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บทคัดย่อ 
 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมส่วนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์
อาร์เอสหลังการใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเมื่อเกิดการระบาดของโรค ดําเนินการวิจัยโดย
คัดเลือกฟาร์มที่เกิดการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสและไม่เคยมีประวัติการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสทั้งชนิดเช้ือ
เป็นและชนิดเช้ือตายในฝูง  ทําการฉีดวัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือแบบปูพรมในแมสุ่กรและสุกร
สาวทดแทนทกุตัวจํานวนสองครั้งห่างกันหน่ึงเดือน ฉีดวัคซีนซ้ําทุกสามเดือนหลังจากฉีดวัคซีนเข็มทีส่อง ส่วน
ลูกสุกรฉีดเป็นโปรแกรมที่อายุประมาณสองสัปดาห์ เก็บตัวอย่างซีรั่มในสุกรสี่กลุ่มๆละห้าตัวอย่างทุกเดือนเป็น
เวลาหกเดือนติดต่อกันและตามด้วยเดือนเว้นเดือนอีกสองครั้งรวมเป็นแปดคร้ัง สุกรสีก่ลุ่มประกอบด้วย สุกร
สาวทดแทน ลกูสุกรดูดนม สกุรอนุบาล และ สุกรขุน ได้จํานวนตัวอย่างสายพันธุกรรมทั้งหมด 277 ตัวอย่าง 
แบ่งเป็นสายพันธ์ุยุโรป 145 ตัวอย่าง และ สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 132 ตัวอย่าง ก่อนการฉีดวัคซีนตรวจพบ
ไวรัสทั้งสองสายพันธ์ุยุโรปในฟาร์ม หลังการใช้วัคซีนสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ไม่พบการเปลี่ยนแปลงในสายพันธ์ุ
ยุโรป แต่พบการเปลี่ยนแปลงเพ่ิมขึ้นในสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ โดยพบการเปลี่ยนแปลงหลักในตําแหน่ง N-
linked glycosylation ผลของการศึกษาวัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ทางพันธุกรรมของไวรัสสายพันธ์ุยุโรป แต่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือ โดยเพ่ิมความหลากหลายทางพันธุกรรม 
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ABSTRACT 
 

          The objectives were to investigate dynamic and evolution of porcine reproductive 
and respiratory syndrome virus (PRRSV) ORF5 following a modified live PRRSV vaccine (MLV) 
used in an outbreak herd. A PRRSV positive herd with co-existence of European (EU) and 
North American (NA) genotypes and no history of MLV use was recruited into the study. 
Following an outbreak, vaccination with a NA MLV (Boehlinger Ingelheim, USA) was 
implemented. All sows were mass-vaccinated at monthly interval for 2 consecutive months 
followed by quarterly vaccination regimen. All piglets were vaccinated at 14 days of age. 
Serum samples were collected monthly for six consecutive months and the other month 
two times from 4 population groups of 5 samples each including replacement gilts, suckling, 
nursery and finishing pigs. Two hundred and seventy seven complete ORF5 genes consisting 
of 145 EU and 132 NA isolates were obtained from the herd following a year of collection. 
Prior to and following vaccination, both EU and NA genotypes were independently evolved 
and co-existed in an individual pig. Following the vaccination, MLV vaccination had no 
influence on increased heterogenicity of either EU isolates (before and after vaccinated, the 
same isolates), but it resulted in the emergence of three novel PRRSV clusters of NA isolates 
in the herd including MLV-like and two MLV-related clusters. MLV-like isolates emerged and 
then disappeared within two months following a mass vaccination. However, there were an 
emergence of two PRRSV clusters which was genetically related to the MLV vaccine use 
during the outbreak. The difference between these 2 clusters was increased in the number 
of N-linked glycosylation positions. The results of the study suggested that MLV had no 
influence on the development of EU isolates, but resulted in increased heterogenicity of US 
PRRSV isolates. 
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บทที ่1 
บทนาํ (Introduction) 

 
ความสาํคญัและทีม่าของปญัหา 
 

โรคพีอาร์อาร์เอส เกิดจากการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 
1992) เป็นโรคสําคัญที่สร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจแก่ อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทั่วโลก รวมถึงประเทศ
ไทย ก่อให้เกิดอาการผิดปรกติของระบบสืบพันธ์ุในฝูงสุกรแม่พันธ์ุ เช่น แท้ง กลับสัด ในสุกรอุ้มท้อง จาํนวนลูก
สุกรตายแรกคลอดและอัตราตายก่อนหย่านมสูง และโรคระบบทางเดินหายใจแทรกซ้อน (Porcine 
respiratory disease complex) ในฝงูสุกรอนุบาลและขุน โดยในประเทศสหรัฐอเมริกาน้ันพบว่าโรคพีอาร์
อาร์เอส สร้างความเสียหายถึงปีละ 560.32 ล้านดอลล่าร์ (Neumann et al., 2005)  แมใ้นประเทศไทยยังไม่
มีรายงานความเสียหายทางเศรษฐกิจอย่างเป็นรูปธรรม แต่ก็พบว่าฟาร์มสุกรในประเทศไทยมากกว่า 80 
เปอร์เซนต์เป็นฟาร์มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส  

 
ด้วยความเสียหายทางเศรษฐกิจที่เกิดขึ้น ทําให้เกษตรกรตระหนักถึงวิธีการที่สามารถควบคุม และ

ป้องกันโรคพีอาร์อาร์เอสอย่างมีประสิทธิภาพ เกษตรกรจึงได้มีการนําวัคซีนเช่น วัคซนีพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือ
เป็น (Ingelvac PRRS MLV®, Boehringer Ingelheim, USA) มาใช้ในการควบคุมโรค แต่เกษตรกรกลับ
พบว่าวัคซีนพีอาร์อาร์เอสที่มีจําหน่ายอยู่ในปัจจุบันไม่ให้ผลคุ้มโรคเท่าที่ควร พบลักษณะอาการคล้ายโรคพีอาร์
อาร์เอส เช่น การแท้ง ลกูตายแรกคลอด มัมมี ่และพบความเสียหายเช่นลูกสุกรแรกคลอดอ่อนแอ การเพ่ิมขึ้น
ของปัญหาโรคทางเดินหายใจอาการทางระบบประสาทเช่นชัก และข้อบวมในสุกรก่อนหย่านมและอนุบาล 
อย่างต่อเน่ือง ในฟาร์มที่มีการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น เป็นประจํา (Nilubol, D., 2010, personal 
observation)  

 
สาเหตุที่วัคซีนป้องกันโรคพีอาร์อาร์เอสไม่สามารถใช้ป้องกันโรคอย่างมีประสิทธิภาพ อาจเน่ืองมาจาก

ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างวัคซีนที่จําหน่ายและเช้ือที่เกิดการระบาดในฟาร์ม และคุณสมบัติการเป็น 
quasi-species ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Goldberg et al., 2003) ทีไ่วรัสลูกหลาน (progeny viruses) มี
ลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างจากไวรัสต้ังต้น โดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลงส่วนยีน ORF 5 (Chang et al., 
2002; Meng et al., 1995a; Meng et al., 1995b; Murtaugh et al., 1998) ทีท่ําหน้าที่สร้าง 
Glycoprotein 5 และมีส่วน Neutralizing epitope B อยู่  (Ostrowski et al., 2002; Plagemann, 2004; 
Plagemann et al., 2002)  

 
ผู้วิจัยได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมส่วน ORF5 ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในสุกรพบว่าไวรัส

ลูกหลานสายพันธ์ุอเมริกาเหนือมีความแตกต่างทางพันธุกรรมจากไวรัสต้นแบบมาก (นิลอุบล 2552, ทุน
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พัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารย์รุ่นใหม่ปี 2550) เมื่อไวรัสลูกหลานมีการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมเป็นกลุ่มไวรัสไอโซเลตใหม่ที่แตกต่างไปจากสายพันธ์ุเดิม และสามารถเปลี่ยนแปลงทางการเป็น
แอนติเจน (antigenic variation) ภูมิคุ้มกันที่เกิดข้ึนต่อเช้ือไวรัสตัวเดิมไม่สามารถจดจําได้เช้ือตัวใหม่ที่เกิดขึ้น 
ส่งผลให้สุกรสามารถเกิดการติดเช้ือได้ใหม่อีกครั้ง อาจเป็นเหตุผลที่ทําให้ฟาร์มที่ใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอส 
สามารถเกิดการระบาดใหม่ได้จากเช้ือไวรัสในวัคซีนที่เกิดการกลายพันธ์ุขึ้น และอาจเกิด recombination 
ระหว่างเช้ือไวรัสในวัคซีนและเช้ือไวรัสเดิมที่อยู่ในฟาร์ม ส่งผลให้เกิดไวรัสไอโซเลตใหม่ที่อาจก่อให้เกิดการ
ระบาดได้ 

 
ทีมผู้วิจัยได้สํารวจความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสใน

ฟาร์มสุกรที่ต้ังอยู่ในพ้ืนที่ที่มีการเลี้ยงสุกรอย่างหนาแน่นในประเทศไทย เช่นจังหวัดนครปฐม ราชบุรี ชลบุรี 
เชียงใหม่ สระบุรีและอื่นๆ ในช่วงปีพ.ศ. 2552 - 2553 และเปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสท่ีรายงานใน
ปีพ.ศ. 2547 (Thanawongnuwech et al., 2004) พบว่าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีอัตราการกลายพันธ์ุที่สูง
มากโดยเฉพาะไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่ปัจจุบัน สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม (clusters) จากเดิมที่มี
แค่ 1 กลุ่มในปีพ.ศ. 2547 (Nilubol et al., 2013) แต่อย่างไรก็ตามพบว่าการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่
สําคัญพบท่ีส่วนระหว่าง decoy epitope A และ neutralizing epitope B โดยมีกลไก N-liked 
glycosylation site เป็นกลไกสําคัญที่ไวรัสพีอาร์อาร์เอสใช้ในการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของเช้ือไวรัส
ลูกหลาน แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงในส่วน neutralizing epitope B นอกจากน้ันพบว่าไวรัสในกลุ่ม 
(clusters) ที่อุบัติขึ้นใหม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมจากไวรัสต้ังต้นมาก และมีความแตกต่างทางพันธุกรรม
ในส่วน decoy epitope A และ N-liked glycosylation site มาก การมี decoy epitope A และการกลาย
พันธ์ุในส่วนน้ี อาจเป็นสาเหตุให้การกระตุ้นภูมิคุ้มกัน มีการสร้างแอนติบอด้ีแบบ non-neutralizing 
antibody แทน neutralizing antibody ทําให้ไม่สามารถป้องกันการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสได้ ถ้ามี
การตัดส่วน decoy epitope  A ออกหรือมีการแทรกด้วยสายพันธุกรรมบางอย่างทําให้ decoy epitope A 
อยู่ห่างจาก neutralizing epitope B อาจทําให้ร่างกายมีการกระตุ้น neutralizing antibody ได้ดีขึ้น 

จากเหตุผลดังกล่าว ทําให้ผู้วิจัยสนใจการวิจัยศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือหลังจาก
ได้รับวัคซีนเช้ือเป็น ในฟาร์มสุกร และการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสว่ามีการเปล่ียนแปลง
อย่างไร พันธุกรรมที่เปลี่ยนไปของไวรัสส่งผลต่อฟาร์มอย่างไร และนอกจากน้ันผู้วิจัยยังสนใจท่ีจะผลิตวัคซีน
ป้องกันโรคพีอาร์อาร์เอส รูปแบบใหม่ เป็นพลาสมิคดีเอ็นเอที่มีส่วนประกอบของยีนโออาร์เอฟห้า และมีการ
แทรก PAN DR helper T-cell epitope (PADRE) ที่ส่วนระหว่าง decoy epitope A และ  neutralizing 
epitope B เพ่ือเป็นต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีนสําหรับใช้ทดลองในสุกรต่อไป 
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วิธีดาํเนนิการวจิยัโดยสรปุ 
 

โครงการวิจัยน้ีแบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือส่วนที่ 1 เป็นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือ
ไวรัสไวรัสพีอาร์อาร์เอสและสว่นที่ 2 เป็นการผลิตต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีน โดยสามารถดําเนินงานทั้ง 2 ส่วน
พร้อมกันได้ 
 
ฟารม์ทดลอง 
 

คัดเลือกฟาร์มสุกรขนาด 1,000 - 1,200 แม่จํานวน 1 ฟาร์ม ที่มีระบบการเลี้ยงในพ้ืนที่เดียวกันทั้งแม่
สุกร สุกรอนุบาลและสุกรขุน (one site system) สุกรอนุบาลและสุกรขุนเลี้ยงระบบเข้า-หมด ออก-หมด (all-
in all-out) เพ่ือหลีกเลี่ยงการรับเช้ือระหว่างชุด (lateral infection)  สุกรสาวแม่ทดแทนผลิตภายในฟาร์ม
เอง (internal replacement gilt)  โดยมีโรงเรือนโดยเฉพาะเพ่ือการปรับสภาพสุกรสาวทดแทนก่อนนําเข้าฝูง
แม่สุกร (gilt acclimatization) และมีอัตราการทดแทนสุกรสาวทดแทน 40-50 เปอร์เซ็นต์ โรงเรือนสุกรพันธ์ุ
จะแยกพื้นที่ออกจากโรงเรือนสุกรอนุบาลและสุกรขุน โรงเรือนสุกรอุ้มท้องจะแยกอยู่คนละโรงเรือนสุกรเลี้ยง
ลูก   และใช้การฉีดวัคซีนชนิดเช้ือเป็นของโรคพีอาร์อาร์เอส (Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, 
USA) โดยฉีดแบบปูพรม (mass vaccination) ทุก ๆ 3 เดือนในแม่สุกรนาง และฉีด 2 เข็มระยะห่าง 1 เดือน
ในสุกรสาวทนแทนก่อนส่งข้ึนฝูง 

 
การเก็บตัวอยา่งซรีัม่ 
 

ทําการเก็บตัวอย่างซีรั่มภายหลังจากฉีดวัคซีนชนิดเช้ือเป็นทุก 2 เดือนต่อเน่ืองจนครบ 6 เดือน จาก
กลุ่มสุกร 4 กลุ่ม หลังเกิดการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสในฟาร์มสุกร 

1. สุกรสาวทดแทนจํานวน 10 ตัวอย่าง 
2. ลูกสุกรจํานวน 10 ตัวอย่าง  
3. สุกรสุกรอนุบาลจํานวน 10 ตัวอย่าง  
4. สุกรขุนจํานวน 10 ตัวอย่าง 
นําซีรั่มทีแ่ยกได้มาตรวจหาเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสเพ่ือถอดรหัสพันธุกรรมยีนโออาร์เอฟห้า 

 
การตรวจสอบไวรสัและการถอดรหสัพนัธุกรรมยีนโออารเ์อฟหา้ 

นําตัวอย่างซีรั่มมาคัดกรองหาเช้ือไวรัสไวรัสพีอาร์อาร์เอสบนเซลล์เพาะเลี้ยง MARC 145  ที่เลี้ยงใน 
96 wells plate และตรวจหาเช้ือไวรัสหลังเพาะเลี้ยงเช้ือได้ 48 ช่ัวโมง โดยย้อมด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอด้ี 
SDOW-17 ผ่านวิธี Fluorescent antibody assay จากน้ันจึงนําตัวอย่างที่ให้ผลบวกจากการคัดกรอง
เบ้ืองต้นมาถอดรหัสพันธุกรรม โดยเร่ิมต้นจากการสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุดแยกสําเร็จรูป  นําตัวอย่างอาร์เอ็นเอ
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ที่แยกได้มาสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ (cDNA) ด้วยชุดสังเคราะห์สําเร็จรูปและนําซีดีเอ็นเอ (cDNA) ที่สังเคราะห์ได้ 
มาทําปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) โดยใช้ primers ที่มีความจําเพาะต่อส่วนยีนโออาร์เอฟห้าของสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือและยุโรป  

นําผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR product) ไปทําการ ligate เข้าพลาสมิดโดยใช้ชุด 
pGEM-T easy (promega, USA) ผสมสารเคมีต่างๆตามคู่มือของชุดทดสอบ หลังจากน้ันทําการ transform 
พลาสมิด เข้าไปในเช้ือแบคทีเรีย E coli สายพันธ์ุ JM 109 โดยใช้ heat shock ตามชุดทดสอบเลี้ยงแบคทีเรีย
ที่ transform แล้วใน LB agar ที่เตรียมโดยใส่ agar technical (Becton Dickinson, USA) 17 กรัม ลงใน 
DifcoTM LB Broth (Becton Dickinson, USA) ปริมาณ 1 ลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน
ประมาณ 12-16 ช่ัวโมง จะได้โคโลนีสีฟ้าและสีขาว ทําการเลือกโคโลนีสีขาวจํานวน 1 – 5 โคโลนี (1 – 5 
โคลน) และต้ังช่ือโคลน แล้วทําการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียโดยเลี้ยงใน DifcoTM LB Broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 12-16 ช่ัวโมง และนําแบคทีเรียมาสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดสําเร็จรูป แล้วทําการส่งถอดรหัส
พันธุกรรม เพ่ือหาลําดับเบส และใช้เป็นข้อมูลรหัสทางพันธุกรรมของไวรัสลูกหลาน เพ่ือวิเคราะห์สาย
พันธุกรรมและตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
 

  วิเคราะหข์้อมลู 
นําข้อมูลของสายพันธุกรรมของไวรัสพีอาร์อาร์เอสจากกลุ่มประชากรต่างๆมาเช่ือมโยงความสัมพันธ์ุ

และจัดแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 5 โดยใช้วิธี Neighbor-Joining ค่า 
Bootstrap test คํานวณจาก 1,000 replicates  
 
การเตรยีมพลาสมิดดีเอน็เอ (สว่นที ่2) 

นําเช้ือไวรัสแยกได้มาเพ่ิมจํานวนในเซลล์เพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ (MARC145, ATCC) สกัดอาร์เอ็นเอจาก
เช้ือไวรัสที่แยกได้ โดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอสําเร็จรูป นําอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจหา RNA ของเช้ือไวรัสด้วย
วิธี ปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยเปลี่ยนส่วนอาร์เอ็นเอที่สกัดได้เป็น 
cDNA และนํา cDNA ที่ได้ มาทําปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสที่มีความจําเพาะต่อยีนORF 5 ของเช้ือไวรัส นํา
ผลิตภัณฑ์ปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์ (PCR product) มาทําให้บริสุทธ์ิเพ่ือให้ได้ส่วนพันธุกรรมของยีน ORF5 

นําส่วนพันธุกรรมของยีน ORF 5 ที่แยกได้ มาเตรียมเป็น plasmid DNA โดยนําส่วนยีน ORF5 มา
โคลนเข้า transfer vector ตัดยีนส่วนที่ต้องการโดยใช้เอ็มไซม์ (restricted enzymes) และนํายีนส่วนตัดมา 
insert เข้า eukaryotic expression plasmid นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่เตรียมได้มาทําให้บริสุทธ์ิและพัฒนาเป็น
ดีเอ็นเอวัคซีนที่แทรก PADRE (Alexander et al., 2000; del Guercio et al., 1997) 

 
วัตถุประสงคข์องโครงการวจิยั 

- ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมส่วนยีน ORF5 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส (progeny 
viruses) ที่แยกได้จากฟาร์มสุกรที่ฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น  
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- ผลิตต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีน ที่มีส่วนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE sequence 
ระหว่างตําแหน่ง decoy epitope A และ  neutralizing epitope B  
 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

- ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมส่วนยีน ORF5 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส (progeny 
viruses) ที่แยกได้จากฟาร์มสุกรที่ฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น เป็นเวลา 6 เดือน 

- ผลิตต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีน ที่มีส่วนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE sequence 
ระหว่างตําแหน่ง decoy epitope A และ  neutralizing epitope B  
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บทที ่2 
วรรณกรรมที่เกีย่วข้อง (Literature Review) 

 
โรคพีอาร์อาร์เอสเกิดจากการติดเช้ือ ไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 

1992) ซึ่งเป็นอาร์เอ็นเอไวรัสชนิดสายเดียวและมีเปลือกหุ้มที่จัดอยู่ใน genus Arterivirus ตระกูล 
Arteriviridae  (Cavanagh, 1997) ไวรัสพีอาร์อาร์เอส ประกอบไปด้วย 8 Open reading frames (ORFs) 
คือ ORFs 1-7 และสามารถแบ่งออกเป็น 2 สายพันธ์ุหลัก คือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (North American 
genotype) และสายพันธ์ุยุโรป (European genotype) ตามทวีปที่มีการค้นพบครั้งแรก ในประเทศแถบทวีป
อเมริกาเหนือเช่น สหรัฐอเมริกา และ แคนาดา พบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ
เป็นหลัก มีรายงานการแยกเช้ือสายพันธ์ุยุโรปบ้างเม่ือประมาณปี พ.ศ. 2542 แต่ก็ไม่ได้สร้างความเสียหายมาก
นัก และหลังจากน้ันก็ไม่เคยมีการค้นพบอีกเลย และจนถึงปัจจุบันก็ยังไม่สามารถอธิบายได้ว่าเกิดจากสาเหตุใด 
ในประเทศแถบทวีปยุโรปพบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปเป็นหลัก ยกเว้นในบางประเทศ
เช่น เดนมาร์ก ที่พบไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือได้ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2539 ซึ่งมีสาเหตุมาจากการนํา
วัคซีนโรคพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือชนิดเช้ือเป็นไปใช้ในฝูงพ่อพันธ์ุและเช้ือไวรัสวัคซีนได้
แพร่กระจายไปตามฟาร์มต่างผ่านทางน้ําเช้ือ (Botner et al., 1994; Botner et al., 1997) สําหรับประเทศ
ไทยพบการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ต้ังแต่ปีพ.ศ. 2532 และสามารถแยกเช้ือไวรัส ได้ทั้งสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือ และสายพันธ์ุยุโรป โดยรายงานเมื่อประมาณปี พ.ศ. 2548 พบว่ามีสายพันธ์ุยุโรป อยู่ประมาณ 66.42% 
และมีสายพันธ์ุอเมริกาเหนืออยู่ประมาณ 33.58% (Thanawongnuwech et al., 2004) แต่ในปัจจุบันความ
ชุกของเช้ือมีการเปลี่ยนแปลงไปเพราะพบไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพ่ิมมากขึ้นและมีความแตกต่างทาง
พันธุกรรมสูง (Nilubol et al., 2013) ส่วนสาเหตุของการเปลี่ยนแปลงที่พบไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพ่ิม
มากข้ึนยังไม่ทราบแน่ชัด และการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสในฟาร์มสุกรไทย พบว่าฟาร์มส่วนใหญ่ติดเช้ือไวรัส
พีอาร์อาร์เอสมากกว่า 1 สายพันธ์ุ และมากกว่าครึ่งเป็นการติดเช้ือร่วมกันของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสาย
พันธ์ุยุโรป ลักษณะการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสของประเทศไทย ที่พบทั้งสองสายพันธ์ุอยู่ในฟาร์มเดียวกัน 
แตกต่างจากการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสของประเทศอ่ืน 

 
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นอาร์เอ็นเอไวรัส ซึ่งอาร์เอ็นเอไวรัสน้ีเมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอไวรัสแล้ว จะไม่

มีขบวนการ Proof-reading ที่ใช้ในการตรวจสอบการแปลรหัสนิวคลีโอไทด์ในการถ่ายทอดทางพันธุกรรม ทํา
ให้การแปลรหัสนิวคลีโอไทด์มีโอกาสท่ีจะเกิดความผิดผลาดสูง ส่งผลให้เกิดการกลายพันธ์ุ (Mutation) ได้ง่าย
และไวรัสมีความแตกต่างทางพันธุกรรมสูง ความสามารถในการกลายพันธ์ุที่สูงน้ีสามารถพบได้ทั้งไวรัสพีอาร์
อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและยุโรป ส่วนทางพันธุกรรมของไวรัสที่พบการเปลี่ยนแปลงมากที่สุดคือส่วน
ของ ORF 5 ที่แปรเป็นส่วนประกอบของโปรตีนบนผนังเซลล์ (Glycoprotein 5, GP5) (Chang et al., 2002; 
Meng et al., 1995a; Meng et al., 1995b; Murtaugh et al., 1998) ส่วน GP5 น้ีเองที่พบว่ามี 
neutralizing epitope และเป็นส่วนที่กระตุ้นในเกิดแอนติบอด้ีที่มีคุณสมบัติในการป้องกันการเข้าสู่เซลล์ 
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(Neutralizing antibodies) (Ostrowski et al., 2002; Plagemann, 2004; Plagemann et al., 2002) 
ส่งผลในการป้องกันการติดเช้ือ 

 
           ไวรัสพีอาร์อาร์เอสจัดเป็นไวรัสที่มีความหลากหลายพันธุกรรมเน่ืองจากตัวไวรัสเองมี RNA 
polymerase enzyme ที่มีประสิทธิภาพตํ่า ส่วนที่มีความหลากหลายมากท่ีสุดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสคือ 
GP5  โดยใน GP5 พบว่าส่วนของ ectodomain จะเป็นส่วนที่มีความแตกต่างมากท่ีสุด (Meulenberg et al., 
1997) โครงสร้าง GP5 ประกอบไปด้วยส่วนที่อยู่ด้านนอกของไวรัส (ectodomain) และทางด้าน N-terminal 
ประกอบไปด้วย signal peptide sequence   ถัดมาจะมีส่วนของ   การเกิด glycosylation ที่เรียกว่า N-
linked glycosylation site โดยท่ีจะมีไกลโคเจนมาเชื่อมต่อกับกรดอะมิโน asparagine มีประมาณ 2-4 
ตําแหน่ง (ภาพที่ 1) รวมท้ังมีส่วนของ epitope ส่วนที่เป็น non-neutralizing epitope (decoy epitope A) 
และส่วนของ neutralizing epitope B โดยที่ส่วน decoy epitope A จะอยู่ส่วนหน้าของ neutralizing 
epitope B (ภาพที่ 1) (Ostrowski et al., 2002) พบว่า decoy epitope A อยู่บริเวณตําแหน่ง 27-30 และ 
neutralizing epitope B อยู่ที่ตําแหน่ง 37-45  
 

 
ภาพที ่1  ส่วนประกอบของ GP5 ectodomain ; N-liked glycosylation site ( N30 , N33 , N44 และ 
N51 ) ; decoy epitope A , neutralizing epitope B (อ้างอิงจาก Meulenberg., j. 1997) 
 

ไวรัสพีอาร์อาร์เอส มีคุณสมบัติเป็น Quasi-species (Goldberg et al., 2003) คือ ทุกครั้งที่ไวรัสเพ่ิม
จํานวน ส่วนของ Progeny viruses ที่เกิดขึ้น จะมีพันธุกรรมที่แตกต่างจากไวรัสตัวต้ังต้น มากหรือน้อย
แตกต่างกันไป (Domingo, 1992) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดว่า Progeny viruses ที่เกิดขึ้น
เหล่าน้ี จะมีการเปลี่ยนแปลงอย่างไรและมีการดํารงอยู่ในรูปแบบใด เช่น Progeny viruses ทุกตัวสามารถ
ดํารงอยู่ด้วยกันได้ หรือจะมี progeny viruses เพียงบางตัวเท่าน้ันที่อยู่รอดและพัฒนาเป็นสายพันธ์ุใหม่ ที่
กลายไปเป็นไวรัสสายพันธ์ุไหม่ที่แตกต่างไปจากสายพันธ์ุเดิมอย่างสิ้นเชิง ทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางการ
เป็นแอนติเจนและส่งผลทําให้ภูมิคุ้มกันที่เกิดข้ึนต่อเช้ือไวรัสตัวเดิมไม่สามารถจดจําได้เช้ือตัวใหม่ที่เกิดขึ้นได้ 
ทําให้สามารถเกิดการติดเช้ือได้ใหม่อีกครั้ง ซึ่งอาจจะเป็นเหตุผลที่ทําให้ฟาร์มที่เคยระบาดจากโรคพีอาร์อาร์
เอสก็ยังสามารถเกิดการระบาดใหม่ได้จากเช้ือตัวเดิมหรือต่างชนิดทําให้โรคพีอาร์อาร์เอสเป็นโรคที่ยากต่อการ
ควบคุมและป้องกัน 
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ความแตกต่างทางพันธุกรรมของไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่กล่าวมาข้างต้น มีสาเหตุหลักจากขบวนการ 
proof reading ที่มีประสิทธิภาพตํ่า ทําให้เกิดการกลายพันธ์ุ (mutation) ได้ง่าย แต่ในเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอ
สยังมีอีกขบวนการ recombination ที่สามารถทําให้เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ ในกรณีที่มีการติด
เช้ือร่วมของไวรัสสายพันธ์ุเดียวกันแต่มากกว่า 2 ไอโซเลต เช่น ไอโซเลตจากสายพันธ์ุอเมริกาเหนือทั้งคู่ พบว่า 
Progeny viruses ของทั้งสองสายพันธ์ุที่เกิดข้ึนหลังจากที่ไวรัสเพ่ิมจํานวน สามารถดํารงอยู่ด้วยกันได้ โดยแต่
ละสายพันธ์ุจะมีการกลายพันธ์ุแยกกันและจะมีบางส่วนที่สามารถเกิดการเเลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสอง
สายพันธ์ุ  (Genetic recombination) (Yuan et al., 1999)  

 
ผู้วิจัยได้ทําการศึกษาโดยการให้เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสแก่สุกรในห้องทดลอง โดยแบ่งสุกรออกเป็น 4 

กลุ่มประกอบด้วย NEG US EU และ MIX กลุ่ม NEG เป็นกลุ่มควบคุมลบ กลุ่ม US และ EU เป็นกลุ่มติดเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) และสายพันธ์ุยุโรป (EU) ตามลําดับ กลุ่ม MIX เป็นกลุ่มติดเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสร่วมทั้งสายพันธ์ุยุโรปและสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ แยก progeny viruses และถอดรหัส
พันธุกรรม ผลการศึกษาผลว่าสุกรกลุ่ม MIX เกิดอาการโรคที่รุนแรงมากกว่าสุกรกลุ่มที่ติดเช้ือเด่ียว และการ
ตรวจ ลําดับเบสยีนส่วน Open reading frame 5  ได้แสดงให้เห็นว่า ภายหลังการให้เช้ือสุกรหน่ึงตัวสามารถ
ตรวจพบไวรัสพีอาร์อาร์เอสได้หลายสายพันธ์ุ (multiple isolates) (ภาพที่ 2 และ 3) และพบความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมของไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) จากไวรัสต้ังต้น และยังพบว่าผลการถอดรหัสพันธุกรรม
พบว่าเช้ือไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มสุกรที่ติดเช้ือร่วม (MIX) มีความแตกต่างทางพันธุกรรมมากกว่าเช้ือ
ไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มติดเช้ือเด่ียว (สายพันธ์ุยุโรปหรืออเมริกาเหนือเพียงอย่างเดียว) และความ
แตกต่างทางพันธุกรรมเช้ือไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มติดเช้ือร่วมช่วงวันที่ 30 เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัส
ต้นแบบ น้อยกว่า ความแตกต่างทางพันธุกรรมของ เช้ือไวรัสลูกหลานที่แยกได้ช่วงวันที่ 10 และพบไวรัส
ลูกหลานที่เกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสองสายพันธ์ุทุกช่วงเวลา (genetic recombination) ทําให้
สรุปผลได้ว่าการติดเช้ือร่วมสองสายพันธ์ุสามาถเร่งการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสลูกหลาน แต่
ละสายพันธ์ุเปลี่ยนแปลงโดยตัวเองแต่จะมีไวรัสที่เกิดจากการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมของสองสายพันธ์ุ
ตลอดเวลา และไวรัสลูกหลานที่แยกได้หลังจากการให้เช้ือพบว่ามีความแตกต่างทางพันธุกรรมจากไวรัส
ต้นแบบมาก และ progeny viruses บาง clade จะโดดเด่นออกมา (dominant mutants) (นิลอุบล, 
โครงการวิจัยงบประมาณแผ่นดิน ปีงบประมาณ พ.ศ. 2551) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ progeny 
viruses ที่ความแตกต่างทางพันธุกรรมจากไวรัสต้นแบบมาก ทําให้ผู้วิจัยสนใจที่จะทําการศึกษาเกี่ยวกับการ
เปลี่ยนแปลงของ neutralizing epitope ของ progeny viruses ที่แยกได้และ cross neutralizing activity 
ของซีรั่มที่เก็บหลังจากการระบาดต่อ progeny viruses เหล่าน้ี 

 
ในประเทศไทยปัจจุบันการควบคุมและป้องโรคพีอาร์อาร์เอสมี 2 วิธีคือการใช้วัคซีนเพ่ือควบคุมโรค

และใช้การวางระบบการจัดการสุกรสาวทดแทน ในวิธีหลังน้ีจะไม่เน้นการใช้วัคซีน จากประสบการณ์ของทีม
ผู้วิจัยพบว่า แต่ละวิธีมีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกัน แต่อย่างไรก็ตามพบว่าฟาร์มที่ใช้การวางระบบ การจัดการ
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สุกรสาวทดแทนในการป้องกันโรคพีอาร์อาร์เอส ให้ผลผลิตที่ดีกว่าฟาร์มที่ใช้วัคซีนในการป้องกันโรค ฟาร์ม
สุกรที่ฉีดวัคซีนอย่างต่อเน่ืองมีผลผลิตที่ไม่ดีนักและพบอาการคล้ายโรคพีอาร์อาร์เอส อยู่เป็นระยะ ๆ 
ตลอดเวลาเช่นการแท้งและลกูแรกอ่อนแอและโรคทางเดินหายใจในสุกรอนุบาล ขุน เป็นช่วงๆ แสดงว่าการใช้
วัคซีนไม่สามารถควบคุมโรคได้สมบูรณ์แบบร้อยเปอร์เซ็นต์ 

 
ปัจจุบันในประเทศไทยมีวัคซีนป้องกันโรคพีอาร์อาร์เอสท้ังแบบวัคซีนเช้ือเป็น และวัคซีนเช้ือตาย โดย

วัคซีนชนิดเช้ือเป็นมีทั้งวัคซีนที่ผลิตจากไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (Ingelvac PRRS MLV, Boehlinger 
Ingelheim, USA) และวัคซีนที่ผลิตมาจากไวรัสสายพันธ์ุยุโรป (AMERVAC-PRRS, Hipra Laboratories, 
Spain) ส่วนวัคซีนเช้ือตาย มีเพียงวัคซีนที่ผลิตมาจากไวรัสสายพันธ์ุยุโรป (SUIPRAVAC-PRRS, Hipra 
Laboratories, Spain) นอกจากน้ันยังมีวัคซีนชนิด subunit ที่นําเข้าจากประเทศเกาหลี โปรแกรมที่ใช้ใน
ฟาร์มสุกรของประเทศไทย มีความแตกต่างกันสูง แต่โดยส่วนใหญ่จะใช้ปูพรมฝูงแม่พันธ์ุทุกๆ 2 – 3 เดือน 
และใช้ในสุกรสาวทดแทน 2 ครั้งก่อนเข้า 

 
ปัญหาที่พบสําหรับวัคซีนป้องกันโรคพีอาร์อาร์เอสคือ การกลับมาทําให้เกิดโรคของไวรัสของวัคซีน 

(Botner et al., 1997; Madsen et al., 1998; Nielsen et al., 2001)  การกดระบบภูมิคุ้มกันที่ส่งผลให้กด
การทํางานของเซลล์ ที-ลิมโฟไซต์ (Bassaganya-Reira et al., 1999; Bassaganya-Riera et al., 2004) 
นอกจากน้ัน เน่ืองจากความแตกต่างทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสที่มีสูง ทําให้สายพันธุกรรมบางส่วนของไวรัสที่
ก่อให้เกิดการระบาดในฟาร์มแตกต่างจากไวรัสในวัคซีน ส่งผลให้วัคซีนมีความสามารถในการป้องกันเพียง
บางส่วน (partial protection) หรือไม่มีความสามารถในการ cross protection ต่อการติดเช้ือไวรัสที่มีสาย
พันธ์ุที่แตกต่างจากไวรัสของวัคซีน (Mengeling et al., 2003)  

 
เมื่อตระหนักถึงผลกระทบและข้อเสียที่เกิดจากการใช้วัคซนีป้องกันโรคพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น ทํา

ให้ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา ได้มีความรายงานการค้นคว้าและวิจัยเพ่ือพัฒนาวัคซีนพีอาร์อาร์เอสรูปใหม่ออกมา
มากมาย เช่น ดีเอ็นเอวัคซีนที่ใช้ยีน ORF 2, 3, 4, 5, 6 หรือ 7 โคลนเข้าในส่วน mammalian expression 
vector และนาํฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอที่มียีนส่วนต่างๆ กลับเข้าไปในสุกรและวัดระดับ neutralizing antibody 
ปรากฎว่า หลังจากการฉีด ดีเอ็นเอวัคซีนที่ใช้ยีน ORF 5 เท่าน้ันที่มีระดับ neutralizing antibody แต่ปรากฎ
ในระดับตํ่า (Kwang et al., 1999) นอกจากน้ันยังมีรายงานเกี่ยวกับวัคซีนแบบ chimeric ที่ใช้วัคซนีชนิดเช้ือ
เป็น เป็น backbone และ delete ส่วนทีก่่อให้เกิดการ virulence ออก หรือ infectious clones ที่ delete 
ส่วนก่อให้เกิดการ virulence ออก แต่ก็ยังไม่ประสบผลสําเร็จ ในการกระตุ้นสร้าง neutralizing antibody 
และ cell mediated immunity (Ellingson, J.S., et al., 2010) 
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ทางทีมผู้วิจัยสนใจรายงานการผลิตวัคซีน ที่ใช้ PAN DR helper T-cell epitope (PADRE) ซึ่งเป็น 
short linear peptides มา construct กับ plasmodium-derived B-cells epitope (Alexander et al., 
2000) ซึ่งสามารถกระตุ้นระดับ neutraling antibody และ cell mediated immune immunity ได้ดี 
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บทที ่3 
วิธีดาํเนนิงานวจิยั 

 

การดําเนนิงานวิจยั 

 แบ่งการดําเนินงานวิจัยออกเป็น 2 ส่วนประกอบด้วย ส่วนที่ 1 เป็นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมของเช้ือไวรัสภายในฟาร์ม และสว่นที่ 2 เป็นการเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 
 
สว่นที ่1 การศกึษาการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรสัภายในฟารม์ 
ฟารม์ดาํเนนิการวจิัย 

ดําเนินงานวิจัยในฟาร์มสุกรขนาด 1,700 แม่ ต้ังอยู่ในเขตจังหวัดภาคกลางของประเทศไทย โดย
ฟาร์มที่ดําเนินการวิจัยเป็นฟาร์มที่ไม่เคยมีประวัติการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอส ทั้งชนิดเช้ือเป็นและเช้ือตายเพ่ือ
ควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอสก่อนดําเนินการวิจัย ฟาร์มมีระบบการเลี้ยงแบบ 1 จุดการผลิต (one-site 
production system) หรือ คลอดถึงขุน (Farrow-to-finish) ฟาร์มมีการเลี้ยงสุกรทุกช่วงการผลิต 
ประกอบด้วยแม่สุกรพันธ์ุ สุกรอนุบาลและสุกรขุน อยู่ในพ้ืนที่เดียวกันหมด แต่แบ่งช่วงของการผลิตต่างๆ 
ออกเป็นโซน และแต่ละโซนการผลิตมีระยะห่างกันประมาณ 25 เมตร (ภาพท่ี 2) โรงเรือนสุกรแม่พันธ์ุมีพ้ืนที่
แยกออกจากโรงเรือนสุกรอนุบาลและสุกรขุน และโรงเรือนสุกรอุ้มท้องแยกอยู่คนละหลังกับโรงเรือนสุกรเลี้ยง
ลูก  

โรงเรือนสุกรอนุบาลและสุกรขุน เป็นโรงเรือนแบบเปิด บรรจุสุกรได้ 500 – 600 ตัวต่อหน่ึงโรงเรือน 
ใช้ระบบการเลี้ยงแบบเข้า-หมด ออก-หมด (All-in all-out) เป็นรายสัปดาห์ เพ่ือสามารถนําสุกรทั้งสัปดาห์
การผลิตเข้าเลี้ยงได้ภายในหน่ึงโรงเรือนทุกโรงเรือนเพ่ือลดการถ่ายเช้ือระหว่างชุด และย้ายไปโรงเรือนสุกรขุน
เมื่อสุกรอายุครบ 8 สัปดาห์    
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ภาพที ่2 แสดงแผนผังฟาร์มที่ดําเนินการวิจัย  
 

ก่อนดําเนินงานวิจัย ฟาร์มมีระบบควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอสโดยใช้ระบบฝูงปิด (Closed herd 
system) ในการทดแทนสุกรสาว (replacement gilts) และมีอัตราการทดแทนที่ 40 เปอร์เซนต์ต่อปี สุกร
สาวทดแทนเป็นสุกรสาวที่ผลิตทดแทนเองภายในฟาร์ม (internal replacement gilts) และปรับสภาพสุกร
สาวทดแทนก่อนเข้าฝูง (gilt acclimatization) โดยแม่สุกรนางท้องแก่คัดทิ้ง และดําเนินการปรับสภาพสุกร
สาวทดแทนก่อนนําเข้าฝูงสุกรแม่พันธ์ุ ในโรงเรือนที่ได้รับการออกแบบโดยเฉพาะเพ่ือให้มีระบบการปรับสภาพ
และการพักฟ้ืนอย่างเพียงพอ นอกจากน้ันฟาร์มยังใช้ระบบการแยกเลี้ยงแม่สุกรท้องแรก (Parity segregation 
system) เพ่ือควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอส  

 
ฟาร์มพบปัญหาการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสในช่วงปลายเดือนมกราคม พ.ศ. 2553 พบว่าอัตรา

การแท้งของแม่สุกรเพิ่มข้ึนเป็นประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ สุกรอนุบาลจากเดิมที่มีอัตราการตายและคัดทิ้งรวม
แล้วไม่เกิน 3 เปอร์เซ็นต์ต่อชุด เพ่ิมขึ้นเป็นมากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ต่อชุด เมื่อทําการสุ่มเก็บตัวอย่างเลือดใน
เดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2553 จากสุกรแม่พันธ์ุลําดับท้องละ 5 ตัวอย่าง และสุกรขุนที่ช่วงอายุ 4 6 8 12 16 18 
และ 24 สัปดาห์ ช่วงอายุละ 5 ตัวอย่าง มาแยกซีรั่มและตรวจวัดระดับแอนติบอด้ีด้วยวิธีอีไลซ่า 
(HerdChek PRRS 2XR, IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA) พบว่าแม่สุกรแต่ละลําดับท้อง
ในช่วงที่พบการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอส มีระดับระดับแอนติบอด้ีระหว่าง 2.1 – 2.8 และพบ 
seroconversion ที่สุกรอายุประมาณ 5 – 6 สัปดาห์ และเมื่อนําตัวอย่างซีรั่มในแต่ละช่วงอายุมารวม (pool) 
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และตรวจหาไวรัสในกระแสเลือดโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
พบว่าให้ผลบวกทุกตัวอย่างในสุกรอนุบาลและขุน และพบจํานวน 2 ใน 5 ตัวอย่างจากส่วนแม่พันธ์ุ  

 
หลังเกิดการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอส ฟาร์มดําเนินการฉีดวัคซีนโรคพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น 

(Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, USA) เพ่ือควบคุมโรค โดยช่วงแรกดําเนินการฉีดวัคซีนแบบ
ปูพรม (Mass vaccination) ในสุกรแม่พันธ์ุทุกตัว โดยเร่ิมฉีดเข็มแรกในช่วงเดือนกุมภาพันธ์ 2553 และทํา
การฉีดกระตุ้นซ้ํา (booster) สุกรสาวทดแทนและสุกรแม่พันธ์ุทุกตัวเมื่อครบ 1 เดือนในเดือนมีนาคม 2553 
และหลังจากน้ันอีกทุกๆ 3 เดือน และฉีดวัคซีนชนิดเดียวกัน (Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, 
USA) แบบโปรแกรมในลูกสุกรอายุ 10 – 14 วัน และสุกรสาวทดแทนทุกตัวก่อนเข้าฝูงจํานวน 2 ครั้งห่างกัน 
1 เดือน (อายุ 18 และ 22 สัปดาห์) ในช่วงปรับสภาพ (acclimatization)  

 
การเก็บตัวอย่างซีรั่ม 

เก็บตัวอย่างซีรั่มก่อนและหลังการฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น (Ingelvac PRRS MLV, 
Boehringer Ingelheim, USA) จํานวน 8 ครั้ง จากสุกร 4 กลุ่มอายุ กลุ่มอายุละ 5 ตัวอย่าง  
             - สุกรสาวทดแทน อายุ 16 – 28 สัปดาห์ จํานวน 5 ตัวอย่าง  
             - ลูกสุกรอายุ 2 – 3 สัปดาห์ จํานวน 5 ตัวอย่าง   
             - สุกรอนุบาล อายุ 4 – 8 สัปดาห์หลังหย่านม จํานวน 5 ตัวอย่าง   
             - สุกรขุน อายุ 12 – 18 สัปดาห์ จํานวน 5 ตัวอย่าง  

ทําการเก็บ 3 ครั้งก่อนฉีดวัคซีน (พฤศจิกายน – ธันวาคม 2552 และมกราคม 2553) และอีก 6 ครั้ง
ห่างกันคร้ังละ 1 เดือน โดยเก็บทุกเดือนต่อเน่ืองกัน 6 เดือน (มีนาคม ถึง สิงหาคม 2553) และอีก 2 ครั้ง ใน
เดือน ตุลาคม และ ธันวาคม 2553 โดยสุกร 4 กลุ่มประกอบด้วย  
 
การตรวจสอบไวรัส 

แบ่งตัวอย่างซีรั่มแต่ละตัวอย่างออกเป็น 2 ส่วน เก็บตัวอย่างซีรั่มส่วนแรกสํารองไว้ที่ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 
-80 องศาเซลเซียส และนําส่วนที่สองประมาณ 200 ไมโครลิตรมาตรวจหาเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยวิธี Virus 
isolation โดยแยกเช้ือไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ MARC 145 (Kim et al., 1993) ใน 96-well plate ที่
มีเซลล์เจริญอยู่ประมาณ 80% ของพื้นที่ และบ่มในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส 5% คาร์บอนไดอ๊อกไซด์ ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ MEM ที่มี 2% FBS (Fetal bovine serum) เป็นเวลา 3 วัน จึงนํามาตรวจสอบผลการแยก
เช้ือไวรัสด้วยวิธี IPMA และย้อมสีโดยใช้ Conjugate antibody HRP (Horseradish Peroxidase) หลังจาก
น้ันจึงนําตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อเช้ือไวรัสไปตรวจสอบจีโนไทป์โดยวิธี  RT-PCR 
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ปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลส Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 
นําตัวอย่างที่ให้ผลบวกแต่ละตัวอย่างมาตรวจสอบสายพันธ์ุ (Genotype) โดยวิธีปฎิกริยาลูกโซ่โพลี

เมอร์เลส (RT-PCR) แบบ Two step RT-PCR และใช้ไพรเมอร์ (Primers) ที่มีความจําเพาะต่อส่วนโออาร์เอฟ
ห้า เร่ิมต้นโดยย่อด้วยการสกัดอาร์เอ็นเอทั้งหมดจากตัวอย่างซีรั่ม ด้วยชุดสกัด Trizol (Molecular Research 
Center Inc., USA) จากน้ันนําตัวอย่างอาร์เอนเอที่สกัดได้มาสังเคราะห์เป็น cDNA โดยใช้ชุดสังเคราะห์
สําเร็จรูป (RevertAid Premium First Strand cDNA SYNTHESIS Kit, Fermentas Life Sciences, 
Canada) และใช้ปฎิกิริยาเร่ิมต้นที่ 42 องศาเซลเซียส 60 นาที ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 นาที 

 
นํา cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาผ่านขบวนการปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลส เพ่ือตรวจสอบโออาร์เอฟห้า

ต่อสองจีโนไทป์ ด้วย Primers ที่จําเพาะกับเช้ือไวรัส สายพันธ์ุยุโรป   (Forward TGA GGT GGG CTA CAA 
CCA TT , Reward AGG CTA GCA CGA GCT TTT GT) และสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (Forward CCT GAG 
ACC ATG AGG TGG G , Reward TTT AGG GCA TAT ATC ATC ACT GG) ปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลสข
องเช้ือไวรัสสายพันธ์ุยุโรป ใช้ปฎิกิริยาเริ่มต้น 95 องศาเซลเซียส 4 นาที (initial denaturation) ตามด้วย 95 
องศาเซลเซียส 30 วินาที (denaturation) 55 องศาเซลเซียส 45 วินาที (annealing) 72 องศาเซลเซียส 60 
วินาที (extension) จํานวน 35 รอบ และสิ้นสุดด้วย 72 องศาเซลเซียส 5 นาที (Final extension) ให้ผลผลิต
ปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลส (PCR products) ขนาด 702 ลําดับเบส (base pair, bp)  ส่วนปฎิกริยาลูกโซ่โพลี
เมอร์เลสของเช้ือไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ใช้ปฎิกิริยาเริ่มต้น 95 องศาเซลเซียส 4 นาที ตามด้วย 95 องศา
เซลเซียส 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที จํานวน 35 รอบ และสิ้นสุด
ด้วย 72 องศาเซลเซียส 5 นาที ให้ผลผลิตปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลส (PCR products) ขนาด 763 ลําดับเบส  
 
การถอดรหัสพันธุกรรมยีน ORF5 

นําผลผลิตปฎิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เลส (ORF5  PCR product) มาตรวจสอบใน agarose gel 1.5% 
ที่กระแสไฟฟ้า 100 volt 30 นาที แยกช้ินส่วนโออาร์เอฟห้าดีเอ็นเอบริสุทธ์ิจาก agarose gel 1.5%  โดยชุด
สกัดสําเร็จรูป (NucleoSpin Purify Kits, Clontech Laboratories Inc, USA)   เช่ือมต่อ (Ligation) เข้าไป
ยัง พลาสมิดพาหะ (Plasmid) โดยใช้ pGEM-T Easy Vector (Promega, USA) และทําปฏิกิริยาตามคู่มือที่
แนบมา โดยบ่มที่ 4 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ได้พลาสมิดที่มีช้ินส่วนโออาร์เอฟห้าดีเอ็นเอ  จึงทําการ 
Transformation ไปยัง E.coli สายพันธ์ุ  JM109 โดยวิธี Heat Shock 42 องศาเซลเซียส 60 วินาทีตามด้วย
อยู่ในนํ้าแข็ง 2 นาที นําไปเลี้ยงเพ่ิมจํานวนในอาหารเหลว (LB broth) 800 มิลลิลตรที่มียาปฏิชีวนะชนิดแอม
ฟิซิริน(100 ไมโครกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร)ในตู้อบแบบเขย่า37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง นํามาป่ันเหว่ียง 
5000 รอบ 5 นาที ทิ้ง LB Media ส่วนบน (Supernatant) ให้เหลือ LB Media อยู่รวมกับตะกอนจํานวน 
100 ไมโครลิตรทําให้ตะกอนแขวนลอย (Resuspend) ด้วย micropipett นํามาเขี่ยกระจายเช้ือใน  LB 
Media ที่มียาปฏิชีวนะแอมฟิซิริน (100 ไมโครกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร), เอ็กซ์กอล (Xgal) ขนาด 400 ไมโครกรัม 
และ ไอพีทีจี (IPTG)ขนาด 1000 ไมโครกรัม  อบข้ามคืน 37 องศาเซลเซียส ทําการแยกโคโลนีเด่ียว (single 
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colony) สีขาวเพราะจะมีส่วนของยีนที่ต้องการของเราอยู่ในพลาสมิด  ส่วนโคโลนีสีฟ้าจะไม่มียีนของเรา
เน่ืองจากเอนไซม์กาแลคโตซิเดสทํางานโดยการเปลี่ยนสารเอ็กซ์กอลเป็นสีฟ้า (Selection marker) จํานวน 5 
โคโลนีต่อหน่ึงตัวอย่างแต่ละโคโลนีทําการเพ่ิมจํานวนใน LB broth 3 มิลลิลิตรด้วยการเขย่าในตู้อบ 37 องศา
ข้ามคืน จากนั้นทําการสกัดพลาสมิดพาหะ ที่มี ช้ินส่วนโออาร์เอฟห้าดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดสําเร็จรูป 
(NucleoSpin Plasmid Kits, Clontech Laboratories Inc, USA) ส่งถอดรหัสลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเคร่ือง 
Automated DNA sequencer  
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
          นําข้อมูลรหัสพันธุกรรมมาตัดรหัสเฉพาะส่วน ORF5 โดยเร่ิมจากโคดอนเริ่มต้น (start codon; ATG) 
ถึงโคดอนสิ้นสุด (stop codon; TAG) โดยโปรแกรม Chromas และนํารหัสพันธุกรรมที่ตัดได้มาตรวจสอบ
ความถูกต้องโดยเทียบกับยีนของไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุยุโรป Lelystad virus (LV) (Genbank Accession 
number M96262) และสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-2332 (Genbank Accession number U87392) นํา
ข้อมูลทั้งหมดของสายพันธุกรรมมาจัดเรียง (multiple alignment) โดยโปรแกรม Clustal W (Thompson 
et al., 1994) จากน้ันนํามาวิเคราะห์  nucleotide และ amino acid similarities ด้วยโปรแกรม Bioedit 
และทําการวิเคราะห์สายพันธุกรรมของเช้ือในกลุ่มประชากรเดียวกันทั้งช่วงเวลาเดียวกันและต่างช่วงเวลากัน 
โดยใช้ phylogenetic relationships ด้วยโปรแกรม MEGA 5 โดยใช้วิธี Neighbor-Joining ค่า Bootstrap 
test คํานวณจาก 1000 replicates ซึ่งแสดงอยู่ที่แต่ละก่ิง คํานวณ Evolutionary distances ด้วย
คอมพิวเตอร์ โดยใช้วิธี Kimura 2-parameter การจัดการ gap ใช้วิธี Pairwise deletion option และ
ตรวจสอบการผสมข้ามสายพันธ์ุ (recombination) โดยใช้โปรแกรม SimPlot 
 
ส่วนที่ 2 การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ  

นําเช้ือไวรัสแยกได้มาเพ่ิมจํานวนในเซลล์เพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ (MARC145, ATCC) สกัดอาร์เอ็นเอจาก
เช้ือไวรัสที่แยกได้ โดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอสําเร็จรูป นําอาร์เอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจหา RNA ของเช้ือไวรัสด้วย
วิธี ปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส โดยเปลี่ยนส่วนอาร์เอ็นเอที่สกัดได้เป็น cDNA และนํา cDNA ที่ได้ มาทํา
ปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสที่มีความจําเพาะต่อยีนORF 5 ของเช้ือไวรัส นําผลิตภัณฑ์ปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอร์ 
(PCR product) มาทําให้บริสุทธ์ิเพ่ือให้ได้ส่วนพันธุกรรมของยีน ORF5 

นําส่วนพันธุกรรมของยีน ORF 5 ที่แยกได้ มาเตรียมเป็น plasmid DNA โดยนําส่วนยีน ORF5 มา
โคลนเข้า transfer vector ตัดยีนส่วนที่ต้องการโดยใช้เอ็มไซม์ (restricted enzymes) และนํายีนส่วนตัดมา 
insert เข้า eukaryotic expression plasmid นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่เตรียมได้มาทําให้บริสุทธ์ิและพัฒนาเป็น
ดีเอ็นเอวัคซีนที่แทรก PADRE (Alexander et al., 2000; del Guercio et al., 1997) 
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การเตรียมยีน ORF5 ของเชื้อไวรัสPRRS 
นําเช้ือไวรัสที่แยกได้มาเพ่ิมจํานวนในเซลล์เพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ (MARC145, ATCC) สกัดอาร์เอ็นเอจาก

เช้ือไวรัสที่แยกได้ โดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอสําเร็จรูป นําอาร์เอ็นเอที่สกัดมาทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบ
ย้อนกลับ (reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-PCR) โดยเปลี่ยนอาร์เอ็นเอที่สกัดได้
เป็น cDNA และนํา cDNA ที่ได้ มาทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่มีความจําเพาะต่อยีน ORF5 ของเช้ือไวรัส 
นําผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR product) มาทําให้บริสุทธ์ิเพ่ือให้ได้ส่วนพันธุกรรมของยีน GP5
และทําการตรวจสอบลําดับเบส เพ่ือนํามาวิเคราะห์และออกแบบไพรเมอร์ในส่วนยีน GP5 ในตําแหน่งที่ 33 
aa กับ 34 aa โดยออกแบบให้มีลําดับเบสของเอนไซม์ตัดจําเพาะที่ส่วนปลายของยีน GP5 ด้าน 5’ เป็น Kpn I 
และปลาย 3’ เป็น Not I  
 
การเตรียมพลาสมิด DNA 

นําส่วนพันธุกรรมของยีนGP5 ที่แยกได้ มาเตรียมเป็นพลาสมิดDNAโดยนํายีน GP5 ที่ได้ทําการการ
แทรกยีน PADRE มาโคลนเข้า pET28 ตรวจสอบการแทรกของยีนโดยทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
เปรียบเทียบกับยีน GP5 ที่ไม่มีการแทรกยีน PADRE เมื่อพบว่ามีความแตกต่างของขนาด PCR productจึงตัด
ยีนส่วนที่ต้องการ คือมีการแทรกของยีน PADREด้วยเอ็นไซม์ตัดจําเพาะ(restricted enzymes) Kpn I และ 
Not I และนํายีนส่วนตัดมา insert เข้า pcDNA 3.1/CT-GFP-TOPOซึ่งเป็น eukaryotic expression 
plasmidดังภาพที่ 1นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีเตรียมได้มาทําให้บริสุทธ์ิ จากน้ันทําการตรวจสอบสําดับเบส เมื่อ
ลําดับเบสถูกต้องนําจึงไปพัฒนาเป็นดีเอ็นเอวัคซีนต่อไป (Alexander et al., 2000; del Guercio et al., 
1997) 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
สว่นที ่1 การศกึษาการเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของเชื้อไวรสัภายในฟารม์ 
จํานวนตัวอย่าง 
 
          จากการเก็บตัวอย่างเลือดสุกรสาวทดแทน ลูกสุกรดูดนม สุกรอนุบาล และสุกรขุน ต้ังแต่เดือน 
พฤศจิกายน พ.ศ. 2552 ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2553 สามารถถอดรหัสสายพันธุกรรมส่วนโออาร์เอฟห้าของเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสองสายพันธ์ุได้จํานวนรวมท้ังสิ้น 277 ตัวอย่าง แบ่งออกเป็นเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสาย
พันธ์ุยุโรปจํานวน 145 ตัวอย่างและสายพันธ์ุอเมริกาเหนือจํานวน 132 ตัวอย่าง  
 เมื่อนําสายรหัสพันธุกรรมส่วนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสองสายพันธ์ุมาจัดเรียง
ตามลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน พบว่าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่แยกได้มีความหลากหลายในสายรหัส
พันธุกรรม และพบการกลายพันธ์ุชนิดการทดแทนส่วนลําดับนิวคลีโอไทด์ (Substitution mutation) แต่
อย่างไรก็ตามพบว่ามีบางสายรหัสพันธุกรรมที่มีลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน มีความเหมือนกัน 100% 
ดังน้ันการวิเคราะห์โดยวิธีแขนงก่ิงไม้ (Phylogenetic tree analysis) จึงมีความจําเป็นต้องคัดสายรหัส
พันธุกรรมที่มีความเหมือนกันทั้งหมดออกจากการวิเคราะห์ เหลือไว้เพียง 1 สายรหัสพันธุกรรมที่เป็นตัวแทน
ในการวิเคราะห์ และจากการคัดออกพบว่าคงเหลือรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปที่มี
ความต่างจํานวน 63 จากทั้งหมด 145 ตัวอย่าง และรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือที่มีความต่างกันจํานวน 33 จากทั้งหมด 132 ตัวอย่าง นํารหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์
เอสท่ีแยกได้ฝากไว้ GenBank ภายใต้ accession numbers JQ040720–JQ040771 สําหรับเช้ือไวรัสพีอาร์
อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป และ JQ040772–JQ040797 สําหรับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ   
 
วิเคราะห์โดยวธิแีขนงกิง่ไม ้
           นําสายรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสส่วนโออาร์เอฟห้าของทั้งสายพันธ์ุยุโรปและสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือ ที่ต่างกันทั้งหมดมาทําการวิเคราะห์ โดยวิธีแขนงก่ิงไม้ (Phylogenetic tree) โดยการวิเคราะห์
ได้แยกการวิเคราะห์ของแต่ละสายพันธ์ุออกจากกัน ในการวิเคราะห์ของสายพันธ์ุยุโรป ได้นํารหัสพันธุกรรม
ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปจํานวน 2 ไอโซเลตที่แยกได้ก่อนฉีดวัคซีน (ไอโซเลต Prevac EU 1 
และ Prevac EU 2) มารวมในการวิเคราะห์ ในขณะที่การวิเคราะห์ของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ได้นํารหัส
พันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือจํานวน 1 ไอโซเลต (Prevac US 1) ที่แยกได้ก่อน
ฉีดวัคซีนและรหัสพันธุกรรมของวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น (Ingelvac PRRS MLV®, Boehringer 
Ingelheim, USA) ที่มี Accession number AF066183 มารวมในการวิเคราะห์ 
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จากการวิเคราะห์โดยวิธี Phylogenetic analysis พบว่าสามารถแบ่งเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ
ยุโรปที่ตรวจพบออกได้เป็น 2 คลัสเตอร์ (ภาพที่ 3) โดยไวรัสทั้งหมดมีเปอร์เซนต์ความเหมือน (% 
homology) ส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของไวรัสภายในคลัสเตอร์ที่ 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% 
ตามลําดับ เมื่อทําการวิเคราะห์เพ่ิมเติมพบว่าไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 1 มีเปอร์เซนต์ความเหมือน (% homology) 
ส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของไวรัสภายในคลัสเตอร์ที่ 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% ตามลําดับ 
(ตารางที่ 1) ส่วนไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 2 มีเปอร์เซนต์ความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของไวรัส
ภายในคลัสเตอร์ที่ 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% ตามลําดับ นอกจากน้ันพบว่าไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 1 และ 2 
มีเปอร์เซนต์ความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% ตามลําดับ และ
ตลอดการดําเนินงานวิจัยพบว่าพบเช้ือไวรัสทั้งสองคลัสเตอร์น้ีเท่าน้ันในฝูงสุกรต้ังแต่ก่อนฉีดวัคซีนจนถึงสิ้นสุด
การเก็บตัวอย่างในเดือนธันวาคม 2553 ส่วนไวรัสสายพันธุ์ยุโรปที่แยกได้ก่อนฉีดวัคซีน ไอโซเลต Prevac EU 
พบอยู่คลัสเตอร์ที่ 1 และ ไอโซเลต  Prevac EU 2 พบอยู่ในคลัสเตอร์ที่ 2 และหลังฉีดวัคซีนพบไวรัสคลัส
เตอร์ที่ 1 ทุกเดือน และ คลัสเตอร์ที่ 2 เริ่มพบในเดือนที่ 5 จนสิ้นสุดการเก็บตัวอย่าง  
          สําหรับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ จากการวิเคราะห์โดยวิธี Phylogenetic 
analysis พบว่าสามารถแบ่งเช้ือไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือออกได้เป็น 4 คลัสเตอร์ (ภาพท่ี 4) โดยไวรัส
ทั้งหมดมีเปอร์เซนต์ความเหมือน (% homology) ส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของไวรัสภายในคลัสเตอร์
ที่ 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% ตามลําดับ เมื่อทําการวิเคราะห์เพ่ิมเติมพบว่าไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 1 มี
เปอร์เซนต์ความเหมือน (% homology) ส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของไวรัสภายในคลัสเตอร์ที่ 85.9-
86.7% และ 85.0-86.5% ตามลําดับ (ตารางที่ 2) และไวรัสที่แยกได้ก่อนฉีดวัคซีน (ไอโซเลต Prevac US 1) 
ถูกจัดอยู่ในคลัสเตอร์ที่ 1 ส่วนไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 2 มีเปอร์เซนต์ความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน
ของไวรัสภายในคลัสเตอร์ที่ 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% ตามลําดับ ไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 3 มีเปอร์เซนต์
ความเหมือน (% homology) ส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของไวรัสภายในคลัสเตอร์ที่ 85.9-86.7% และ 
85.0-86.5% ตามลําดับ เป็นที่น่าสังเกตุว่าวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็น (Ingelvac PRRS MLV®, 
Boehringer Ingelheim, USA) ที่ใช้ในการทดลองถูกจัดอยู่ในคลัสเตอร์น้ีด้วยและไวรัสที่แยกได้จากการ
ทดลองที่ถูกจัดอยู่ในคลัสเตอร์ที่ 3 มีเปอร์เซนต์ความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนวัคซีนพีอาร์อาร์
เอสชนิดเช้ือเป็นที่ 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% ตามลําดับ ส่วนไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 4 มีเปอร์เซนต์ความ
เหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของไวรัสภายในคลัสเตอร์ที่ 85.9-86.7% และ 85.0-86.5% 
ตามลําดับ 

เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือในคลัสเตอร์ที่ 1 พบว่าเป็นเช้ือไวรัสที่แยกได้บ่อยที่สุด
และเป็นคลัสเตอร์ที่พบต้ังแต่ก่อนฉีดวัคซีนเช้ือเป็นพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือจนกระทั่งสิ้นสุดการ
ทดลอง ส่วนคลัสเตอร์ที่ 2 พบเล็กน้อยในเดือนที่ 3, 5 และ 7 จํานวน 5 ใน 103 ตัวอย่าง (ภาพที่ 4) ส่วนคลัส
เตอร์ที่ 3 พบว่ามีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับวัคซีนเช้ือเป็นพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือ (Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, USA) ที่ฉีดในฟาร์มโดยพบเฉพาะลูกหมูดูด
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นม ตรวจพบในเดือนที่ 3 เท่าน้ัน หลังจากน้ันไม่สามารถตรวจพบ และคลัสเตอร์ที่ 4 เริ่มพบในเดือนที่ 5 จน
สิ้นสุดการเก็บตัวอย่าง ส่วนไวรัสก่อนฉีดวัคซีน (Prevac US 1) พบว่าอยู่ในคลัสเตอร์ที่ 1 

 
ภาพที่ 3  แสดงแขนงก่ิงไม้ (Phylogenetic tree) ของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุสาย

พันธ์ุยุโรป ที่แบ่งไวรัสออกเป็น 2 คลัสเตอร์ประกอบด้วยคลัสเตอร์ 1 และ 2 โดยวงกลมสีแดงแสดงถึง
ไวรัสในคลัสเตอร์ที่แยกได้ต้ังแต่ก่อนฉีดวัคซีน (Prevac EU 1 และ Prevac EU 2) 
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ภาพที่ 4 แสดงแขนงก่ิงไม้ (Phylogenetic tree) ของยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุสาย

พันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่แบ่งไวรัสออกเป็น 4 คลัสเตอร์ประกอบด้วยคลัสเตอร์ 1 2 3 และ 4 โดย
วงกลมสีแดงแสดงถึงไวรัสในคลัสเตอร์ที่แยกได้ต้ังแต่ก่อนฉีดวัคซีน (Prevac US 1) และสามเหลี่ยม
สีนํ้าเงินแสดงถึงวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นที่ใช้ในการฉีดฝูงสุกร 
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ตารางที่ 1  แสดงความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์ (ตัวอักษรธรรมดา) และกรดอะมิโน (ตัวอักษรเอียงเข้ม) ของ
ยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป  

 
นิวคลีโอไทด์ \ กรดอะมิโน คลัสเตอร ์1 คลัสเตอร ์2 
คลัสเตอร ์1 98.5-100% \ 94.5-100% 85.0-86.5% 
คลัสเตอร ์2 85.9-86.7% 99.5-100% \ 98.5-100% 

 
 
 
ตารางที่ 2 แสดงความเหมือนส่วนนิวคลีโอไทด์ (ตัวอักษรธรรมดา) และกรดอะมิโน (ตัวอักษรเอียงเข้ม) ของ

ยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 
 
นิวคลีโอไทด์ \ กรดอะมิโน คลัสเตอร ์1 คลัสเตอร ์2 คลัสเตอร ์3 คลัสเตอร ์4 
คลัสเตอร ์1 99.5-100% 

\99..5-100% 
89.0-90.0% 85.5-86.0% 85.5-87.0% 

คลัสเตอร ์2 88.5-89.5% 99-100% \ 98-
100% 

91.5-94.0% 86.0-88.0% 

คลัสเตอร ์3 88.3-88.5% 95.0-95.5% 99.6-100% 
\99-100% 

83.5-85.5% 

คลัสเตอร ์4 85.5-86.5% 85.2-86.5% 84.2-85.0% 99.1-100% 
\98-100% 
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ตารางที ่3 แสดงจํานวนไวรัสที่แยกในแต่ละเดือนในแต่ละคลัสเตอร์ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป 
 

  เดือน 
กลุ่มสุกร คลัสเตอร ์ 3 4 5 6 7 8 10 12 

สุกรดูดนม 1 3 4 6 4 - 5 1 1 
 2 - - - - - - 3 2 
สุกรอนุบาล 1 2 4 3 3 3 5 2 - 
 2 - - - - - - 3 4 
สุกรขุน 1 - 1 1 10 - 5 4 - 
 2 -    - - 2 - - 2 4 
สุกรสาวทดแทน 1 6 4 1 4 4 1 - - 
 2 - - 1 - 1 - - 4 
รวม      - 11 13 12 23 8 16 15 15 
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ตารางที ่4 แสดงจํานวนไวรัสที่แยกในแต่ละเดือนในแต่ละคลัสเตอร์ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือ 

  เดือน 

กลุ่มสุกร คลัสเตอร ์ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

สุกรดูดนม 1 3 6 2 - 1 - - - - 3 
 2 - - 2 - 1 - - - - - 
 3 7 - - - - - - - - - 
 4 - - 2 - 1 4 - 4 - 1 
สุกรอนุบาล 1 5 1 - 2 4 2 - 1  7 
 2 - - - - - - - - - - 
 3 - - - - - - - - - - 
 4 - - - 2 - - - - - - 
สุกรขุน 1 - 2 - 2 - - - 3 - 4 
 2 - - - - - - - - - - 
 3 - - - - - - - - - - 
 4 - - 6 - - 5 - - - - 
สุกรสาวทดแทน 1 4 5 - 2 1 - - - - 4 
 2 1 - - - 1 - - - - - 
 3 - - - - - - - - - - 
 4 - - - - 2 - - - -   - 
รวม      - 20 14 12 8 11 11 - 8 - 19 
 
การจัดกลุ่มของไวรัสและการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม 
 
  จากการตรวจสอบลําดับนิวคลี โอไทด์และกรดอะมิโนจากการจัดกลุ่มโดยวิธีแขนงกิ่ งไม้ 
(Phylogenetic tree) และวิเคราะห์ตําแหน่ง   decoy epitope A และ primary neutralizing epitope B 
ที่ยีนโออาร์เอฟห้าของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสท้ังสองสายพันธ์ุ จากประมาณตําแหน่งที่ 27 ถึง 48 ทางด้าน N-
terminal และตําแหน่ง N-linked glycosylation พบว่าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสในแต่ละคลัสเตอร์จะมี
ตําแหน่งส่วนน้ีที่เหมือนกัน ทําให้สามารถแบ่งรูปแบบเช้ือไวรัสตามลักษณะของ decoy epitope A และ 
primary neutralizing epitope B ได้สอดคล้องกับการแบ่งที่ได้จากการวิเคราะห์โดยแขนงกิ่งไม้ ส่วนสาย
พันธ์ุยุโรปแบ่งได้ 2 รูปแบบ ไม่พบการเปลี่ยนแปลงที่ตําแหน่ง decoy epitope A และ primary 
neutralizing epitope B ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (ภาคผนวก 1) โดยไวรัสทั้ง 2 คลัสเตอร์มี 
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N-linked glycosylation ที่ตําแหน่ง N37 ส่วนคลัสเตอร์ที่ 2 มี N-linked glycosylation เพ่ิมเติมที่ตําแหน่ง 
N37 (ตารางที่ 5)  
 

เมื่อใช้หลักการแบ่งแบบเดียวกันกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป สามารถแบ่งไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือออกได้ 4 รูปแบบ (ตารางที่ 6 และภาคผนวก 2) ประกอบด้วย 30NASNDS35, 
30NASNTN35, 30DANNTS35 และ 30SASNNS35 จากคลัสเตอร์ที่ 1 – 4 ตามลําดับ โดยพบการเปลี่ยนแปลง
หลักที่ส่วน N-linked glycosylation ช่วงตําแหน่ง 30-35 ทางด้าน N-terminal การเกิด N-linked 
glycosylation พบว่าที่ตําแหน่ง N33 เหมือนกัน  ทั้ง 4 กลุ่ม รวมท้ังวัคซีน  ในกลุ่มที่ 1 และ กลุ่มที่ 2 พบที่
ตําแหน่ง N30 เหมือนกันแต่กลุ่มที่  2 พบเพ่ิมอีก 1 ตําแหน่งที่ N35 และส่วนกลุ่มที่  3 และ 4  พบเพ่ิม 1 
ตําแหน่งที่ N32 และ N34 ตามลําดับ (ตารางที่ 5) 

 
 นอกจากการแบ่งกลุ่มไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือออกได้ 4 กลุ่มตามรูปแบบของ 
decoy epitope A และ primary neutralizing epitope B แล้ว ยังพบว่าสามารถแบ่งไวรัสสายพันธ์ุ
อเมริกาคลัสเตอร์ที่ 4 ออกได้เป็น 3 กลุ่มย่อย ประกอบด้วย SHLQLIYNL SHLLLSYNL และ SHLLLSCNL 
(ตารางที่ 6) ซึ่งความต่างทางพันธุกรรมของเช้ือทั้ง 3 รูปแบบน้ีเป็นความแตกต่างที่ตําแหน่ง neutralizing 
epitope B  
 เป็นที่น่าสังเกตุว่าพบเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือที่เกิดการกลายพันธ์ุ ได้ในกลุ่ม
ประชากรลูกสุกรดูดนมเป็นกลุ่มประชากรแรกเสมอ (ตารางที่ 6)  
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ตารางที ่5 แสดงตําแหน่งการเกิด N-linked glycosylation ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกา
เหนือในคลัสเตอร์ต่างๆ 
สายพนัธุ ์ คลสัเตอร ์1 คลสัเตอร ์2 คลสัเตอร ์3 คลสัเตอร ์4 
ยุโรป N35 N35,  N37 - - 
อเมรกิาเหนือ N30,  N33 N30, N33, N35 N32, N33 N33, N34 
 
ตารางที่ 6 คลัสเตอร์และรูปแบบกรดอะมิโนที่ตําแหน่ง decoy epitope A and neutralizing epitope B 

ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ  
คลัส
เตอร์ 

รูปแบบ
ที่ 

กรดอะมิโนตามรูปแบบ 
เดือนที่เก็บตัวอย่าง 

3 4 5 6 7 8 10 12 
I I VLANASNTNSSHFQLIYNL 10 14 1 6 6 2 4 18 
II II VLVDANNTSSSHFQLIYNL 1G - - - 2G,S - - - 
III III VLANASNDSSSHLQLIYNL 7S* - - - - - - - 
IV IV-1 VLVSASNNSSSHLQLIYNL - - - 2N - 9F,S 4S 1S 
IV IV-2 VLVSASNNSSSHLLLSYNL - - 5S - - - - - 
IV IV-2 VLVSASNNSSSHLLLSCNL - - - - 3G,S - - - 

*S ลูกสุกรดูดนม, G สุกรสาว, N ลูกสุกรอนุบาล, F สุกรขุน 
 
การเปลี่ยนแปลงไวรัสภายในฝูง (Dynamic of PRRSV in a herd) 
          ก่อนการฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นภายในฝูง พบว่ามีเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกา
เหนืออยู่ 1 คลัสเตอร์ แต่มีไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปอยู่ 2 คลัสเตอร์ แต่หลังจากมีการฉีดวัคซีนเช้ือเป็น
สายพันธ์ุอเมริกาเหนือพบว่าในสายพันธ์ุอเมริกาเหนือกลับมีการเปลี่ยนแปลงท่ีมากกว่าสายพันธ์ุยุโรปโดยพบ 
รวมท้ังหมด 4 คลัสเตอร์ แต่ในทางตรงข้ามยังพบไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปอยู่ 2 คลัสเตอร์เท่าเดิมไม่
เปลี่ยนแปลง โดยคลัสเตอร์ที่ 1 พบทั้งก่อนและหลังการฉีดวัคซีน ส่วนเดือนที่ 3 หลังการฉีดวัคซีนพบเช้ือไวรัส
พีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือคลัสเตอร์ที่ 3 ซึ่งไวรัสในคลัสเตอร์น้ีมีความเหมือนในระดับนิวคลีโอไทด์
และกรดอะมิโนไวรัสวัคซีนถึง 99.5% แต่อย่างไรก็ตามพบว่า สามารถตรวจพบได้เพียงเดือนเดียว หลังจากน้ัน
ก็ไม่พบตลอดการทดลอง ส่วนกลุ่มที่ 2 เร่ิมพบในเดือนที่ 5 โดยพบอยู่ 2 – 3 เดือน หลังจากน้ันไม่พบตลอด
การทดลอง แต่เร่ิมพบคลัสเตอร์ที่ 4 ในเดือนที่ 5 หลังจากการฉีดวัคซีนและช่วงเวลาที่พบเป็นช่วงเวลา
เดียวกับการเจอไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 2 หลังจากน้ันก็พบตลอดจนสิ้นสุดการทดลองทั้งหมดทุกกลุ่ม 
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ภาพที ่5  การเกิดขนาดของแต่ละกลุ่มไวรสัสายพันธ์ุอเมริกาเหนือในแต่ละเดือน  
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การผสมสารพันธุกรรมระหว่างไวรัส (Recombination) 
          เมื่อวิเคราะห์การผสมสารพันธุกรรมระหว่างไวรัส (recombination) ด้วยโปรแกรม Simplot ไม่
พบว่ามีการผสมสารพันธุกรรมระหว่างไวรัส ทั้งการผสมสารพันธุกรรมระหว่างเช้ือไวรัสในสายพันธ์ุเดียวกัน 
(Intragenotype recombination) หรือการผสมสารพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ (Intergenotype 
recombination) 
 
ส่วนที่ 2 การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ  
ผลการทดลอง 

การตรวจสอบการแทรกของยีน PADRE ในยีนโออาร์เอฟห้า หลังจากการเช่ือมเข้ากับเวคเตอร์pET28 
ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ต่อยีนโออาร์เอฟห้า ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ซึ่งจากผลการ
ทดลองพบว่าขนาดของ PCR product ของโออาร์เอฟห้า ที่มียีน PADRE แทรกอยู่มีขนาดใหญ่กว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับยีนโออาร์เอฟห้าปกติดังแสดงในภาพที่ 2 

 

 
ภาพที ่6 การตรวจสอบขนาด PCR product ของยีนGP5-PADREที่ได้จากการเตรียม 

รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดด้วย 2% gel electrophoresis 
ช่อง M คือ ladder 
ช่อง1 คือพลาสมิดที่ไม่มียีนPADRE แทรกอยู่ใน GP 5 
ช่อง2 คือพลาสมิดที่มียีน PADRE แทรกอยูใ่น GP 5 
ช่อง 3 คือ ตัวอย่างควบคุมลบ 
 

  

     M             1                2              3 

500 bp 



 
 

28 
 

ผลการตรวจสอบลําดับเบสของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดpcDNA-GP5-PADRE พบว่ายีน PADRE แทรก
อยู่ในตําแหน่งที่ 33 aaกับ 34 aaของยีน GP5 เปรียบเทียบกับลําดับเบสของ GP5 ที่ไมไ่ด้ insert PADREดังน้ี 

 
1. ลําดับเบสของ PADRE 

 GCCAAGTTCGTGGCTGCTGGACCCTGAAGGCTGCCGCT 
2. ลําดับเบสของ PRRSV MLV GP5 

ATGGTGGAGAAATGCTTGACCGCGGGCTGTTGCTCGCAATTGCTTTCTTTGTGGTGTATCGTGCCGTTCT
GTTTTGCTGTGCTCGCCAACGCCAGCAACGACAGCAGCTCC CATCTACAGCTGA 
 
TTTACAACTTGACGCTATGTGAGCTGAATGGCACAGATTGGCTAGCTAACAAATTGATTGGGCAGTGGAG
AGTTTTGTCATCTTTCCCGTACTAACTCACATCATTTCCTATTGTGCTCTCACCACGAGCCATTTCCTTGA
TACAGTCGGTCTGGTTACTGTGTCCACCGCCGGGTTTGTTCACGGGCGGTATGTCCTAAGTAGCATCTAC
GCGGTCTGTGCCCTGGCTGCGTTGACTTGCTTCGTCATTAGGTTTGCAAAGAATTGCATGTCCTGGCGCT
ACGCGTGTACCAGATATACCAACTTTCTTCTGGACACTAAGGGCGGACTCTATCGTTGGCGGTCGCCTGT
CATCATAGAGAAAAGGGGCAAAGTTGAGGTCGAAGGTCATCTGATCGACCTCAAAAGAGTTGTGCTTGA
TGGTTCCGTGGCAACCCCTATAACCAGAGTTTCAGCGGAACAATGGGGTCGTCCTTAG  
 
 3. ลําดับเบสของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดpcDNA-GP5-PADRE 
TGCTTGGTCCGCCACCATGGTGGAGAAATGCTTGACCGCGGGCTGTTGCTCGCAATTGCTTTCTTTGTGG
TGTATCGTGCCGTTCTGTTTTGCTGTGCTCGCCAACGCCAGCAACGCCAAGTTCG 
     33aa 
 
TGGCTGCTGGACCCTGAAGGCTGCCGCTGACAGCAGCTCCCATCTACAGCTGATTTACAACT 
PADRE34aa 
TGACGCTATGTGAGCTGAATGGCACAGATTGGCTAGCTAACAAATGATTGGGCAGTGGAGAGTTTTGTC
ATCTTTCCCGTACTAACTCACATCATTTCCTATTGTGCTCTCACCACGAGCCATTTCCTTGATACAGTCG
GTCTGGTTACTGTGTCCACCGCCGGGTTTGTTCACGGGCGGTATGTCCTAAGTAGCATCTACGCGGTCT
GTGCCCTGGCTGCGTTGACTTGCTTCGTCATTAGGTTTGCAAAGAATTGCATGTCCTGGCGCTACGCGTG
TACCAGATATACCAACTTTCTTCTGGACACTAAGGGCGGACTCTATCGTTGGCGGTCGCCTGTCATCATA
GAGAAAAGGGGCAAAGTTGAGGTCGAAGGTCATCTGATCGACCTCAAAAGAGTTGTGCTTGATGGTTCC 
 
 
 

33aa    34aa 
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GTGGCAACCCCTATAACCAGAGTTTCAGCGGAACAATGGGGTCGTCCTTTGCGGCCGCTCGAGTCTAGA
ATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTA
ATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAAGGTGATGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAAT
TTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCA
ATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACTTTTTCAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATG
GTACAGGGAACGCACTATATC 
GFP 
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บทที ่5 
วิจารณแ์ละสรปุผล  

 
          ปัจจุบันในประเทศไทยมีวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสทั้งชนิดเช้ือเป็นและเช้ือตายจําหน่าย และวัคซีนไวรัส
พีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นมีทั้งสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกาเหนือ ส่วนวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือตายมี
เฉพาะสายพันธ์ุยุโรป แต่สําหรับฟาร์มที่มีการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสเพ่ือควบคุมโรคพบว่าเกษตรกรนิยมใช้
วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพ่ือการควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอสในฟาร์ม มากกว่าการ
ใช้วัคซีนเช้ือเป็นสายพันธ์ุยุโรป และใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นมากกว่าการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิด
เช้ือตาย จากการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนืออย่างแพร่หลาย และมีรายงานการ
กลายพันธ์ุของวัคซีนเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือจากต่างประเทศเช่นประเทศเดนมาร์ก จนเป็นสาเหตุของ
การเกิดโรคในฟาร์ม (Botner et al., 1997; Nielsen et al., 2001) จึงเป็นมูลเหตุจูงใจให้ดําเนินการวิจัยเพ่ือ
ศึกษาการการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสในฟาร์มที่ใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือ
เป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพ่ือป้องกันและควบคุมโรค โดยการศึกษานี้ เน้นการติดตามการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ส่วนโออาร์เอฟห้าทั้งสองสายพันธ์ุทั้งก่อนและหลังการใช้วัคซีนชนิดเช้ือ
เป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือหลังเกิดการระบาดของโรคพีอาร์อาร์เอสในฟาร์ม 
          จากการติดตามลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสภายในฟาร์มที่
ดําเนินการวิจัยเป็นเวลานานกว่า 6 เดือนก่อนการฉีดวัคซีน พบว่าฟาร์มที่ดําเนินการวิจัยมีเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์
เอสทั้งสองสายพันธ์ุ โดยพบเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป 2 คลัสเตอร์ คือคลัสเตอร์ที่ 1 และ 2 แต่
กลับพบเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพียง 1 คลัสเตอร์คือคลัสเตอร์ที่ 1 เท่าน้ัน ในกรณีของ
สายพันธ์ุยุโรปพบว่าคลัสเตอร์ที่ 2 เริ่มพบในช่วงที่เกิดการระบาดของโรค เน่ืองจากฟาร์มที่ดําเนินการวิจัยเป็น
ฟาร์มที่มีเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสในฝูงอยู่แล้วและเกิดการระบาดซ้ําข้ึน จึงเป็นไปได้ว่าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส
เอสสายพันธ์ุยุโรปคลัสเตอร์ท่ี 1 และสายพันธ์ุอเมริกาเหนือคลัสเตอร์ที่ 1  น่าจะเป็นเช้ือประจําถิ่น 
(endemic) ของฟาร์ม ส่วนเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปคลัสเตอร์ที่ 2 น่าจะเป็นเช้ือที่ก่อให้เกิดการ
ระบาดของโรคข้ึนซ้ําภายในฟาร์ม   
          หลังการใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ พบว่าเช้ือไวรัสทั้งสองสายพันธ์ุที่แยกได้ภายใน
ฟาร์มมีการเปลี่ยนแปลงที่ไม่ขึ้นต่อกัน ทั้งสองสายพันธ์ุมีการเปลี่ยนแปลงอิสระในส่วนสายพันธ์ุเดียวกันเอง 
และการฉีดวัคซีนเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือไม่ได้ส่งผลต่อการเร่งการกลายพันธ์ุของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธ์ุยุโรป โดยเฉพาะในตําแหน่งสําคัญเช่นตําแหน่ง decoy epitope A และ neutralizing epitope 
B ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป และจากตรวจพบเช้ือจํานวน 2 คลัสเตอร์เท่าเดิม เท่ากันกับ
จํานวนคลัสเตอร์ก่อนที่จะมีการฉีดวัคซีนเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ แต่อย่างไรก็ตามพบว่า สายพันธ์ุยุโรป
มีการเปล่ียนแปลงที่มากกว่าในการเปลี่ยนแปลงชนิดการทดแทนส่วนนิวคลีโอไทด์ ในตําแหน่งอ่ืนที่ไม่ใช่
ตําแหน่ง neutralizing epitope ซึ่งผลการทดลองอาจสรุปได้ว่าการใช้วัคซีนเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือไม่
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ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสสายพันธ์ุยุโรปและอาจไม่ส่งผลต่อ selective pressure 
(Borrego et al., 1993) ของเช้ือไวรัส 
 

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าวัคซีนเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนืออาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ โดยในส่วนสายพันธ์ุอเมริกาเหนือมีการ
เปลี่ยนแปลงสําคัญที่พบคือสามารถแยกเช้ือได้ทั้งหมด 4 คลัสเตอร์หลังฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นใน
ฟาร์มสุกร โดยพบว่ามีไวรัสเพ่ิมมากกว่าจากเดิมจํานวน 3 คลัสเตอร์ (คลัสเตอร์ที่ 2 – 4) และพบการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่สําคัญในส่วน decoy epitope A และตําแหน่งที่สามารถเกิดขบวนการ N-
linked glycosylation  

 
เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสในคลัสเตอร์ที่ 1 เป็นเช้ือคลัสเตอร์หลักในฟาร์ม เป็นกลุ่มที่ตรวจพบต้ังแต่ก่อน

การฉีดวัคซีนและยังคงตรวจพบทุกเดือนตลอดการทดลอง สมมติฐานที่น่าเป็นไปได้คือเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส
ในคลัสเตอร์ที่ 1 เป็นคลัสเตอร์ที่น่าจะเป็นเช้ือประจําถิ่น (endemic) ของฟาร์ม สาเหตุเน่ืองจากเช้ือไวรัสพี
อาร์อาร์เอสมีการติดเช้ือระยะยาวหรือถาวร  (persistent infection) (Wills et al., 1997; Allende R. et 
al., 2000 ) คลัสเตอร์ที่ 2 พบหลังการใช้วัคซีน แต่พบไม่สม่ําเสมอ และมีเปอร์เซนต์ความเหมือนทั้งระดับนิ
วคลีโอไทด์และกรดอะมิโนกับคลัสเตอร์ที่ 1 มากกว่าคลัสเตอร์ 3 และ 4 จากการวิเคราะห์โดยแขนงกิ่งต้นไม้ 
(Phylogenetic tree) และลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน มีความเป็นไปได้ที่คลัสเตอร์ที่ 2 มีวิวัฒนาการ
จากการเปลี่ยนแปลงจากคลัสเตอร์ที่ 1   ส่วนเช้ือไวรัสในคลัสเตอร์ที่ 3 พบว่ามีความเหมือนไวรัสวัคซีนถึง 
99.5% พบหลังจากใช้วัคซีนได้เพียง 1 เดือนหลังจากน้ันไม่พบ ซึ่งอาจเกิดจากไวรัสของวัคซีน เพราะเน่ืองจาก
ตรวจพบในลูกสุกรดูดนม (ในลูกสุกรดูดนมได้รับวัคซีนช่วงอายุ 10 – 14 วัน) และ ส่วนคลัสเตอร์ที่ 4 เป็นกลุ่ม
ที่พบเพ่ิมขึ้นหลังการใช้วัคซีน และพบต่อเน่ือง จากการวิเคราะห์แขนงกิ่งต้นไม้พบว่ามีความเหมือนกับวัคซีน
ไวรัสอยู่สูง มีเปอร์เซนต์ความเป็นไปได้ที่มีวิวัฒนาการมาจากวัคซีนเช้ือเป็นหลังการใช้วัคซีน  

 
 จากการวิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนของเช้ือพบว่าสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ นอกเหนือจากการเพ่ิม
จํานวนของคลัสเตอร์ที่พบแล้ว ยังพบว่าเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือมีการเปลี่ยนแปลงมากใน
ตําแหน่งกรดอะมิโนที่ 26 – 39 (Dea, S et al., 2000) ซึ่งเป็นตําแหน่งที่มี decoy epitope และ 
neutralizing epitope โดยการเปลี่ยนแปลงหลักพบว่ามีการเกิด  N linked glycosylation สาเหตุหลักอาจ
เน่ืองจากการที่บริเวณดังกล่าวมีผลในการกระตุ้นนิวทรัลไลซ์ซิ่งแอนติบอด้ี (Ostrowski, M et al., 2002; 
Plagemann, P.G et al., 2002) และส่วนของการเกิด N-linked glycosylation มีผลต่อการหลบหลีกต่อ
นิวทรัลไลซ์ซิ่งแอนติบอด้ี และการเกิดนิวทรัลไลซ์ซิ่งแอนติบอด้ี (Chen Z et al., 2000; Jiang, W etal., 
2007; Ansari, I.H et al., 2006; Faaberg, K.S et al., 2006) จึงเป็นแรงกดดันต่อไวรัสจากการคัดเลือกจาก
แรงกดดัน (Selective pressure) ให้เกิดการเปลี่ยนแปลง (Borrego et al., 1993)    ส่วนของสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือ เมื่อวิเคราะห์กรดอะมิโนนอกเหนือจากบริเวณ N-linked glycosylation แล้ว โดยเฉพาะอะมิ
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โนตําแหน่ง 13 และ 151 ซึ่งเป็นเพียงสองตําแหน่งในส่วนโออาร์เอฟห้าที่ไวรัสต้นแบบ (VR2332) ที่ถูกพัฒนา
มาเป็นวัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (Ingelvac PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, USA) ที่ใช้
ในการทดลองมีความแตกต่างกัน ในส่วนของ VR2332 คือ R13 และ R151 แต่วัคซีนคือ  Q13  และ G151 
ตามลําดับ (ภาพที่ 10) ในกลุ่ม 1 และ 2 ตําแหน่ง 13 พบ  R13 แต่กลุ่มที่ 3 และ 4 พบ Q13  ส่วนตําแหน่งที่ 
151 ทุกกลุ่มพบ K151 ยกเว้นกลุ่มที่ 3 พบ I151 (ซึ่งต่างจากวัคซีนทั้งที่กลุ่มน้ีมีความเหมือนวัคซีนถึง 99.5%) 
 
 ขบวนการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป หลังการใช้วัคซีนชนิด
เช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ พบว่ามีความต่างจากเช้ือไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ โดยเกิดการเปลี่ยนใน
ตําแหน่งที่ไม่สําคัญ และเป็นการเปลี่ยนแปลงแบบสุม (random mutation) ที่เกิดข้ึนทั่วไปในเช้ือไวรัสที่มี
คุณสมบัติเบบ quasi-species  เน่ืองจากการเก็บตัวอย่างจากฟาร์มที่ใช้วัคซีนชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือ จึงยังสรุปไม่ได้ว่าถ้ามีการใช้วัคซีนพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปชนิดเช้ือเป็นในฟาร์มจะพบการ
เปลี่ยนแปลงแบบเดียวกันหรือไม่ ฉะน้ันควรจะมีการศึกษาต่อโดยต้องดําเนินการศึกษาในรูปแบบเดียวกันใน
ฟาร์มที่ได้รับการฉีดวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปชนิดเช้ือเป็นเป็นโปรแกรม 

 
การเกิดการผสมสารพันธุกรรม (Recombination) หลังการใช้วัคซีนพบเฉพาะในสายพันธ์ุยุโรปใน

เดือนที่ 10 แต่การตรวจไม่พบการผสมสารพันธุกรรม (Recombination) ในสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ไม่ใช่
หมายความว่าไม่เกิดการผสมสารพันธุกรรม แต่การทดลองไม่สามารถตรวจพบได้ อาจเกิดเน่ืองมาจากจํานวน
ตัวอย่างที่น้อยเกินไป การเกิดการผสมสารพันธุกรรม (Recombination) สามารถพบได้และได้มีรายงานมา
ก่อนหน้าน้ี (Li, B et al., 2009; Yuan, S et al., 1999)  

 
จากการสุ่มการเก็บตัวอย่างในแต่ละประชากรสุกรทั้ง 4 กลุ่ม (ลูกสุกรดูดนม, สุกรอนุบาล, สุกรขุน 

และ สุกรสาวทดแทน) เพ่ือดูความหลากหลายพันธุกรรมของไวรัสทั้งสองสายพันธ์ุพบว่าในส่วนสายพันธ์ุยุโรป
ไม่มีความแตกต่างในระหว่างประชากรสุกรแต่ละกลุ่ม ส่วนสายพันธ์ุอเมริกาเหนือพบว่าในไวรัสกลุ่มที่ 1 (คาด
ว่าเป็นเช้ือ endemic) ที่พบก่อนและหลังการใช้วัคซีนไม่มีความแตกต่างในแต่ละกลุ่มประชากรสุกร แต่ไวรัส
กลุ่มที่ 2 และ 4 ที่พบเพ่ิมขึ้นหลังใช้วัคซีนจะพบในสัดส่วนที่มากกว่าในลูกสุกรดูดนมเมื่อเทียบกับสุกรกลุ่มอ่ืน
โดยเฉพาะไวรัสกลุ่มที่ 4 ที่เริ่มพบในเดือนที่ 5 จนสิ้นสุดการเก็บตัวอย่าง ยังไม่ทราบเป็นเพราะสาเหตุใด ข้อน่า
สังเกตุเน่ืองจากการเก็บตัวอย่างเก็บจากลูกสุกรดูดนมอายุ 2 สัปดาห์ ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่ลูกสุกรอยู่ภายใต้
อิทธิพลของ passive immune (Marternal immunity) จากแม่สุกรซึ่งยังไม่ทราบว่ามีความเกี่ยวข้องหรือไม่
ต้องทําการศึกษาต่อไป  
 
          ผลที่ได้รับจากการดําเนินการวิจัยพบว่าทั้งสองสายพันธ์ุมีการเปลี่ยนแปลงส่วนโออาร์เอฟห้าซึ่งเป็น
ส่วนการสร้างโปรตีนโครงสร้างแบบชนิดการเปลี่ยนแปลงการทดแทนนิวคลีโอไทด์ ซึ่งสอดคล้องกับการพบว่า
ส่วน NSP2 ซึ่งไม่ใช่ส่วนโปรตีนโครงสร้างสามารถเกิดการขาดหายหรือเพ่ิมขึ้นของนิวคลีโอไทด์โดยไวรัสยังคง
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สามารถดํารงอยู่ได้ (de Lima et al., 2008; Fang Y et al., 2008; Kim D.Y. et al., 2009) ต่างจากโปรตีน
ส่วนโครงสร้างการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปมีผลต่อการดํารงชีวิตอยู่ได้ของไวรัส (Meulenberg et al., 1998; 
Yoo D et al., 2004)  และพบการเปลี่ยนแปลงลักษณะน้ีในไวรัสสายพันธ์ุยุโรปมากกว่าสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือ ส่วนวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมของเช้ือไวรัสสายพันธ์ุยุโรปในฟาร์ม แต่ส่งผลโดยตรงต่อเช้ือไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือโดยเร่งการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม โดยพบว่าการเปลี่ยนแปลงที่สําคัญคือการเกิด N-linked glycosylation บริเวณ
ตําแหน่ง 30-35 ทางด้าน N-terminal ในส่วนของ ectodomain การเปลี่ยนแปลงส่วนน้ีอาจมีผลต่อการเกิด
การหลบหลีกทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสและส่งผลต่อลักษณะอาการป่วยสุกรตลอดเวลา (small outbreak) 
ฉะน้ันการวิวัฒนาการของการผลิตวัคซีนควรจะคํานึงว่าจะทําอย่างไรไม่ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงส่วนน้ี 
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สรปุ 
จากผลการทดลองที่ได้จากงานวิจัยฉบับน้ีทําให้สามารถสรุปได้ว่า การฉีดวัคซีนพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ

อเมริกาเหนือในฟาร์มที่มีการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสทั้งสองสายพันธ์ุ ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป แต่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเช้ือไวรัสพีอาร์
อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ โดยเร่งให้เกิดการกลายพันธ์ุในเช้ือที่มีอยู่เดิมก่อนเกิดการระบาด และการกลาย
พันธ์ุพบในตําแหน่งสําคัญคือตําแหน่ง Decoy และ neutralizing epitopes โดยมีขบวนการที่สําคัญคือการ
เปลี่ยนแปลงของตําแหน่ง N-linked glycosylation การเปลี่ยนแปลงนี้อาจส่งผลให้เช้ือไวรัสเดิมสามารถหลบ
หลีกภูมิคุ้มกันของร่างกาย นอกจากน้ันแล้วยังพบว่าวัคซีนพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือก่อให้เกิดไวรัสค
ลัสเตอร์ใหม่ภายในฟาร์ม โดยเป็นเช้ือไวรัสที่มีลักษณะทางพันธุกรรมที่คล้ายกับวัคซีน 
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ภาคผนวก 

ผลผลิตที่ได้จากงานวิจัย 
แบ่งผลผลิตที่ได้จากงานวิจัยออกเป็น 4 ประเภทประกอบด้วยดังต่อไปนี้ 

1. งานตีพิมพ์ในงานประชุมวิชาการระดับนานาชาติจํานวน 2 ฉบับ 
Hoonsuwan, T., Tripipat, T., Kitrungloadjanaporn, P.,  Laopracha, S. and Nilubol, D. 

2010. Genetic variation of PRRSV ORF5 following modified live PRRSV 
vaccination in a PRRSV positive herd. The 2010 International PRRS symposium. 
The Chicago Marriott, Downtown Magnificent Mile, Chicago, Illinois, USA. 3-4 
December 2010: 90. 

Hoonsuwan T, Tripipat T, Nilubol D. Genetic variation of PRRSV ORF5 following 
modified live PRRSV vaccination in a PRRSV positive herd. Proc of the 37th 
International Conference on Veterinary Science 2012, Impact Meung Thang 
Thani, Bangkok, Thailand, 29 February – 2 Mar 2012 

2. งานตีพิมพ์วารสารระดับนานาชาติจํานวน 1 ฉบับ 
Nilubol D, Tripipat T, Hoonsuwan T, Tipsombatboon P, Piriyapongsa J. Dynamics and 

evolution of porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) 
ORF5 following modified live PRRSV vaccination in a PRRSV-infected herd. 
Arch Virol. 2013. Aug 13. [Epub ahead of print] DOI: 10.1007/s00705-013-1781-
9 (2011 Impact factor 2.111) 

3. นิสิตจบการศึกษาระดับปริญญาโทจํานวน 1 คน  
a. น.สพ. ธวัชชัย หุ่นสุวรรณ จบการศึกษาระดับปริญญาโทปีการศึกษา 2555 จากโปรแกรมพยาธิ

ชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

4. ต้นแบบดีเอ็นเอวัคซีน ที่มีส่วนประกอบของยีน ORF5 และมีการแทรก PADRE ระหว่าง N-liked 
glycosylation site และ  neutralizing epitope B 
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ภาคผนวก 1 ลําดับกรดอะมิโนของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 
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AG12US7.75-D04 MLGKCLTAGCCSRLLSLWCIVPFCFAVLANASNTNSSHFQLIYNLTLCELNGTDWLANKFDWAVESFVIFPVLTHIISYCALTTSHFLDTVGLVTVSTAGFYHGRYVLSS
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AN06US4.20-1 ................S.............................P.............G.................................................
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AS03US1.8-1 ..............................................................................................................
AG06US4.7-2 .............S.....................................S..........................................................
AN03US3.1-1 ..............................................................................................................
AN03US3.1-2 ..............................................................................................................
AN06US4.20-2 .......................................................P......................................................
AG04US2.51-2 ..............................................................................................................
AG04US2.51-1 ................................................................G.............................................
AS05US3.38-1 .........Y...........L.F....VD.N..S.....................................I......G.......................E......
AG03US2.80-2 .........Y...........L.F....VD.N..S.....................................I......G.......................E......
AG07US4.46-775 .........Y...........L.F....VD.N..S.....................................I......G.......................E......
RespPRRS_MLV/US(AF066183) ..E.........Q....................DS...L.....................................V..G...........A.........V........
AS03US1.41-2 ..E.........Q....................DS...L.....................................V..G...........A.........V........
AS03US1.41-3 ..E.........Q....................DS...L.....................................V..G...........A.........V........
AS03US1.41-7 ..E.........Q....................DS...L.....................................V..G...........A.........V........
AF05US3.63-2 ............Q.PF............VS...NS...L.......I.........NEN......T..........V..G.............I......Y.........
AF05US3.63-4 ............Q.PF............VS...NS...L.......I.........NEN......T..........V..G.............I......Y.........
AS05US3.38-2 ............Q.PF............VS...NS...LL.S....I.........NEN......T..........V..G.............I......Y.........
AG07US4.55-777 ............Q.PF............VS...NS...LL.SC...I.........NEN......T..........V..G.............I......Y.........
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AG04US2.51-1 ..........................................................................................*
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AG03US2.80-2 ..............T...............................L.............S.............................*
AG07US4.46-775 ..............T...............................L...........................................*
RespPRRS_MLV/US(AF066183) ..........T.....FA........A.............G......P.....R.....E..............V...I.R.........*
AS03US1.41-2 ..........T.....FA........A.............I......P.....R.....E..............V...I.R.........*
AS03US1.41-3 ..........T...V.FA........A.............I......P.....R.....E..............V...I.R.........*
AS03US1.41-7 ..........T.....FA........A.............I......P..V..R.....E..............V...I.R.........*
AF05US3.63-2 .............T...A................V............P...........E..................V..I........*
AF05US3.63-4 .............T...A................VP...........P...........E..................V..I........*
AS05US3.38-2 .............T...A................V............P...........E..................V..I........*
AG07US4.55-777 .............T...A................V............P...........E..................V..I........*
AF08US5.69-764 .............T...A................V............P...........E..................V..I.......L*
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AF08EU5.69-706 ..................................................................................................Y...........
AS05EU3.39-2 ..............................................................................................................
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Prevac_EU1 ..............................................................................................................
AN07EU4.52-5 ........................................................................................F.....................
AF04EU2.58-3 .........................................................................................V....................
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AN07EU4.52-2 .................................................R.....................................................I......
AS10EU6.67-D01 ..........................................H............................................................I......
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AN06EU4.20-1 .......................................................................H................F.....................
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AF10EU6.77-H02 ........................................................................................F.....................
AG06EU4.6-1 .........S........R.....................................................................F.....................
AS04EU2.43-1 ..................R.....................................................................F.....................
AF05EU3.63-1 .......................................................................H................F..................C..
AN08EU5.62-702 ........................................................................................F..................C..
AF10EU6.77-G02 .....E..................................................................................F.....................
AG07EU4.42-5 .....E....................................C............................H................F.....................
AF08EU5.69-708 .....E.................................................................H................F.....................
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AN10_EU_6.73-A02 ....C.SE...I........................N..................A......................................................
Prevac_EU2 ....C.SE...I........................N..................A...NY.Y.........................F.......A..VT.FYDN....
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AG05EU3.48-2 ....C.SE...I........................N..................A...NY.Y.........................F.......A..VT.FYDN....
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AG12EU7.66-F06 ....C.SE...I........................N..................A...NY.Y..........A..............F.......A..VT.FYDN....
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AF10EU6.79-G06 ....C.SE...I........................N..................A...NY.Y.........................F.......A..VT.FYDN....
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