
25ปีที่ 14 ฉบับที่ 2

การวิเคราะห์ลักษณะและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสโลหิตจางติดต่อในไก่

จากไก่เนื้อในภาคกลางของประเทศไทย

Genetic Characterization and Phylogenetic Analysis of 

Chicken Infectious Anemia Virus from Broiler Chickens in Central Thailand

นันทพร วันดี*   อาภาพร ดอกพุฒ   สุเทพ ทางดี

Nantaporn Wandee*   Arphaphorn Dokphut   Suthep Tangdee

Abstract

	 Backgrounds:  Chicken infectious anemia virus (CAV) can be grouped according to the differences 

of genetic code which is related to the pathogenicity of the virus. Currently, the information of CAV 

in Thailand is still limited. The aim of this study is to analyze the genetic characteristics of the VP1, 

VP2 and VP3 genes and compare the phylogenetic relationship of CAV strains from central Thailand 

with other strains as well as vaccine strain from GenBank database. 

	 Methods: VP2 detection was performed by PCR from homogenized internal organs of infected 

broiler chickens. The specimens were collected from 2-3 week-old broiler chickens from seven farms 

which affected by chicken infectious anemia in Nakorn Sawan, Lopburi, and Saraburi provinces during 

2008-2009. The positive samples with the most obvious target band from each farm were selected 

for VP1, VP2 and VP3 amplification with designed PCR primers. The amplicons were cloned into vectors 

and sequenced. The DNA sequences of CAV were compared with data from GenBank in nucleotide 

level by phylogenetic tree construction and amino acid analysis. 

	 Results:  All CAV isolates in this study showed high nucleotide identities with CAV from China 

96-99% and were close to Cux-1 reference strain 96-99%. For phylogenetic analysis, the viruses were 

grouped in the same cluster with the Cux-1 reference strain, vaccine strains, and other Asian strains. 

Most of the Thai isolates were classified in the same subgroups with some CAV strains from Chinese 

and differed from other strains as above. For amino acid analysis, CAV isolates from central Thailand 

contained amino acids at the significant position close to the virulent strains. Additionally, the amino 

acid substitution in VP1 of Thai CAV isolates was different from other CAV strains and vaccine strains 

particularly at amino acid site 97, 125 and 294. 

	 Conclusion:  The genetic characterization and phylogenetic information of CAV in this study 

can be used as CAV database in Thailand in order to control, prevent and monitor the chicken infectious 

anemia in the future.
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บทคดัย่อ

	 ทีม่าของการศกึษา: เชือ้ไวรัสโลหติจางติดต่อในไก่ 

(Chicken infectious anemia virus หรือ CAV) จัดได้

หลายกลุ ่มตามความแตกต่างของรหัสพันธุกรรม ซ่ึง

สัมพันธ์กับการก่อโรค ปัจจุบันข้อมูลของเชื้อ CAV ใน

ประเทศไทยยังมีจ�ำกัด การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

วิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน VP1, VP2 และ 

VP3 และเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของเชื้อ CAV ที่พบใน

ภาคกลางของประเทศไทยกบัเชือ้ทีพ่บในต่างประเทศและ

เชื้อจากวัคซีนในฐานข้อมูลของ GenBank

	 วิธีการ: ตรวจหายีน VP2 ด้วยวิธี PCR จากอวัยวะ

ภายในบดรวมของไก่เน้ืออาย ุ 2-3 สปัดาห์จากฟาร์มทีเ่กดิ         

โรค 7 แห่งในจงัหวัดนครสวรรค์ ลพบรุ ีและสระบรุ ีระหว่าง

ปี พ.ศ. 2551-2552 คดัเลอืกตัวอย่างท่ีพบแถบสารพนัธกุรรม

ชัดเจนที่สุดฟาร์มละ 1 ตัวอย่างมาเพิ่มจ�ำนวนยีน VP1, 

VP2 และ VP3 ด้วย primer ทีอ่อกแบบเอง จากนัน้ โคลนยนี

และท�ำ DNA sequencing เปรียบเทียบความสัมพันธ์          

ระดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างเช้ือที่ศึกษานี้กับเช้ือในฐาน

ข้อมลู GenBank ด้วย phylogenetic tree และวเิคราะห์

รหัสพันธุกรรมในระดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน 

	 ผล:  เชือ้ CAV ทีศ่กึษาทัง้หมดมลี�ำดบันวิคลโีอไทด์

คล้ายคลึงกับเช้ือที่พบในประเทศจีนสูง 96–99% และ

เหมอืนกบัเชือ้อ้างองิ Cux-1 สงู 96–99% เม่ือจดักลุม่โดย 

phylogenetic tree พบว่าเชื้อ CAV ที่ศึกษาจัดอยู่ใน           

กลุม่เดยีวกบัเชือ้อ้างอิง Cux-1 เชือ้จากวคัซนี เชือ้ทีพ่บใน

สหรัฐอเมริกาและอีกหลายประเทศในทวีปเอเชีย ทั้งนี้  

เชื้อส่วนใหญ่ที่พบในประเทศไทยจัดอยู่ในกลุ่มย่อยเดียว 

กับเชือ้ทีพ่บในประเทศจีนและอยู่ต่างกลุม่กบัเช้ือสายพนัธุ์

อื่นข้างต้น เมือ่วิเคราะห์ล�ำดับกรดอะมโิน พบว่าเชือ้ CAV 

ทีพ่บในภาคกลางของประเทศไทยมกีรดอะมโินในต�ำแหน่ง

ส�ำคญัเหมอืนกบัเชือ้ทีก่่อโรครนุแรง และมกีรดอะมโินในส่วน

ของ VP1 แตกต่างจากเชือ้ทีพ่บในประเทศอืน่และเชือ้จาก

วัคซีนโดยเฉพาะต�ำแหน่งที่ 97, 125 และ 294 

	 สรปุ: ข้อมลูลกัษณะทางพนัธกุรรมและความสมัพนัธ์

ของเชือ้ CAV ในการศกึษานี ้สามารถน�ำมาใช้เป็นฐานข้อมลู

ของเชือ้ไวรัสในประเทศไทย เพือ่เป็นแนวทางในการควบคมุ 

ป้องกัน และเฝ้าระวังโรคโลหิตจางติดต่อในไก่ต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ: ลักษณะทางพันธุกรรม, ความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรม, เช้ือไวรัสโลหิตจางติดต่อในไก่, ไก่เนื้อ, ภาค

กลางของประเทศไทย

บทน�ำ

	 เช้ือไวรสัโลหติจางตดิต่อในไก่ (Chicken infectious 

anemia virus, CAV) เป็นสาเหตุของโรคโลหิตจางติดต่อ

ในไก่ ซึ่งส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการผลิตสัตว์ปีก          

ทัว่โลก ท�ำให้ไก่อายนุ้อยมอีตัราการตายสงูโดยเฉพาะช่วง

อาย ุ2-4 สปัดาห์ (น�ำดี และคณะ, 2544) ไก่ป่วยจะป่วยซมึ 

กนิอาหารลดลง พบจดุเลอืดออกทีช่ัน้ใต้ผวิหนงัและกล้ามเนือ้ 

เยือ่เมอืกซีด ต่อมไทมสัฝ่อ และค่าฮมีาโตครติต�ำ่ ไก่อายมุาก

จะมีภูมิคุ ้มกันต�่ำลงท�ำให้ติดเชื้ออื่นแทรกซ้อนได้ง่าย 

(McNulty, 1991) โรคนี้ป้องกันได้ด้วยการให้วัคซีน                           

เช้ือแพร่กระจายผ่านทางมูลสัตว์และถ่ายทอดเช้ือสู่ลูกไก่

ผ่านทางไข่ฟักได้ (น�ำดี และคณะ, 2544; Islam et al., 

2016) มีรายงานพบเช้ือ CAV ครั้งแรกท่ีประเทศญี่ปุ่น 

(Yausa et al., 1979) และระบาดต่อมาในหลายประเทศ 

เช่น จีน สหรัฐอเมริกา และประเทศในกลุ่มสหภาพยุโรป 

ส�ำหรบัประเทศไทยพบการระบาดครัง้แรกในปี พ.ศ. 2539 

(อุราศรี และคณะ, 2539) และพบการเกิดโรคเป็นระยะ 

โดยพบการระบาดที่ฟาร์มไก่เนื้อในภาคกลางในปี พ.ศ. 

2551-2554 (Wanasawaeng et al., 2013) 

	 CAV จดัอยูใ่นสกลุ Gyrovirus วงศ์ Anelloviridae 

(Rosario et al., 2017) มีขนาดเล็ก 19-27 nm ไม่มี

เปลือกหุ้ม มีสารพันธุกรรมชนิด DNA สายเดี่ยวแบบ 

negative sense ขนาด 2.3 Kb ม ีopen reading frame 

(ORF) ท่ีประกอบด้วยยนี VP1, VP2 และ VP3 ซ่ึงซ้อนทับกนั

บางส่วน เป็นยีนที่สร้าง viral protein 3 ชนิด ได้แก่ VP1, 

VP2 และ VP3 โดย VP1 หรือ nucleocapsid protein 

(52 kDa) เป็นโปรตีนที่มีความหลากหลายมากที่สุดและ

เกีย่วข้องกบัความรนุแรงในการก่อโรค (Yamaguchi et al., 

2001) ส่วน VP2 (24 kDa) เป็น non-structural protein 

ซึ่งมี dual-specificity protein phosphatases (DSPs) 

ที่เกี่ยวข้องกับภาวะกดภูมิคุ ้มกันและขั้นตอนประกอบ

เปลือกหุ้มของไวรัส (Peters et al., 2006) โดย VP1 และ 

VP2 เป ็นต�ำแหน่งจ�ำเพาะส�ำหรับ neutralizing 
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antibodies (Noteborn et al., 1998) และส่วน VP3 หรอื 

apoptin (16 kDa) เป็นโปรตีนที่ท�ำให้เกิดการตายของ

เซลล์เน้ืองอกแบบ apoptosis (Noteborn et al., 1994) 

เชือ้ CAV ทัว่โลกจดัอยูใ่นซโีรไทป์เดยีวกนั ยกเว้นเชือ้ CAV-7 

ของสหรฐัอเมรกิาซึง่จดัอยูใ่นซโีรไทป์ 2 (Spackman et al., 

2002a, 2002b) และสามารถจัดกลุ่มตามความแตกต่าง

ของรหัสพันธุกรรมซึ่งสัมพันธ์กับการก่อโรคของเชื้อไวรัส 

(Li et al., 2017; Abdel-Mawgod et al., 2018) จาก

การศึกษาเชื้อ CAV ในประเทศไทยของ Wanasawaeng 

et al. (2013) ซ่ึงศกึษาโปรตีน VP1 พบว่ามลี�ำดับนวิคลโีอไทด์

เหมือนกบัเชือ้ทีพ่บในประเทศจีนและญีปุ่น่ รวมทัง้เหมอืนกบั

เชื้อจากวัคซีนที่ใช้ในประเทศไทย ทั้งนี้ ข้อมูล CAV ของ

ประเทศไทยยังจ�ำกัดอยู่เฉพาะบางส่วนของโปรตีน VP1 

เท่านั้น ดังนั้น จึงควรมีการศึกษาโปรตีน VP1, VP2 และ 

VP3 เพ่ิมเติม เพ่ือให้ได้ข้อมูลโปรตีนทั้ง 3 ชนิดของเช้ือ 

CAV ในประเทศไทย

	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาลักษณะทาง

พันธุกรรม และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ CAV ที่

ระบาดในภาคกลางของประเทศไทยเปรยีบเทยีบกบัเช้ือท่ีพบ

ในต่างประเทศและเชือ้จากวคัซีนในฐานข้อมลูของ GenBank 

เพื่อใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนในการควบคุม ป้องกัน และ            

เฝ้าระวังโรคโลหิตจางติดต่อในไก่ของประเทศไทยต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ
ตัวอย่าง 

	 รวบรวมตัวอย่างอวัยวะภายใน ได้แก่ ต่อมไทมัส 

ตับ ม้าม และไขกระดูกของไก่เนื้ออายุ 2-3 สัปดาห์ที่ให้

ผลบวกต่อเชือ้ CAV ด้วยวธิ ีPCR และเกบ็รกัษาในตูแ้ช่แขง็ 

-80°C ของสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ เป็นตัวอย่างจาก

ฟาร์ม 7 แห่ง ทีม่กีารระบาดและไม่ได้ให้วคัซนีป้องกนัโรค

โลหิตจางติดต่อในไก่ ในจังหวัดนครสวรรค์ ลพบุรี และ

สระบุรี ระหว่างปี พ.ศ. 2551-2552 จ�ำนวน 15 ตัวอย่าง  

DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN, Germany)  

ตามขัน้ตอนทีบ่รษัิทผูผ้ลติแนะน�ำ ตรวจสอบสารพนัธกุรรม

ซ�้ำอีกครั้งด้วยการหายีน VP2 โดยใช้ primer (F) 

5’-CTAAGATCTGCAACTGCGGA-3’ และ primer (R) 

5’-CCTTGGAAGCGGATAGTCAT-3’ ตามวิธีของ 

National Veterinary Services Laboratory สหรฐัอเมรกิา 

(Rath et al., 2003) เตรียมส่วนผสมส�ำหรับ PCR โดยใช้ 

2X GoTaq  Green Master Mix (Promega, USA) 12 µl, 

primer 20 pmol/µl ชนดิละ 1 µl แล้วเตมิ DNA ท่ีสกัดได้ 

3 µl ในปฏกิริยิารวม 25 µl น�ำไป run ด้วยเครือ่ง T100TM 

thermal cycler (Biorad, USA) โดยตัง้ค่า PCR cycle ดงันี้ 

95°C, 2 นาที และ 35 รอบของโปรแกรม (denaturation 

ที ่95°C, 45 วนิาท;ี annealing ที ่55°C, 45 วนิาท;ี extension 

ที่ 72°C, 1 นาที) ตามด้วย 72°C, 10 นาที ตรวจสอบ PCR 

product โดยวธิ ีelectrophoresis บน agarose gel 1% 

ที่ย้อมด้วย ethidium bromide และอ่านผลด้วยเครื่อง 

Gene Genius Bio Imaging System (SynGene, UK) ซึ่ง

ผลบวกจะแสดงแถบ DNA ขนาด 420 bp โดยมีตัวอย่าง

ควบคมุบวกเป็นเชือ้ CAV ทีย่นืยนัผลการทดสอบด้วยการ

วเิคราะห์รหัสพนัธกุรรม (DNA sequencing) และตวัอย่าง

ควบคุมลบเป็น nuclease-free water 

การเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมของยนี VP1, VP2 และ VP3   

	 คัดเลือกตัวอย่างท่ีพบแถบสารพันธุกรรมจากการ

ตรวจยีน VP2 ที่ชัดเจนที่สุดฟาร์มละ 1 ตัวอย่าง ไป

วเิคราะห์รหสัพนัธกุรรมด้วยการเพิม่ปรมิาณยนี VP1, VP2 

และ VP3 จากสารพนัธกุรรมของตัวอย่างท่ีคดัเลอืก โดยใช้ 

primer ท่ีออกแบบจากเช้ืออ้างอิง Cux-1 ในฐานข้อมูล 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 

ด้วยโปรแกรม Genetyx software (http://genetyx.

software informer.com/10.1/) และตรวจสอบด้วย

โปรแกรม AnnHyb version 4.938 (http://bioinformatics. 

org/annhyb/) โดยมี primer sequence ดังแสดงใน

ตารางที่ 1 จากนั้น เตรียมส่วนผสมส�ำหรับท�ำ PCR โดย

ใช้ชุดน�้ำยา 2X GoTaq Green master mix (Promega, 

USA) 12 µl,  primer CAV-F และ CAV-R 20 pmol/µl 

ชนดิละ 1 µl โดยทดสอบครัง้ละ 1 คู ่แล้วเตมิ DNA ท่ีสกดั

ได้ 3 µl ในปฏิกิริยารวม 25 µl น�ำไป run ด้วยเครื่อง 

T100TM thermal cycler (Biorad, USA) โดยต้ังค่าการท�ำ 

การตรวจสอบสารพันธกุรรมของเช้ือ CAV ด้วยวิธ ีPCR

	 เตรียม 10% suspension ของอวัยวะภายในบด

รวมในสารละลาย phosphate buffer saline (PBS), pH 

7.2-7.4 ปั่นเหวี่ยงที่ 1,500 rpm อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 

15 นาที แล้วน�ำของเหลวใสส่วนบนที่ปั่นแยกได้ มาสกัด

สารพันธุกรรมชนิด DNA ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรม 
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PCR ดังน้ี 95°C, 2 นาที และ 35 รอบของโปรแกรม 

(denaturation ที ่94°C, 1 นาที; annealing ที่ 55-57°C, 

1 นาท ีตามชนิดของ primer; extension ที ่72°C, 1 นาท)ี 

ตามด้วย 72°C, 10 นาท ีและ hold ไว้ท่ี 4°C ตรวจสอบ 

PCR product โดยวธิ ีelectrophoresis บน agarose gel 

1% ที่ย้อมด้วย ethidium bromide และอ่านผลด้วย

เคร่ือง Gene Genius Bio Imaging System (SynGene, UK)

ตารางที่ 1 Primer ส�ำหรับการท�ำ DNA sequencing ของยีน VP1, VP2 และ VP3 ในการศึกษานี้

Primer Primer sequence
Annealing 

temperature 
Position

Amplicon 
size (bp)

CAV1-F
CAV1-R

5’-GAATTCCGAGTGGTTACTATTCC-3’
5’-GCCATCTTACAGTCTTATACGC-3’ 55°C 1-857 857

CAV2-F 
CAV2-R

5’-ACCGATCAACCCAAGCCTC-3’
5’-CTCATTTTCCCGGTCGCATAA-3’ 57°C 717-1658 942

CAV3-F 
CAV3-R

5’-TTGCCACTAAGAATGAGGGATC-3’
5’-GATAGTGCGATAAATCTATTTTCTGCGT-3’ 56°C 1490-2319 830

การวิเคราะห์รหัสพันธุกรรมและความสัมพันธ์ของเชื้อ 

CAV ด้วยแผนภูมิ phylogenetic tree

	 วเิคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi. nlm. nih.gov/) 

แล้วน�ำล�ำดับสารพันธุกรรมมาจัดเรียงต�ำแหน่งของล�ำดับ

นวิคลโีอไทด์ให้ถกูต้องโดยใช้โปรแกรม BioEdit sequence 

alignment editor 7.2.5 (BioEdit) (Hall, 1999)                

เปรียบเทียบความสัมพันธ์ในระดับนิวคลีโอไทด์ระหว่าง

เชือ้ CAV ทีศ่กึษากบัเชือ้อ้างองิ Cux-1 (NC_001427) และ

เชื้อ CAV จากฐานข้อมูล GenBank ด้วยแผนภูมิ 

phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม MEGA X (Kumar 

et al., 2018) วธิ ีMaximum Likelihood โมเดล Kimura 

2-parameter ร่วมกับการกระจายตัวแกมมา (+G, 

parameter = 0.05) ตรวจสอบความถูกต้องของแผนภูมิ

โดยใช้ bootstrap test (1,000 replicates) และวเิคราะห์

กรดอะมิโนที่แปลรหัสมาจากนิวคลีโอไทด์ (deduced 

amino acid) ด้วยโปรแกรม BioEdit และ MEGA X 

version 10.0.5 (Kumar et al., 2018)

การโคลนยีนและ DNA sequencing

	 สกัดสารพันธุกรรมจาก PCR product ที่ได้จาก 

primer แต่ละคู่บน agarose gel ด้วย QIAquick Gel 

Extraction kit (QIAGEN, Germany) และท�ำให้บริสุทธิ์

ด้วย PureLink™ Quick Purification kit (Invitrogen, USA) 

เชื่อมต่อ product ข้างต้นกับพลาสมิดพาหะ pGEM™ 

T-Easy Vector system (Promega, USA) แล้วน�ำพลาสมดิ 

DNA สายผสมเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli competent 

cells สายพนัธุ ์DH5α (ThermoFisher Scientific, USA) 

โดยใช้ Gene Pulser X cell™ Electroporation System 

(Biorad, USA) จากน้ัน คัดเลอืกโคโลนีสขีาวบนอาหารเลีย้งเช้ือ 

Luria-Bertani (LB) agar ท่ีเตมิยาปฏชิวีนะแอมพซิิลนิ, X-gal 

และ IPTG (blue/white screening) น�ำมาสกัดพลาสมิด 

DNA สายผสมด้วย NucleoSpinTM Plasmid (Macherey-

Nagel GmbH, Germany) แล้วตรวจสอบด้วยวิธี PCR 

จากนัน้น�ำพลาสมดิสายผสมทีไ่ด้มาหาล�ำดับสารพนัธกุรรม 

โดยใช้ DNA 10-30 ng และ Bigdye™ terminator v3.1 

cycle sequencing kit (Applied Biosystem, USA) 

ด้วยเครื่องวิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรม ABI 3130 DNA 

genetic analyzer (Applied Biosystems, USA) ตาม

ขั้นตอนที่บริษัทผู้ผลิตแนะน�ำ  

ผลและวิจารณ์

การตรวจสารพันธุกรรมของเชื้อ CAV	

	 การตรวจหาเชือ้ CAV ด้วยวธิ ีPCR ในปัจจบุนั นยิม

ใช้การตรวจหายนี VP2 เนือ่งจากสามารถตรวจพบได้หลัง

จากการตดิเชือ้ในเวลาเพยีง 12 ชัว่โมง (Peters et al., 

2005, 2006) ในขณะทีย่นี VP1 จะตรวจพบภายหลงัจาก

ตดิเชือ้ไปแล้ว 24 ชัว่โมง (Douglas et al., 1995) ในการ

ทดสอบครัง้นีต้รวจพบผลผลติของยีน VP2 ขนาด 420 bp 

จากอวยัวะภายในบดรวมทัง้ 15 ตวัอย่าง (รปูที ่1) 
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การวิเคราะห์ยีน VP1, VP2 และ VP3 

	 คัดเลือกตัวอย่างที่พบแถบสารพันธุกรรมชัดเจน

ทีส่ดุของแต่ละฟาร์ม รวม 7 ตวัอย่าง ไปโคลนเพือ่เพิม่จ�ำนวน

ยนี VP1, VP2 และ VP3 แล้วตรวจวเิคราะห์รหสัพนัธกุรรม

ด้วยวธิ ีDNA sequencing จากการศึกษาพบว่า เชือ้ CAV 

ที่ศึกษามีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 3 ยีนยาวประมาณ 

1,820 นวิคลโีอไทด์ (nt) ในต�ำแหน่งที ่380–2199 และมส่ีวน 

ORFs เริม่จากยนี VP2 ซึง่อยูใ่นต�ำแหน่งที ่380–1,030 (651 

nt) ถดัมาเป็นยนี VP3 ซึง่ซ้อนอยูก่บัยนี VP2 ในต�ำแหน่งท่ี 

486-851 (366 nt) และส่วนท้ายเป็นยนี VP1 ในต�ำแหน่งท่ี 

853-2,199 (1,349 nt) (รปูที ่2) เช่นเดียวกบัเชือ้อ้างองิ Cux-1 

ในฐานข้อมลู GenBank (NCBI, 2000) แม้ว่ายนีทัง้ 3 ชนดิ

จะมกีารซ้อนทบัในต�ำแหน่งเดียวกนับางส่วน แต่โดยทัว่ไป

การแสดงออกของยนีและการถอดรหสัเป็นกรดอะมโินมกั

จะท�ำการวิเคราะห์แยกตามชนิดของยีนเพื่อศึกษาหน้าที่

ของโปรตนีซึง่แตกต่างกนั

	 เมือ่วเิคราะห์รหัสพนัธกุรรมด้วยโปรแกรม BLAST 

พบว่ายนี VP1 เป็นยนีทีม่คีวามหลากหลายมากทีส่ดุเมือ่

เปรยีบเทยีบกบัเชือ้ CAV ในฐานข้อมลู GenBank เมือ่น�ำเช้ือ

ทีศ่กึษาทัง้หมดมาเปรยีบเทยีบค่าความคล้ายคลงึของล�ำดบั

นวิคลโีอไทด์ (nucleotide identities) กบัเช้ืออ้างอิง Cux-1 

พบว่า แม้เชือ้ท่ีศกึษาและเชือ้อ้างองิจะมคีวามแตกต่างของ

นวิคลโีอไทด์มากกว่า 50 ต�ำแหน่ง (ไม่แสดงผลการทดสอบ) 

แต่โดยรวมแล้วพบว่ามีความคล้ายคลึงกันประมาณ  

96–99% (ตารางที ่2) แสดงให้เหน็ว่าเชือ้ CAV ทีศ่กึษามี

รปูที ่1 ผลการตรวจหายนี VP2 ของเชือ้ CAV จากตวัอย่างอวัยวะภายใน
บดรวมของไก่เนื้อ ด้วยวิธี PCR โดยแถว M แสดง 100 bp molecular 
weight marker (Promega, USA), แถว 1 แสดงผลลบต่อยีน VP2 และ

แถว 2 แสดงผลบวกต่อยีน VP2 ขนาด 420 bp 

การเปลี่ยนแปลงของล�ำดับนิวคลีโอไทด์น้อยมาก เมื่อ

พิจารณาส่วนที่ซ้อนทับกับยีน VP2 พบว่ามีนิวคลีโอไทด์

แตกต่างกัน 1 ต�ำแหน่ง โดยมกีารเปลีย่นแปลงจาก T เป็น G 

ในต�ำแหน่งที่ 892 (T892G) ซึ่งอาจจะท�ำให้เกิดการ

เปลีย่นแปลงของกรดอะมโินต�ำแหน่งที ่14 จาก serine เป็น 

alanine (S14A) ส่วนบริเวณอื่นของยีน VP1 พบการ

เปลีย่นแปลงของนวิคลโีอไทด์ท่ีส่งผลให้เกดิการแทนท่ีของ 

กรดอะมิโนรวม 12 ต�ำแหน่ง (ไม่แสดงผลการทดสอบ) 

นอกจากนีเ้มือ่เปรยีบเทยีบกบัลกัษณะพนัธกุรรมของเช้ือท่ี

พบในประเทศจีนพบว่ามีความคล้ายคลึงกันถึง 96–99% 

(ตารางที ่3) ซึง่สอดคล้องกับการศึกษาของ Wanasawaeng 

et al. (2013) 

M 1 2

การวเิคราะห์ล�ำดบักรดอะมโินของ VP1, VP2 และ VP3 

	 VP1 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 449 ตัว โดยเชื้อ 

CAV ท่ีศึกษามีการแทนท่ีของกรดอะมิโน (amino acid 

substitution) แตกต่างจากเช้ืออ้างองิ Cux-1 ในต�ำแหน่งที่ 

14, 97, 125, 144, 157, 213, 251, 254, 269, 287, 290, 

294, 370 และ 436 รวม 14 ต�ำแหน่ง โดยไม่พบการแทนที่

ของกรดอะมโินในต�ำแหน่งที ่75, 89, 125, 141 และ 144 

จากตารางที ่3 พบกรดอะมโินชนดิ threonine ในต�ำแหน่ง

ที ่89 (T89) เช่นเดียวกบัเชือ้อ้างองิ Cux-1 ซ่ึงเป็นลกัษณะ

ของเชื้อ CAV ที่ก่อโรครุนแรง โดยเชื้อ CAV ที่มี arginine 

แทนที่ threonine ในต�ำแหน่งที่ 89 (T89R) เป็นเชื้อที่มี

ความรุนแรงในการก่อโรคลดลง (Todd et al., 2002) 

นอกจากนี้ กรดอะมิโนล�ำดับท่ี 139–151 ในบริเวณที่มี

ความผันแปรสูง (hypervariable region) แสดงถึงความ

สามารถในการเพิ่มจ�ำนวนของไวรัสในเซลล์ (Renshaw 

et al., 1996) ซ่ึงเช้ือ CAV ท่ีศกึษาม ีlysine ในต�ำแหน่งที่ 

139 (K139) เหมือนกับเชื้ออ้างอิง ซึ่งสามารถเพิ่มจ�ำนวน

ในเซลล์เพาะเลีย้งได้ด ีแต่ม ีglutamic acid แทน aspartic 

acid ในต�ำแหน่งท่ี 144 (D144E) เช่นเดยีวกบัเช้ือ CAV อืน่

ใน cluster I และ II ส่วนเชือ้ท่ีพบ glutamine ในต�ำแหน่งที่ 

139 (K139Q) และ 144 (D144Q) เช่น เชื้อใน cluster III 

จะมีความสามารถในการเพิ่มจ�ำนวนและแพร่กระจายต�่ำ 

อีกทั้งพบว่าเชื้อ CAV ที่ศึกษามี glutamine ในต�ำแหน่งที่ 

394 (Q394) เช่นเดียวกับเช้ืออ้างอิงและเช้ือก่อโรคจาก

รายงานอื่น (Yao et al., 2019) โดยเชื้อที่พบ histidine 

แทนที ่glutamine (Q394H) มกัเป็นเชือ้ทีม่คีวามรนุแรงต�ำ่ 
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(Yamaguchi et al., 2001) นอกจากนี้ พบว่าเชื้อ CAV 

ที่ศึกษาใน subgroup Ib มี leucine ในต�ำแหน่งที่ 97 

(L97) และ 125 (L125) และพบ histidine ในต�ำแหน่งที่ 

294 (H294) ยกเว้นเชื้อ CAV จากอ�ำเภอตากฟ้า จังหวัด

นครสวรรค์ (NIAH115760/51) ที่มี methionine ใน

ต�ำแหน่งที่ 97 (M97)  Isoleucine (I) ในต�ำแหน่งที่ 125 

(I125) และ glutamine (Q) ในต�ำแหน่งที่ 294 (Q294) 

เหมือนกับเชื้ออ้างอิงและเชื้อจากวัคซีน 

ตารางที ่3 ความคล้ายคลงึของล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของเชือ้ CAV ทีศ่กึษากบัเชือ้ทีม่รีายงานในฐานข้อมลู GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST

หมายเหต ุ* เชื้อก่อโรคที่พบในประเทศไทยจากการศึกษาก่อนหน้า, ** เชื้อก่อโรคที่พบในประเทศจีน, ***เชื้อจากวัคซีน, ****เชื้อที่พบในประเทศอื่น

ตารางที่ 2 ข้อมูลและความคล้ายคลึงของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ CAV ที่ศึกษากับเชื้ออ้างอิง Cux-1 โดยใช้โปรแกรม BLAST

	 ผลการศึกษา VP2 พบว่า เชื้อ CAV ในการศึกษานี้

มลี�ำดบักรดอะมิโนเหมอืนกับเช้ือ CAV สายพนัธุอ์ืน่มากถงึ 

98-100% (ไม่แสดงผลการทดสอบ) ทัง้นี ้VP2 เป็นโปรตนี

ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนน้อยมาก โดยเฉพาะ

บริเวณเร่งปฏิกิริยา (catalytic site) ซึ่งอยู่ในต�ำแหน่งที่ 

94-103 (Peters et al., 2002) โดยพบว่าเชื้อ CAV ที่

ศึกษามี cysteine ในต�ำแหน่งที่ 95 (C95) และ 97 (C97) 

และม ีlysine ในต�ำแหน่งที ่102 (K102) ซึง่แสดงถงึความ

รูปที่ 2 แสดงต�ำแหน่งของยีน VP1, VP2 และ VP3 ของเชื้อ CAV
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	 การศกึษาความสัมพนัธ์ทางพันธกุรรมของเช้ือ CAV 

พบว่าสามารถจัดกลุ่มเช้ือตามความแตกต่างของล�ำดับ              

นิวคลีโอไทด์ของยีน VP1, VP2 และ VP3 ได้เป็น 3 กลุ่ม 

(รูปที่ 3) โดยเชื้อที่ศึกษามีรหัสพันธุกรรมใกล้เคียงกับเชื้อ

จากประเทศในทวีปเอเชียและเชื้อสายพันธุ์วัคซีนที่ใช้ใน             

ท้องตลาดเช่นเดยีวกับการศกึษาของ Wanasawaeng et al. 

(2013) ซึง่เชือ้ CAV ในการศกึษานีจ้ดัอยูใ่น cluster I และ

สามารถแบ่งเป็นกลุม่ย่อยได้อกี 2 กลุม่ คอื subgroup Ia และ 

Ib โดย subgroup Ia ประกอบด้วยเชือ้ CAV ทีศ่กึษาจากฟาร์ม

ในอ�ำเภอตากฟ้า จงัหวดันครสวรรค์ (NIAH115760/51) ซ่ึง              

จัดอยูใ่นกลุม่ย่อยเดยีวกันกับเช้ืออ้างองิ Cux-1 เชือ้สายพนัธ์ุ

วัคซีน Del-Ros (AF313470) และวัคซีน Nobilis P4 

(AJ890284) หรอื 26P4 (D10068) รวมท้ังเช้ือ CAV ท่ีพบใน

ประเทศจีน (KY486137) บังกลาเทศ (AF395114) ญี่ปุ่น 

(AB031296) สหรัฐอเมริกา (L14767) และเช้ือท่ีพบใน

ประเทศไทย (KC762965) โดย Wanasawaeng et al. (2013) 

ส่วน subgroup Ib ประกอบด้วยเชือ้ CAV ท่ีศกึษาจากฟาร์ม

ทีเ่หลอือกี 6 แห่ง ซึง่จดัอยูใ่นกลุม่ย่อยเดยีวกบัเชือ้ส่วนใหญ่

ทีพ่บในประเทศไทยท่ีศกึษาโดย Wanasawaeng et al. (2013) 

และเชือ้ทีพ่บในประเทศจนี (HQ872046 และ KY486155)

	 นอกจากนี้ พบว่าเช้ือ CAV จากออสเตรเลีย 

(EF683159 และ AF227982 ) มีความแตกต่างจากกลุ่ม

เชื้อข้างต้นจึงจัดอยู่ใน cluster II ในขณะที่เชื้อ CAV จาก

ประเทศมาเลเซีย (AF285882) ญี่ปุ่น (AB027470) และ

เช้ือท่ีพบในประเทศไทยสายพนัธุ ์TH-BR2-11 (KC762963) 

จากการศกึษาของ Wanasawaeng et al. (2013) จัดอยู่ใน 

cluster III ทั้งนี้ เชื้อ CAV สามารถจัดกลุ่มได้หลายแบบ 

ขึ้นอยู ่กับการออกแบบการวิ เคราะห์ผลของผู ้ วิ จัย 

(Wanasawaeng et al., 2013; Yao et al., 2019) แม้ว่า

เชื้อ CAV แต่ละสายพันธุ์จะมีรหัสพันธุกรรมที่แตกต่างกัน 

แต่กย็งัถอืว่ามคีวามแตกต่างของล�ำดับนวิคลโีอไทด์น้อยมาก 

และเชื้อจากวัคซีนที่ใช้ในปัจจุบันยังมีความใกล้เคียงกับ 

เชื้อ CAV ที่พบในประเทศไทย

สามารถในการเพิ่มจ�ำนวนและก่อโรคของเชื้อไวรัส โดย

เชื้อที่มี serine แทน cysteine ในต�ำแหน่งที่ 95 (C95S) 

และ 97 (C97S) ร่วมกับมี aspartic acid แทน lysine ที่

ต�ำแหน่ง 102 (K102D) จะมีความสามารถในการเพิ่ม

จ�ำนวนและก่อโรคลดลง (Peters et al., 2005) นอกจากนี้ 

พบว่าเชือ้ CAV ทีศ่กึษามกีรดอะมโินของ VP2 ทัง้ 216 ตวั

เหมือนกับเชื้ออ้างอิงทุกต�ำแหน่ง ยกเว้นเชื้อจากอ�ำเภอ

ชัยบาดาล จังหวัดลพบุรี (NIAH104368/52) ท่ีพบการ

แทนที่ของกรดอะมิโนนอก catalytic site 1 แห่ง โดยพบ

กรดอะมิโนชนิด valine แทน alanine ที่ต�ำแหน่ง 153 

(A153V) เช่นเดียวกับเชื้อ CAV ที่พบในจังหวัดลพบุรีและ

จงัหวดัเพชรบรูณ์จากรายงานก่อนหน้า (Wanasawaeng 

et al., 2013) เชื้อจากวัคซีน Del-Ros และเชื้อ CAV อื่น

ทีอ่ยูใ่น cluster II และ III โดยยงัไม่มรีายงานความสมัพนัธ์

ระหว่างการเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินในต�ำแหน่งดงักล่าว

กับการแสดงออกของเชื้อไวรัส

	 VP3 เป็นโปรตนีท่ีมกีารเปลีย่นแปลงของกรดอะมโิน

น้อยมากเช่นเดยีวกบั VP2 โดย VP3 ประกอบด้วยกรดอะมโิน 

121 ตวัและม ีproline เป็นส่วนประกอบจ�ำนวนมาก (proline 

rich protein) จากตารางที่ 3 พบว่าเชื้อ CAV ที่ศึกษามี 

threonine ในต�ำแหน่งที ่108 (T108) เช่นเดยีวกบัเชือ้อ้างองิ 

ซึง่ปฏกิริยิา phosphorylation ของ T108 มีความสัมพันธ์

กบัการเหนีย่วน�ำให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ซึง่จะเกิดกบั

เซลล์เน้ืองอกหรือเซลล์มะเร็งเท่านั้น (tumor-specific 

activity) (Rohn et al., 2002) ท�ำให้ปัจจุบันมีการศึกษา

ในการน�ำ VP3 ไปใช้รกัษาโรคมะเรง็ในคน (Maddika et al., 

2006) และพบว่าเชื้อ CAV ที่ศึกษาทั้งหมดมี arginine 

แทนท่ี lysine ทีต่�ำแหน่ง 116 (K116R) และบางสายพนัธุ์

มี asparagine แทนที่ serine ที่ต�ำแหน่ง 103 (S103N) 

และ arginine แทนที่ cysteine ที่ต�ำแหน่ง 118 (C118R) 

ทั้งน้ี ยงัไม่มรีายงานความสมัพันธ์ระหว่างการเปล่ียนแปลง

ของกรดอะมิโนในต�ำแหน่งดังกล่าวกับการแสดงออกของ

เชื้อไวรัส
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สรุปและข้อเสนอแนะ

	 การศกึษานี ้พบว่าการจัดกลุม่เช้ือ CAV ทีก่่อให้เกดิโรค

ในประเทศไทยสามารถท�ำได้โดยการตรวจลกัษณะทีแ่ตกต่าง

ทางพนัธกุรรมของยนี VP1 เปรียบเทยีบกับเชือ้ท่ีพบในต่าง

ประเทศ เชือ้ทีใ่ช้การผลติวคัซนีและเชือ้อ้างองิ โดยการวเิคราะห์

โครงสร้างของยนีและโอกาสในการเกดิการกลายพันธุ์ ซึ่ง

สามารถน�ำข้อมลูทีไ่ด้มาใช้ในการตรวจวเิคราะห์การระบาด

ของโรค การเฝ้าระวังการแพร่ของเชื้อสายพันธุ ์จาก             

ต่างประเทศ ตลอดจนอาจน�ำไปสูก่ารปรบัปรงุการผลิตวคัซีน

ทีใ่ช้ในการป้องกนัโรคให้สอดคล้องกบัเชือ้ทีก่่อโรคในอนาคต 

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีกลุ ่มไวรัสวิทยาและกลุ ่ม

ระบาดวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ในการตรวจ

วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการและสนับสนุนข้อมูลประกอบ

การวเิคราะห์ ขอบคณุส�ำนกังานปศสุตัว์จงัหวัดท่ีเกีย่วข้อง

ส�ำหรับการประสานงานและเกบ็ตัวอย่างในพืน้ที ่ขอบคณุ

เกษตรกรฟาร์มและศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์

ภาคเหนือตอนล่าง จังหวัดพิษณุโลก ส�ำหรับตัวอย่างที่ใช้

ในการศึกษาและอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้อง 

การวิเคราะห์ phylogenetic tree

รูปที่ 3	 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ในระดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1, VP2 และ VP3 ของเชื้อ CAV ในการศึกษานี้ () เปรียบเทียบ
กับเชื้อ CAV จากฐานข้อมูล GenBank ซึ่งจัดได้เป็น 3 กลุ่ม (cluster I, II และ III) โดย cluster I สามารถจัดกลุ่มย่อยได้เป็น subgroup Ia และ Ib

Ia

Ib
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