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Abstract

	 Backgrounds:  Chicken infectious anemia virus (CAV) can be grouped depending on 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 was 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 Chinese isolates 

96-100% and high similarity to Cux-1 reference strain 94-99%. 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 Chinese strains and 

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

contained amino acids at the significant position similar 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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บทคัดย่อ

	 ท่ีมาของการศกึษา : เชือ้ไวรสัโลหติจางติดต่อในไก่ 

(Chicken infectious anemia virus หรือ CAV) จัดได้

หลายกลุ ่มตามความแตกต่างของรหัสพันธุกรรม ซ่ึง

สัมพันธ์กับการก่อโรค ปัจจุบันข้อมูลของเชื้อ CAV ใน

ประเทศไทยยังมีจ�ำกัด การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

วิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน VP1, VP2 และ 

VP3 และเปรยีบเทยีบความสมัพนัธ์ของเชือ้ CAV ทีพ่บใน

ภาคกลางของประเทศไทยกบัเชือ้ทีพ่บในต่างประเทศและ

เชื้อสายพันธุ์วัคซีนจากฐานข้อมูลของ GenBank

	 วธิกีาร :  ตรวจหายนี VP2 ด้วยวธิ ีPCR จากอวยัวะ

ภายในบดรวมของไก่เนือ้อาย ุ2-3 สปัดาห์ จากฟาร์มทีเ่กดิโรค 

7 แห่ง ในจงัหวัดนครสวรรค์ ลพบุร ีและสระบุรี ระหว่างปี 

พ.ศ. 2551-2552 คัดเลือกตัวอย่างทีพ่บแถบสารพนัธุกรรม

ชดัเจนทีส่ดุฟาร์มละ 1 ตวัอย่าง มาเพิม่จ�ำนวนยนี VP1, VP2 

และ VP3 ด้วย primer ท่ีออกแบบเอง จากนัน้ โคลนยนีและ

ท�ำ DNA sequencing เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระดับ

นิวคลีโอไทด์ระหว่างเชื้อท่ีศึกษานี้กับเชื้อในฐานข้อมูล 

GenBank ด้วย phylogenetic tree และวิเคราะห์รหัส

พันธุกรรมในระดับกรดอะมิโน 

	 ผล : เชือ้ CAV ทีศ่กึษาทัง้หมดมลี�ำดบันวิคลโีอไทด์

เหมือนกับเช้ือที่พบในประเทศจีนสูง 96–100% และ

เหมอืนกบัเชือ้อ้างองิ Cux-1 สงู 94–99% เม่ือจดักลุม่โดย 

phylogenetic tree พบว่าเชือ้ CAV ทีศ่กึษาจดัอยูใ่นกลุ่ม

เดยีวกบัเชือ้อ้างอิง Cux-1 เชือ้สายพนัธ์ุวคัซนี เชือ้ทีพ่บใน

สหรัฐอเมริกาและอีกหลายประเทศในทวีปเอเชีย ทั้งนี้  

เชื้อส่วนใหญ่ที่พบในประเทศไทยจัดอยู่ในกลุ่มย่อยเดียว

กบัเชือ้ทีพ่บในประเทศจีนบางสายพนัธุแ์ละอยูต่่างกลุม่กบั

เชือ้สายพนัธุอ์ืน่ข้างต้น เมือ่วเิคราะห์ล�ำดบักรดอะมิโนพบว่า 

เชื้อ CAV ที่พบในภาคกลางของประเทศไทยมีกรดอะมิโน

ในต�ำแหน่งส�ำคญัเหมอืนกบัเชือ้ CAV ทีก่่อโรครนุแรง และ

มีกรดอะมิโนในส่วนของ VP1 แตกต่างจากเชื้อที่พบใน

ประเทศอื่นและเชื้อสายพันธุ์วัคซีนโดยเฉพาะต�ำแหน่งที่ 

97, 125 และ 294 

	 สรปุ : ข้อมลูลกัษณะทางพนัธกุรรมและความสัมพนัธ์

ของเชือ้ CAV ในการศกึษานี ้สามารถน�ำมาใช้เป็นฐานข้อมลู

ของเชือ้ไวรัสในประเทศไทย เพือ่เป็นแนวทางในการควบคมุ 

ป้องกนั และเฝ้าระวงัโรคโลหิตจางตดิต่อในไก่ต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ: ลักษณะทางพันธุกรรม, ความสัมพันธ์ทาง

พนัธกุรรม, เชือ้ไวรสัโลหติจางตดิต่อในไก่, ไก่เนือ้, ภาคกลาง

ของประเทศไทย

บทน�ำ

	 เช้ือไวรสัโลหติจางตดิต่อในไก่ (Chicken infectious 

anemia virus, CAV) เป็นสาเหตุของโรคโลหิตจางติดต่อ

ในไก่ ซึ่งส่งผลกระทบต่ออุตสาหกรรมการผลิตสัตว์ปีก         

ทัว่โลก ท�ำให้ไก่อายนุ้อยมอีตัราการตายสงูโดยเฉพาะช่วง

อายุ 2-4 สัปดาห์ (น�ำดี และคณะ, 2544) ไก่ป่วยจะซึม 

กนิอาหารลดลง พบจดุเลือดออกทีช่ัน้ใต้ผิวหนงั และกล้ามเนือ้ 

เยือ่เมอืกซีด ต่อมไทมสัฝ่อ และค่าฮมีาโตครติต�ำ่ ไก่อายมุาก

จะมีภูมิคุ ้มกันต�่ำลงท�ำให้ติดเชื้ออื่นแทรกซ้อนได้ง่าย 

(McNulty, 1991) โรคนีป้้องกนัได้ด้วยการให้เชือ้สายพนัธ์ุ

วคัซนี เช้ือแพร่กระจายผ่านทางมูลสัตว์และถ่ายทอดเชือ้สู่

ลกูไก่ผ่านทางไข่ฟักได้ (น�ำด ี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 

antibodies (Noteborn et al., 1998) และส่วน VP3 
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หรือ apoptin (16 kDa) เป็นโปรตีนที่ท�ำให้เกิดการตาย

ของเซลล์เนื้องอกแบบ apoptosis (Noteborn et al., 

1994) เชื้อ CAV ทั่วโลกจัดอยู่ในซีโรไทป์เดียวกัน ยกเว้น

เชื้อ CAV-7 ของสหรัฐอเมริกาซึ่งจัดอยู่ในซีโรไทป์ 2 

(Spackman et al., 2002a, 2002b) และสามารถจดักลุม่

ตามความแตกต่างของรหัสพันธุกรรมซึ่งสัมพันธ์กับการ 

ก่อโรคของเชือ้ไวรสั (Li et al., 2017; Abdel-Mawad et al., 

2018) จากการศึกษาเชื้อ CAV ในประเทศไทยของ 

Wanasawaeng et al. (2013) ซึง่ศกึษาโปรตนี VP1 พบว่า

มีล�ำดบันิวคลีโอไทด์เหมือนกบัเชือ้ท่ีพบในประเทศจนีและ

ญี่ปุ ่น รวมทั้งเหมือนกับเชื้อสายพันธุ ์วัคซีนท่ีใช ้ใน

ประเทศไทย ทั้งนี้ข้อมูล CAV ของประเทศไทยยังจ�ำกัด 

อยู่เฉพาะบางส่วนของโปรตีน VP1 เท่านั้น ดังนั้นจึงควร

มีการศึกษาโปรตีน VP1, VP2 และ VP3 เพิ่มเติม เพื่อให้

ได้ข้อมูลโปรตีนทั้ง 3 ชนิดของเชื้อ CAV ในประเทศไทย

	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาลักษณะทาง

พันธุกรรม และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ CAV ที่

ระบาดในภาคกลางของประเทศไทยเปรียบเทียบกับเช้ือ

ในต่างประเทศและเชื้อสายพันธุ์วัคซีนในฐานข้อมูลของ 

GenBank เพือ่ใช้เป็นข้อมลูสนบัสนนุในการควบคมุ ป้องกนั 

และเฝ้าระวังโรคโลหติจางตดิต่อในไก่ของประเทศไทยต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ

ตัวอย่าง 

	 รวบรวมตัวอย่างอวัยวะภายใน ได้แก่ ต่อมไทมัส 

ตับ ม้าม และไขกระดูกของไก่เนื้ออายุ 2-3 สัปดาห์ ที่ให้

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  

การตรวจสอบสารพนัธกุรรมของเช้ือ CAV ด้วยวธิ ีPCR

	 เตรียม 10% suspension ของอวัยวะภายใน              

บดรวมในสารละลาย phosphate buffer saline (PBS), 

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

เวลา 15 นาท ีแล้วน�ำของเหลวใสส่วนบนทีป่ั่นแยกได้ มาสกดั

สารพันธุกรรมชนิด DNA ด้วยชุดสกัดสารพันธุกรรม 

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 Go Taq 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) โดยตั้งค่า PCR cycle 

ดงันี ้95°C, 2 นาที และ 35 รอบของโปรแกรม (denaturation 

ที่ 95°C, 45 วินาที; annealing ท่ี 55°C, 45 วินาที; 

extension ที่ 72°C, 1 นาที) ตามด้วย 72°C, 10 นาที 

ตรวจสอบ PCR product โดยวิธี electrophoresis           

บน agarose gel 1% ที่ย้อมด้วย ethidium bromide 

และอ่านผลด้วยเครื่อง Syngene Gel documentation 

UGenius (FisherScientific, USA) ซ่ึงผลบวกจะแสดงแถบ 

DNA ขนาด 420 bp โดยมีตัวอย่างควบคุมบวกเป็นเชื้อ 

CAV ท่ียืนยันผลการทดสอบด้วยการวิเคราะห์รหัส

พนัธกุรรม (DNA sequencing) และตวัอย่างควบคมุลบเป็น 

nuclease-free water 

การเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรมของยนี VP1, VP2 และ VP3   

	 คัดเลือกตัวอย่างท่ีพบแถบสารพันธุกรรมจากการ

ตรวจยนี VP2 ทีชั่ดเจนทีส่ดุฟาร์มละ 1 ตวัอย่าง ไปวเิคราะห์

รหัสพันธุกรรมด้วยการเพิ่มปริมาณยีน VP1, VP2 และ 

VP3 จากสารพันธุกรรมของตัวอย่างที่คัดเลือก 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   

	 จากนั้นเตรียมส่วนผสมส�ำหรับท�ำ PCR โดยใช้ชุด

น�้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 ท่ีสกดัได้ 3 µl 
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ในปฏิกิริยารวม 25 µl น�ำไป run ด้วยเครื่อง T100TM 

thermal cycler (Biorad, USA) โดยตั้งค่าการท�ำ PCR 

ดังนี้  95°C, 2 นาที และ 35 รอบของโปรแกรม 

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

1 นาท ีตามชนิดของ primer; extension ท่ี 72°C, 1 นาที) 

ตามด้วย 72°C, 10 นาที และ hold ไว้ที่ 4°C ตรวจสอบ 

PCR product โดยวิธี electrophoresis บน agarose 

gel 1% ทีย้่อมด้วย ethidium bromide และอ่านผลด้วย

เครื่อง Syngene Gel documentation UGenius 

(FisherScientific, USA)

การโคลนยีนและ DNA sequencing

	 สกัดสารพันธุกรรมจาก PCR product ที่ได้จาก 

primer แต่ละคู่บน agarose gel ด้วย QIAquick Gel 

Extraction kit (QIAGEN, Germany) และท�ำให้บรสุิทธิด้์วย 

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) จากนั้น คัดเลือกโคโลนีสีขาวบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) agar ที่เติมยาปฏิชีวนะ

แอมพิซิลิน X-gal และ IPTG (blue/white screening) 

น�ำมาสกัดพลาสมิด DNA สายผสมด้วย NucleoSpinTM 

Plasmid (Macherey-Nagel GmbH, Germany) แล้ว

ตรวจสอบด้วยวิธี PCR 

	 จากนั้นน�ำพลาสมิดสายผสมที่ได้มาหาล�ำดับสาร

พันธุกรรม โดยใช้ DNA 10-30 ng และ Bigdye™ 

terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied 

Biosystem, USA) ด้วยเครื่องวิเคราะห์ล�ำดับสาร

พันธุกรรม ABI 3130 DNA genetic analyzer (Applied 

Biosystems, USA) ตามขั้นตอนที่บริษัทผู้ผลิตแนะน�ำ 

 

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 

ผลและวิจารณ์

ผลการตรวจด้วยวิธี PCR	

	 ตรวจพบผลบวกของยีน VP2 ขนาด 420 bp จาก

อวยัวะภายในบดรวมทัง้ 15 ตวัอย่าง (รปูที ่1) ซึง่การตรวจ

หาเชื้อ CAV ด้วยวิธี PCR ในปัจจุบัน นิยมใช้การตรวจหา

ยนี VP2 เนือ่งจากสามารถตรวจพบได้หลงัจากการตดิเชือ้

ในเวลาเพียง 12 ชั่วโมง (Peters et al., 2005, 2006) ใน

ขณะทีย่นี VP1 จะตรวจพบภายหลงัจากตดิเชือ้ไปแล้ว 24 

ชั่วโมง (Douglas et al., 1995) 

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
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ผลการวเิคราะห์รหสัพนัธกุรรมของยีน VP1, VP2 และ VP3 

	 คัดเลือกตัวอย่างที่พบแถบสารพันธุกรรมชัดเจน

ที่สุดของแต่ละฟาร์ม รวม 7 ตัวอย่าง ไปโคลนเพื่อเพิ่ม

จ�ำนวนยีน VP1, VP2 และ VP3 แล้วตรวจวิเคราะห์รหัส

พนัธกุรรมด้วยวิธ ีDNA sequencing จากการศึกษาพบว่า 

เชื้อ CAV ที่ศึกษามีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 3 ยีนยาว

ประมาณ 1,820 นวิคลโีอไทด์ (nt) ในต�ำแหน่งท่ี 380–2199 

และมีส่วน ORFs เริ่มจากยีน VP2 ซึ่งอยู่ในต�ำแหน่งที่ 

380–1,030 (651 nt) ถัดมาเป็นยีน VP3 ซึ่งซ้อนอยู่กับ

ยีน VP2 ในต�ำแหน่งที่ 486-851 (366 nt) และส่วนท้าย

เป็นยนี VP1 ในต�ำแหน่งที ่853-2199 (1349 nt) เช่นเดยีว

กบัเชือ้อ้างองิ Cux-1 ในฐานข้อมูล GenBank (NCBI, 2000)

	 เมือ่วเิคราะห์รหสัพนัธกุรรมด้วยโปรแกรม BLAST 

โดยการเปรยีบเทยีบกบัเชือ้ CAV ในฐานข้อมลู GenBank 

จากตารางที่ 2 พบว่าเชื้อ CAV ที่ศึกษาทั้งหมดมีค่า              

ความเหมอืนของล�ำดบันิวคลโีอไทด์ (nucleotide identities) 

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 

ตารางที่ 2 ข้อมูลและค่าความเหมือนของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ CAV ที่ศึกษากับเชื้ออ้างอิง Cux-1

รหัส จังหวัด อำ�เภอ
ปีที่พบ 
(พ.ศ.)

สายพันธ์ุ
ค่าความเหมือนของ

นิวคลีโอไทด์

NIAH 104075/51 นครสวรรค์ ท่าตะโก 2551 CAV/Thatako/NakornSawan/2008 96.29%

NIAH 104076/51 นครสวรรค์ เมือง 2551 CAV/Mueang/NakornSawan/2008 94.04%

NIAH 106509/51 นครสวรรค์ หนองบัว 2551 CAV/NongBua/NakornSawan/2008 96.88%

NIAH 115760/51 นครสวรรค์ ตากฟ้า 2551 CAV/TakFa/NakornSawan/2008 99.38%

NIAH 106146/51 สระบุรี พระพุทธบาท 2551 CAV/PhraPhutthabat/Saraburi/2008 96.62%

NIAH 104822/51 ลพบุรี พัฒนานิคม 2551 CAV/PhatthanaNikhom/Lopburi/2008 98.30% 

NIAH 104368/52 ลพบุรี ชัยบาดาล 2552 CAV/ChaiBadan/Lopburi/2009 97.47%

เหมือนกับเช้ือท่ีพบในประเทศจีนสูงถึง 96–100% เช่น

เดียวกับการศึกษาของ Wanasawaeng et al. (2013) 

และเหมอืนกบัเช้ืออ้างองิ Cux-1 ประมาณ 94–99% แสดง

ให้เห็นว่าเช้ือ CAV ท่ีศึกษามีการเปลี่ยนแปลงของล�ำดับ

นิวคลีโอไทด์น้อยมาก 

ผลการวิเคราะห์ phylogenetic tree

	 จากรูปที่ 2 พบว่า สามารถจัดกลุ่มเชื้อ CAV ตาม

ความแตกต่างของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VP1, VP2 

และ VP3 ได้เป็น 3 กลุ่ม โดยเชื้อที่ศึกษามีรหัสพันธุกรรม

ใกล้เคยีงกบัเชือ้จากประเทศในทวปีเอเชยีและเชือ้สายพนัธ์ุ

วัคซีนท่ีใช ้ในท้องตลาดเช ่นเดียวกับการศึกษาของ 

Wanasawaeng et al. (2013) ซึ่งเชื้อ CAV ในการศึกษา

นี้จัดอยู่ใน cluster I และสามารถแบ่งเป็นกลุ่มย่อยได้อีก 

2 กลุ่ม คือ subgroup Ia และ Ib โดย subgroup Ia 

ประกอบด้วยเชื้อ CAV ที่ศึกษาจากฟาร์มใน อ.ตากฟ้า 

จ.นครสวรรค์ (NIAH 115760/51) ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มย่อย

เดยีวกนักบัเช้ืออ้างองิ Cux-1 เช้ือสายพนัธุว์คัซนี Del-Ros 

(AF313470) และวัคซีน Nobilis P4 (AJ890284) หรือ 

26P4 (D10068) รวมทั้งเชื้อ CAV ที่พบในประเทศจีน 

(KY486137) บังกลาเทศ (AF395114) ญีปุ่่น (AB031296) 

สหรฐัอเมรกิา (L14767) และเชือ้ทีพ่บในประเทศไทยสายพนัธุ์ 

TH-BR4-11 (KC762965) จากการศึกษาก่อนหน้า 

(Wanasawaeng et al., 2013) ส่วน subgroup Ib 

ประกอบด้วยเชือ้ CAV ทีศ่กึษาจากฟาร์มทีเ่หลอือกี 6 แห่ง 

ซ่ึงจัดอยู ่ ในกลุ ่มย ่อยเดียวกับเชื้อส ่วนใหญ่ท่ีพบใน

ประเทศไทยจากการศกึษาก่อนหน้า (Wanasawaeng et al., 

2013) และเชือ้ทีพ่บในประเทศจนีบางสายพนัธุ ์(HQ872046 

และ KY486155)
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	 นอกจากน้ี พบว่าเชื้อ CAV จากออสเตรเลีย 

(EF683159 และ AF227982 ) มีความแตกต่างจากกลุ่ม

เชื้อข้างต้นจึงจัดอยู่ใน cluster II ในขณะที่เชื้อ CAV จาก

ประเทศมาเลเซีย (AF285882) ญี่ปุ่น (AB027470) และ

เชื้ อที่พบในประเทศไทยสายพันธุ ์  TH-BR2-11 

(KC762963) จากการศึกษาของ Wanasawaeng et al. 

(2013) จัดอยู่ใน cluster III ทั้งนี้ เชื้อ CAV สามารถจัด

กลุม่ได้หลายแบบ ขึน้อยูกั่บการออกแบบการวเิคราะห์ผล

ของผู้วิจัย (Wanasawaeng et al., 2013; Yao et al., 

2019) แม้ว่าเชื้อ CAV แต่ละสายพันธุ์จะมีรหัสพันธุกรรม

ที่แตกต่างกัน แต่ก็ยังถือว่ามีความแตกต่างของล�ำดับ         

นิวคลีโอไทด์น้อยมาก และเชื้อสายพันธุ ์วัคซีนที่ใช้ใน

ปัจจบัุนยงัมคีวามใกล้เคยีงกบัเชือ้ CAV ทีพ่บในประเทศไทย

ผลการวเิคราะห์ล�ำดบักรดอะมโินของ VP1, VP2 และ VP3 

	 ผลการศึกษาพบว่า VP1 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 

รูปที่ 2	  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

449 ตวั โดยเชือ้ CAV ทีศ่กึษามกีารแทนท่ีของกรดอะมโิน 

(amino acid substitution) แตกต่างจากเชื้ออ้างอิง 

Cux-1 ในต�ำแหน่งที่ 14, 97, 125, 144, 157, 213, 251, 

254, 269, 287, 290, 294, 370 และ 436 รวม 14 แห่ง 

โดยไม่พบการแทนทีข่องกรดอะมโินในต�ำแหน่งท่ี 75, 89, 

125, 141 และ 144 จากตารางที่ 3 พบกรดอะมิโนชนิด 

threonine (T) ในต�ำแหน่งท่ี 89 (T89) เช่นเดียวกับ              

เชื้ออ้างอิง Cux-1 ซึ่งเป็นลักษณะของเชื้อ CAV ที่ก่อโรค

รนุแรง (highly pathogenic) โดยเช้ือ CAV ท่ีม ีarginine (R) 

ในต�ำแหน่งที่ 89 (T89R) เป็นเชื้อที่มีความรุนแรงในการ

ก่อโรคลดลง (Todd et al., 2002) นอกจากนีก้รดอะมโิน

ล�ำดับท่ี 139–151 ในบริเวณท่ีมีความผันแปรสูง 

(hypervariable region) แสดงถึงความสามารถในการ

เพิ่มจ�ำนวนของไวรัสในเซลล์ (Renshaw et al., 1996) 

ซึ่งเชื้อ CAV ที่ศึกษามี lysine (K) ในต�ำแหน่งที่ 139 

(K139) เหมือนกับเชื้ออ้างอิง Cux-1 ซ่ึงสามารถเพิ่ม
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จ�ำนวนในเซลล์เพาะเลี้ยงได้ดี แต่มี glutamic acid (E) 

แทน aspartic acid (D) ในต�ำแหน่งที่ 144 (D144E) เช่น

เดียวกับเชื้อ CAV อื่นใน cluster I และ II ส่วนเชื้อที่พบ 

glutamine (Q) ในต�ำแหน่งที่ 139 (K139Q) และ 144 

(D144Q) เช่น เชื้อใน cluster III จะมีความสามารถใน 

การเพิ่มจ�ำนวนและแพร่กระจายต�่ำ อีกทั้งพบว่าเชื้อ CAV 

ที่ศึกษามี glutamine (Q) ในต�ำแหน่งที่ 394 (Q394) เช่น

เดียวกับเชื้ออ้างอิง Cux-1 และเชื้อก่อโรคจากรายงานอื่น 

(Yao et al., 2019) โดยเชื้อที่พบ histidine (H) แทนที่ 

(Q394H) มกัเป็นเชือ้ทีม่คีวามรนุแรงต�ำ่ (Yamaguchi et al., 

2001) นอกจากน้ี พบว่าเชือ้ CAV ทีศึ่กษาใน subgroup Ib 

มี leucine (L) ในต�ำแหน่งที่ 97 (L97) และ 125 (L125) 

และพบ histidine (H) ในต�ำแหน่งที่ 294 (H294) ยกเว้น

เชือ้ CAV จาก อ.ตากฟ้า จ.นครสวรรค์ (NIAH 115760/51) 

ทีม่ ีmethionine (M) ในต�ำแหน่งที ่97 (M97) Isoleucine (I) 

ในต�ำแหน่งที่ 125 (I125) และ glutamine (Q) ใน

ต�ำแหน่งที ่294 (Q294) เหมอืนกบัเชือ้อ้างองิ Cux-1 และ

เชื้อสายพันธุ์วัคซีน 

	 ผลการศึกษา VP2 พบว่า เชื้อ CAV ในการศึกษานี้

มลี�ำดบักรดอะมิโนเหมอืนกับเชือ้ CAV สายพันธุอ์ืน่มากถึง 

98-100% ท้ังนี ้VP2 เป็นโปรตีนทีม่กีารเปลีย่นแปลงของ 

กรดอะมิโนน้อยมาก โดยเฉพาะบริเวณเร่งปฏิกิริยา 

(catalytic site) ซึง่อยูใ่นต�ำแหน่งที ่94-103 (Peters et al., 

2002) โดยพบว่าเชื้อ CAV ที่ศึกษามี cysteine (C) ใน

ต�ำแหน่งที่ 95 (C95) และ 97 (C97) และมี lysine (K) ใน

ต�ำแหน่งที่ 102 (K102) ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการ

เพ่ิมจ�ำนวนและก่อโรคของเชือ้ไวรสั โดยเชือ้ทีม่ ีserine (S) 

แทน cysteine (C) ในต�ำแหน่งที่ 95 (C95S) และ 97 

(C97S) ร่วมกับมี aspartic acid (D) แทน lysine (K) ที่

ต�ำแหน่ง 102 (K102D) จะมีความสามารถในการเพิ่ม

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

พบว่าเชือ้ CAV ทีศ่กึษามกีรดอะมโินของ VP2 ทัง้ 216 ตวั

เหมือนกับเชื้ออ้างอิง Cux-1 ทุกต�ำแหน่ง ยกเว้นเชื้อจาก 

อ.ชยับาดาล จ.ลพบรุ ี(NIAH 104368/52) ทีพ่บการแทนท่ี

ของกรดอะมิโนนอก catalytic site 1 แห่ง โดยพบกรด

อะมโินชนิด valine (V) แทน alanine (A) ทีต่�ำแหน่ง 153 

(A153V) เช่นเดียวกับเชื้อ CAV ที่พบใน จ. ลพบุรีและ            

จ. เพชรบรูณ์ จากรายงานก่อนหน้า (Wanasawaeng et al., 

2013) เชื้อสายพันธุ์วัคซีน Del-Ros และเชื้อ CAV ใน 

Cluster II และ III โดยยงัไม่มรีายงานความสมัพนัธ์ระหว่าง

การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในต�ำแหน่งดังกล่าวกับ

การแสดงออกของเชื้อ CAV

	 VP3 เป็นโปรตนีท่ีมกีารเปลีย่นแปลงของกรดอะมโิน

น้อยมากเช่นเดียวกับ VP2 โดย VP3 ประกอบด้วย               

กรดอะมิโน 121 ตัวและมี proline (P) เป็นส่วนประกอบ

จ�ำนวนมาก (proline rich protein) จากตารางท่ี 3 พบว่า 

เชื้อ CAV ที่ศึกษามี threonine (T) ในต�ำแหน่งที่ 108 

(T108) เช่นเดียวกับเชื้ออ้างอิง Cux-1 ซึ่งปฏิกิริยา 

phosphorylation ของ T108 มีความสัมพันธ์กับ             

การเหนี่ยวน�ำให้เซลล์ตายแบบ apoptosis ซึ่งจะเกิดกับ

เซลล์เนื้องอกหรือเซลล์มะเร็งเท่านั้น (tumor-specific 

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

ในการน�ำ VP3 ไปใช้รกัษาโรคมะเรง็ในคน (Maddika et al., 

2006) และพบว่าเชือ้ CAV ทีศ่กึษาทัง้หมดม ีarginine (R) 

แทนที ่lysine (K) ท่ีต�ำแหน่ง 116 (K116R) และบางสายพนัธุ์

ม ีasparagine (N) แทนที ่serine (S) ทีต่�ำแหน่ง 103 (S103N) 

และ arginine (R) แทนที่ cysteine (C) ที่ต�ำแหน่ง 118 

(C118R) ท้ังนี้ ยังไม่มีรายงานความสัมพันธ์ระหว่าง                

การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในต�ำแหน่งดังกล่าวกับ

การแสดงออกของเชื้อ CAV 

สรุปและข้อเสนอแนะ

	 การศึกษานี้ พบว่าการจัดกลุ ่มเชื้อ CAV ด้วย               

การสร้าง phylogenetic tree ขึ้นอยู่กับความแตกต่าง

ของยีน VP1 เป็นหลัก โดยเช้ือ CAV ท่ีศึกษามีรหัส

พันธุกรรมเหมือนกับเช้ือท่ีพบในประเทศจีนสูงถึง                  

96–100% และเหมือนกับเชื้ออ้างอิง Cux-1 94-99%               

เมื่อวิเคราะห์ล�ำดับกรดอะมิโนพบว่าเชื้อ CAV ที่พบใน 

ภาคกลางของประเทศไทย มกีรดอะมโินในต�ำแหน่งส�ำคญั

เหมือนกับเช้ือ CAV ท่ีก่อโรครนุแรง และม ีVP1 แตกต่าง

จากเช้ืออ้างอิง เช้ือสายพันธุ ์วัคซีน และเช้ือท่ีพบใน 

ประเทศอื่น โดยเฉพาะต�ำแหน่งท่ี 97, 125 และ 294             

ทั้งนี้  เชื้อ CAV ที่ศึกษา ทุกสายพันธุ์มีรหัสพันธุกรรม            

แตกต่างกนัน้อยมากและมคีวามใกล้เคยีงกับเชือ้สายพนัธุ์

วัคซีนที่ใช้ในท้องตลาด
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