMPNYHWWVEHLNLMLGFQTD  3045 
 
Query  541   PKKTAITDSPSFLGCRIINGRQLVPNRDRILAALAYHMKASNVSEYYASAAAILMDSCAC  600 
             PKKTAITDSPSFLGCRIINGRQLVPNRDRILAALAYHMKASNVSEYYASAAAILMDSCAC 
Sbjct  3046  PKKTAITDSPSFLGCRIINGRQLVPNRDRILAALAYHMKASNVSEYYASAAAILMDSCAC  3105 
 
Query  601   LEYDPEWFEELVVGIAQCARKDGYSFPGTPFFMSMWEKLRSNYEGKKSRVCGYCGAPAPY  660 
             LEYDPEWFEELVVGIAQCARKDGYSFPGTPFFMSMWEKLRSNYEGKKSRVCGYCGAPAPY 
Sbjct  3106  LEYDPEWFEELVVGIAQCARKDGYSFPGTPFFMSMWEKLRSNYEGKKSRVCGYCGAPAPY  3165 
 
Query  661   ATACGLDVCIYHTHFHQHCPVTIWCGHPAGSGSCSECKSPVGKGTSPLDEVLEQVPYKPP  720 
             ATACGLDVCIYHTHFHQHCPVTIWCGHPAGSGSCSECKSPVGKGTSPLDEVLEQVPYKPP 
Sbjct  3166  ATACGLDVCIYHTHFHQHCPVTIWCGHPAGSGSCSECKSPVGKGTSPLDEVLEQVPYKPP  3225 
 
Query  721   RTVIMHVEQGLTPLDPGRYQTRRGLVSVRRGIRGNEVELPDGDYASTALLPTCKEINMVA  780 
             RTVIMHVEQGLTPLDPGRYQTRRGLVSVRRGIRGNEVELPDGDYASTALLPTCKEINMVA 
Sbjct  3226  RTVIMHVEQGLTPLDPGRYQTRRGLVSVRRGIRGNEVELPDGDYASTALLPTCKEINMVA  3285 
 
Query  781   VASNVLRSRFIIGPPGAGKTYWLLQQVQDGDVIYTPTHQTMLDMIRALGTCRFNVPAGTT  840 
             VASNVLRSRFIIGPPGAGKTYWLLQQVQDGDVIYTPTHQTMLDMIRALGTCRFNVPAGTT 



61 

Sbjct  3286  VASNVLRSRFIIGPPGAGKTYWLLQQVQDGDVIYTPTHQTMLDMIRALGTCRFNVPAGTT  3345 
 
Query  841   LQFPVPSRTGPWVRILAGGWCPGKNSFLDEAAYCNHLDVLRLLSKTTLTCLGDFKQLHPV  900 
             LQFPVPSRTGPWVRILAGGWCPGKNSFLDEAAYCNHLDVLRLLSKTTLTCLGDFKQLHPV 
Sbjct  3346  LQFPVPSRTGPWVRILAGGWCPGKNSFLDEAAYCNHLDVLRLLSKTTLTCLGDFKQLHPV  3405 
 
Query  901   GFDSHCYVFDIMPQTQLKTIWRFGQNICDAIQPDYRDKLMSMVNTTRVTHVEKPVRYGQV  960 
             GFDSHCYVFDIMPQTQLKTIWRFGQNICDAIQPDYRDKLMSMVNTTRVT+VEKPVRYGQV 
Sbjct  3406  GFDSHCYVFDIMPQTQLKTIWRFGQNICDAIQPDYRDKLMSMVNTTRVTYVEKPVRYGQV  3465 
 
Query  961   LTPYHRDREDDAITIDSSQGATFDVVTLHLPTKDSLNRQRALVAITRARHAIFVYDPHRQ  1020 
             LTPYHRDREDDAITIDSSQGATFDVVTLHLPTKDSLNRQRALVAITRARHAIFVYDPHRQ 
Sbjct  3466  LTPYHRDREDDAITIDSSQGATFDVVTLHLPTKDSLNRQRALVAITRARHAIFVYDPHRQ  3525 
 
Query  1021  LQGLFDLPAKGTPVNLAVHRDGQLIVLDRNNKECTVAQALGNGDKFRATDKRVVDSLRAI  1080 
             LQGLFDLPAKGTPVNLAVHRDGQLIVLDRNNKECTVAQALGNGDKFRATDKRVVDSLRAI 
Sbjct  3526  LQGLFDLPAKGTPVNLAVHRDGQLIVLDRNNKECTVAQALGNGDKFRATDKRVVDSLRAI  3585 
 
Query  1081  CADLEGSSSPLPKVAHNLGFYFSPDLTQFAKLPVELAPHWPVVTTQNNEKWPDRLVASLR  1140 
             CADLEGSSSPLPKVAHNLGFYFSPDLTQFAKLPVELAPHWPVVTTQNNEKWPDRLVASLR 
Sbjct  3586  CADLEGSSSPLPKVAHNLGFYFSPDLTQFAKLPVELAPHWPVVTTQNNEKWPDRLVASLR  3645 
 
Query  1141  PIHKYSRACIGAGYMVGPSVFLGTPGVVSYYLTKFVKGEAQLLPETVFSTGRIEVDCREY  1200 
             PIHKYSRACIGAGYMVGPSVFLGTPGVVSYYLTKFVKGEAQLLPETVFSTGRIEVDCREY 
Sbjct  3646  PIHKYSRACIGAGYMVGPSVFLGTPGVVSYYLTKFVKGEAQLLPETVFSTGRIEVDCREY  3705 
 
Query  1201  LDDREREVAASLPHAFIGDVKGTTVGGCHHVTSRYLPRVLPKESVAVVGVSSPGKAAKAL  1260 
             LDDREREVAASLPHAFIGDVKGTTVGGCHHVTSRYLPRVLPKESVAVVGVSSPGKAAKAL 
Sbjct  3706  LDDREREVAASLPHAFIGDVKGTTVGGCHHVTSRYLPRVLPKESVAVVGVSSPGKAAKAL  3765 
 
Query  1261  CTLTDVYLPDLEAYLHPETQSKCWKMMLDFKEVRLMVWKDKTAYFQLEGRYFTWYQLASY  1320 
             CTLTDVYLPDLEAYLHPETQSKCWKMMLDFKEVRLMVW+DKTAYFQLEGRYFTWYQLASY 
Sbjct  3766  CTLTDVYLPDLEAYLHPETQSKCWKMMLDFKEVRLMVWRDKTAYFQLEGRYFTWYQLASY  3825 
 
Query  1321  ASYIRVPVNSTVYLDPCMGPALCNRRVVGSTHWGADLAVTPYDYGAKIILSSAYHGEMPP  1380 
             ASYIRVPVNSTVYLDPCMGPALCNRRVVGSTHWGADLAVTPYDYGAKIILSSAYHGEMPP 
Sbjct  3826  ASYIRVPVNSTVYLDPCMGPALCNRRVVGSTHWGADLAVTPYDYGAKIILSSAYHGEMPP  3885 
 
Query  1381  GYKILACAEFSLDDPVKYKHTWGFESDTAYLYEFTGNGEDWEDYNDAFRARQEGKIYKAT  1440 
             GYKILACAEFSLDDPV+YKHTWGFESDTAYLYEFTGNGEDWEDYNDAFRARQEGKIYKAT 
Sbjct  3886  GYKILACAEFSLDDPVRYKHTWGFESDTAYLYEFTGNGEDWEDYNDAFRARQEGKIYKAT  3945 
 
Query  1441  ATSLKFYFPPGPVIEPTLGLN  1461 
             ATSLKF+FPPGPVIEPTLGLN 
Sbjct  3946  ATSLKFHFPPGPVIEPTLGLN  3966 
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