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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

เชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 (Avian Influenza virus subtype H5N1) เปนเชื้อไวรัส 
สายพนัธุที่กอโรครุนแรงทั้งในสัตวปกและคน สงผลใหเกิดความเสยีหายทัง้ดานเศรษฐกิจและ
สาธารณสุขเปนอยางมาก เชือ้ไขหวัดนกเปนเชื้อไวรัสที่แพรกระจายไปไดกวางขวางและรวดเร็ว
สงผลใหมกีารระบาดของเชือ้ไขหวัดนกไปยังหลายประเทศทั่วโลก ลักษณะพิเศษของเชื้อ     
ไขหวัดนกนี้ คอืเปนเชื้อที่เกดิการเปลี่ยนแปลงทางพันธกุรรมตลอดเวลา จนอาจเกิดเปนเชื้อ 
ไขหวัดนกสายพันธุใหมที่มีความกอโรครุนแรงจนทาํใหเกิดการระบาดครั้งใหม ดงันัน้โรคไขหวัดนก      
สายพนัธุ H5N1 จึงถือเปนโรคอุบัติใหม (emerging disease) และอุบัติซ้ํา (re-emerging 
disease) ที่หลายประเทศทัว่โลกกาํลังใหความสาํคัญและตื่นตัวในการหามาตรการปองกันและ
ควบคุมการระบาดของโรค  

เชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 แยกไดเปนครั้งแรกจากไกในประเทศสกอตแลนดเมื่อ       
ป ค.ศ. 1959 สวนในทวีปเอเชียมีรายงานการระบาดของโรคไขหวัดนก H5N1 ในคนเปนครัง้แรก
เมื่อป ค.ศ. 1997 ที่ประเทศฮองกง โดยมผีูเสียชีวิตจาํนวน 6 คน จากผูปวยติดเชื้อทั้งหมดจํานวน 
18 คน ซึ่งเปนชวงเดียวกับทีม่ีการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในสัตวปก ผูติดเชื้อไขหวัดนกสวนใหญ
เคยมีประวัติสัมผัสหรืออยูใกลชิดกับสัตวปกในตลาดสด และพบลักษณะทางพันธกุรรมของเชื้อ
ไวรัสที่ทาํใหเกดิโรคในผูปวยมีความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสที่แยกไดจากไก แสดงวาไดวาเชื้อ  
ไขหวัดนกสามารถแพรจากสัตวปกไปสูคนไดโดยตรง (Chan, 2002; Claas et al., 1998) ตั้งแตป 
พ.ศ. 2546 เปนตนมามีการระบาดของโรคไขหวัดนกในหลายประเทศในทวีปเอเชีย ยุโรป และแอฟ
ริกา (WHO, 2008) และพบวาเกษตรกรและผูประกอบอาชีพที่เกีย่วของกับสัตวปกเปนกลุมที่มี
ความเสีย่งสงูตอการติดเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 (Chen et al., 2006) 

ในประเทศไทยพบการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในสัตวปกแบงเปน 6 ระยะใหญ โดยครั้ง
แรกเกิดขึ้นระหวางมกราคม-พฤศจิกายน พ.ศ. 2547 คร้ังที ่2 ระหวางกรกฎาคม พ.ศ. 2547-
เมษายน พ.ศ. 2548 คร้ังที่ 3 ระหวางกรกฎาคม-พฤศจกิายน พ.ศ. 2548 คร้ังที่ 4 ในเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2549 คร้ังที่ 5 ในระหวางเดือนมกราคม-มีนาคม พ.ศ. 2550 และครั้งลาสุดคือ
เดือนมกราคม พ.ศ. 2551 (DLD, 2008) การระบาดของโรคไขหวัดนกในคนในประเทศไทยโดย
รายงานขององคการอนามยัโลกตั้งแตป พ.ศ. 2547 ถึง 5 มีนาคม พ.ศ. 2551 มีผูเสยีชีวิตจากเชือ้
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ไขหวัดนกจาํนวน 17 คน จากผูติดเชื้อจํานวนทั้งหมด 25 คน (รายงานเมื่อวันที่ 5 มีนาคม พ.ศ. 
2551) (WHO, 2008) โดยผูติดเชื้อสวนใหญมีประวัติการเก็บเนื้อไกทีป่วยตายไวในบาน การสัมผัส
ไกตายหรือไกปวย รวมถงึการเชือดและชําแหละไกปวย (ดารินทรและคณะ, 2004; 
Chotpitayasunondh et al., 2005; Ungchusak et al., 2005) แสดงใหเหน็วาการสัมผัสสัตวปวย 
สัตวที่ติดเชื้อและผลิตภัณฑจากสัตวที่มีการปนเปอนของเชื้อไขหวัดนก อาจเปนปจจัยเสี่ยงสําคญั
ในการติดเชื้อไขหวัดนกในคน อีกทัง้ลักษณะการบริโภคสัตวปกในหลายประเทศทัว่โลกรวมถึง
ประเทศไทยนัน้ สวนใหญซือ้ไกจากตลาดคาสัตวปกมีชวีิตและตลาดสด ซึ่งบางครั้งอาจมีการเชือด
และชําแหละสัตวปกที่จุดขาย ตลาดคาสตัวปกมีชวีิตและตลาดสดลักษณะดังกลาวสามารถพบได
ทั่วไปในประเทศไทย ดังนัน้ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดจึงอาจเปนสถานทีส่ําคัญสําหรับ 
การเพิม่โอกาสในการแพรเชื้อไขหวัดนกในสัตวปกและคนได 

ในปจจุบนัการตรวจวินิจฉัยเชื้อไขหวัดนกมีหลายวิธ ีเชน ชุดทดสอบสําเร็จรูปที่อาศัยการ
ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัส ซึ่งสามารถตรวจหาเชื้อไขหวัดไดอยางรวดเร็ว แตวธิีนี้ยงัมี
ขอจํากัดคือไมอาจตรวจแยกสายพนัธุ (subtype) ของเชื้อไขหวัดไดและมีความไวต่ํากวาวิธี
มาตรฐาน สวนวิธทีี่ไดรับการยอมรับวามีความไวสงูสดุและถือเปนวิธีมาตรฐานคือ วธิีการเพาะ
แยกเชื้อไวรัสโดยการฉีดเขาไขไกฟก (embryonated egg  inoculation) หรือเซลลเพาะเลี้ยง
ตอเนื่อง (Madin-Darby canine kidney; MDCK) และนําไปตรวจวเิคราะหคุณสมบัติทาง
แอนติเจนของเชื้อไขหวัดดวยวิธ ีHemagglutination test (HA) และยืนยนัผลของเชือ้ไขหวัดและ
แยกสายพันธุดวยการวิเคราะหสารพันธุกรรมโดยวิธีการทางอณูชีววิทยา  

การตรวจติดตามหาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่แยกไดจากสัตวปกมีชีวิตและ
เนื้อสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในประเทศไทย และศึกษาลกัษณะทางอณู
ชีววทิยาของยนี H5 และ N1 ของเชื้อไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 ที่แยกได จะทาํใหทราบถึง
อุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกในสัตวปกมชีีวิตและเนื้อสัตวปกในตลาดในประเทศไทย และทราบ
ขอมูลความเสีย่งของการปนเปอนของเชื้อไขหวัดนกในสตัวปกมีชวีิตและเนื้อสัตวปก รวมทั้งขอมูล
รหัสพันธุกรรมและความสัมพันธทางพันธศุาสตรของเชื้อไขหวัดนก นอกจากนี้ยงัสามารถนําขอมลู
ไปใชเฝาระวังการระบาดและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไขหวัดนก ที่อาจเกิดขึ้นไดตอไปในอนาคต
และใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั  

การตรวจติดตามหาอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคา
สัตวปกมีชวีิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวดัใกลเคียง จะเปนการเฝาระวังการ
ระบาดของโรคไขหวัดนกและทําใหทราบถึงการเปลี่ยนแปลงทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนก
สายพนัธุ H5N1 เพื่อตอบคําถามสําหรับการวิจยัผูวิจัยไดตั้งวัตถุประสงคดังนี ้

1.  ตรวจแยกพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนก H5N1 ดวยวิธ ีembryonated egg inoculation, 
hemagglutination (HA) test และ multiplex RT-PCR จากตัวอยางสตัวปกในตลาด
คาสัตวปกมีชวีิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคยีง  

2. หาลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน hemagglutinin (H5) และ neuraminidase (N1) 
ของเชื้อไขหวดันก H5N1  

 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั  

1. ดานองคความรูใหม  
 - ทราบขอมูลอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกที่ปนเปอนในสัตวปกมีชวีิตและเนื้อสัตวปกใน
กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง และทราบถงึความเสี่ยงในการปนเปอนของ       
เชื้อไขหวัดนกในตลาดคาสตัวปกมีชวีิตและตลาดสด 

 - ทราบขอมูลของรหัสพนัธกุรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1     
ที่แยกไดจากสตัวปกในตลาดคาสัตวปกมชีีวิตและตลาดสดในประเทศไทย และสามารถ
นําขอมูลรหัสพันธกุรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

2. ดานการนําไปใชประโยชน  
- การตรวจติดตามหาเชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 และขอมูลลักษณะทางพนัธุศาสตรและ
ความสัมพันธของเชื้อไขหวดันกสามารถนําไปใชเฝาระวังการระบาดและการเปลี่ยนแปลง
ของเชื้อไขหวดันก ซึง่จะนํามาใชเปนขอมลูในการกาํหนดแนวทางการควบคุมและปองกัน
โรคไดอยางถกูตองและรวดเร็ว 



บทที่  2

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

โรคไขหวัดนก (Avian influenza) เปนโรคติดตอรายแรงในสัตวปก การติดเชื้อไขหวัดนก

ในสัตวปกมีความหลากหลายต้ังแตการติดเชื้อชนิดไมรุนแรง เชน การติดเชื้อท่ีระบบทางเดิน

หายใจ อัตราการไขลด จนถึงการติดเชื้อชนิดรุนแรง ท่ีทําใหอัตราการตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต

ในปจจุบันเชื้อไขหวัดนกสายพันธุท่ีกอโรครุนแรงและสรางความเสียหายไปท่ัวโลกคือ สายพันธุ 

H5N1 เชื้อไขหวัดนกทุกสายพันธุสามารถพบไดในนกเปดนํ้าหลายชนิด นกทะเล และนกนางนวล 

ซึ่งถือเปนแหลงสะสมเชื้อไวรัสตามธรรมชาติ (natural reservoir) โดยไมทําใหสัตวดังกลาวมี

อาการปวยแมจะเปนเชื้อไขหวัดนกท่ีมีความกอโรครุนแรง เชื้อไขหวัดนกสามารถกอโรครุนแรงและ

ทําใหเกิดอัตราการตายสูงในสัตวปกบางชนิด เชน ไก ไกงวง ซึ่งถือเปนสัตวปกท่ีเลี้ยงเปนระบบ

อุตสาหกรรมและเมื่อสัตวเหลาน้ีเกิดการติดเชื้อไขหวัดนกชนิดรุนแรง จึงมีผลใหเกิดความเสียหาย

ในระบบเศรษฐกิจของประเทศเปนอยางมาก ดังเชนการแพรระบาดของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 ในประเทศไทยในตนชวงป พ.ศ. 2547 ทําใหเกิดความเสียหายตอระบบเศรษฐกิจและ

อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวปกเปนอยางมาก

2.1 ลักษณะของเชื้อไขหวัดนก 

เชื้อไขหวัดนกจัดอยูในตระกูล Orthomyxoviridae กลุมอินฟลูเอนซา เอ (Influenza A)

เชื้อไวรัสในกลุมน้ีสามารถแบงเปนสายพันธุ (subtype) ตามลักษณะทางแอนติเจนของไกลโค

โปรตีน (glycoprotein) บนผิวเปลือกหุมของเชื้อไวรัสไดเปน hemagglutinin (HA) 16 subtypes

และ neuraminidase (NA) 9 subtypes (Fouchier et al., 2004)

เชื้อไขหวัดนกมีรูปรางหลากหลาย เชน กลม (spherical form) หรือสายยาว (filamentous

form) มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 80-120 นาโนเมตร ลักษณะภายนอกเปนเปลือกหุม 

(envelope) ซึ่งมีสวนของ glycoprotein ท่ีสําคัญ 2 ชนิด ย่ืนออกมาและกระจายอยูโดยรอบ ไดแก 

hemagglutinin (HA) มีรูปรางเปนแทง และ neuraminudase (NA) มีลักษณะคลายดอกเห็ด (De

Jong et al., 2000) ภายในเปลือกหุมบรรจุสารพันธุกรรมเปน RNA สายเด่ียว เปนทอนจํานวน 

8 ทอน ซึ่งแตละทอนมีนํ้าหนักโมเลกุลและกําหนดการสรางโปรตีนแตกตางกัน ไดแก ยีน PB2,

PB1, PA, HA, NP, NA, M และ NS ตามลําดับ ยีนแตละทอนเปนตนแบบในการสรางโปรตีนท่ีเปน
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สวนประกอบตางๆ ของเชื้อไขหวัดนกจํานวน 10 ชนิด รายละเอียดชนิดและหนาท่ีของเชื้อ

ไขหวัดนกไดแสดงไวดังตารางท่ี 1 และภาพท่ี 1 (Lamb and Krug, 2001)

ตารางท่ี 1 แสดงชนิดและหนาท่ีของโปรตีนของเชื้อไขหวัด

Segments Encoding

polypeptide

Nucleotide

Length (bp)
Functions

1 PB2 2,341 Host-cell RNA cap binding : Component of

RNA transcriptase

2 PB1 2,341 Component of RNA transcriptase

3 PA 2,233 Component of RNA transcriptase

4 HA 1,778 Surface glycoprotein: attaches to cell surface

sialic receptors

5 NP 1,565 Structural component of RNA transcriptase

6 NA 1,413 Surface glycoprotein : neuraminidase activity

7 M1

M2

1,027 Membrane protein

Ion channel

8 NS1

NS2

890 TNFα-response

(ดังแปลงจาก Lamb and Krug, 2001)

โครงสรางของเชื้อไขหวัดนกสามารถแบงไดเปน 3 สวนหลักๆ คือ 1. บริเวณเปลือกหุมของ

เชื้อไวรัสซึ่งจะมีโปรตีน HA, NA, M1 และ M2 2. บริเวณแกนกลางของเชื้อไวรัสคือกลุมของ 

Ribonucleoprotein (RNP) complex ซึ่งประกอบดวย RNA และโปรตีน 4 ชนิด คือ 

nucleoprotein (NP), polymerase protein ไดแก PB2, PB1 และ PA 3. สวนของโปรตีนท่ีไม

เก่ียวของกับโครงสรางของเชื้อไวรัส (non-structural protein) ไดแก NS1 และ NS2 (Easterday

et al., 1997)
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ภาพท่ี 1 แบบจําลองลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของเชื้อไขหวัดนกท่ีมีเปลือก

(envelope) หอหุม บริเวณผิวดานนอกประกอบดวยไกลโคโปรตีน hemagglutinin (HA),

neuraminidase (NA) และโปรตีน M ภายในบรรจุ RNA สายเด่ียวจํานวน 8 ทอน โดยจะ

มีความยาวของสายนิวคลีโอไทดประมาณ 890-2341 bp (หมายเลข 1-8 แสดงถึงยีน 

PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M และ NS ตามลําดับ) (ดังแปลงจาก Lamb and Krug,

2001)
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2.2 การติดเชื้อไขหวัดนกในสัตว 

เชื้อไขหวัดนกสามารถแบงตามความรุนแรงในการกอโรคเปน 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีมีความ

รุนแรงตํ่า (Low Pathogenic Avian Influenza; LPAI) ซึ่งสัตวท่ีไดรับเชื้อจะมีอาการของระบบ

ทางเดินหายใจท่ีไมรุนแรงหรือไมแสดงอาการเลย และชนิดท่ีมีความรุนแรงสูง (Highly

Pathogenic Avian Influenza; HPAI) ไดแก สายพันธุ H5 และ H7 เชื้อไขหวัดนกสายพันธุน้ี

กอใหเกิดอาการท่ีรุนแรงในสัตวปกโดยจะพบอาการของระบบทางเดินหายใจ อาการทางระบบ

ประสาท บวมนํ้าท่ีบริเวณหัว ทองเสีย และมีอัตราตายเกือบ 100 เปอรเซ็นต (de Jong and Hien,

2006)

เชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 สามารถกอโรคตามธรรมชาติไดในสัตวปกหลายชนิด เชน 

นกปา ไก  ไกงวง เปด (de Jong and Hien, 2006; Ligon, 2005) เหย่ียว (Van Borm et al.,

2005) นกพิราบ (Songserm et al., 2006b) นอกจากน้ียังสามารถพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด เชน  เสือ (Amonsin et al., 2006b;

Thanawongnuwech et al., 2005), เสือดาว (Keawcharoen et al., 2004) แมว (Amonsin et

al., 2007; Songserm et al., 2006a) สุนัข (Amonsin et al., 2007; Songserm et al., 2006b)

และยังพบการติดเชื้อไวรัส H5N1 ในสัตวทดลอง เชน หนูขาว (Gubareva et al., 1998; Gao et

al., 1999), เฟอเรต (Zitzow et al., 2002), แมว (Rimmelzwaan et al., 2006; Kuiken et al.,

2004; Thiry et al., 2007), ลิง (Kuiken et al., 2003) สุนัข (Giese et al, 2008) และสุกร (Choi et

al., 2005) เปนตน บงบอกวาเชื้อไวรัสชนิดน้ีสามารถพบไดในสัตวหลายชนิดและความสัมพันธ

ของสัตวสวนใหญอยูในหวงโซอาหารเดียวกัน สงผลใหอาจเกิดการติดเชื้อโดยตรงผานการกินได

การติดเชื้อไขหวัดในเซลลโฮสตน้ันเชื้อไวรัสจะอาศัยโปรตีนบนเปลือกหุมไวรัส 2 ชนิดหลัก

โปรตีนชนิดแรกคือโปรตีน HA จะจับกับตัวรับบนเซลล และโปรตีนจะถูกยอยท่ีตําแหนงของ 

cleavage site ดวยเอนไซมยอยโปรตีนจากเซลลโฮสตท่ัวไปแบงโปรตีน HA เปน 2 สวนคือ HA1

และ HA2 จากน้ันโปรตีนจะไปจับบนตัวรับ sialo-oligosaccharides บนผิวเซลล และเขาสูเซลล

เพื่อสรางและเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัส โปรตีน NA มีคุณสมบัติเปนเอนไซมท่ีมีหนาท่ีในการแยกสวน 

terminal sialic acid residue บนเซลลโฮสตเพื่อปลอยเชื้อไวรัสตัวใหมออกจากเซลล (Hughes et

al., 2001) และปองกันเชื้อไวรัสจับกันเปนกลุมอยูภายในเซลล รวมถึงกระบวนการเพิ่ม

ความสามารถของเชื้อไวรัสเพื่อใหเขาไปในเซลลเย่ือบุของระบบทางเดินหายใจได (Lamb and

Krug, 2001)



8

2.3 ลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

เชื้อไขหวัดนกมีโปรตีนท่ีสําคัญ 2 ชนิด ท่ีอยูบริเวณผิวเปลือกหุมของเชื้อไวรัสคือ HA

(hemagglutinin) และ NA (neuraminidase) ซึ่งเปนแอนติเจนท่ีมีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกัน

ของรางกายโฮสตในการปองกันการติดเชื้อไวรัส โปรตีนท้ัง 2 ชนิดดังกลาวมีความเก่ียวของกับการ

ติดเชื้อไวรัสในเซลลเปาหมาย ความรุนแรงในการเกิดโรคและการแพรกระจายของเชื้อไวรัส ดังน้ัน

การเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนในตําแหนงตางๆ ท่ีมีความสําคัญ

ตอคุณลักษณะของเชื้อไขหวัดนกบนยีน HA และ NA จึงมีความสําคัญอยางมาก 

2.3.1 การศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน HA

ยีน HA เปนสารพันธุกรรมทอนท่ี 4 ท่ีกําหนดการสรางโปรตีน HA มีหนาท่ีสําคัญใน

การจับกับตัวรับบนผิวของเซลล และเก่ียวของกับความรุนแรงของการติดเชื้อไวรัส โปรตีน 

HA มีคุณสมบัติในการจับกลุมกับเม็ดเลือดแดงและมีหนาท่ีสําคัญในการจับกับโครงสราง 

sialic acid ของตัวรับบนผิวเซลลเปาหมายเพื่อเขาไปเพิ่มจํานวนภายในเซลลตอไป ดังน้ัน

หากเกิดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน HA อาจทําใหไวรัสน้ีสามารถหลบหลีกจากภูมิคุมกัน

ของโฮสตได โปรตีน HA มีตําแหนงสําคัญอยู 3 ตําแหนง คือ 

HA cleavage site

โปรตีน HA มีรูปรางแทง (rod shape spike) มีขนาดของกรดอะมิโนประมาณ 

562-566 ถูกเรียกวา HA0 จากน้ันกอนเชื้อไวรัสเขาสูเซลล HA0 ถูกตัดแบงเปน HA1 และ

HA2 ไดงายดวยเอนไซม subtilisin-like protease ท่ีพบไดท่ัวไปในเซลลของรางกายโฮสต

บริเวณท่ีถูกตัดเรียกวา HA cleavage site (Stieneke-Grober et al., 1992) สงผลใหเชื้อ

สามารถเขาสูอวัยวะตางๆ และเกิดการติดเชื้อไดท่ัวรางกาย (Steinhauer, 1999) เชื้อ

ไขหวัดนกชนิดท่ีมีความรุนแรงสูง (HPAI) น้ันจะพบการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิดเบส

จํานวนหลายตัว (multiple basic amino acids) คือมีการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิด 

arginine (R) และ lysine (K) จํานวน 3-5 ตัว ท่ีบริเวณ HA cleavage site (Claas et al.,

1998; Steinhauer, 1999)
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รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 พบวาเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากหานท่ี

มณฑลกวางตุง ประเทศจีน ในป ค.ศ. 1996 (A/Goose/Guangdong/96) มีลักษณะของ 

multiple basic amino acids ท่ีบริเวณ HA cleavage site บนยีน HA เชนเดียวกับ

เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากผูติดเชื้อในประเทศฮองกงป ค.ศ. 1997 (A/Hongkong/156/97) (Xu

et al., 1999) เชื้อไวรัสท่ีพบในการระบาดในประเทศฮองกงป ค.ศ. 2001 (Guan et al.,

2002) เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากเน้ือเปดท่ีถูกสงจากประเทศจีนไปยังญี่ปุนและเกาหลี

(Tumpey et al., 2002; Mase et al., 2005) และจากสัตวปกมีชีวิตในตลาดท่ีเวียดนาม 

(Nguyen et al., 2005) การศึกษาเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทยพบวาเชื้อไวรัสท่ีแยกได

จากไกในจังหวัดนครปฐม (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) เปนเชื้อ

ไขหวัดนกชนิด HPAI ท่ีมีการเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acids ท่ี 

HA cleavage site และยังมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจาก

ประเทศจีน A/Duck/China/E319-2/03 (Viseshakul et al., 2004) ในป ค.ศ. 2006 ไดมี

รายงานถึงลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการระบาดของประเทศ

ไทยในป ค.ศ. 2005 (Amonsin et al., 2006a) พบวาท่ีบริเวณ HA cleavage site มีการ

เรียงตัวของกรดอะมิโนเปนแบบ multiple basic amino acids ตอมา Chutinimitkul และ

คณะ (2007a) ไดรายงานผลการศึกษาเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากไกในจังหวัดพิจิตร 

(A/chicken/Thailand/PC-168/2006 และ A/chicken/Thailand/PC-170/2006) วามี

ความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสท่ีแยกไดในประเทศไทยและเวียดนามระหวางป ค.ศ. 2004-

2005 ในทางตรงกันขามเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากไกในจังหวัดนครพนม (A/chicken/

Thailand/NP-172/2006) ซึ่งพบวามีการเปลี่ยนแปลงท่ีบริเวณ HA cleavage site

(SPLRERRRK-R/G) จัดในกลุมเดียวกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศจีนและลาว

ซึ่งเปนลักษณะท่ีไมเคยพบในเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากประเทศไทย
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Receptor binding site

receptor binding site อยูบนสวน globular head เปนตําแหนงท่ีเขาจับกับ sialic

acid ซึ่งเปนตัวรับบนเซลลในระบบทางเดินหายใจของคนและสัตวปก โดยพบวา

เชื้อไขหวัดในคน (สายพันธุ H1, H2 และ H3) จับกับตัวรับดวยพันธะ α2-6 linkage

ซึ่งพบในเซลลของระบบทางเดินหายใจในคน และเชื้อไขหวัดนก (สายพันธุ H5 และ H7)

จับกับตัวรับดวยพันธะ α2-3 linkage ซึ่งพบในเซลลของระบบทางเดินหายใจของสัตวปก 

(Gambaryan et al., 2006) ตําแหนง receptor binding site ของโปรตีน HA ของเชื้อ

ไวรัสเปนกรดอะมิโน glutamine (Q) และ glycine (G) ในตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 222-224

ตามลําดับ (Nobusawa et al., 1991)

รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 พบวาตําแหนง receptor binding

site ของเชื้อไวรัสคือบริเวณกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 222-224 (224-226 ใน H3

numbering) การแทนท่ีหรือเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเพียงตําแหนงเดียวมีผลกับ

ความจําเพาะของตัวรับในเชื้อไวรัสอยางมีนัยสําคัญ และอาจสงผลใหประสิทธิภาพการ

จับกับตัวรับของเซลลเปาหมายเพิ่มมากข้ึน (Hulse et al., 2004) ดังตัวอยางการแทนท่ี

ของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 222 (H5 numbering) (ตําแหนงท่ี 224 ใน H3 numbering)

เปน glutamine (Q) และตําแหนง 224 (ตําแหนงท่ี 226 ใน H3 numbering) เปน glycine

(G) สงผลใหเชื้อไวรัสสามารถกอโรคไดท้ังในสัตวปกและคน (Vines et al., 1998; Li et al,

2004; Lee et al., 2005; Suzuki, 2005) และการแทนท่ีของกรดอะมิโน serine (S) ท่ี

ตําแหนง 227 เปน asparagine (R) (Gambaryan et al., 2006) การระบาดในประเทศ

ฮองกงป ค.ศ. 1997 พบวาเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะของ receptor binding site เหมือนกับ

สัตวปกสามารถกอใหเกิดโรคไขหวัดในคนได (Matrosovich et al.,1999) จากการศึกษา

เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากประเทศไทยในป ค.ศ. 2005 พบกรดอะมิโน glutamine (Q) และ 

glycine (G) ท่ีตําแหนง 222 และ 224 ตามลําดับ (Amonsin et al., 2006a) อยางไรก็

ตามไมพบการเปลี่ยนแปลงในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศไทยในป ค.ศ. 2007

(Chutinimitkul et al., 2007a)
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Glycosylation site

glycosylation site มีลักษณะเปนสายคารโบไฮเดรตท่ีเชื่อมตอดวยพันธะ 

N-glycosidic linkage (Lamb and Krug, 2001) ซึ่งสามารถพบได 5-11 ตําแหนงบน

โปรตีน HA ข้ึนกับสเตรนของเชื้อไขหวัด (Bright et al., 2003) และจากการศึกษาของ 

Amonsin และคณะ (2006b) พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากเสือในประเทศไทยมี

ตําแหนง glycosylation site บนโปรตีน HA อยางนอย 7 ตําแหนง การเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโนบริเวณน้ี เชน 154-156 (ตําแหนงท่ี 156-158 ใน H3 numbering) ซึ่งเปน

ตําแหนงท่ีมีการเปลี่ยนแปลงสูงและมีผลทําตอความจําเพาะตอการจับกับตัวรับของเชื้อ

ไวรัส (Matrosovich et al., 1999) รายงานของ Chutinimitkul และคณะ (2007a) พบวา

เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากจังหวัดพิจิตรในป ค.ศ. 2006 มีกรดอะมิโน asparagine (N),

sernine (S) และ threonine (T) ท่ีตําแหนง 154-156 ตามลําดับ ในขณะท่ีเชื้อไวรัสท่ีแยก

ไดจากจังหวัดนครพนมพบเปน asparagine (N), threonine (T) และ threonine (T) ท่ี

ตําแหนง 154-156 ตามลําดับ

2.3.2 การศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NA

โปรตีน NA มีลักษณะคลายเห็ด (mushrooms) มีคุณสมบัติเปนเอนไซม sialidase

ทําหนาท่ียอยกรด sialic ออกจากโปรตีนบนผิวเซลล ทําใหเชื้อไวรัสหลุดออกจากเซลล

โฮสตได นอกจากน้ีโปรตีน NA ชวยในการปองกันการเกาะกลุมของเชื้อไวรัสและชวยยอย

เย่ือเมือกท่ีปกคลุมเย่ือบุทางเดินหายใจ ทําใหเชื้อไวรัสสามารถยึดเกาะและเขาสูเซลลของ

โฮสตไดอีก โปรตีน NA มีตําแหนงสําคัญอยู 2 ตําแหนง คือ

NA stalk region

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงความยาวของกรดอะมิโนบน NA stalk region สัมพันธ

กับวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสในการกอโรคในสัตวปก (Castrucci and Kawaoka, 1993)

และสงผลใหเชื้อไวรัสมีการปรับตัวในสิ่งแวดลอมใหมและสามารถติดตอไปยังสิ่งมีชีวิต

ชนิดตางๆ (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005)

รายงานการศึกษาของเชื้อไขหวัดนก ในป ค.ศ. 1996 ท่ีมณฑลกวางตุง ประเทศจีน 

พบวายีน NA ของเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากหาน (A/Goose/Guangdong/96) ไมพบความ

แตกตางของกรดอะมิโนบนตําแหนง NA stalk region (Xu et al., 1999) การระบาดท่ี
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ประเทศฮองกงในป ค.ศ. 1997 พบการลดจํานวนกรดอะมิโน 19 ตัว (19-amino acid

deletion) บน stalk region ของยีน NA (Subbarao et al., 1998) แตกตางจากการ

ระบาดในป ค.ศ. 2001 ซึ่งพบการลดจํานวนกรดอะมิโน 20 ตัว (20-amino acid

deletion) บน stalk region (Guan et al., 2002) ในประเทศไทยพบวาเชื้อไวรัสท่ีแยกได

จากไกชวงตนป ค.ศ. 2004 (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) มี

ลักษณะ 20-amino acid deletion บน stalk region ของยีน NA ซึ่งคลายกับเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศฮองกงในป ค.ศ. 2001 (Guan et al., 2002) และเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศเวียดนามในป ค.ศ. 2004 (Nguyen et al., 2005;

Viseshakul et al., 2004)

ตําแหนงท่ีเกี่ยวของกับการดื้อตอยาตานเชื้อไขหวัดนก

กรดอะมิโนตําแหนงท่ี 119 (E119V), 275 (H275Y), 293 (R293K) และ 295

(N295S) บนโปรตีน NA เปนตําแหนงท่ีมีความเก่ียวของกับการด้ือตอยาตานเชื้อไวรัส 

oseltamivir (Brown, 2000; Gubareva, 2004; Kiso et al., 2004; Moscona, 2005)

และจากความสําคัญของเชื้อไขหวัดนกท่ีสรางความเสียหายเปนอยางมากในท่ัวโลก 

ดังน้ันการเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงตําแหนงท่ีเก่ียวของกับการด้ือตอยาตานเชื้อไวรัส

จึงมีความสําคัญมากในปจจุบัน

การศึกษาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทยในระหวางป พ.ศ. 2547-2549 พบวา

ยังไมมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในตําแหนงท่ีมีความเก่ียวของกับการด้ือตอยาตาน

เชื้อไขหวัด oseltamivir หรือกลาวไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทยมีความไวตอยา

ตานเชื้อไขหวัดชนิดดังกลาว (Amonsin et al., 2006a; Chutinimitkul et al., 2007a)

รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกในประเทศเวียดนามพบวาด้ือตอยาตานไวรัส oseltamivir

(Li et al., 2004) นอกจากน้ียังมีรายงานการศึกษาวิธีการตรวจเชื้อไวรัสท่ีด้ือตอยาตาน

ไวรัส oseltamivir เพื่อใหสามารถนําไปใชในการเลือกยารักษาใหถูกตองและรวดเร็วใน

ระหวางท่ีเกิดการระบาดของโรคไขหวัดนก (Chutinimitkul et al., 2007b)
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2.4 ลักษณะการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก 

การเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดรวมถึงเชื้อไขหวัดนกท่ีเกิดข้ึนสวนหน่ึง

มีความเก่ียวของกับคุณสมบัติในการเปนเชื้อไวรัสชนิด RNA ซึ่งตองอาศัยเอนไซม RNA-

dependent RNA polymerase ของเชื้อไวรัส สงผลใหกระบวนการสรางเชื้อไวรัสสามารถเกิด

ความผิดพลาดไดสูงทําใหเชื้อไขหวัดเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรม (antigenic variation)

ซึ่งคุณสมบัติดังกลาวมีผลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของรางกาย ลักษณะการ

เปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดสามารถแบงไดเปน 2 ชนิดคือ antigenic drift และ 

antigenic shift

2.4.1 Antigenic drift

Antigenic drift พบไดในเชื้อไขหวัดทุกชนิด เปนกระบวนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงใน

บางจุดของยีน (point mutation) ซึ่งอาจเกิดจากการแทนท่ี (substitution) การเอาออก 

(deletion) และการแทรกตัว (insertion) การเปลี่ยนแปลงน้ีจะคอยๆ เกิดอยางตอเน่ือง 

(Brown, 2000) โดยการเปลี่ยนแปลงน้ีเกิดจากความผิดพลาดในข้ันตอนการสราง RNA

ของเชื้อไวรัส เน่ืองจากการสราง RNA อาศัยเอนไซม RNA-dependent RNA

polymerase ซึ่งขาดคุณสมบัติการตรวจสอบความถูกตอง (proofreading) สงผลใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสแตไมมากพอท่ีจะเปลี่ยนเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุใหม 

(Wilschut and McElhaney, 2005) อยางไรก็ตามเชื้อไวรัสยังสามารถหลบหลีกจาก

ภูมิคุมกันของโฮสตได และเกิดการระบาดยอยท่ีไมรุนแรงในพื้นท่ีจํากัด (endemic)

(Nicholson, Wood and Zambon, 2003)

การเปลี่ยนแปลงบางจุดบนยีน HA มีผลตอโครงสราง antigenic epitope บนผิว

โปรตีน HA ซึ่งเปนไกลโคโปรตีนบริเวณผิวเปลือกหุมของเชื้อไวรัส และมีความเก่ียวของ

กับการทํางานของระบบภูมิคุมกันของรางกาย ทําใหโฮสตท่ีติดเชื้อไวรัสท่ีมีการ

เปลี่ยนแปลงบนยีน HA ไมสามารถสรางภูมิคุมกันข้ึนมาตอตานเชื้อไวรัสสายพันธุใหมได

อยางสมบูรณ รวมท้ังยังมีผลตอความสามารถในการคุมโรคของวัคซีนหรือการเลือกใช

วัคซีน (De jong et al., 2000) ตัวอยางการเกิด antigenic drift ของเชื้อไขหวัด ดังแสดง

ในภาพท่ี 2
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2.4.2 Antigenic shift

Antigenic shift เกิดจากการแลกเปลี่ยนทอนยีนระหวางเชื้อไวรัส 2 ชนิดท่ีติดเชื้อ

ในเซลลโฮสตเดียวกัน (genetic reassortment) และทําใหเกิดเชื้อไขหวัดสายพันธุใหม

ข้ึนมา สงผลใหคุณสมบัติของเชื้อไวรัสเปลี่ยนแปลงและอาจกลายเปนเชื้อไวรัสสายพันธุท่ี

กอโรครุนแรงข้ึน จนทําใหเกิดการระบาดอยางรุนแรงและกวางขวางได (potential

pandemic) เน่ืองจากผูท่ีไดรับเชื้อไวรัสไมมีภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสสายพันธุใหมท่ีเกิดข้ึน 

ดังเชนเหตุการณในป ค.ศ. 1957 และ ค.ศ. 1968 ซึ่งเปนการระบาดคร้ังรุนแรงของเชื้อ

ไขหวัด H2N2 และ H3N2 โดยพบวาเชื้อไวรัสท่ีเกิดข้ึนเปนผลจากการเกิด genetic

reassortment ระหวางเชื้อไขหวัดนกและเชื้อไขหวัดท่ีพบในคน โดยอาศัยโฮสตตัวกลาง 

เชน สุกร ซึ่งสามารถติดเชื้อไวรัสไดท้ังเชื้อไวรัสในคนและในสัตวปก สงผลใหเกิดเชื้อไวรัส

ชนิดใหมและเกิดการระบาดของเชื้อไวรัสสายพันธุใหม  (Brown., 2000; Wilschut and

McElhaney., 2005) ตัวอยางการเกิด antigenic shift ของเชื้อไขหวัด ดังแสดงในภาพท่ี 3
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ภาพท่ี 2 แสดงการเกิด antigenic drift ของเชื้อไขหวัดบนยีนทอนท่ี 4 (HA gene) สงผลใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงตอการสรางโปรตีน HA
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Avian influenza; H5N1Human influenza; H3N2

Intermediated host

New subtype; H5N2

ภาพท่ี 3 แสดงการเกิด antigenic shift ของเชื้อไขหวัดซึ่งเปนผลจาก genetic reassortment

ของยีน HA และ NA โดยอาศัยโฮสตก่ึงกลาง เชน สุกร ซึ่งสามารถติดเชื้อไขหวัดนกและ

เชื้อไขหวัดในคนได สงผลใหเกิดเชื้อไวรัสสายพันธุใหมท่ีกอโรคไดท้ังในสัตวปกและคน
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2.5 การศึกษาเชื้อไขหวัดในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

รายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกในตางประเทศ เชนประเทศฮองกงและจีนพบประวัติ

ผูปวยสวนใหญมีการสัมผัสหรือทํางานใกลชิดกับสัตวปวยหรือเก่ียวของกับฟารมหรือตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตและการฆาสัตวปกเพื่อบริโภค (Garber et al., 2007; Liu et al., 2003; Shortridge,

1999) ในประเทศเบลเยียมพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในนกอินทรียท่ีสงมาจากประเทศ

ไทย โดยซื้อจากรานคาสัตวปกรายใหญแหงหน่ึงในกรุงเทพมหานคร (Van Borm et al., 2005)

รวมถึงรายงานการพบเชื้อไขหวัดนกในเน้ือเปดท่ีสงออกจากประเทศจีนไปประเทศเกาหลีใต 

(Tumpey et al., 2002) และประเทศญี่ปุน (Mase et al., 2005) และการพบเชื้อไขหวัดนกในสัตว

ปกมีชีวิตในตลาดคาสัตวปกท่ีประเทศเวียดนาม (Nguyen et al., 2005) และการพบเชื้อไขหวัดนก

ในตลาดสดในประเทศจีน (Wang et al., 2006) เปนตน สวนการระบาดของโรคไขหวัดนกใน

ประเทศไทยพบวา ซากไกและนกพิราบท่ีมีเชื้อไขหวัดนกเปนสาเหตุใหมีการติดเชื้อไขหวัดนกใน

เสือ เสือดาว (Keawcharoen et al., 2004) และแมวเลี้ยง (Songsermn et al., 2006a) และจาก

การศึกษาของดารินทร และคณะ (2004) พบวาผูปวยติดเชื้อสวนใหญมีประวัติการเก็บเน้ือไกท่ี

ปวยตายไวในบาน สัมผัสไกท่ีตายและไกปวย หรือมีประวัติเชือดและชําแหละไกปวย

2.6 วิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อไขหวัดนกทางหองปฏิบัติการ

ในปจจุบันการตรวจวินิจฉัยเชื้อไขหวัดนกจําเปนตองอาศัยวิธีการตางๆ ประกอบกัน

นอกเหนือจากการซักประวัติ ลักษณะอาการทางคลินิก และสังเกตรอยโรคเบ้ืองตน การตรวจทาง

หองปฏิบัติการเปนวิธีการท่ีจําเปนเพื่อใชยืนยันการวินิจฉัย วิธีตรวจหาเชื้อไวรัสท่ีไดรับการยอมรับ

โดยองคกรโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (Office International des Epizooties, OIE) วามี

ความไวสูงและถือเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) คือ การเพาะแยกเชื้อไวรัส (virus isolation)

โดยวิธีฉีดเขาไขไกฟก (embryonated egg inoculation) อายุประมาณ 9-11 วัน ท่ีปลอดเชื้อและ

ไมมีแอนติบอดีตอเชื้อไขหวัดนก แลวฟกตอท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-7 วัน จากน้ัน

ดูดเก็บนํ้าไขฟก (allantoic fluid) มาตรวจลักษณะทางแอนติเจนดวยวิธีทดสอบปฏิกิริยาจับกลุม

เม็ดเลือดแดง (Hemagglutination test; HA) ท่ีอาศัยคุณสมบัติของโปรตีน hemagglutinin (HA)

ซึ่งจะเกาะติดกับเม็ดเลือดแดง และวิธีการตรวจการยับย้ังการจับกลุมเม็ดเลือดแดง 

(Hemagglutination inhibition test; HI) ถาพบผลบวกจากข้ันตอนน้ีจะนํามาวินิจฉัยแยกสาย

พันธุดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular technique) คือ เทคนิค RT-PCR เทคนิค real-time

PCR ซึ่งจะตรวจความจําเพาะตอยีน M, H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกชนิด เอ สายพันธุ H5N1



บทที่  3

วิธีดําเนินการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อ ตรวจติดตามหาอุบัติการณการพบเชื้อไขหวัดนก

สายพันธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัด

ใกลเคียง ระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549–กรกฎาคม พ.ศ. 2550 และศึกษาลักษณะทาง

พันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 จากเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว 

จึงแบงการดําเนินการออกเปน 3 ระยะคือ (ภาพท่ี 4)

ระยะท่ี 1 เก็บรวบรวมตัวอยางจากตลาดคาสัตวปกชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานคร

และจังหวัดใกลเคียง

ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

ระยะท่ี 3 ศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก H5N1

ระยะท่ี 1 ระยะท่ี 2 ระยะท่ี 3

เก็บตัวอยางในตลาด
คาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

ตรวจพิสูจนเช้ือไขหวัดนก H5N1
วิเคราะหลักษณะพันธุศาสตรและ
ความสัมพันธของยีน H5 และ N1

กําหนดสถานที่เก็บตัวอยาง:    ตรวจแยกเช้ือไวรัส ถอดรหัสพันธุกรรม

ตลาดสดและตลาดคาสตัวปก - Embyonated egg innoculation - ยีน H5

 ในกรุงเทพฯ และจังหวัดใกลเคียง - Hemagglutination test (HA) - ยีน N1

ระยะเวลา: 12 เดือน ตรวจพิสูจนทางอณูชีววิทยา วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของ

(2-4 คร้ัง/เดือน) - Multiplex RT-PCR กรดอะมิโนบนยีน H5 และ N1

ขนาดตัวอยาง: n = 836 ขนาดตวัอยางที่ใหผลบวก n = 12 วิเคราะหความสัมพันธของ

(ตลาดคาสัตวปกมีชีวิต n= 354) ยีน H5 และ N1

(ตลาดสด n= 482) โดยวิธี Phylogenetic analysis

ทราบอุบัติการณและลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเช้ือ
ไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

ในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

ภาพที่ 4 แผนภูมิแสดงวิธกีารดาํเนินการวิจัย
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ระยะท่ี 1 เก็บตัวอยางในตลาดคาสัตวปกชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและ

จังหวัดใกลเคียง

1.1 สถานท่ีเก็บตัวอยาง 

- พื้นท่ีท่ีเขาเก็บตัวอยางคือกรุงเทพมหานครและจังหวัดรอบกรุงเทพมหานครในรัศมี 

100 กิโลเมตร และเคยมีรายงานการระบาดของเชื้อไขหวัดนกรวม 8 จังหวัด ไดแก 

กรุงเทพมหานคร ฉะเชิงเทรา นครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี อยุธยา และ

อางทอง (ภาพท่ี 5)

- ในทุกเดือนไดเก็บตัวอยางใน 3 จังหวัดหลัก คือ กรุงเทพมหานคร สุพรรณบุรี และ

ปทุมธานี และจังหวัดอ่ืนๆ เพิ่มเติมเดือนละ 1-2 จังหวัด ไดแก อางทอง อยุธยา 

นนทบุรี ฉะเชิงเทรา และนครปฐม

- ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดท่ีเลือกเขาเก็บตัวอยางในกรุงเทพมหานครเปน

ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดแหลงใหญ เชน ตลาดคลองเตย ตลาดมีนบุรี 

ตลาดสะพานใหม ตลาดเยาวราช และตลาดบางรัก ในอีก 7 จังหวัดเปนตลาดสด

เทศบาลขนาดใหญ ตลาดริมถนนและวัด 

1.2 วิธีการเก็บตัวอยางเชื้อไขหวัดนก

- สุมเก็บสัตวปกมีชีวิตและสัตวปกท่ีเสียชีวิตแลว (เน้ือสัตวปก) ท่ีมีเพื่อการจําหนายใน

ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด จํานวนท้ังหมด 836 ตัวอยาง แบงเปนตัวอยางท่ี

ไดจากสัตวปกมีชีวิตจํานวน 354 ตัวอยาง และจากเน้ือสัตวปกจํานวน 482 ตัวอยาง

- กรณีสัตวปกมีชีวิตน้ันสามารถเก็บตัวอยางเชื้อไขหวัดนกโดยใชไมพันสําลีปลอดเชื้อ

ปายสิ่งคัดหลั่ง (swab) ใหสัมผัสกับบริเวณสองตําแหนงคือ รองเพดานปาก 

(choanal slit) หรือชองปากรวมคอหอย (oro-pharyngeal) และชองทวารรวม 

(cloaca) ของสัตวปกมีชีวิต หลังจากน้ันจุมไมลงในสารละลายสําหรับเก็บรักษาเชื้อ

ไวรัส (viral transport media; VTM) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

- กรณีตัวอยางเน้ือสัตวปกไดเก็บตัวอยางอวัยวะภายใน ไดแก หลอดลม ปอด ตับ ไต 

และมาม จากน้ันเก็บตัวอยางลงในภาชนะปดสนิท กันแสงแดด และเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ 4 oซ 

- นําตัวอยางท่ีเก็บเรียบรอยสงไปยังหองปฏิบัติการท่ีหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตว

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ท่ีมีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3

(Biosafety level 3) ซึ่งมีการควบคุมการเขา-ออกของตัวอยาง อุปกรณและเคร่ืองมือ 
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การแตงกายของผูปฏิบัติงานอยางรัดกุม เพื่อตรวจพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนกในข้ันตอน

ตอไป

- กรณีท่ีไมสามารถสงตรวจตัวอยางไดทันที ไดเก็บรักษาตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิ             

4 องศาเซลเซียส ไดไมเกิน 48 ชั่วโมง

1.3       ระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง 

- ระยะเวลาในการเก็บตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดมี

ระยะเวลา 12 เดือน เร่ิมต้ังแตเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 ถึง กรกฎาคม พ.ศ. 2550

โดยเก็บตัวอยางเดือนละ 2-4 คร้ัง จํานวนตัวอยางสัตวปกคร้ังละไมนอยกวา 

50 ตัวอยาง

ภาพท่ี 5 พื้นท่ีท่ีเขาเก็บตัวอยาง พื้นท่ีสีเทาแสดงพื้นท่ีท่ีเคยพบเชื้อไขหวัดนก วงกลมแสดงพื้นท่ี

ใกลัเคียงกรุงเทพมหานครในรัศมี 100 กิโลเมตร โดยมีกรุงเทพมหานคร (หมายเลข 1)

เปนจุดศูนยกลาง

จังหวดัที่ทําการวิจัย

1 กรุงเทพมหานคร   2 ปทุมธานี      

3 นนทบุรี               4 นครปฐม              

5 สุพรรณบุรี      6 อยุธยา                     

7 ฉะเชิงเทรา 8 อางทอง          

100 กิโลเมตร
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ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

2.1 การเพาะแยกเชื้อไขหวัดนก 

- เพาะแยกเชื้อไขหวัดนกจากตัวอยางดวยการนําตัวอยางจากสารละลายสําหรับเก็บ

รักษาเชื้อไวรัสมาปนใหตกตะกอนดวยเคร่ืองปนแยกเย็น (refrigerated centrifuge)

ท่ีอุณหภูมิ 4 oซ จากน้ันดูดสวนใสดานบนเก็บใสหลอดพลาสติกปลอดเชื้อขนาด 

2 มิลลิลิตร เพื่อนําไปฉีดเขาไขไกฟก

- ฉีดตัวอยางเขาไขไกฟกซึ่งเปนไขไกฟกปลอดเชื้อ (Specific Pathogen Free; SPF)

และไมมีแอนติบอดีตอเชื้อไขหวัดนกท่ีมีอายุประมาณ 9-11 วัน จํานวน 2 ฟองตอ 1

ตัวอยาง และสองไขไกฟกเพื่อตรวจดูการมีชีวิตของตัวออนดวยการสองดูเงาการ

เคลื่อนไหวของตัวออนและการเจริญของหลอดเลือด จากน้ันเจาะรูท่ีบริเวณชองวาง 

(air cell) และฉีดตัวอยางปริมาตร 0.15-0.3 มิลลิลิตร ตอไขไก 1 ฟอง หลังจากฉีดไข

ไกฟกนําไขไกไปบมตอท่ีอุณหภูมิ 37 oซ ตอไปอีก 72 ชั่วโมง และตรวจดูการมีชีวิตอยู

ของไขไกฟกโดยการสองไขวันละ 2 คร้ัง ไขท่ีตัวออนตายจะสังเกตเห็นการหยุด

เคลื่อนไหวของตัวออนและหลอดเลือดสลายตัว โดยเชื้อไขหวัดนกสามารถทําใหตัว

ออนของไขฟกตายภายใน 72 ชั่วโมง เมื่อฟกไขจนครบ 72 ชั่วโมง จึงเก็บนํ้าไขฟก

(allantoic fluid) และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ –80 oซ เพื่อรอการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกใน

ข้ันตอไป

- ข้ันตอนน้ีปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 (Biosafety

level 3) ท่ีหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

2.2 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกดวยวิธีทางซีร่ัมวิทยา 

- นําตัวอยางนํ้าไขฟกท่ีไดจากการเพาะแยกเชื้อไวรัสทุกตัวอยางมาตรวจพิสูจนเชื้อ

ไขหวัดนกดวยวิธีทางซีร่ัมวิทยา โดยการตรวจพิสูจนหาแอนติเจนดวยวิธี 

hemagglutination test (HA) ซึ่งใชหลักการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงของไกเปน

รางแหและตกตะกอนใหสังเกตเห็นได จากน้ันนําตัวอยางนํ้าไขฟกท่ีใหผลบวกตอ

HA test มาทําใหเชื้อไวรัสตายโดยการใชความรอนดวยการตมท่ีอุณหภูมิ 56 oซ เปน

เวลา 2 ชั่วโมง (OIE, 2005) และเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ –80 oซ จนกวาจะนําไปแยก

สกัด RNA เพื่อตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกดวยวิธีทางอณูชีววิทยาตอไป

- ข้ันตอนน้ีปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 (Biosafety

level 3) ท่ีหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย
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2.3 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกทางอณูชีววิทยา

2.3.1 การสกัด RNA ของเชื้อไขหวัดนก

- นําตัวอยางนํ้าไขฟก (allantoic fluid) ท่ีใหผลบวกตอการเพาะแยกและตรวจ

พิสูจนเชื้อโดยวิธีการฉีดเขาไขไกฟกและวิธี HA test มาแยกสกัด RNA ดวยชุด

แยกสกัดสําเร็จรูป QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Germany) โดยอาศัยหลักการแยก RNA ดวยแผน silica gel membrane ได

เปน RNA ท่ีมีความเขมขนสุดทายไมนอยกวา 1 ไมโครกรัม ในปริมาตรรวม 60

ไมโครลิตร (วิธีการแยกสกัด RNA ไดแสดงไวในภาคผนวก ก)

2.3.2 การเตรียม cDNA จากตัวอยาง RNA

- สังเคราะห cDNA ดวยปฏิกิริยา reverse transcription ในปริมาตรท้ังหมด 

20 ไมโครลิตร เพื่อใชเปน DNA ตนแบบสําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสใน

ข้ันตอนตอไป

- ข้ันตอนการเตรียม cDNA ทําไดโดยเตรียมสวนผสม RNA และ random

primers ดังตอไปน้ี 

ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

RNA 4 µl >1.0 µg

0.5 µg Random primers 1 µl 0.1 µg

ปริมาตรรวม 5 µl

จากน้ันนําสารละลายขางตนใสลงในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler)

ท่ีต้ังอุณหภูมิ 70 oซ เปนเวลา 15 นาที และ 4 oซ เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกัน

ระหวาง RNA และ random primers หลังจากน้ันเตรียมสวนผสมสําหรับการสังเคราะห 

cDNA โดยอาศัยเอนไซม reverse transcriptase ในการสราง cDNA จาก RNA ดังน้ี
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ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

Improm-II TM 5x Reaction buffer 4.0 µl 1x

25 mM MgCl2 2.0 µl 2.5 mM

5 mM dNTPs 2.0 µl 0.5 mM

Recombinant RNAsin® Ribonuclease Inhibitor 0.3 µl 40.0 U/µl

Improm-II TM Reverse transcriptase 1.0 µl 1U

Nuclease free water 5.7 µl

ปริมาตรรวม 15.0…µl

นําสวนผสมระหวาง RNA กับ random primer ท่ีเตรียมไวขางตนผสมรวมกับ

สวนผสมสําหรับการสังเคราะห cDNA และนําไปใสเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ีต้ังอุณหภูมิ

25 oซ เปนเวลา 5 นาที 42 oซ เปนเวลา 60 นาที และ 70 oซ เปนเวลา 15 นาที นํา cDNA

ท่ีเตรียมไดเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ -20 oซ เพื่อนําไปใชตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกในข้ันตอน

ตอไป

2.3.3 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ดวยวิธี multiplex reverse

transcriptase polymerase chain reaction (Multiplex RT-PCR)

- นํา cDNA ตนแบบมาตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ดวยวิธี 

multiplex RT-PCR ตามวิธีของ Payungporn และคณะ (2004) ซึ่งเปนวิธีท่ี

จําเพาะตอการตรวจหายีนของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จํานวน 3 ยีน คือ 

M, H5 และ N1 ในปฏิกิริยาเดียวกัน ในปริมาตรท้ังหมด 25 ไมโครลิตร ดังน้ี

ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

cDNA 1.0 µl

10 µM ของ primers แตละตัว 1.5 µl 0.5 µM

25 mM MgCl2 1.0 µl 1.0 mM

2.5 x Eppendorf MasterMix 10.0 µl 1x

Nuclease free water 11.5 µl

ปริมาตรรวม                                              25.0 µl
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จากน้ันนําสวนผสมไปเพิ่มจํานวน DNA ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ โดยการ

ทดลองแตละคร้ังไดใชนํ้ากลั่นเปนตัวควบคุมลบ (negative control) และใช cDNA ท่ีได

จากตัวอยาง A/Chicken/Thailand/CU-K2/04 เปนตัวควบคุมบวก (positive control)

สภาวะเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยา multiplex RT-PCR สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน 

M, H5 และ N1

1. Initial denaturation 94 Oซ 180   วินาที

2. Denaturation 94 Oซ 30 วินาที

Annealing 55 Oซ 30   วินาที

Extension 72 Oซ 30  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 40 รอบ

3. Final extension 72 Oซ 210  วินาที

Holding temperature 25 Oซ

2.3.4 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธีเจลแยกสารพันธุกรรมดวย

กระแสไฟฟา (Agarose gel electrophoresis)

- เตรียมเจล (agarose gel) ความเขมขน 2% ในสารละลาย 1x Tris borate-

EDTA (TBE) จากน้ันนํา PCR product ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ 0.2%

Orange G loading dye ใน 50% glycerol (Carlo Ebra Reagent ®) ปริมาตร 

2 ไมโครลิตร และแยก DNA บนแผนเจลโดยการใชกระแสไฟฟา 100 โวลต 

นาน 30 นาที จากน้ันยอม DNA บนแผนเจลดวยสารเรืองแสงเอทิเดียมโบรไมด 

(ethidium bromide) ความเขนขน 10 มิลลิโมล และนําไปตรวจสอบขนาด 

PCR product ภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ตท่ีความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร

2.3.5 การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกดวยวิธี multiplex RT-PCR

- การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก ดวยวิธี multiplex RT-PCR จะใหผล

การตรวจหายีน M, H5 และ N1 ซึ่งมีขนาดเทากับ 276, 189 และ 131 bp

ตามลําดับ และแสดงการแปลผลของวิธี multiplex RT-PCR ไวในตารางท่ี 2
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ตารางท่ี 2 การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก โดยวิธี Multiplex PCR

ยีน
ผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก

M H5 N1

เชื้อไขหวัดนก สายพันธุ H5N1 + + +

เชื้อไขหวัด (ไมใช H5N1) + - -

เชื้อไขหวัด สายพันธุ H5 + + -

เชื้อไขหวัด สายพันธุ N1 + - +

ไมพบเชื้อไขหวัด และเชื้อไขหวัดนก H5N1 - - -

เคร่ืองหมาย + หมายถึง ผลบวกของ PCR product ท่ีมีขนาดจําเพาะตอยีน M, H5 และ N1

ระยะท่ี 3 ศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก H5N1

เมื่อตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสพบวาตัวอยางท่ีใหผลบวกตอยีน M, H5 และ N1 ในปฏิกิริยา 

multiplex RT-PCR แลวจึงนํา DNA น้ันมาถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 โดยแบงเปน

ข้ันตอนดังน้ี

3.1 สารพันธุกรรมสังเคราะห (oligonucleotide; primers)

สารพันธุกรรมสังเคราะหท่ีใชในการศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 มี

ท้ังหมด 3 คู ซึ่งสามารถเพิ่มขนาดพันธุกรรมไดเปน 565 bp, 845 bp และ 855 bp

ตามลําดับ และยีน NA มีจํานวน 2 คู ซึ่งสามารถเพิ่มขนาดพันธุกรรมไดเปน 609 bp และ 

919 bp ตามลําดับ 
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3.2 การเพ่ิมจํานวนยีน H5 และ N1 ดวยปฏิกิริยา PCR

เตรียมสวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรท้ังหมด 50 ไมโครลิตร 

ประกอบดวย

ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

cDNA 2 µl

10 µM Forward primer 1 µl 0.2 µM

10 µM Reverse primer 1 µl 0.2 µM

25 mM MgCl2 2 µl 1.0 mM

2.5 x Eppendorf MasterMix 20 µl 1x

Nuclease free water 24 µl

ปริมาตรรวม 50 µl

นําสวนผสมไปเพิ่มจํานวน DNA โดยใสเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิภายใตสภาวะ

เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยา PCR สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน H5 และยีน N1 และการทดลอง

แตละคร้ังจะใชนํ้ากลั่นเปนตัวควบคุมลบ

สภาวะเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยา PCR สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน H5

1. Initial denaturation 94 Oซ 180 วินาที

2. Denaturation 94 Oซ 30 วินาที

Annealing 50 Oซ 30 วินาที

Extension 72 Oซ 90  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 40 รอบ

3. Final extension 72 Oซ 210   วินาที

Holding tempurature 25 Oซ
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สภาวะเหมาะสมสําหรับปฏิกิริยา PCR สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน N1

1. Initial denaturation 94Oซ 180 วินาที

2. Denaturation 94 Oซ 30 วินาที

Annealing 55 Oซ 30 วินาที

Extension 72 Oซ 90  วินาที

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 40 รอบ  

3. Final extension 72 Oซ 210    วินาที

Holding temperature 25 Oซ

3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธีเจลแยกสารพันธุกรรมดวย
กระแสไฟฟา

- เตรียมเจลความเขมขน 2% ในสารละลาย 1x Tris borate-EDTA จากน้ันนํา 

PCR product ปริมาตรท้ังหมด 50 ไมโครลิตร ผสมกับ 0.2% Orange G loading

dye ใน 50% glycerol (Carlo Ebra Reagent®) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และหยอด

ลงในแผนเจลหลุมละ 25 ไมโครลิตร จํานวน 2 หลุมตอ 1 ตัวอยาง แยก DNA บน

แผนเจลโดยการใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 45 นาที จากน้ันยอม DNA บน

แผนเจลดวยสารเรืองแสงเอทิเดียมโบรไมดความเขนขน 10 มิลลิโมล และนําไป

ตรวจสอบขนาด PCR product ภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ตท่ีความยาวคลื่น 

365 นาโนเมตร

3.4 การสกัดสารพันธุกรรมบริสุทธิ์และถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1

- นําแผนเจลท่ีมี PCR product ขนาดตรงตามท่ีกําหนด มาตัดเจลในสวนท่ีมี PCR

product ใสในหลอดพลาสติกปลอดเชื้อขนาด 2 มิลลิลิตร

- สกัดสารพันธุกรรมออกจากแผนเจลโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป Perfectprep Gel

Cleanup kit® (Eppendorf®, Hamburg, Germany) ซึ่งอาศัยแผน glass fiber

membrane ในการแยก DNA ออกจากสารอินทรียตางๆ ท่ีปนอยู เพื่อใหไดสาร

พันธุกรรมบริสุทธิ์ปริมาตร 35 ไมโครลิตร สําหรับใชในการถอดรหัสพันธุกรรม

- นําตัวอยาง DNA มาเจือจางใหไดความเขมขนสุดทาย 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร พรอมกับสง forward และ reverse primers ท่ีจําเพาะ

ตอยีน H5 และ N1 ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมล อยางละ 10 ไมโครลิตร 

นําไปถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ดวยวิธี dideoxynucleotide chain
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termination ท่ีศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับอักเสบ คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ/หรือบริษัท macrogen กรุงโซล ประเทศเกาหลีใต 

3.5 ตรวจสอบความถูกตองและประกอบสายพันธุกรรม

- ตรวจสอบความถูกตองของขอมูลรหัสพันธุกรรมทุกสายดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 

Chromas version 1.45 โดยขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดอยูในรูปของกราฟ 

Chromatogram (ABI file) และรหัสพันธุกรรม (Text file)

- ประกอบรหัสพันธุกรรม (assembly) เปนสายของยีน H5 ขนาดประมาณ 1700 bp

และ N1 ขนาดประมาณ1400 bp ดวยโปรแกรม Seqman (DNASTAR, Madison,

WI) (ภาพท่ี 6)

3.6 วิเคราะหการเปล่ียนแปลงและหาความสัมพันธของยีน H5 และ N1

- นําขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ

N1 ของตัวอยางเชื้อไขหวัดนก โดยทําการวิเคราะหรวมกับรหัสพันธุกรรมของเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีเคยมีรายงานการระบาดในประเทศไทยและรายงานจากประเทศใน

ทวีปเอเซีย ซึ่งขอมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดนกมาจากฐานขอมูล GenBank

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

- หาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ในรูปของ phylogenetic tree

ดวยวิธี Neighbor-Joining และ bootstrap analysis (1,000 replications) ดวย

โปรแกรมคอมพิวเตอร ClustalX version 2.0 และ Mega version 4.0.1 และอาน

ผลในรูปความสัมพันธทางพันธุศาสตรของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใชในการศึกษา

จาก phylogenetic tree

- หาเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีไทดของยีน H5 และ N1 ดวยวิธี pair-wise

comparison และแสดงผลในรูปเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดดวย

โปรแกรม MegAlign (DNASTAR, Madison, WI)

- เปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกรวมกับเชื้อไขหวัดนก ท่ีมี

รายงานในประเทศไทยและประเทศในแถบทวีปเอเซีย เพื่อวิเคราะหการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนงตางๆ ของยีน H5 และ N1 ดวยโปรแกรม

คอมพิวเตอร ClustalX version 2.0 และ Mega version 4.0.1

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ภาพท่ี 6 ตัวอยางการตรวจสอบความถูกตองและประกอบสายพันธุกรรม

ขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดในรูปกราฟ Chromatogram (ก) ซึ่งอานผลโดยโปรแกรม 

Chromas version 1.45 และในรูป text file (ข) ผลรหัสพันธุกรรมไดจาก forward (F)

และ reverse (R) primers ในแตละคู และตรวจสอบความถูกตอง ยืนยันรหัสพันธุกรรม

และประกอบรหัสพันธุกรรมใหครบท้ังยีน โดยการใชโปรแกรม Seqman (ค) จากน้ัน

วิเคราะหการเลี่ยนแปลงของสายรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 โดยโปรแกรม 

Megalign (ง)
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อุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในงานวิจัย

1. สารเคมีท่ีใชในการสกัด RNA และสังเคราะห cDNA

1.1 2,3-dideoxynucleoside triphosphate (dNTPS), 5mM (Fermentas®, USA)

1.2 Improm-IITM 5x Reaction buffer (Promega, Madison,WI, USA )

1.3 Improm-IITM Reverse transcriptase (Promega, Madison, WI,USA )

1.4 MgCl2, 25 mM (Promega, Madison, WI, USA)

1.5 Random primers, 0.5 µg (Promega, Madison, WI, USA)

1.6 Rneasy mini kit® (Qiagen, Hilden, Germany)

1.7 Recombinant RNAsin® Ribonuclease Inhibitor, 40 u/µl

(Promega, Madison, WI,USA )

1.8 UltrapureTM Distilled water DNAse, RNAse free (GIBCO®, USA)

2. สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสและถอดรหัสพันธุกรรมของยีน

2.1 Agarose gel (Molecular grade)

2.2 Ethidium Bromide 10 mg/ml (Sigma Aldrich Inc., USA)

2.3 GeneRuler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas®, USA)

2.4 2.5x Master Mix (Eppendorf®, Hamburg, Germany)

2.5 Mg 2+ solution, 25 mM (Eppendorf®, Hamburg, Germany)

2.6 0.2% Orange G loading dye ใน 50 % glycerol (Carlo Ebra Reagent®)

2.7 Perfectprep Gel Cleanup kit® (Eppendorf, Hamburg, Germany)

2.8 40x Tris-boric acid – EDTA (TBE) powder (Bio Basic Inc.®, USA)

2.9 Ultra PureTM Distilled water DNAse, RNAse (GIBCO®, USA)

3. อุปกรณท่ีใชในการวิจัย

3.1 PCR tube 0.2 ml (Axygen Scientific®, CA, USA)

3.2 Microcentrifuge tube 2 ml

3.3 Micropipette 0.5-2, 2-20, 20-200 and 100-1000 ul (Gilson®, France)

3.4 Micropipette tip 2, 200 และ 1000 ul

3.5 Glass ware
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4. เคร่ืองมือท่ีในการวิจัย

4.1 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermo cycler)

(Thermoelectron corporation®, USA)

4.2 เคร่ืองแยกสารพันธุกรรมดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis system)

(OWL Scientific Inc®, USA)

4.3 เคร่ืองตรวจสอบขนาดสารพันธุกรรมดวยแสงอัลตราไวโอเล็ต

(UV transilluminator) (Vilber Lourmat®)

4.4 เคร่ืองปนเหว่ียง (Denville Scientific Inc®, USA)

4.5 ตูรักษาอุณหภูมิ –20O ซ และ –80O ซ

4.6 เคร่ืองชั่งสารทศนิยม 2 ตําแหนง 

5. สารพันธุกรรมสังเคราะห (primers) ท่ีใชในงานวิจัย

สารพันธุกรรมสังเคราะหสําหรับการศึกษาคร้ังน้ีจะแบงออกเปน 3 ชุด ไดแก

5.1 Random Hexamers ซึ่งเปน random primers ความยาว 6 bp เพื่อใชใน

การเกาะจับกับ RNA สําหรับสังเคราะห cDNA

5.2 Primers สําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก ดวยวิธี multiplex RT-PCR

ออกแบบโดยอาศัยขอมูลจาก Payungporn และคณะ (2004) รายละเอียดของ

 รหัสพันธุกรรม และขนาดของ PCR product แสดงไวในตารางท่ี 3

5.3 Primers สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 เพื่อใชในการถอดรหัสพันธุกรรม

(DNA sequencing) เปน primers ท่ีมีความจําเพาะตอยีน H5 และ N1

primers ในการศึกษาคร้ังน้ีมีจํานวน 5 คู โดยยีน H5 ประกอบดวย primers

จํานวน 3 คู และยีน N1 ประกอบดวย primers จํานวน 2 คู PCR product ท่ีได

จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจะมีขนาด 500-800 bp เพื่อใหเหมาะสมตอ

การถอดรหัสพันธุกรรม รายละเอียดของตําแหนงของ primers ท่ีจับบนยีน H5

และ N1 และนิวคลีโอไทดของ primers แสดงดังภาพท่ี 5 และตารางท่ี 4

.
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ตารางท่ี 3 Primers ท่ีใชในการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวย Multiplex RT-PCR

(Payungporn et al., 2004)

PCR product

site (bp)

M MF 5’-TGATCTTCTTGAAAATTTGCAG-3’ 22

MR 5’-TGTTGACAAAATGACCATCG-3’ 20

H5 H5F 5’-GACTCAAATGTCAAGAACCTTTA-3’ 23

H5R 5’-CCACTTATTTCCTCTCTGTTTAG-3’ 23

N1 N1F 5’-GTTTGAGTCTGTTGCTTGGTC-3’ 21

N1R 5’-TGATAGTGTCTGTTATTATGCC-3’ 21

276

189

131

Genes
Primer

names
Nucleotides

primer site

(bp)

F = Forward primers, R= Reverse primers, bp= base pair

ตารางท่ี 4 primers ท่ีใชในการเพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1

Primer Nucleotides PCR product

names site (bp)

H5 H5-F5’ 5’-AGCAAAAGCAGGGGTCTGATCTG-3’ 23 1-23

H5-R1 5’-GCTCCTCTTTATTGTTGGGTATG-3’ 23 543-565

H5-F2 5’-TGAGAAAATTCAGATCATCCCC-3’ 22 409-430

H5-R2 5’-CAACGGCCTCAAACTGAGTGT-3’ 21 1233-1253

H5-F3 5’-ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 21 914-934

H5-R3’ 5’-AGTAGAAACAAGGGTGTTTTTAACTAC-3’ 27 1742-1768

N1 N1-F5’ 5’-AGCAAAAGCAGGAGTTTAAAATG-3’ 23 1-23

N1-R1 5’-TGATAGTGTCTGTTATTATGCC-3’ 22 588-609

N1-F2 5’-GTTTGAGTCTGTTGCTTGGTC-3’ 21 479-499

N1-R3’ 5’-AGTAGAAACAAGGAGTTTTTTGAAC-3’ 25 1374-1398

565

845

855

609

919

Genes
primer site

(bp)

primer

position
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ภาพท่ี 7 ตําแหนงของ primers และขนาดของ PCR product ท่ีใชในการถอดรหัสพันธุกรรมของ

ยีน H5 และ N1



บทที่ 4

ผลการวิเคราะหขอมลู

การวิจัยคร้ังน้ีเปนการตรวจติดตามและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนก

สายพันธุ H5N1 จากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง โดย

การวิจัยคร้ังน้ีไดเก็บตัวอยางสัตวปกชนิดตางๆ จํานวน 836 ตัวอยาง มาเพาะแยกเชื้อไวรัสดวยวิธีการ

ฉีดเขาไขไกฟก และตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสโดยอาศัยวิธีทางซีร่ัมวิทยา hemagglutination test (HA) และ

วิธีทางอณูชีวิวิทยา ผลการศึกษาพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จํานวน 12 ตัวอยาง จากน้ัน

ถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 และวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและความสัมพันธของเชื้อไวรัส

ท่ีแยกไดรวมกับเชื้อไวรัสท่ีเคยพบในประเทศไทยและในตางประเทศ

1. ขอมูลตัวอยางสัตวปกในการศึกษาคร้ังน้ี

1.1 การศึกษาคร้ังน้ีเก็บรวบรวมตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดใน

กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียงในรัศมี 100 กิโลเมตร ท่ีเคยมีรายงานการระบาดของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 8 จังหวัด ไดแก กรุงเทพมหานคร ฉะเชิงเทรา นครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี 

อยุธยา และอางทอง ในระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549–กรกฎาคม พ.ศ. 2550 เปนระยะเวลา 12

เดือน รายละเอียดของตัวอยางประกอบดวย ชนิดสัตวปก จํานวนตัวอยางจากสัตวปกมีชีวิตและ

อวัยวะภายในของสัตวปก แสดงไวในตารางท่ี 5

จากตารางท่ี 5 สรุปไดวาจํานวนตัวอยางในการศึกษาคร้ังน้ีมีจํานวน 836 ตัวอยาง เปนสัตว

ปกมีชีวิตจํานวน 354 ตัว (42.4 เปอรเซ็นต) และอวัยวะภายในของสัตวปกจํานวน 482 ตัว (57.6

เปอรเซ็นต) เมื่อแยกตามชนิดสัตวปกมีท้ังหมด 11 ชนิด ไดแก นกกระทา 333 ตัว (39.8 เปอรเซ็นต) ไก 

192 ตัว (23.0 เปอรเซ็นต) นกกระจิบ 118 ตัว (14.1 เปอรเซ็นต) นกไกนา 76 ตัว (9.1 เปอรเซ็นต) เปด 

47 ตัว (5.6 เปอรเซ็นต) นกกวัก 33 ตัว (3.9 เปอรเซ็นต) นกอีลุม 25 ตัว (3.0 เปอรเซ็นต) นกพิราบ 6

ตัว (0.7 เปอรเซ็นต) นกเปดแดง 3 ตัว (0.6 เปอรเซ็นต) นกอัญชัน 2 ตัว (0.2 เปอรเซ็นต) และนกอีโกง 

1 ตัว (0.1 เปอรเซ็นต) โดยตัวอยางสวนใหญไดจากตลาดรายใหญในกรุงเทพมหานคร และตลาดสด

เทศบาล วัด รานคาริมทางในจังหวัดสุพรรณบุรี ปทุมธานี นนทบุรี อยุธยา นครปฐม ฉะเชิงเทรา และ

อางทอง
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ตารางท่ี 5 จํานวนตัวอยางสัตวปกท่ีเก็บในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานคร

และจังหวัดใกลเคียงระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 – กรกฎาคม พ.ศ. 2550

จํานวน
ชนิดสัตวปก

สัตวปกมีชีวิต อวัยวะภายในสัตวปก
รวม

ไก 189 3 192 (23.0%)

เปด 47 - 47 (5.6%)

นกกวัก - 33 33 (3.9%)

นกอีโกง - 1 1 (0.1%)

นกอีลุม - 25 25 (3.0%)

นกกระทา - 333 333 (39.8%)

นกเปดแดง - 3 3 (0.6%)

นกกระจิบ 112 6 118 (14.1%)

นกอัญชัน - 2 2 (0.2%)

นกพิราบ 6 - 6 (0.6%)

นกไกนา - 76 76 (9.1%)

รวม 354 (42.4%) 482 (57.6%) 836 (100%)

2. ขอมูลตัวอยางเชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ี

2.1 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 โดยการเพาะแยกเชื้อไวรัสดวยวิธีการฉีดไข

ไกฟก การทดสอบดวยวิธี HA test และยืนยันผลดวยการตรวจหายีน M, H5 และ N1 โดยวิธี

multiplex RT-PCR โดยตัวอยางท่ีใหผลบวกมีขนาด PCR product เทากับ 276, 189 และ 131 bp

ตามลําดับ จึงยืนยันวาเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5 และ N1

การศึกษาคร้ังน้ีพบวาตัวอยางสัตวปกในชวงเวลาต้ังแตเดือน สิงหาคม พ.ศ. 2549 ถึง 

กรกฎาคม พ.ศ. 2550 เปนตัวอยางสัตวปกรวมจํานวน 836 ตัวอยาง และใหผลการตรวจพิสูจนเปนเชื้อ

ไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จํานวน 12 ตัวอยาง รายละเอียดของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกประกอบดวย

รหัสของตัวอยาง ชนิดของสัตวปก จังหวัดท่ีเก็บตัวอยาง เวลาท่ีเก็บตัวอยาง แสดงไวในตารางท่ี 6 และ
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ตัวอยางผลของการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกโดยวิธี multiplex RT-PCR ท่ีใหผลบวกตอยีน M, H5

และ N1 แสดงไวในภาพท่ี 8

จากตารางท่ี 6 สรุปไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตัวอยางสัตวปกมีจํานวน 12 ตัวอยาง 

(1.4 เปอรเซ็นต) เปนเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากนกกระทา 5 ตัวอยาง (0.6 เปอรเซ็นต) เปด นกอีลุม และ

นกไกนา จํานวนอยางละ 2 ตัวอยาง (0.2 เปอรเซ็นตตอชนิดสัตวปก) และไก 1 ตัวอยาง 

(0.1 เปอรเซ็นต) และเมื่อแยกตามชนิดตัวอยางท่ีเก็บมาพบวาเปนเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากอวัยวะภายใน

ของสัตวปก 9 ตัวอยาง (1.9 เปอรเซ็นต) และสัตวปกมีชีวิต 3 ตัวอยาง (0.8 เปอรเซ็นต) โดยเชื้อไวรัสท่ี

แยกไดจากจังหวัดปทุมธานี 7 ตัวอยาง (5.3 เปอรเซ็นต) กรุงเทพมหานคร 3 ตัวอยาง (1.0 เปอรเซ็นต)

และสุพรรณบุรี 2 ตัวอยาง (0.9 เปอรเซ็นต) เมื่อแยกตามเวลาท่ีเก็บตัวอยางพบตัวอยางในเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2549 จํานวน 5 ตัวอยาง (10.9 เปอรเซ็นต) ธันวาคม พ.ศ. 2549 จํานวน 5 ตัวอยาง 

(18.5 เปอรเซ็นต) และมกราคม พ.ศ. 2550 จํานวน 2 ตัวอยาง (3.5 เปอรเซ็นต)

ตารางท่ี 6 ขอมูลตัวอยางเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ท่ีแยกจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและ      

ตลาดสดในการศึกษาคร้ังน้ี

รหัสของ
ตัวอยาง

ชนิดของ
สัตวปก

ชนิดตัวอยาง
จังหวัดท่ีเก็บ

ตัวอยาง
เวลาท่ีเก็บ
ตัวอยาง

CU-317 นกไกนา อวัยวะภายใน สุพรรณบุรี พ.ย. 2549

CU-318 นกไกนา อวัยวะภายใน สุพรรณบุรี พ.ย. 2549

CU-319 นกอีลุม อวัยวะภายใน ปทุมธานี พ.ย. 2549

CU-320 นกกระทา อวัยวะภายใน ปทุมธานี พ.ย. 2549

CU-321 ไก สัตวปกมีชีวิต กรุงเทพมหานคร พ.ย. 2549

CU-330 นกกระทา อวัยวะภายใน ปทุมธานี ธ.ค. 2549

CU-331 นกกระทา อวัยวะภายใน ปทุมธานี ธ.ค. 2549

CU-332 นกกระทา อวัยวะภายใน ปทุมธานี ธ.ค. 2549

CU-333 นกกระทา อวัยวะภายใน ปทุมธานี ธ.ค. 2549

CU-334 นกอีลุม อวัยวะภายใน ปทุมธานี ธ.ค. 2549

CU-328 เปด สัตวปกมีชีวิต กรุงเทพมหานคร ม.ค. 2550

CU-329 เปด สัตวปกมีชีวิต กรุงเทพมหานคร ม.ค. 2550
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* ตัวควบคุมบวก คือ A/Thailand/Nakorn-Pathom/CU-K2/04

** ตัวควบคุมลบ คือ นํ้ากลั่น

ภาพท่ี 8 แสดงตัวอยางผลการตรวจโดยวิธี multiplex RT-PCR ท่ีใหผลบวกตอยีน M, H5 และ N1 ใน

ตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

500 bp

H5 189 bp
M 276 bp

N1 131 bp
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3. ผลการถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1

การศึกษารหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 โดยการนําตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใหผลบวกตอ

ยีน M, H5 และ N1 จากวิธี multiplex RT-PCR มาเพิ่มจาํนวนในสวนของยีน H5 และ N1 โดยใช 

primer ท่ีจําเพาะตอยีนท้ังสองชนิดดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (ตัวอยางผลจากวิธี PCR ในการ

เพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 ไดแสดงไวในภาพท่ี 9) จากน้ันนํา PCR product ไปถอดรหัสพันธุกรรม

ดวยวิธี dideoxynucleotide chain termination ผลขอมูลการถอดรหัสพันธุกรรมท่ีไดอยูในรูปกราฟ 

chromatogram และ text file นํารหัสพันธุกรรมท่ีไดมาตรวจสอบความถูกตองโดยการตรวจสอบ

ลักษณะกราฟและนิวคลีโอไทดท่ีระบุมาวาถูกตองหรือไมดวยโปรแกรม Chromas version 1.45 และ

ยืนยันผลของรหัสพันธุกรรมท่ีไดจากการใช forward และ reverse primer ในแตละคูเปรียบเทียบกัน

จากน้ันนํารหัสพันธุกรรมท่ีไดจาก primer แตละคูมาประกอบใหครบตลอดท้ังยีน H5 และ N1 โดยการ

ใชโปรแกรม Seqman (DNASTAR®)

การศึกษาคร้ังน้ีไดขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ท้ังหมด 24 เสน (จํานวน 12

ตัวอยาง) และนําไปเผยแพรในฐานขอมูล Genbank ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov

รายละเอียดรหัสพันธุกรรมดังแสดงในตารางท่ี 7

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(ก) แสดงตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใหผลบวกในการเพิ่มจํานวนยีน H5 โดยการใช primer จํานวน 3 คู

(ข) แสดงตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใหผลบวกในการเพิ่มจํานวนยีน N1 จาก primer จํานวน 2 คู

ภาพท่ี 9 รูปเจลแยกสารพันธุกรรมดวยกระแสไฟฟาของตัวอยางท่ีใหผลบวกในการเพิ่มจํานวนยีน H5

และ N1

M 1 2 3 4

bp

bp

1000
800
500

1000
800

500

M 5 6 7

Lane 1; H5F5’/H5R1 = 565 bp

Lane 2; H5F2/H5R2 = 845 bp

Lane 3; H5F3/H5R3’ = 855 bp

Lane 4; negative control

M; DNA ladder

Lane 5; N1F5’/N1R1 = 609 bp

Lane 6; N1F2/N1R3’ = 919 bp

Lane 7; negative control

M; DNA ladder
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ตารางท่ี 7 แสดงรายละเอียดของรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของตัวอยางเชื้อไขหวัดนก

จํานวน 12 ตัวอยาง

ขนาดของยีน (bp)
หมายเลขของรหัสพันธุกรรม

ในฐานขอมูล Genbank*
รหัส

ตัวอยาง

ชนิดสัตว

ปก

ปท่ีเก็บ

ตัวอยาง 

(พ.ศ.) H5 N1 H5 N1

CU-317 นกไกนา 2549 1667 1352 EU616825 EU616826

CU-318 นกไกนา 2549 1709 1343 EU616827 EU616828

CU-319 นกอีลุม 2549 1676 1333 EU616829 EU616830

CU-320 นกกระทา 2549 1693 1352 EU616831 EU616832

CU-321 ไก 2549 1673 1339 EU616833 EU616834

CU-330 นกกระทา 2549 1719 1320 EU616851 EU616852

CU-331 นกกระทา 2549 1667 1348 EU616859 EU616860

CU-332 นกกระทา 2549 1715 1340 EU616867 EU616868

CU-333 นกกระทา 2549 1710 1322 EU616875 EU616876

CU-334 นกอีลุม 2549 1714 1320 EU616883 EU616884

CU-328 เปด 2550 1696 1323 EU616835 EU616836

CU-329 เปด 2550 1707 1320 EU616843 EU616844

* รายละเอียดของรหัสพันธุกรรมท่ีแสดงในฐานขอมูล Genbank แสดงในภาคผนวก ค
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4. ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกท่ี 

   แยกไดจากสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและ

จังหวัดใกลเคียง

การศึกษาคร้ังน้ีไดเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

จากสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง โดย

วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกดวยวิธี pair-wise comparison จาก

โปรแกรมคอมพิวเตอร Megalign (DNASTAR®) ซึ่งสามารถบอกความสัมพันธทางพันธุศาสตรของเชื้อ

ไขหวัดนกเปนเปอรเซ็นตความคลาย (percentage of similarity) ของนิวคลีโอไทดบนยีน H5 และ N1

และศึกษาความสัมพันธในรูปของโครงสรางความสัมพันธ (phylogenetic tree) ดวยวิธี cluster

analysis จากโปรแกรมคอมพิวเตอร ClustalX version 2.0 และ Mega version 4.0.1 ซึ่งจัดกลุมของ

เชื้อไขหวัดนกท่ีมีลักษณะใกลเคียงกันไวดวยกันและแสดงถึงวิวัฒนาการของเชื้อไวรัส โดยวิเคราะห

เปรียบเทียบเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีจํานวน12 ตัวอยาง รวมกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคย

มีการระบาดในประเทศไทยในปตางๆ รวมท้ังวิเคราะหรวมกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศตางๆ 

ในแถบทวีปเอเชียท่ีอยูในฐานขอมูล Genbank

4.1 ผลการวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดบนยีน H5 และ N1

การวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจํานวน 12 ตัวอยาง พบวามีความคลายกันของยีน H5 และ N1 มากกวา 

98.5 เปอรเซ็นต และ 97.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อวิเคราะหหาความคลายของยีน H5

และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกในแตละจังหวัดพบวาเชื้อไขหวัดนกจากจังหวัดปทุมธานีจํานวน 7

ตัวอยาง มีเปอรเซ็นตความคลายกันมากกวา 98.9 เปอรเซ็นต และ 98.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

จากกรุงเทพมหานครจํานวน 3 ตัวอยาง มีคาระหวาง 98.2-98.6 เปอรเซ็นต และ 97.6-99.8

เปอรเซ็นต ตามลําดับ และสุพรรณบุรีจํานวน 2 ตัวอยางมีคาเทากับ 99.5 เปอรเซ็นต และ 99.8

เปอรเซ็นต ตามลําดับ การวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 แยกตามชนิด

สัตวปกน้ันสามารถวิเคราะหไดในกรณีท่ีมีสัตวปกชนิดเดียวกันจํานวน 2 ตัวอยางข้ึนไป จากผล

การวิเคราะหพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในนกกระทาจํานวน 5 ตัวอยาง มีเปอรเซ็นตความ

คลายกันมากกวา 99.0 เปอรเซ็นต และ 98.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นกไกนาจํานวน 2 ตัวอยาง

มีคาเทากับ 99.5 เปอรเซ็นต และ 99.8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นกอีลุมจํานวน 2 ตัวอยาง มีคา

เทากับ 99.2 เปอรเซ็นต และ 98.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ รายละเอียดผลการวิเคราะห

เปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ไดแสดงไวในตารางท่ี 8 และ 9
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การวิเคราะหเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของ

เชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจํานวน 12 ตัวอยาง กับเชื้อไขหวัดนกท่ีคาดวาเปนเชื้อไวรัสตนกําเนิดของ

เชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในประเทศแถบเอเชีย คือ A/Goose/Guangdong/1/96 พบวา

เชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง มีความคลายกันของยีน H5 และ N1 คิดเปน 95.7-96.7

เปอรเซ็นต และ 94.5-95.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัด

นกท่ีเคยพบในประเทศไทยเมื่อตนป พ.ศ. 2547 (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-

K2/04) และป พ.ศ. 2548 (A/Chicken/Thailand /CU-162/05) และป พ.ศ. 2549 (A/Chicken

/Thailand/NP-172/06) พบวามีเปอรเซ็นตความคลายกันของยีน H5 มากกวา 98.0, 98.5 และ 

95.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และยีน N1 มากกวา 98.2, 98.3 และ 94.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 10
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ตารางท่ี 8 แสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดของยีน H5 ของเชื้อไขหวัดนก

จํานวน 12 ตัวอยาง 

Virus CU-317 CU-318 CU-319 CU-320 CU-321 CU-330 CU-331 CU-332 CU-333 CU-334 CU-328 CU-329

CU-317 99.5 99.4 99.0 99.4 98.8 98.9 98.8 98.8 99.1 99.1 98.4

CU-318 99.2 99.1 99.1 98.9 98.9 99.0 98.9 99.2 98.9 98.1

CU-319 98.9 99.3 98.9 99.0 98.9 98.9 99.2 98.6 98.3

CU-320 98.8 99.2 99.0 99.1 99.1 99.1 98.2 97.8

CU-321 99.4 99.4 99.3 99.4 99.3 98.6 98.1

CU-330 99.8 99.8 99.9 99.6 98.0 97.7

CU-331 99.8 99.8 99.6 98.0 97.7

CU-332 99.8 99.6 98.0 97.7

CU-333 99.6 98.0 97.7

CU-334 98.3 98.0

CU-328 99.3

CU-329

วิเคราะหรหัสพันธุกรรมในตําแหนงท่ี 49-1667

ตารางท่ี 9 แสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดของยีน N1 ของเชื้อไขหวัดนก

จํานวน 12 ตัวอยาง 

Virus CU-317 CU-318 CU-319 CU-320 CU-321 CU-330 CU-331 CU-332 CU-333 CU-334 CU-328 CU-329

CU-317 99.8 99.5 99.9 99.5 98.9 98.9 98.7 98.8 98.6 98.3 98.0

CU-318 99.4 99.8 99.4 99.0 98.9 98.9 98.9 98.8 98.4 98.2

CU-319 99.5 99.8 98.6 98.6 98.4 98.5 98.3 97.8 97.6

CU-320 99.5 98.8 98.9 98.6 98.7 98.6 98.2 97.9

CU-321 98.7 98.8 98.6 98.6 98.5 97.8 97.6

CU-330 99.5 99.8 99.9 99.8 97.7 97.5

CU-331 99.5 99.4 99.4 97.6 97.4

CU-332 99.9 99.9 97.6 97.3

CU-333 99.8 97.6 97.4

CU-334 97.5 97.3

CU-328 99.8

CU-329

วิเคราะหรหัสพันธุกรรมในตําแหนงท่ี 5-1320
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ตารางท่ี 10 แสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนก A/Goose/Guangdong

/1/96 และเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยพบในประเทศไทยเมื่อตนป พ.ศ. 2547 (A/Chicken

/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) และป พ.ศ. 2548 (A/Chicken/Thailand /CU-

162/05) และป พ.ศ. 2549 (A/Chicken /Thailand/NP-172/06)

Nucleotide identity (%)

Gs/1/96a CU-K2/04b CK-162/05c NP-172/06dVirus

H5 N1 H5 N1 H5 N1 H5 N1

CU-317 96.7 95.6 99.1 99.5 99.8 99.0 96.6 95.7

CU-318 96.5 95.7 98.8 99.7 99.6 99.2 96.3 95.8

CU-319 96.2 95.1 98.6 99.1 99.4 98.5 96.3 95.2

CU-320 96.0 95.4 98.3 99.5 98.9 98.9 95.9 95.6

CU-321 96.2 95.2 98.6 99.2 99.4 98.5 96.3 95.4

CU-330 95.7 94.5 98.0 98.4 98.8 98.9 95.9 94.7

CU-331 95.7 95.2 98.0 98.2 98.8 98.8 95.9 94.5

CU-332 95.7 95.1 98.0 99.0 98.8 98.5 95.9 95.3

CU-333 95.7 95.1 98.0 98.9 98.8 98.5 95.9 95.2

CU-334 95.9 95.0 98.3 98.8 99.0 98.4 96.0 95.2

CU-328 96.1 95.1 99.3 98.9 99.1 98.5 96.0 95.1

CU-329 95.6 94.9 99.0 98.8 98.5 98.3 95.6 95.1

หมายเหตุ วิเคราะหรหัสพันธุกรรมของยีน H5 ในตําแหนงท่ี 49-1667 และวิเคราะหรหัสพันธุกรรม

ของยีน N1 ในตําแหนงท่ี 25-1320
a Gs/1/96 : Goose/Guangdong/1/96
b CU-K2/04 : Chicken/Thailand/CU-K2/04
c CK-162/05 : Chicken/Thailand/CK-162/05
d NP-172/06 : Chicken/Thailand/NP-172/06
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4.2 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1

ผลการศึกษาหาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน HA และ NA ของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

พบวาเชื้อไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง จัดอยูในกลุมเดียวกัน (มีลักษณะทางพันธุศาสตรของ

ยีน H5 และ N1 ใกลเคียงกัน) และเมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสท่ีแยก

ไดจากการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยพบในประเทศไทยเมื่อตนป พ.ศ. 2547

(A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) และป พ.ศ. 2548 (A/Chicken/Thailand

/CU-162/04) และป พ.ศ. 2549 (A/Chicken/Thailand/NP-172/06) พบวาเชื้อไขหวัดนกใน

ประเทศจัดอยูในกลุมเดียวกัน (ภาพท่ี 10 และ 11)

การวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางเชื้อไขหวัดนก 12 ตัวอยาง กับเชื้อไขหวัดนกท่ีมี

รายงานในประเทศตางๆ แถบทวีปเอเชีย พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบจากการศึกษาคร้ังน้ีจัดอยูใน

กลุมเดียวกับเชื้อไวรัสท่ีพบในประเทศไทยและเวียดนามชวงป ค.ศ. 2004-2005 แตไมจัดอยูใน

กลุมเดียวกับเชื้อไวรัสท่ีพบในประเทศอินโดนีเซียป ค.ศ. 2004-2005 และประเทศจีนทางตอนใต

ในป ค.ศ. 1996-1997 ดังน้ันจึงอาจสรุปไดวาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของ

เชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถแยกเชื้อไวรัสไดออกเปน 3 กลุม คือ เชื้อไวรัสในกลุม

ของประเทศไทยและเวียดนาม เชื้อไวรัสในกลุมอินโดนีเซีย และเชื้อไวรัสในกลุมประเทศจีนตอน

ใต ดังแสดงในภาพท่ี 12 และ 13

อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีเชื้อไขหวัดนกท่ีนํามาศึกษาท้ังหมดเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 กลุม genotype Z และเปน genotype เดียวกันกับเชื้อท่ีพบในหลายประเทศในเอเชีย 

เชน ประเทศจีน เวียดนาม อินโดนีเซีย ฮองกง รวมท้ังเชื้อท่ีพบในยุโรปและแอฟริกา   
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* ผลการวิเคราะห Bootstrap analysis แสดงเปนตัวเลขบนแตละก่ิงและความยาวของเสนแนวขวาง 

(horizontal lines) เปนคาสัดสวนความแตกตางของจํานวนนิวคลีโอไทด และในแตละก่ิงแทนดวยชื่อ

ของตัวอยางท่ีใชในการศึกษา 

ภาพท่ี 10 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรในรูปแบบ phylogenetic analysis ของยีน H5

ต้ังแตตําแหนงท่ี 49-1667 bp ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยมี

รายงานในประเทศไทยระหวางป พ.ศ. 2547 (Chicken/Nakon-Pathom/Thailand/CU-K2/04)

ป พ.ศ. 2548 (Chicken/Nontaburi/Thailand/CK-162/05) และป พ.ศ. 2549 (Chicken/

Thailand/NP-172/2006)



47

* ผลการวิเคราะห Bootstrap analysis แสดงเปนตัวเลขบนแตละก่ิงและความยาวของเสนแนวขวาง 

(horizontal lines) เปนคาสัดสวนความแตกตางของจํานวนนิวคลีโอไทด ในแตละก่ิงแทนดวยชื่อ

ของตัวอยางท่ีใชในการศึกษา 

ภาพท่ี 11 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรในรูปแบบ phylogenetic analysis ของยีน N1

ต้ังแตตําแหนงท่ี 25-1320 bp ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยมี

รายงานในประเทศไทยระหวางป พ.ศ. 2547 (Chicken/Nakon-Pathom/Thailand/CU-K2/04)

ป พ.ศ. 2548 (Chicken/Nontaburi/Thailand/CK-162/05) และป พ.ศ. 2549 (Chicken/

Thailand/NP-172/2006)
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ภาพท่ี 12 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 ระหวางเชื้อไขหวัดนกในการศึกษา

และท่ีเคยมีรายงานในทวีปเอเชีย ในป ค.ศ. 2004-2007 ในรูปแบบ phylogenetic

analysis

Ck/Thailand/CK-162/05

Ck/Thailand/CK-160/05

CU-328

CU-329

Qa/Thailand/QA-161/05

Ck/Thailand/PC-170/06

Ck/Laos/7191/04

Gs/Cambodia/28/04

Qa/Thailand/57/04

CU-318

CU-317

CU-320

CU-319

CU-321

Qa/Malaysia/5858/04

CU-331

CU-330

CU-333

CU-332

CU-334

Ck/Thailand/CU-1/04

Ck/Thailand/CU-K2/04

Ck/Thailand/ICRC-V143/07

Ck/Vietnam/P22/05

Dk/Vietnam/5003/05

Ck/Cambodia/022LC3b/05

Ck/Vietnam/TG-023/04

Dk/Vietnam/543/05

Ck/Cambodia/013LC1b/05

Gs/Guangdong/1/96

Gs/Guangdong/3/97

Ck/Guangdong/174/04

Ck-Salatiga/BBVet-I/05

Ck/Karo/BBPV1/06

Ck/Kupang/BPPV6/04

Dk/Shantou/13323/05

Ck/Malaysia/5223/07

Ck/Guangxi/683/06

Ck/Laos/36/06

Ck/Thailand/NP-172/06

97
100

68
99

92

100

100

75

61

100

99

77
92

87

100

59

76

44

60

99

96

81

71

62
64

48

37

39

99

12

28

34

97

89

72

0.002

CU-317 - CU-334
Thailand 04-07
Vietnam 04-05
Malaysia 04
Cambodia 04-05
Laos 04

China 96-97

China 04-06
Indonesia 04-06
Malaysia 07
Laos 06
Ck/Thailand/NP-172/06
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ภาพท่ี 13 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน N1 ระหวางเชื้อไขหวัดนกในการศึกษา

และท่ีเคยมีรายงานในทวีปเอเชีย ในป ค.ศ. 2004-2007 ในรูปแบบ phylogenetic

analysis

CU-330

CU-332

CU-333

CU-331

CU-334

CU-320

Ck/Thailand/PC-168/06

CU-321

Ck/Thailand/ICRC-195/07

CU-319

CU-318

CU-317

Ck/Cambodia/7/04

Ck/Thailand/CU-23/04

Ck/Laos/7191/04

Ck/Thailand/ICRC-V143/07

Ck/Thailand/CU-K2/04

Ck/Malaysia/5858/04

Ck/Vietnam/C58/04

Ck/Thailand/CK-162/05

Ck/Thailand/CK-160/05

Ck/Thailand/PC-170/06

Qa/Thailand/QA-161/05

CU-328

CU-329

Ck/Cambodia/013LC1b/05

Ck/Vietnam/Ca58/04

Gs/Guangdong/1/96

Gs/Guangdong/3/97

Ck/Vietnam/G62/05

100
92

100

51
50

80

81

34

37

34

62

52

42

100

16

17

16
17

38

33

89
96

99

63
75

0.002

Ck/Vietnam/G62/05

Ck/Vietnam/G62/05

Ck/Dairi/BPPVI/05

Ck/Kupang-3-NTT/BPPV6/04

Qa/Karo/BBPVII/06

Ck/Guangdong/174/04

Ck/Shantou/810/05

Ck/Malaysia/5223/07

Dk/Guangxi/2143/06

Ck/Guangxi/683/06

Ck/Laos/Xaythiani37/06

Ck/Thailand/NP-172/0654
33

37

100

52
99

81

45

96

Ck/Vietnam/G62/05

CU-317 - CU-334
Thailand 04-07
Vietnam 04-05
Malaysia 04
Cambodia 04-05
Laos 04

China 96-97

Indonesia 04-06

China 04-06
Laos 06
Malaysia 07
Ck/Thailand/NP-172/06
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5. ผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนบนยีน H5 และ N1

การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงท่ีมีความสําคัญของแตละยีน โดย

วิเคราะหรหัสพันธุกรรมและลําดับกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสจํานวน 12 ตัวอยาง รวมกับขอมูลรหัส

พันธุกรรมท่ีเคยมีรายงานในประเทศตางๆ ดวยโปรแกรม ClustalX version 2.0 และ Mega version

4.0.1

5.1 ผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนยีน H5

ยีน HA ของเชื้อไขหวัดนกเปนยีนท่ีมีความสําคัญและเก่ียวของกับความรุนแรงของ

เชื้อไวรัสในการเกิดโรคท้ังในสัตวปกและคน การเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุ

ของยีน HA ในจุดตางๆ ท่ีมีความสําคัญตอความรุนแรงในการเกิดโรคไดแก 1.) Connecting

peptide sequence (HA cleavage site) ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 320-330 2.) Receptor

binding site ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 222-224 และ 3.) Glycosylation site ท่ีตําแหนงกรด

อะมิโนท่ี 154-156

HA cleavage site

การเรียงตัวของกรดอะมิโนท่ีบริเวณ HA cleavage site สามารถใชบงบอกถึงความ

รุนแรงในการกอโรคของเชื้อไขหวัดนก โดยพบวาเชื้อไวรัสท่ีมีความรุนแรงตํ่าจะมีลักษณะของ

กรดอะมิโนชนิดเบสท่ีบริเวณ HA cleavage site แบบ single basic amino acid แตในเชื้อ

ไวรัสท่ีมีความรุนแรงสูงจะมีการเรียงตัวแบบ multiple basic amino acids (Wilschut and

McElhaney, 2005)

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตว

ปกมีชีวิตและตลาดสด มีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน cleavage site ท่ีกรดอะมิโน

ตําแหนงท่ี 320-330 เปนแบบกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัว (multiple basic amino acids) ซึ่ง

เปนลักษณะท่ีพบไดในเชื้อไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรง (Highly Pathogenic Avian

Influenza; HPAI) การศึกษาคร้ังน้ีสามารถแบงการเรียงตัวของกรดอะมิโนลักษณะดังกลาว

ออกเปน 2 แบบ คือ SPQRERRRKKR และ SPQREKRRKRR ดังแสดงในตารางท่ี 11 และ

ภาพท่ี 14 ซึ่งแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีบริเวณตําแหนงท่ี 320-330 บนยีน HA (HA

cleavage site) โดยการเรียงตัวแบบ SPQRERRRKKR พบไดในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจาก

ตัวอยางสัตวปก 11 ตัวอยาง แบงเปนนกกระทา (n=5) นกไกนา (n=2) นกอีลุม (n=2) เปด 

(n=1) และไก (n=1) และการเรียงตัวในลักษณะ SPQREKRRKRR พบไดในเปด 1 ตัวอยาง
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อยางไรก็ตามจะพบวาการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน HA cleavage site แบบ 

SPQRERRRKKR สามารถพบไดในเชื้อไขหวัดนกท่ีรายงานในประเทศจีน (ป ค.ศ.1996-

1997) ประเทศเวียดนาม อินโดนีเซียใน (ป ค.ศ. 2004-2005) และการเรียงตัวของกรดอะมิโน

แบบ SPQREKRRKRR สามารถพบไดในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากเหย่ียวท่ีถูกสงจาก

ประเทศไทยไปยังประเทศเบลเย่ียม (A/crested_eagle/Belgium/01/2004) และเชื้อท่ีแยกได

จากไกและนกกระทาในประเทศไทย (ภาพท่ี 14) และเมื่อนําลักษณะการเรียงตัวของกรด

อะมิโนชนิดเบสหลายตัวแบบ SPQREKRRKRR ไปเปรียบเทียบกับรหัสพันธุกรรมใน

ฐานขอมูลรหัสพันธุกรรม (Genbank) พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบลักษณะการเรียงตัวแบบ

ดังกลาวขางตนสามารถพบไดในเปด ไก อีกา นกกระทา นกนางนวล นกปากหาง และเสือ ซึ่ง

สอดคลองกับการศึกษาน้ีท่ีพบการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวดังกลาวในเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดเชนกัน

Receptor binding site

เชื้อไขหวัดนกมีความสามารถกอโรคในสัตวหลายชนิด สวนหน่ึงมีผลจากตําแหนง 

receptor binding site รายงานปจจุบันพบลักษณะของกรดอะมิโนบน receptor binding

site แตกตางกันซึ่งมีความความจําเพาะตอการจับบน oligosaccharide receptor ท่ีอยูบนผิว

เซลลของโฮสต โดยเชื้อไขหวัดนกท่ีกอโรคในสัตวปกมีกรดอะมิโนชนิด glutamine (Q) และ 

glycine (G) ท่ีตําแหนง 222 และ 224 บนยีน HA (Vines et al., 1998 )

ผลการศึกษา receptor binding site ของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท้ังหมด 12 ตัวอยาง 

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 222 และ 224 (Q222-G224) (ตารางสรุปท่ี

11) และเมื่อวิเคราะหรวมกับตัวอยางเชื้อไวรัสจากประเทศตางๆ ในทวีปเอเซีย คือ จีน 

เวียดนาม อินโดนีเซีย พบวาเชื้อไวรัสยังมีลักษณะของกรดอะมิโน Q และ G ท่ีตําแหนง 

222-224 ตามลําดับ เชนเดียวกัน ซึ่งเปนลักษณะท่ีสําคัญของ receptor binding site ของเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีกอโรคในสัตวปก (ภาพท่ี 13)

N-link glycosylation site

ตําแหนงของ glycosylation site บนโปรตีน HA ประกอบดวยสายคารโบไฮเดรต

เชื่อมตอดวยพันธะ N-glycosidic linkage (Lamb and Choppin,1983) โดยตําแหนง

ดังกลาวมีความเก่ียวของกับความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Hulse et al., 2004) โดยเฉพาะ 

glycosylation site ท่ีอยูบริเวณใกลเคียงกับ receptor binding site เชน glycosylation site

ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 154-156
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เชื้อไขหวัดนกท่ีรายงานในประเทศจีนและฮองกงชวงป ค.ศ. 1996-1997 ประเทศใน

แถบยุโรปป ค.ศ. 2004-2005 และเชื้อไวรัสบางตัวในประเทศอินโดนีเซีย (Quail/Tasikmalaya

/BPPV4/04) ไมพบ glycosylation site ท่ีตําแหนงกรดอะมิโน 154-156 อยางไรก็ตาม

การศึกษาคร้ังน้ีพบกรดอะมิโน asparagine (N) threorine (T) และ serine (S) บน

glycosylation site ตําแหนงท่ี 154-156 ในทุกตัวอยางของเชื้อไขหวัดนก (แสดงดังตารางสรุป

ท่ี 11 และภาพท่ี 16)

5.2 ผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนยีน N1

NA stalk region

โปรตีน NA มีรูปรางคลายเห็ด (mushroom) ซึ่งประกอบดวยสวนหัว และกาน (stalk

region) (Lamb and Choppin, 1983) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk

region ของยีน NA สงผลใหไวรัสมีการปรับตัวในสิ่งแวดลอมใหมและมีคุณสมบัติท่ีทําใหไวรัส

ชนิดน้ีสามารถติดตอไปยังสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ได (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005)

จากการศึกษาคร้ังน้ีพบการลดจํานวนของกรดอะมิโนจํานวน 20 ตัว (20-amino acid

deletion) ท่ีตําแหนง 49-68 ของ NA stalk region ในทุกตัวอยางท่ีทําการศึกษา (ตารางสรุปท่ี

12) และวิเคราะหเปรียบเทียบกับตัวอยางเชื้อไขหวัดนกในตางประเทศต้ังแตป ค.ศ. 2004

เปนตนมา พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีตางไปจากเชื้อไขหวัดนกจากจีนในป

ค.ศ. 1996-1997 (Gs/Gd/96 lineage) ซึ่งไมพบการลดจํานวนของกรดอะมิโนท่ีบริเวณ NA

stalk region (ภาพท่ี 17)

NA active site

NA active site เปนตําแหนงท่ีอยูบนสวนหัวของโปรตีน NA ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโนบน NA active site มีผลทําใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาท่ีใชในการยับย้ังการทํางานของ

เอนไซม neuraminidase (Moscona, 2005) ในการศึกษาคร้ังน้ีไดวิเคราะหการเปลี่ยนแปลง

ของกรดอะมิโนบน NA active site ท่ีมีผลตอการด้ือยา oseltamivir จากผลการศึกษายังไม

พบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 119, 275, 293 และ 295 ในตัวอยางเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง (ตารางสรุปท่ี 12) เชนเดียวกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดในจีนตอน

ใต (Gs/Gd/96 lineage) อินโดนีเซีย และเวียดนาม ป ค.ศ. 2004-2005 ซึ่งไมพบการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณ NA active site เชนกัน (ภาพท่ี 18, 19 และ 20) จึงกลาว
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ไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทย เวียดนาม อินโดนีเซีย และจีน มีความไวตอยาฆาเชื้อ

ไขหวัด oseltamivir

ตารางท่ี 11 สรุปผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยีน H5

Cleavage site

320-330 222 224 154-156

Goose/Guangdong/1/96 SPQRERRRKKR Q G - (NSA)

Chicken/Thailand/CU-K2/04 SPQRERRRKKR Q G NST

Chicken/Thailand/Ck-162/05 SPQRERRRKKR Q G NST

Chicken/Thailand/NP-172/06 SPLRERRRKXX Q G NNT

Thailand/CU-317/05 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-318/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-319/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-320/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-321/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-330/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-331/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-332/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-333/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-334/06 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-328/07 SPQRERRRKKR Q G NST

Thailand/CU-329/07 SPQREKRRKKR Q G NST

Receptor binding siteช่ือไวรัส N-link glycosylation site

การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของยีน H5*

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดท่ีภาคผนวก

** การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ SPQRERRRKKR พบจํานวน 11 ตัวอยาง

*** การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ SPQREKRRKKR พบจํานวน 1 ตัวอยาง
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ตารางท่ี 12 สรุปผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ บนยีน N1

NA stalk region

49-68 119 275 293 295

Goose/Guangdong/1/96 No deletion E H R N

Chicken/Thailand/CU-K2/04 20-aa deletion E H R N

Chicken/Thailand/Ck-162/05 20-aa deletion E H R N

Chicken/Thailand/NP-172/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-317/05 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-318/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-319/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-320/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-321/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-330/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-331/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-332/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-333/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-334/06 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-328/07 20-aa deletion E H R N

Thailand/CU-329/07 20-aa deletion E H R N

การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของยีน N1*

NA active siteเช้ือไวรัส

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดท่ีภาคผนวก
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ภาพท่ี 14 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโน (amino acid alignment) บริเวณ HA cleavage site

ท่ีตําแหนง 320-330

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 15 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ receptor binding site ท่ีตําแหนง 222-224

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 16 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโน (N-X-T) บริเวณ N-link glycosylation site ท่ีตําแหนง 

154-156

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 17 ผลการเปรียบเทียบบริเวณ stalk region ท่ีตําแหนง 49-68

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 18 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ท่ีตําแหนงท่ี 119

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี E 119
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ภาพท่ี 19 ผลแสดงการปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ท่ีตําแหนง 275

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี H275
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ภาพท่ี 20 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ท่ีตําแหนง 293 และ 295

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี R293 และ N295



บทที่  5

อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ

โรคไขหวัดนก (Avian influenza) เกิดจากเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 (Highly

Pathogenic Avian Influenza; HPAI) ถือวาเปนโรคท่ีสรางความเสียหายดานเศรษฐกิจและ

สาธารณสุขเปนอยางมาก การระบาดของเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทย จากรายงานการระบาด

ของกรมปศุสัตว กระทรวงเกษตรและสหกรณ เกิดข้ึนท้ังหมด 6 รอบ ไดแก คร้ังท่ี 1 ระหวางเดือน

มกราคม-พฤษภาคม พ.ศ. 2547 คร้ังท่ี 2 ระหวางเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2547–เมษายน พ.ศ.

2548 คร้ังท่ี 3 ระหวางเดือนกรกฎาคม–พฤศจิกายน พ.ศ. 2548 คร้ังท่ี 4 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.

2549 คร้ังท่ี 5 ระหวางเดือนมกราคม–มีนาคม พ.ศ. 2550 และคร้ังท่ี 6 เดือนมกราคม พ.ศ. 2551

(DLD, 2008) ในประเทศไทยน้ันประชาชนสวนใหญนิยมเลือกซื้อสัตวปกท่ีชําแหละใหมจาก

ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด ลักษณะของตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดท่ีพบใน

ประเทศไทย สวนใหญเปนสถานท่ีท่ีจําหนายสัตวปกมีชีวิตและเน้ือสัตวปกหลายชนิด ซึ่งมีความ

เหมาะสมกับการแพรกระจายของเชื้อไขหวัดนก จนอาจนําไปสูการกลายพันธุเปนเชื้อไวรัส

สายพันธุไหมไดในอนาคต 

ดังน้ันการตรวจหาและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไวรัสจึงเปนสิ่งท่ีสําคัญ 

เพื่อท่ีจะไดขอมูลอุบัติการณ ความสัมพันธทางพันธุศาสตร การเปลี่ยนแปลงของรหัสพันธุกรรม

ของเชื้อไวรัส และเปนการเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 ในอนาคต การวิจัยคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจติดตามหาอุบัติการณและศึกษา

ลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิต

และตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 –

กรกฎาคม พ.ศ. 2550 การศึกษาคร้ังน้ีสามารถสรุปผลการทดลองแบงออกเปน

- อุบัติการณการพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

ในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

- ความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1

- การเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของ

โปรตีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก
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5.1 อุบัติการณการพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและ  
ตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

การศึกษาคร้ังน้ีไดเก็บตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดใน

กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียงจํานวน 8 จังหวัด ไดแก กรุงเทพมหานคร ฉะเชิงเทรา 

นครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี อยุธยา และอางทอง  เปนระยะเวลา 12 เดือน คือระหวาง

เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549–กรกฎาคม พ.ศ. 2550 ไดตัวอยางจํานวน 836 ตัวอยาง พบเชื้อ

ไขหวัดนก H5N1 จํานวน 12 ตัวอยาง (1.4 เปอรเซ็นต) เปนตัวอยางท่ีแยกไดจากสัตวปกจํานวน 5

ชนิด แบงเปนเปดจํานวน 2 ตัวอยาง และไกจํานวน 1 ตัวอยาง และสัตวปกประเภทนกธรรมชาติ

(natural bird) จํานวน 9 ตัวอยาง ไดแก นกกระทาจํานวน 5 ตัวอยาง นกไกนาจํานวน 2 ตัวอยาง

นกอีลุมจํานวน 2 ตัวอยาง เชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดพบในชวงฤดูหนาวของประเทศไทยต้ังแตเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2549-มกราคม พ.ศ. 2550 ซึ่งเปนชวงฤดูเดียวกับท่ี Li และคณะ (2004) ได

รายงานวาเปนฤดูท่ีพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในประเทศจีนตอนใตไดสูงสุด สอดคลองกับ

รายงานการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทยต้ังแตป ค.ศ. 2004 ถึงปจจุบัน ซึ่งพบการ

ระบาดในชวงอากาศเย็นของประเทศไทย (DLD, 2008) และสอดคลองกับรายงานการพบเชื้อ

ไขหวัดนกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตในประเทศเวียดนามของ Nguyen และคณะ (2005) ท่ีรายงาน

การพบเชื้อไขหวัดนกในชวงเดือนตุลาคม การศึกษาคร้ังน้ีพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสาย

พันธุ H5N1 ท้ังหมดคิดเปน 1.4 เปอรเซ็นต สอดคลองกับรายงานของ Nguyen และคณะ (2005)

ในประเทศเวียดนามซึ่งรายงานการพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกคิดเปน 1.1 เปอรเซ็นต แต

รายงานของ Nguyen และคณะ (2005) ไดเก็บตัวอยางเฉพาะในชวงเดือนตุลาคมเทาน้ันจึงอาจมี

ผลตอการรายงานการพบอุบัติการณเชื้อไขหวัดนกได ดังน้ันจึงอาจกลาวไดวาอุบัติการณของเชื้อ

ไขหวัดนกในตลาดคาสัตวปกชีวีตและตลาดสดพบไดในชวงท่ีมีอากาศเย็น

การวิเคราะหผลการพบเชื้อไขหวัดนกจําแนกตามจังหวัดท่ีพบเชื้อไวรัส พบวาเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดเปนตัวอยางจากตลาดสดในจังหวัดปทุมธานีจํานวน 7 ตัวอยาง ตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตในกรุงเทพมหานครจํานวน 3 ตัวอยาง และรานคาในจังหวัดสุพรรณบุรีจํานวน 2

ตัวอยาง ตลาดดังกลาวมีลักษณะการจําหนายสินคาตลอดท้ังวันอีกท้ังยังมีผูบริโภคเขาไปเลือกซื้อ

สินคาเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะตลาดคาสัตวปกมีชีวิตท่ีอยูในกรุงเทพมหานครน้ันถือเปนตลาด

ศูนยรวมสัตวปกมีชีวิตท่ีมาจากหลายๆ แหลง ดังน้ันการพบเชื้อไขหวัดนกในตลาดลักษณะ

ดังกลาวจึงอาจมีผลใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อจากสัตวปกท่ีมีเชื้อไขหวัดนกไปยังสัตวปกตัว
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ท่ีมาจากแหลงอ่ืนได อีกท้ังผูบริโภคและผูท่ีทํางานเก่ียวของกับสัตวปกไมวาจะเปนผูจําหนายหรือผู

เชือดและชําแหละสัตวปกจึงมีโอกาสสัมผัสกับเชื้อไขหวัดนกท่ีมากับสัตวปกในตลาดไดเชนกัน

การวิเคราะหเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดตามชนิดสัตวปก พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจาก

การศึกษาคร้ังน้ีจํานวน 12 ตัวอยาง เปนสัตวปกท่ีเปนนกธรรมชาติและเปดมีจํานวน 11 ตัวอยาง 

ซึ่งสัตวปกชนิดดังกลาวถือเปนแหลงสะสมเชื้อไวรัสตามธรรมชาติ (natural reservoir) ท่ีไมมี

อาการปวยแมจะมีเชื้อไขหวัดนกอยูในตัวสัตว (Webster, Shortridge and Kawaoka, 1997)

อยางไรก็ตามเชื้อไวรัสซึ่งอยูในสัตวปกเหลาน้ียังมีการเพิ่มจํานวนในตัวสัตวและปลดปลอยเชื้อ

ไวรัสออกมากับสิ่งขับถายและอาจติดตอไปยังสัตวชนิดอ่ืนๆ และคนได (Webster, Shortridge

and Kawaoka, 1997) เมื่อแยกเชื้อไขหวัดนกตามชนิดตัวอยางพบวาเปนตัวอยางท่ีไดจาก

เน้ือสัตวปกจํานวน 9 ตัวอยาง แบงเปน นกกระทาจํานวน 5 ตัวอยาง นกไกนาจํานวน 2 ตัวอยาง 

และนกอีลุมจํานวน 2 ตัวอยาง ซึ่งเปนตัวอยางท่ีไดจากนกธรรมชาติท้ังหมด และแยกไดจาก

สัตวปกมีชีวิตจํานวน 3 ตัวอยาง แบงเปน เปดจํานวน 2 ตัวอยาง และไกจํานวน 1 ตัวอยาง การ

พบเชื้อไขหวัดนกในตัวอยางเน้ือสัตวปกสอดคลองกับรายงานการพบเชื้อไขหวัดนกในเน้ือเปดท่ีถูก

สงออกจากประเทศจีนไปยังเกาหลี (Tumpey et al., 2002) และญี่ปุน (Mase et al., 2005) สวน

สัตวปกมีชีวิตท่ีพบเชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีเปนสัตวปกท่ีมีสุขภาพแข็งแรง สอดคลองกับ

รายงานของ Nguyen และคณะ (2005) ท่ีพบเชื้อไขหวัดนก H5N1 ซึ่งเปนเชื้อไขหวัดนกชนิด

รุนแรงในหานท่ีมีสุขภาพแข็งแรงในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตในประเทศเวียดนามเปนคร้ังแรก 

การศึกษาคร้ังน้ีบงบอกวาเชื้อไขหวัดนกอาจกอโรคในสัตวปกท่ีไวตอการเกิดโรค เชน ไก ซึ่งแสดง

อาการอยางเดนชัด แตไมกอโรคหรือแสดงอาการในสัตวปกบางชนิด ดังน้ันหากในตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตท่ีมีสัตวปกท่ีมีเชื้อไขหวัดนกแตไมแสดงอาการปวยอยูในตลาดแลว สัตวปกท่ีมีเชื้อ

ไขหวัดนกอาจปลดปลอยเชื้อไวรัสออกมา สัตวปกท่ีอยูในบริเวณกรงเดียวกันหรืออยูในบริเวณ

ใกลเคียงจึงมีโอกาสไดรับเชื้อไขหวัดนกเขาไปจนอาจสงผลใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก

ในสัตวปกมีชีวิตในอนาคตได ดังน้ันการพบเชื้อไขหวัดนกในตลาดจึงมีความสําคัญตอการเฝาระวัง

และปองกันการเกิดการระบาดของโรคไขหวัดนกและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก

5.2 ความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1

การศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ดวยวิธี cluster analysis ใน

ตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีจํานวน 12 ตัวอยาง ซึ่งแยกไดจากไก เปด นก

กระทา นกไกนา และนกอีลุม ในชวงป พ.ศ. 2549 – 2550 พบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยางมี

ลักษณะทางพันธุศาสตรใกลเคียงกัน โดยจัดอยูในกลุมเดียวกัน และใกลเคียงกับเชื้อไขหวัดนกท่ี
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เปนตัวแทนของเชื้อในประเทศไทยในป พ.ศ. 2547 (A/Chicken/Nakornpanom/Thailand/CU-

K2/04) ป พ.ศ. 2548 (A/Chicken/Nontaburi/Thailand/CK-162/05) และป พ.ศ. 2549

(A/Chicken/Thailand/NP-172/2006) ดังน้ันจึงกลาวไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทยต้ังแต

ป พ.ศ. 2547–2550 มีความสัมพันธทางพันธุศาสตรใกลเคียงกัน

การศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ระหวางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

จากการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีคาดวาเปนตนกําเนิดเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ใน

ประเทศแถบเอเชีย คือ A/goose/Guangdong/1/96 ท่ีพบในประเทศจีนตอนใตในป ค.ศ. 1996

(Li et al., 2004) และเปนเชื้อไวรัสตนกําเนิดของการระบาดท่ีพบในประเทศฮองกงป ค.ศ. 1997

(Xu et al., 1999) พบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง มีวิวัฒนาการมาจาก A/goose/

Guangdong/1/96 (Gs/Gd-like lineage) และถูกจัดอยูใน genotype Z สอดคลองกับรายงาน

การศึกษาท่ีรายงานวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากหลายประเทศท้ังในแถบเอเชียตะวันออก และ

เอเชียตะวันออกเฉียงใต รวมท้ังในแถบยุโรป และแอฟริกาเปน genotype Z (Li et al., 2004;

Chen et al., 2006; Zhou et al., 2006)

การวิเคราะหความสัมพันธของเชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีรวมกับเชื้อไขหวัดนกท่ี

แยกไดจากประเทศตางๆ พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีมีความใกลเคียงและถูก

จัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไขหวัดนกจากประเทศไทยและเวียดนาม (Thailand-Vietnam lineage)

ในชวงป ค.ศ. 2004-2007 และแตกตาง (ไมจัดกลุม) จากเชื้อไวรัสท่ีพบในประเทศอินโดนีเซีย

ในชวงป ค.ศ. 2004-2007 ฮองกงและจีนในชวงป ค.ศ. 1997-2007 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ

Viseshakul และคณะ (2004) ท่ีแยกเชื้อไขหวัดนกท่ีระบาดในประเทศไทยป พ.ศ. 2547 พบวาจัด

อยูในกลุมเดียวกับเชื้อท่ีแยกไดจากเวียดนามเชนเดียวกัน (Thailand and Vietnam lineage) แต

ไมจัดกลุมอยูกับเชื้อท่ีพบในประเทศอินโดนีเซีย และจีนในชวงป ค.ศ. 2004-2005 และสอดคลอง

กับรายงานของ Chen และ คณะ (2006) ท่ีหาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกท่ี

ระบาดในประเทศแถบเอเชียในชวงป พ.ศ. 2547-2548 พบวาเชื้อท่ีแยกไดจากประเทศไทย 

เวียดนาม มาเลเซีย จัดอยูในกลุมเดียวกัน (VTM lineage) แตจัดอยูคนละกลุมกับเชื้อท่ีพบใน

ประเทศอินโดนีเซีย (IND lineage) และสอดคลองกับรายงานของ Smith และคณะ (2006) ท่ี

พบวาเชื้อไขหวัดนกป ค.ศ. 2003-2005 ท่ีแยกจากประเทศเวียดนามตอนเหนือจัดอยูในกลุม

เดียวกับเชื้อจากประเทศไทยและแยกกลุมออกจากอินโดนีเซีย 
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5.3 การเฝาระวังการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดนก
บนตําแหนงตางๆ ของโปรตีน H5 และ N1

5.3.1 เปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1

จากการวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง มีคามากกวา 98.5 เปอรเซ็นต และ 97.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดย

เมื่อวิเคราะหแยกตามจังหวัดและตามชนิดสัตวปกพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดในแตละจังหวัดมี

ความใกลเคียงกันมากกวา 98 เปอรเซ็นต และ 97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และพบวาเชื้อไขหวัดนก

ท่ีแยกไดจากเปดในเดือนมกราคม พ.ศ. 2550 ท้ัง 2 ตัวอยางคือ CU-328 และ CU-329 มี

เปอรเซ็นตความคลายท่ีใกลเคียงกันสูงแตเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนกอีก 10 ตัวอยาง พบวา

มีคาเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดตํ่า จากผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความคลายของ

นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน HA และ NA พบวามีการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรม

เล็กนอยเพียง 2-3 เปอรเซ็นต ซึ่งถือวาเปนการเปลี่ยนแปลงท่ีพบไดปกติในเชื้อไวรัสชนิด RNA

เมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยางกับตัวแทนเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทยในป พ.ศ. 2547

(A/Chicken/Nakorn-Panom/Thailand/CU-K2/04) ป พ.ศ. 2548 (A/Chicken/Nontaburi/

Thailand/CK-162/05) และป พ.ศ. 2549 (A/Chicken/Thailand/NP-172/2006) การวิเคราะห

พบวาเชื้อไขหวัดนกท้ังหมดจํานวน 12 ตัวอยาง มีความคลายกับเชื้อไขหวัดนกสวนใหญท่ีแยกได

ในประเทศไทยแตมีเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดเมื่อเทียบเชื้อไขหวัดนก A/Chicken/

Thailand/NP-172/2006 พบวามีคาเปอรเซ็นตความคลายลดลง เน่ืองจากตัวแทนเชื้อไขหวัดนกใน

ป พ.ศ. 2549 น้ี มีลักษณะทางพันธุศาสตรแตกตางไปจากเดิมคือมีความคลายกับเชื้อไขหวัดนกท่ี

พบในประเทศจีน และอินโดนีเซีย

ท้ังน้ีการศึกษาคร้ังน้ีไดวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

ในสัตวปกท่ีมีจําหนายอยูในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดเทาน้ันโดยไมไดเปรียบเทียบตาม

ชนิดสัตวปกท่ีแยกมาไดเน่ืองจากจํานวนเชื้อไขหวัดนกในแตละชนิดสัตวปกน้ันมีจํานวนนอย 

ดังน้ันขอมูลจากการศึกษาคร้ังน้ีจึงถือเปนฐานขอมูลสําคัญท่ีนักวิทยาศาสตรสามารถนําไปใชรวม

ในการวิเคราะหตอไปในอนาคต
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5.3.2 การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงตางๆ บนยีน HA และ NA

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนตําแหนงตางๆ บนยีน 

hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) ของเชื้อไขหวัดนกน้ันมีความสําคัญในแง     

การติดตามคุณสมบัติในการกอโรคของเชื้อไขหวัดนก 

HA gene

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนบนยีน 

hemagglutinin (HA) ของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตลาดในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา

บริเวณ HA cleavage site (ตําแหนง 320 – 330) ของเชื้อไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง

มีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัว (multiple basic amino acids)

การพบกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวท่ี HA cleavage site ถือเปนลักษณะสําคัญท่ีใชใน

การนิยาม (definition) ชนิดของเชื้อไขหวัดนกวาเปนชนิดท่ีมีความรุนแรง (Highly

Pathogenic Avian Influenza; HPAI) (Claas et al., 1998; Steinhauer, 1999) ดังน้ันจึง

สรุปไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในการศึกษาคร้ัง

น้ีเปนเชื้อไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรง (HPAI) การศึกษาคร้ังน้ีไดพบความหลากหลายของ

การเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิด Arginine (R) และ Lysine (K) ท่ีตําแหนง HA cleavage

site ซึ่งสามารถแบงออกได 2 แบบ คือ “SPQRERRRKKR” และ “SPQREKRRKRR” และ

จุดท่ีนาสนใจคือในตัวอยางท้ังหมดจํานวน 12 ตัวอยาง โดยตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากกลุมนกธรรมชาติ (natural birds) จํานวน 9 ตัวอยาง มีลักษณะการเรียงตัวของ

กรดอะมิโนท่ี HA cleavage site เชนเดียวกับตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากไกและ

เปด ตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากเปดอีกจํานวน 1 ตัวอยางไดพบการเปลี่ยนแปลง

ของลําดับ กรดอะมิโนแทนท่ีจาก R เปน K โดยกลุมตัวอยางสวนใหญจํานวน 11 ตัวอยาง 

มีลําดับกรดอะมิโนเปน “SPQRERRRKKR” ไดแก นกกระทา (CU-320 และ CU-330-3)

นกไกนา (CU-317 และ CU-318) นกอีลุม (CU-319 และ CU-334) ไก (CU-321) และ

เปด (CU-328) และตัวอยางท่ีมีลําดับกรดอะมิโนเปน “SPQREKRRKKR” คือเชื้อ

ไขหวัดนกจากเปด (CU-329) เมื่อไดนําลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิดเบสหลาย

ตัวแบบ “SPQREKRRKKR” ไปเปรียบเทียบกับรหัสพันธุกรรมในฐานขอมูลรหัสพันธุกรรม

(Genbank) พบวาเชื้อไขหวัดนกในฐานขอมูลท่ีมีลักษณะขางตนสามารถพบไดในเปด ไก 

อีกา นกกระทา นกนางนวล นกปากหาง เหย่ียว และเสือ ซึ่งยังคงความเปน Highly
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Pathogenic Avian Influenza (HPAI) ท่ีมีความสามารถในการกอโรคอยางรุนแรงจนทํา

ใหสัตวเสียชีวิต 

ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังน้ีสอดคลองกับรายงานการแยกเชื้อไขหวัดนกท่ีได

จากประเทศตางๆ ท่ีมีรายงานการระบาดต้ังแตป ค.ศ. 1997-2007  ซึ่งจะพบลักษณะการ

เรียงตัวของ กรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวแบบ SPQRERRRKKR เปนสวนใหญ เชนเชื้อ

ไวรัสท่ีแยกไดในฮองกง (Claas et al., 1998) เวียดนาม (Nguyen et al., 2005)

อินโดนีเซีย (Smith et al., 2006) และจีน (Zhou et al.,2006) และสามารถพบความ

หลากหลายของการเรียงตัวของกรดอะมิโนได ไดแก การเพิ่มหรือขาดหายไปของกรด

อะมิโน R หรือ K ในบางตําแหนงบน HA cleavage site เชน การขาดหายไปของกรด

อะมิโนชนิดเบสจํานวน 1 ตัว (one-basic-amino acid deletion) ในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากประเทศเกาหลีใต (Lee et al., 2005) และเชื้อไขหวัดนกจากเปดท่ีไตหวัน ประเทศ

จีน (A/Duck/China/E319-2/03) (Lee et al., 2007) ซึ่งพบการเรียงตัวเปนแบบ 

SPQREKRKK-R โดยแมวาไดพบการหายไปของกรดอะมิโน 1 ตัวดังกลาวแลว แตเชื้อ

ไขหวัดนกก็ยังคงทําใหเกิดโรคในสัตวปกแบบรุนแรงไดเชนกัน (Muramoto et al., 2006)

สาเหตุท่ีลักษณะการเรียงตัวแบบกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวท่ีบริเวณ HA cleavage

site มีความเก่ียวของกับความรุนแรงในการเกิดโรคของเชื้อไขหวัดนกมาจากบริเวณ

ดังกลาวมีผลใหการทํางานเอนไซม furin-like protease ของเซลลเปาหมายสามารถตัด

ยอยโปรตีน HA0 ไดเปนโปรตีน HA1 และ HA2 ไดดีข้ึน สงผลตอความสามารถในการ

ติดเชื้อของเชื้อไวรัสโดยตรง (Martin et al., 1998)

Receptor binding site เปนบริเวณของกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 222-224 บน

โปรตีน HA มีความเก่ียวของกับคุณสมบัติในการเกาะจับของเชื้อไขหวัดนกกับตัวรับบน

เซลลเปาหมายและความจําเพาะในการกอโรคของเชื้อไวรัสในโฮสตชนิดตางๆ โดยเชื้อ

ไขหวัดนกไดจับกับตัวรับ sialic acid และนํ้าตาล galactose บนเซลลเปาหมายของ

สัตวปกดัวยพันธะ α2-3 sialic acid-galactose linked (Shinya et al., 2006) สวนเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากคนน้ัน มีรายงานวาสามารถเขาจับกับตัวรับในเซลลเปาหมายของ

คนดวยพันธะ α2-6 sialic acid-galactose linked ไดดี

การศึกษาคร้ังน้ีพบกรดอะมิโน Glutamine (Q) และ Glycine (G) ท่ีตําแหนง 222

และ 224 ตามลําดับ (Q222-G224) บน receptor binding site สอดคลองกับรายงาน

การศึกษากอนหนาน้ีท่ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีมี receptor binding site จําเพาะกับตัวรับใน
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สัตวปกน้ันมีลักษณะ Q222-G224 (Matrosovich et al., 1999; Ha et al., 2001) และ

สอดคลองกับรายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกในประเทศฮองกงป ค.ศ. 1997 ซึ่ง

พบวาเชื้อไขหวัดนก H5N1 ท่ีแยกไดจากคนมีลักษณะของ receptor binding site ท่ี

จําเพาะกับในสัตวปก (Claas et al., 1998) และรายงานในประเทศไทยซึ่งพบเชื้อ

ไขหวัดนก H5N1 ท่ีแยกไดจากผูปวยมีกรดอะมิโนท่ีบริเวณ receptor binding site

ลักษณะเชนเดียวกันกับเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในสัตวปก (Puthavathana et al., 2005) และ

สัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด เชน เสือ (Amonsin et al., 2006b) เปนตน จึงเห็นไดวา

เชื้อไวรัสท่ีมี receptor binding site จับกับตัวรับชนิด α2-3 linked sialic acid ซึ่ง

จําเพาะกับตัวรับในสัตวปกน้ัน สามารถเพิ่มจํานวนและทําใหเกิดโรคในคนและสัตวเลี้ยง

ลูกดวยนมไดโดยไมตองการพาหะตัวกลาง (Claas et al., 1998) ซึ่งขัดแยงกับท่ีเคยมี

รายงานวาเชื้อไขหวัดนก (H5N1) ตองการพาหะตัวกลาง คือสุกร ในการติดเชื้อไขหวัดนก

จากไกไปสูคน (Matrosovich et al., 1999; Osterhaus et al., 2002)

รายงานความแตกตางของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 222-224 บน receptor

binding site กลาวคือการพบกรดอะมิโน glutamine (Q) ท่ีตําแหนง 222 และ glycine

(G) ท่ีตําแหนง 224 (Q222-G224) ท่ีเปนลักษณะจําเพาะกับเชื้อไวรัสท่ีกอโรคในสัตวปก 

และสามารถเขาจับกับตัวรับชนิด α2-3 linked sialic acid ท่ีพบในสัตวปก แตเชื้อไวรัสท่ี

กอโรคในคนพบกรดอะมิโน leucine (L) ท่ีตําแหนง 222 (226 in H3 numbering) ซึ่ง

สามารถเขาจับกับตัวรับชนิด α2-6 linked sialic acid ไดดี (Ha et al., 2001;

Gambaryan et al., 2006)

N-link glycosylation site เปนตําแหนงท่ีมีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโน

เปนแบบ asparagine (N) –X- threonine (T)/serine (S) (N-X-T/S) X หมายถึงกรด

อะมิโนใดก็ได (Robert et al., 1993) การศึกษาคร้ังน้ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง 

พบตําแหนง glycosylaiton site ท้ังหมด 7 ตําแหนงบนโปรตีน HA1 และไดพบการเพิ่มข้ึน

ของ glycosylation site ท่ีตําแหนง 154-156 (NST) สอดคลองกับเชื้อไขหวัดนกใน

ประเทศฮองกงท่ีพบ glycosylation site ท่ีตําแหนง 154-156 (NST) (Claas et al.,1998)

และสอดคลองกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากคน สัตวปก และเสือในประเทศไทย 

(Puthavathana et al., 2005; Amonsin et al., 2006a, b) รวมท้ังเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

จากประเทศเวียดนามในชวงป ค.ศ. 2004-2005 ซึ่งพบการเพิ่ม glycosylation site ท่ี
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บริเวณ 154-156 (Matrosovich et al., 1999) อยางไรก็ตามไมพบ glycosylation site ท่ี

ตําแหนงน้ีในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกจากประเทศจีนในป ค.ศ. 1996 และ 1997

ปจจุบันในประเทศไทยมีรายงานการพบ glycosylation site ท้ังหมด 7 ตําแหนง

บนโปรตีน HA1 โดยท้ังน้ีหากพบการเพิ่มข้ึนของ glycosylation site โดยเฉพาะท่ีกรด

อะมิโนตําแหนงท่ี 154-156 ซึ่งเปนบริเวณใกลเคียงกับ receptor binding site และ 

antigenic site บนโปรตีน HA อาจมีผลตอการจับตัวรับของเซลลโฮสต ทําใหเชื้อไวรัส

สามารถหลบเลี่ยงระบบภูมิคุมกันของโฮสต และมีผลตอความรุนแรงของเชื้อไวรัส 

(Matrosovich et al., 1999; Li et al., 2004)

NA gene

การศึกษาคร้ังน้ีพบลักษณะการลดจํานวนลงของกรดอะมิโนจํานวน 20 ตัว 

(20-amino acid deletion) ท่ีกรดอะมิโนตําแหนง 49-68 ซึ่งเปนบริเวณท่ีเรียกวา NA

stalk region สอดคลองกับการพบลักษณะการลดจํานวนลงของกรดอะมิโนจํานวน 20

ตัว ท่ีบริเวณ stalk region ในเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยแยกไดจากประเทศไทยต้ังแตป

พ.ศ. 2547-2548 (Amonsin et al., 2006a; Viseshakul et al., 2004) และในเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศเวียดนาม (Muramoto et al., 2006) ซึ่งแตกตางจากเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีระบาดกอนป ค.ศ. 2002 แสดงใหเห็นวาเชื้อไขหวัดนกมีการเปลี่ยนแปลงและ

การปรับตัวหรือวิวัฒนาการใหเหมาะสมตอการติดเชื้อในสัตวปกชนิดตางๆ ตลอดเวลา

กรดอะมิโนบน NA stalk region ของโปรตีน NA มีความเก่ียวของกับโครงสราง

ของ NA stalk (Castrucci and Kawaoka, 1993) การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน 

NA stalk region สัมพันธกับการปรับตัวหรือวิวัฒนาการของเชื้อไขหวัดนกในการติดเชื้อ

จากนกนํ้า นกธรรมชาติ มายังสัตวปกชนิดเลี้ยงหลังบาน เชน ไก เปด (Matrosovich et

al., 1999; Wan et al., 2005) รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกจากหานในประเทศจีนในป

ค.ศ. 1996-1997 (A/Goose/Guangdong/1/96 และ A/Goose/Guangdong/3/97) น้ัน

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีบริเวณ NA stalk region แตเร่ิมพบการ

เปลี่ยนแปลงโดยมีลักษณะการลดจํานวนลงของกรดอะมิโนจํานวน 19 ตัว (19-amino

acid deletion) หรือการสั้นลงของ NA stalk region ในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากคนใน

ฮองกงป 1997 (A/HK/156/97) (Subbrarao et al.,1998) จากน้ันเร่ิมมีรายงานการพบ

ลักษณะการลดจํานวนกรดอะมิโนลงจํานวน 20 ตัว (20-amino acid deletion) ท่ีกรด
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อะมิโนตําแหนง 49-68 จากเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดต้ังแตป ค.ศ. 2002 รวมท้ังเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดในประเทศไทย (Amonsin et al., 2006a, Li et al., 2004)

การศึกษาคร้ังน้ีไดวิเคราะหกรดอะมิโนตําแหนงตางๆ ในยีน NA (บริเวณ NA

active site) ไดแก กรดอะมิโนท่ีตําแหนง 119, 275, 293 และ 295 ท่ีเปนบริเวณท่ีมี

ความสําคัญตอการท่ีเชื้อไขหวัดนกสามารถด้ือยาตานเชื้อไวรัส Oseltamivir (Oseltamivir

resistance) ซึ่งเปนยาท่ีใหไดผลปองกันและรักษาโรคไขหวัดโดยเฉพาะในคนไดอยางดีใน

ปจจุบัน (acute influenza) การศึกษาคร้ังน้ีไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ี

ตําแหนงตางๆ (119, 275, 293 และ 295) บนยีน NA อาจกลาวไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีใชใน

การศึกษาคร้ังน้ียังไมมีกรดอะมิโนท่ีมีผลตอการด้ือยา oseltamivir รายงานการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนหลายๆ ตําแหนงบน NA active site ไดแก 119 (E119V),

275 (H275Y), 293 (R293K) และ 295 (N295S) (N1 numbering) อาจสงผลใหเชื้อ

ไขหวัดนกด้ือตอยา oseltamivir (Gubareva et al., 2000; Mc-Kimm Breschin et al.,

2002; Kiso et al., 2004)

การรักษาผูติดเชื้อไขหวัดนกโดยการใชยาในกลุม neuraminidase inhibitor

ไดแก oseltamivir และ zanamivir ซึ่งออกฤทธิ์ขัดขวางการทํางานของเอนไซม 

neuraminidase ทําใหเซลลท่ีติดเชื้อไขหวัดนกไมสามารถปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลลได 

โดยปกติบริเวณ NA active site เปนตําแหนงท่ีเก่ียวของกับการทํางานของเอนไซม 

neuraminidase ในการปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล (Wilschut and Mc Elhaney,

2005) ดังน้ันการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณ NA active site มีผลตอเอนไซม

neuraminidase จนอาจสงผลเชื้อไวรัสด้ือตอยาตานไวรัส รายงานการรักษาโดยใชยา 

oseltamivir ในผูปวยชาวเวียดนามท่ีเสียชีวิตจากการติดเชื้อไขหวัดนก พบวาเชื้อ

ไขหวัดนกมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน NA active site ท่ีตําแหนง H275Y สงผล

ใหเชื้อไขหวัดนกด้ือตอยา oseltamivir (de Jong et al., 2005)

ผลการศึกษาคร้ังน้ีทําใหทราบถึงอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปก

มีชีวิตและเน้ือสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัด

ใกลเคียง ซึ่งเปนท่ีนาสังเกตวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบน้ันเปน สายพันธุท่ีกอโรครุนแรงในสัตวปก 

(HPAI) แตผูวิจัยสามารถแยกเชื้อไขหวัดนกน้ีไดจากสัตวปกมีชีวิตท่ีมีสุขภาพแข็งแรงและจําหนาย

อยูในตลาดซึ่งมีสัตวปกมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ จํานวนมาก เชนเดียวกับท่ีเคยมีรายงานการพบเชื้อ

ไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในนกนํ้าเลี้ยงท่ีมีสุขภาพแข็งแรงในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตท่ีประเทศ
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เวียดนามในป ค.ศ. 2001 (Nguyen et al., 2005) การพบเชื้อไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรงในสัตว

ปกท่ีมีสุขภาพแข็งแรงในตลาดคาสัตวปกอาจเปนไปไดวา เชื้อไขหวัดนกเร่ิมมีการพัฒนาตัวเองให

สามารถอยูรวมกันกับสัตวปกหรือโฮสตและสามารถเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสเพื่อปลอยออกมาสู

สิ่งแวดลอมไดตอไป ในปจจุบันไดมีรายงานการติดเชื้อไขหวัดนกของผูปวยและผูเสียชีวิตสวนใหญ

มีประวัติสัมผัสหรืออยูใกลชิดกับสัตวปกในตลาดสด จนกลาวไดวามีโอกาสเสี่ยงในการติดเชื้อ

ไขหวัดนกจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดไปสูคนได (Chan, 2002; Claas et al., 1998)

ดังน้ันการพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

จึงเปนขอมูลสําคัญท่ีนําไปใชในการเฝาระวังการระบาดของเชื้อไขหวัดนกไดตอไปในอนาคต

โดยสรุปผลการศึกษาคร้ังน้ีทําใหทราบขอมูลอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกท่ีปนเปอนใน

เน้ือสัตวปกและสัตวปกมีชีวิตในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ทราบถึงความเสี่ยงในการ

ไดรับเชื้อไขหวัดนกจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด ทราบขอมูลของรหัสพันธุกรรมของยีน 

H5 และ N1 และนําขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดไปเผยแพรไวในฐานขอมูล GenBank ทราบ

ความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดนก ขอมูลตางๆ เหลาน้ีสามารถนําไปใชเฝาระวังการ

ระบาดและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งนํามาใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการ

ควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว  
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สรุปผลการทดลอง

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจหาอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

จากสัตวปกท่ีจําหนายในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัด

ใกลเคียง ระหวางเดือนสิงหาคม 2006–กันยายน 2007 และหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน 

H5 และ N1 จากเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได รวมท้ังวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนใน

ตําแหนงท่ีสําคัญซึ่งอาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งจะ

นํามาใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา

1. อุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกท่ีจําหนายในตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียงในระยะเวลา 1 ป ต้ังแตเดือน

สิงหาคม 2006 – กันยายน 2007 คือ 1.4% (12 ตัวอยางจากท้ังหมด 823 ตัวอยาง)

2. ขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยางจาก

สัตวชนิดตางๆ รวมเปนสายรหัสพันธุกรรมจํานวน 24 สาย และไดนําไปเผยแพรในฐานขอมูล 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยขอมูลเหลาน้ีจะเปนประโยชนตอนักวิทยาศาสตร

ในการศึกษาวิจัยเชิงลึกเก่ียวกับเชื้อไขหวัดนกตอไป (รายละเอียดขอมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อ

ไขหวัดนกแสดงไวในภาคผนวก ข)

3. การวิเคราะหความสัมพันธของรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก

ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง จัดอยูใน genotype Z และมีลักษณะทาง

พันธุกรรมใกลเคียงกันและจัดอยูในกลุมเดียวกันกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยมีพบในประเทศไทย และ

เคยระบาดในประเทศเวียดนาม แตไมอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไขหวัดนกจากประเทศอินโดนีเซีย 

ฮองกง และจีน 

4. การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนท่ีตําแหนงตางๆ ท่ีมีความสําคัญบนยีน H5

พบลักษณะ multiple basic amino acid ท่ี HA cleavage site ทําใหทราบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากตลาดในการศึกษาคร้ังน้ีเปนชนิดท่ีกอโรครุนแรง และพบลักษณะ receptor binding site

(Q222-G224) ท่ีสัมพันธกับการจับกับตัวรับดวยพันธะ α2-3 sialic acid-galactose linked ซึ่ง

จําเพาะกับตัวรับในสัตวปก รวมท้ังพบการเพิ่มของ glycosylation site ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 

154-156 (NST)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5. การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนงตางๆ บนยีน N1 พบลักษณะ 

20-amino acid deletion บน NA stalk region แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีมีผล

ตอการด้ือยาตานไวรัส Oseltamivir ของเชื้อไขหวัดนก

การศึกษาคร้ังน้ีมีประโยชนในดานการตรวจติดตามอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ

H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ขอมูลรหัส

พันธุกรรมและความสัมพันธของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีทําใหทราบถึงลักษณะ

ความสัมพันธทางพันธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งสามารถนําไปใชในการเฝา

ระวังการระบาดและการกลายพันธุของเชื้อไวรัสสายพันธุใหม และสามารถนํามาใชในการกําหนด

แนวทางการควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว และสามารถนําขอมูลรหัส

พันธุกรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งเปน

แหลงขอมูลสําหรับนักวิทยาศาสตรและผูสนใจ เพื่อการศึกษาวิจัยเชิงลึกตอไป

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ขอเสนอแนะ 

การตรวจติดตามและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัด H5N1 ในตลาดคา

สัตวปกและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ในการศึกษาคร้ังน้ีไดสุมเก็บ

ตัวอยางในตลาดคาสัตวปกและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง โดยพบ

อุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกในตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกและตลาดสดในพื้นท่ีดังกลาว 

ทําใหคาดการณไดวามีความเสี่ยงในการติดเชื้อของสัตวปกตัวอ่ืนๆ และคนไดโดยตรง และอาจ

เกิดการกลายพันธุไดเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุใหมท่ีมีความกอโรครุนแรงในสัตวและคนไดตอไป 

ดังน้ันจากความสําคัญของการพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกในตลาดดังกลาวขางตน ผูวิจัยจึง

เสนอแนะใหมีการตรวจติดตามและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกในตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตและตลาดสดอยางตอเน่ือง เพื่อเปนการเฝาระวังการระบาดและสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงของยีนตางๆ ซึ่งอาจทําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งขอมูลเหลาน้ีจะ

สามารถบอกไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบมีความสัมพันธใกลเคียงหรือเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงจน

กลายเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุใหม ท้ังน้ีการเฝาระวังการกลายพันธุของเชื้อไวรัสจะตองทําการ

เก็บตัวอยางอยางตอเน่ือง ท้ังในชวงท่ีมีการระบาดและไมมีการระบาด เพื่อเปนการติดตามการ

เปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนกท่ีอาจเกิดข้ึนได และขอมูลท่ีไดจะทําใหทราบ

คุณสมบัติหรือลักษณะของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งใชเปนขอมูลประกอบการตัดสินใจในการวางนโยบาย

การควบคุมและปองกันโรคไดในอนาคต

นอกจากการศึกษาอยางตอเน่ืองแลว การศึกษาคร้ังน้ีไดตรวจติดตามเชื้อไขหวัดนกเฉพาะ

ในสัตวปกเทาน้ันซึ่งในตลาดบางแหงสามารถพบสัตวชนิดอ่ืนๆ ได เชน สุนัข และแมว เปนตน 

ดังน้ันการเก็บตัวอยางชนิดสัตวใหมีความหลากหลายข้ึน จะสามารถบอกระดับการเคยสัมผัสเชื้อ

ไขหวัดนกในตลาดควรจะเปนแนวทางในกาศึกษาในอนาคต

การศึกษาคร้ังน้ีไดทําการศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรเฉพาะยีน H5 และ N1 ดังน้ัน

การศึกษาตอไปอาจจะทําการหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีนท้ังหมดใหครบท้ัง 8 ยีนรวม

ดวยเพื่อใหทราบถึงลักษณะความสัมพันธทางพันธุกรรมเชื้อไขหวัดนกไดชัดเจนมากข้ึน
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ภาคผนวกที่ ก

สารเคมีและการเตรียมสารละลาย

การเตรียมสารละลาย 1x Tris-borate EDTA buffer (TBE)

นํา 10x TBE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร

วิธีการสกัดแยก RNA ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป Rneasy mini kit® (Qiagen, Hilden, Germany)

สารเคมี

AVL buffer 31 มิลลิลิตร

AW1 buffer (concentration) 19 มิลลิลิตร

AW2 buffer (concentration) 13 มิลลิลิตร

AVE buffer 3X2 มิลลิลิตร

Carrier RNA (poly A) 310 ไมโครกรัม

การเตรียมสารเคมี

การเตรียม AVL buffer

ละลาย Carrier RNA (poly A) ดวย Buffer AVL 1 มิลลิลิตร ไดเปนสารละลาย Carrier

RNA จากน้ันดูดสารละลาย Carrier RNA ท้ังหมดใสลงใน Buffer AVL ละลายใหเขากัน 

การเตรียม AW1 และ AW 2 buffer

เติม 96 -100% เอทานอลปริมาณ 25 และ 30 มิลลิลิตร ลงใน AW1 และ AW2 buffer

ตามลําดับ

วิธีการสกัดแยก RNA

1. เตรียมตัวอยางนํ้าไขฟกปริมาณ 200 ไมโครลิตร จากน้ันเติม AVL buffer ปริมาณ 560

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวต้ังไวท่ีอุณหภูมิหอง (15-25 Oซ) เปนเวลา 10 นาที ไดสารละลาย

ตัวอยางปริมาณ 760 ไมโครลิตร

2. เติม 100% เอทานอล ปริมาณ 560 ไมโครลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง แลวผสมให

เขากัน
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3. ดูดสารลารละลายตัวอยางปริมาณ 630 ไมโครลิตร ลงใน QIA spin column (อยูใน

หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร) แลวนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลว

ท่ีอยูในหลอด 2 มิลลิลิตร ท้ิง และเก็บสวนของ QIA spin column ไว 

4. ดูดสารละลายตัวอยางท่ีเหลือ แลวทําซ้ําขอ 3

5. เติม AW1 buffer ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ลงใน QIA spin column นําไปปนเหว่ียงท่ี 

ความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลวดานลางท้ิง

6. เติม AW 2 buffer 500 ไมโครลิตร ลงใน QIA spin column นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

20,000xg (14,000 rpm) 3 นาที จากน้ันเทของเหลวท้ิงและนําไปปนเหว่ียงซ้ําเปนเวลา 1 นาที 

เพื่อกําจัด AW2 buffer ใหหมด 

7. นํา QIA spin column ใสลงในหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม AVE buffer

ปริมาณ 60 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1นาที แลวนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

6000xg (8000 rpm) 1 นาที

8. จากขอ 7 จะได viral RNA ปริมาณ 60 ไมโครลิตร แลวนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 

-20 Oซ หรือ –80 Oซ
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วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนเจลโดยใชชุด Perfectprep Gel Cleanup kit (Eppendorf,

Hamburg, Germany)

สารเคมี

Binding buffer 130 มิลลิลิตร

Wash buffer concentration 50 มิลลิลิตร

Elution buffer 4 มิลลิลิตร

การเตรียมสารเคมี

การเตรียม Wash buffer concentration

เติม 95-100 % เอทานอล ปริมาณ 200 มิลลิลิตร ลงใน Wash buffer concentration

ผสมใหเขากัน จะได Wash buffer ท่ีเจือจางลงและสามารถนําไปใชในการสกัด DNA ออกจาก

แผนอะกาโรสเจล

วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนอะกาโรสเจล

1. ตัด agarose gel ในสวนท่ีมี PCR product ใสในหลอดพลาสติกขนาด 2 มิลลิลิตร

จากน้ันเติม Binding buffer ปริมาณเปน 3 เทาของนํ้าหนักเจลท่ีตัดมา (เจล 1 มิลลิกรัม เทากับ 1

มิลลิลิตร)

2. นําตัวอยางไปไวใน heat block ท่ีอุณหภูมิ 50 Oซ เปนเวลาประมาณ 10 นาที หรือ

จนกวาเจลละลายจนหมด และควรทําใหเขากันทุกๆ 2-3 นาที

3. เมื่อเจลละลายจนสมบูรณแลว เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาณเทากับ

นํ้าหนักเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดข้ึนลง (inversion)

4. นํา spin column ซึ่งมีแผนเมมเบรนอยูตรงกลาง มาใสในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร

5. ทําการดูดตัวอยางลงใน spin column นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000-10,000 x g

เปนเวลา 1 นาที เทของเหลวท้ิง

6. เติม Wash buffer ปริมาณ 750 ไมโครกรัม ลงใน spin column นําไปปนเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 6,000-10,000 x g 1 นาที จากน้ันเทของเหลวท้ิง แลวนํา spin column ไปปนเหว่ียงอีก

คร้ังเพื่อกําจัด Wash buffer ใหหมด

7. นํา spin column ใสในหลอดใหมขนาด 2 มิลลิลิตร จากน้ันเติม Elution buffer

ปริมาณ 30 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000-10,000 x g 1 นาที

8. จากขอ 7 จะได DNA บริสุทธิ์ปริมาตร 35 ไมโครลิตร สําหรับใชในการหาลําดับเบส



90

สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส

1. Eppendorf MasterMix (2.5x) (Eppendorf®, Hamburg, Germany) ประกอบดวย

- Taq DNA polymerase 62.5 U/ml

- KCl 125 mM

- Tris-HCl pH 8.3 75 mM

- Mg(OAc)2 3.75 mM

- Igepal® -CA630 0.25 %

- each dNTP 500 µM

2. GeneRuler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas®, USA) ประกอบดวย

- DNA มาตรฐาน ท่ีขนาด 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 800, 900 และ 1000 bp

ละลายใน TE buffer

- TE buffer ประกอบดวย 10mM Tris-HCl (pH 7.6), 1mM EDTA

3. Orange G loading dye 0.2% ใน glyceral 50 % (Carlo Ebra Reagent®) ประกอบดวย

- Orange G powder 0.2 กรัม

- Pure glycerine 50 มิลลิลิตร

- Distrilled water 50 มิลลิลิตร

วิธีเตรียม

1. ละลายสวนผสมในนํ้ากลั่นฆาเชื้อจนละลายเขากัน

2. แบงใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ี 4 Oซ
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ภาคผนวกท่ี ข

ดัชนีกรดอะมิโน

ชนิดกรดอะมิโน อักษรยอ

Arginine Arg, R

Alanine Ala, A

Asparagine Asp, N

Aspartic acid Asp, D

Glutamine Gln, Q

Glutamic acid Glu, E

Glycine Gly, G

Histidine His, H

Leucine Leu, L

Lysine Lys, K

Proline Pro, P

Serine Ser, S

Threonine Thr, T

Tyrosine Tyr, Y

Valine Val, V
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ภาคผนวกที่ ค

รายละเอียดขอมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดนกท่ีเผยแพรในฐานขอมูล Genbank
จํานวน 24 เสน

Hemagglutinin gene (H5)

CU-317: Hemagglutinin gene: EU616825

LOCUS CU-317-HA 1667 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Moorhen/Thailand/CU-317/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1667)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1667)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1667

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Moorhen/Thailand/CU-317/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 582 a 302 c 386 g 397 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcgacagag caggttgaca caataatgga aaagaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgcgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagat tgtagtgtag ctggatggct cctcggaaac
241 ccaatgtgtg acgaattcat taatgtgccg gaatggtctt acatagtgga gaaggccaat
301 ccagtcaatg acctctgtta cccaggggat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ccaaaagttc ttggtccagt
421 catgaagcct cattaggggt gagctcagca tgtccatacc agggaaagtc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttat caaaaagaac agtacatacc caacaataaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctata tttccgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacaatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt gtcaaactcc aatgggggcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ccatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgcg actgggctca gaaatagccc tcaaagagag
1021 agaagaagaa aaaagagagg attatttgga gctatagcag gttttataga gggaggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtac
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 atcattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aacggttgtt tcgagttcta tcataaatgt gataatgaat gtatggaaag tgtaagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagaa gaagcaggac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatactgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggat
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CU-318: Hemagglutinin gene: EU616827

LOCUS CU-318-HA 1667 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Moorhen/Thailand/CU-318/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1667)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1667)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1667

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Moorhen/Thailand/CU-318/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 582 a 302 c 386 g 397 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcgacagag caggttgaca caataatgga aaagaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgcgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagat tgtagtgtag ctggatggct cctcggaaac
241 ccaatgtgtg acgaattcat taatgtgccg gaatggtctt acatagtgga gaaggccaat
301 ccagtcaatg acctctgtta cccaggggat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ccaaaagttc ttggtccagt
421 catgaagcct cattaggggt gagctcagca tgtccatacc agggaaagtc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttat caaaaagaac agtacatacc caacaataaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctata tttccgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacaatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt gtcaaactcc aatgggggcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ccatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgcg actgggctca gaaatagccc tcaaagagag
1021 agaagaagaa aaaagagagg attatttgga gctatagcag gttttataga gggaggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtac
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 atcattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aacggttgtt tcgagttcta tcataaatgt gataatgaat gtatggaaag tgtaagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagaa gaagcaggac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatactgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggat
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CU-319: Hemagglutinin gene: EU616829

LOCUS CU-319-HA 1756 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Watercock/Thailand/CU-319/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1756)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1756)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1756

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Watercock/Thailand/CU-319/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 607 a 315 c 404 g 429 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg
121 ttaaaagtga tcagatttgc attggttacc atgcaaacaa ctcgacagag caggttgaca
181 caataatgga aaagaacgtt actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca
241 acgggaagct ctgcgattta gatggagtga agcctctaat tttgagagat tgtagtgtag
301 ctggatggct cctcggaaac ccaatgtgtg acgaattcat taatgtgccg gaatggtctt
361 acatagtgga gaaggccaat ccagtcaatg acctctgtta cccaggggat ttcaatgact
421 atgaagaatt gaaacaccta ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc
481 ccaaaagttc ttggtccagt catgaagcct cattaggggt gagctcagca tgtccatacc
541 tgggaaagtc ctcctttttc agaaatgtgg tatggctttt caaaaagaac agtacatacc
601 caacaattaa gaggagctac aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga
661 ttcaccatcc taatgatgcg gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctaya
721 tttccgttgg gacatcaaca ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca
781 aagtaaacgg gcaaagtgga aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg
841 caatcaactt cgagagtaat ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca
901 agaaagggga ctcaacaatt atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt
961 gtcaaactcc aatgggggcg ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca
1021 ccatcgggga atgccccaaa tatgtgaaat caaacagatt agtccttgca actgggctca
1081 gaaatagccc tcaaagagag agaagaagaa aaaagagagg attatttgga gctatagcag
1141 gttttataga gggaggatgg cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca
1201 atgagcaggg gagtgggtac gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag
1261 tcaccaatga ggtcaactcg atcattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa
1321 gggaatttaa caacttagaa aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt
1381 tcctagatgt ctggacttat aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc
1441 tagactttca tgactcaaat gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg
1501 ataatgcaaa ggagctgggt aacggttgtt tcgagttcta tcataaatgt gataatgaat
1561 gtatggaaag tgtgagaaac ggaacgtatg actacccgca gtattcagaa gaagcaagac
1621 taaaaagaga ggaaataagt ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatactgt
1681 caatttattc tacagtggcg agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct
1741 tatggatgtg ctccaa
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CU-320: Hemagglutinin gene: EU616831

LOCUS CU-320-HA 1693 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-320/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1693)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1693)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1693

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-320/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 591 a 307 c 387 g 408 t
ORIGIN

1 gcttcttttt gcaatagtca gtcttgttaa aagtgatcag atttgcattg gttaccatgc
61 aaacaactcg acagagcagg ttgacacaat aatggaaaag aacgttactg ttacacatgc
121 ccaagacata ctggaaaaga cacacaacgg gaagctctgc gatctagatg gagtgaagcc
181 tctaattttg agagactgta gtgtagctgg atggctcctc ggaaacccaa tgtgtgacga
241 attcattaat gtgccggaat ggtcttacat agtggagaag gccaatccag tcaatgacct
301 ctgttaccca ggggatttca atgactatga agaattgaaa cacctattga gcagaataaa
361 ccattttgag aaaattcaga tcatccccaa aagttcttgg tccagtcatg aagcctcatt
421 aggggtgagc tcagcatgtc cataccaggg aaagtcctcc tttttcagaa atgtggtatg
481 gcttatcaaa aagaacagta catacccaac aataaagagg agctacaata ataccaacca
541 agaagatctt ttggtactgt gggggattca ccatcctaat gatgcggcag agcagacaaa
601 gctctatcaa aacccaacca cctacatttc cgttgggaca tcaacactaa accagagatt
661 ggtaccaaga atagctacta gatccaaagt aaacgggcaa agtggaagga tggagttctt
721 ctggacaatt ttaaaaccga atgatgcaat caacttcgag agtaatggaa atttcattgc
781 tccagaatat gcatacaaaa ttgtcaagaa aggggactca acaattatga aaagtgaatt
841 ggaatatggt aactgcaaca ccaagtgtca aactccaatg ggggcgataa actctagtat
901 gccattccac aatatacacc ctctcactat cggggaatgc cccaaatatg tgaaatcaaa
961 cagattagtc cttgcaactg ggctcagaaa tagccctcaa agagagagaa gaagaaaaaa
1021 aagaggatta tttggagcta tagcaggttt tataaagggg ggatggcagg gaatggtaaa
1081 tggttggtat gggtaccacc atagcaatga gcaggggagt gggtacgctg caaacaaaga
1141 atccactcaa aaggcaatag atggagtcac caataaggtc aactcgataa ttgacaaaat
1201 gaacactcat tttgaggccg ttggaaggga atttaacaac ttagaaagga gaatagagaa
1261 tttaaacaag aagatggaag acgggttcct agatgtctgg acttataatg ctgaacttct
1321 ggttctcatg gaaaatgaga gaactctaga ctttcatgac tcaaatgtca agaaccttta
1381 cgacaaggtc cgactacagc ttagggataa tgcaaaggag ctgggtaatg gttgtttcga
1441 gttctatcat aagtgtgata atgaatgtat ggaaagtgtg agaaacggaa cgtatgacta
1501 cccgcagtat tcagaagaag caagactaaa aagagaggaa ataagtggag taaaattgga
1561 atcaatagga atttaccaaa tattgtcaat ttattctaca gtggcgagtt ccctagcact
1621 ggcaatcatg gtagctggtc tatccttatg gatgtgctcc aatgggtcgt tacaatgcag
1681 aatttgcatt aaa



96

CU-321: Hemagglutinin gene: EU616833

LOCUS CU-321-HA 1673 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Chicken/Thailand/CU-321/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1673)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1673)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1673

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Chicken/Thailand/CU-321/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 580 a 303 c 388 g 402 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcgacagag caggttgaca caataatgga aaggaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgcgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagac tgtagtgtag ctggatggct cctcggaaac
241 ccaatgtgtg acgaattcat taatgtgccg gaatggtctt acatagtgga gaaggccaat
301 ccagtcaatg acctctgtta cccagggaat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ctaaaagttc ttggtccagt
421 catgaagcct cattaggggt gagctcagca tgtccatacc tgggaaagtc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttgt caaaaagaac agtacatacc caacaattaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctata tttccgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacaatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt gtcaaactcc aatgggggcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ctatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgcg actgggctca gaaatagccc tcaaagagag
1021 agaagaagaa aaaagagagg attatttgga gctatagcag gttttataga gggaggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtac
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 atcattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aacggttgtt tcgagttcta tcataaatgt gataatgaat gtatggaaag tgtaagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagaa gaagcaagac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatactgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggatgtg ctc



97

CU-328: Hemagglutinin gene: EU616835

LOCUS CU-328-HA 1719 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Duck/Thailand/CU-328/07(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1719)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1719)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1719

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Duck/Thailand/CU-328/07(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 599 a 310 c 397 g 413 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcaacagag cagattgaca caataatgga aaagaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgtgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagat tgtagtgtag ctggatggct ccttggaaac
241 ccaatgtgtg atgaattcat caatgtgccg gaatggtcct acatagtgga gaaggccaat
301 ccagccaatg acctctgtta cccaggggat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ccaaaaattc ttggtccagt
421 catgaagcct cattgggagt gagctcagca tgtccatatc agggaaagtc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttat caaaaagaac agtacatacc caacaataaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctata tttccgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacaatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaggt gtcaaactcc aatgggggcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ccatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgcg actgggctca gaaatagccc tcaaagagag
1021 agaagaagaa aaaagagagg attatttgga gctatagcag gttttataga gggaggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtac
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 atcattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aacggttgtt tcgagttcta tcataaatgt gataatgaat gtatggaaag tgtaagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagag gaagcaagac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatactgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggatgtg ctccaatggg
1681 tcgctacaat gcagaatttg cattaaattg gagtcagat



98

CU-329: Hemagglutinin gene: EU616843

LOCUS CU-329-HA 1667 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Duck/Thailand/CU-329/07(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1667)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1667)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1667

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Duck/Thailand/CU-329/07(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 587 a 303 c 379 g 398 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcaacagag cagattgaca caataatgga aaagaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgtgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagat tgtagtgtag ctggatggct ccttggaaac
241 ccaatgtgtg atgaattcat caatgtgccg gaatggtcct acatagtgga gaaggccaat
301 ccagccaatg acctctgtta cccaggggat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ccaaaaattc ttggtccagt
421 catgaagcct cattgggagt gagctcagca tgtccatatc tgggaaatcc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttat caaaaagaac agtacatacc caacaataaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctaca tttccgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct accagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacgatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt gtcaaactcc aatgggagcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ccatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgca actggactca gaaatagccc tcaaagagag
1021 aaaagaagaa aaaagagagg attatttgga gctatagcag gttttataga gggaggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtac
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 atcattgaca aaatgaacac tcagtttgag gctgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aacggttgtt tcgagttcta tcataaatgt gataatgaat gtatggaaag tgtaagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagag gaagcaagac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatactgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggat



99

CU-330: Hemagglutinin gene: EU616851

LOCUS CU-330-HA 1715 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-330/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1715)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1715)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1715

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-330/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 593 a 304 c 399 g 419 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcgacagag caggttgaca caataatgga aaggaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgcgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagac tgtagtgtag ctggatggct cctcggaaac
241 ccaatgtgtg acgaattcat taatgtgccg gaatggtctt acatagtgga gaaggccaat
301 ccagtcaatg acctctgtta cccagggaat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ctaaaagttc ttggtccagt
421 catgaagcct cattaggggt gagctcagca tgtccatacc tgggaaagtc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttgt caaaaagaac agtacatacc caacaattaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctata tttctgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacaatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt gtcaaactcc aatgggggcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ctatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgca actgggctca gaaatagccc tcaaagagag
1021 agaagaagaa aaaaaagagg attatttgga gctatagcag gttttataga ggggggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtat
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 ataattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aatggttgtt tcgagttcta tcataagtgt gataatgaat gtatggaaag tgtgagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagaa gaagcaagac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatattgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggatgtg ctccaatggg
1681 tcgttacaat gcagaatttg cattaaattg gagtc



100

CU-331: Hemagglutinin gene: EU616859

LOCUS CU-331-HA 1710 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-331/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1710)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1710)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1710

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-331/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 592 a 304 c 395 g 419 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcgacagag caggttgaca caataatgga aaggaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgcgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagac tgtagtgtag ctggatggct cctcggaaac
241 ccaatgtgtg acgaattcat taatgtgccg gaatggtctt acatagtgga gaaggccaat
301 ccagtcaatg acctctgtta cccagggaat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ctaaaagttc ttggtccagt
421 catgaagcct cattaggggt gagctcagca tgtccatacc tgggaaagtc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttgt caaaaagaac agtacatacc caacaattaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctata tttctgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacaatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt gtcaaactcc aatgggggcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ctatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgca actgggctca gaaatagccc tcaaagagag
1021 agaagaagaa aaaaaagagg attatttgga gctatagcag gttttataga ggggggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtat
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 atcattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatat agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aatggttgtt tcgagttcta tcataaatgt gataatgaat gtatggaaag tgtgagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagaa gaagcaagac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatattgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggatgtg ctccaatggg
1681 tcgttacaat gcagaatttg cattaaattg



101

CU-332: Hemagglutinin gene: EU616867

LOCUS CU-332-HA 1714 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-332/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1714)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1714)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1714

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-332/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 593 a 304 c 399 g 418 t
ORIGIN

1 atggagaaaa tagtgcttct ttttgcaata gtcagtcttg ttaaaagtga tcagatttgc
61 attggttacc atgcaaacaa ctcgacagag caggttgaca caataatgga aaggaacgtt
121 actgttacac atgcccaaga catactggaa aagacacaca acgggaagct ctgcgatcta
181 gatggagtga agcctctaat tttgagagac tgtagtgtag ctggatggct cctcggaaac
241 ccaatgtgtg acgaattcat caatgtgccg gaatggtctt acatagtgga gaaggccaat
301 ccagtcaatg acctctgtta cccagggaat ttcaatgact atgaagaatt gaaacaccta
361 ttgagcagaa taaaccattt tgagaaaatt cagatcatcc ctaaaagttc ttggtccagt
421 catgaagcct cattaggggt gagctcagca tgtccatacc tgggaaagtc ctcctttttc
481 agaaatgtgg tatggcttgt caaaaagaac agtacatacc caacaattaa gaggagctac
541 aataatacca accaagaaga tcttttggta ctgtggggga ttcaccatcc taatgatgcg
601 gcagagcaga caaagctcta tcaaaaccca accacctata tttctgttgg gacatcaaca
661 ctaaaccaga gattggtacc aagaatagct actagatcca aagtaaacgg gcaaagtgga
721 aggatggagt tcttctggac aattttaaaa ccgaatgatg caatcaactt cgagagtaat
781 ggaaatttca ttgctccaga atatgcatac aaaattgtca agaaagggga ctcaacaatt
841 atgaaaagtg aattggaata tggtaactgc aacaccaagt gtcaaactcc aatgggggcg
901 ataaactcta gtatgccatt ccacaatata caccctctca ctatcgggga atgccccaaa
961 tatgtgaaat caaacagatt agtccttgca actgggctca gaaatagccc tcaaagagag
1021 agaagaagaa aaaaaagagg attatttgga gctatagcag gttttataga ggggggatgg
1081 cagggaatgg tagatggttg gtatgggtac caccatagca atgagcaggg gagtgggtat
1141 gctgcagaca aagaatccac tcaaaaggca atagatggag tcaccaataa ggtcaactcg
1201 ataattgaca aaatgaacac tcagtttgag gccgttggaa gggaatttaa caacttagaa
1261 aggagaatag agaatttaaa caagaagatg gaagacgggt tcctagatgt ctggacttat
1321 aatgctgaac ttctggttct catggaaaat gagagaactc tagactttca tgactcaaat
1381 gtcaagaacc tttacgacaa ggtccgacta cagcttaggg ataatgcaaa ggagctgggt
1441 aatggttgtt tcgagttcta tcataagtgt gataatgaat gtatggaaag tgtgagaaac
1501 ggaacgtatg actacccgca gtattcagaa gaagcaagac taaaaagaga ggaaataagt
1561 ggagtaaaat tggaatcaat aggaatttac caaatattgt caatttattc tacagtggcg
1621 agttccctag cactggcaat catggtagct ggtctatcct tatggatgtg ctccaatggg
1681 tcgttacaat gcagaatttg cattaaattg gagt
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CU-333: Hemagglutinin gene: EU616875

LOCUS CU-333-HA 1696 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-333/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1696)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1696)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1696

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-333/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 583 a 304 c 393 g 415 t
ORIGIN

1 aatagtgctt ctttttgcaa tagtcagtct tgttaaaagt gatcagattt gcattggtta
61 ccatgcaaac aactcgacag agcaggttga cacaataatg gaaaggaacg ttactgttac
121 acatgcccaa gacatactgg aaaagacaca caacgggaag ctctgcgatc tagatggagt
181 gaagcctcta attttgagag actgtagtgt agctggatgg ctcctcggaa acccaatgtg
241 tgacgaattc attaatgtgc cggaatggtc ttacatagtg gagaaggcca atccagtcaa
301 tgacctctgt tacccaggga atttcaatga ctatgaagaa ttgaaacacc tattgagcag
361 aataaaccat tttgagaaaa ttcagatcat ccctaaaagt tcttggtcca gtcatgaagc
421 ctcattaggg gtgagctcag catgtccata cctgggaaag tcctcctttt tcagaaatgt
481 ggtatggctt gtcaaaaaga acagtacata cccaacaatt aagaggagct acaataatac
541 caaccaagaa gatcttttgg tactgtgggg gattcaccat cctaatgatg cggcagagca
601 gacaaagctc tatcaaaacc caaccaccta tatttctgtt gggacatcaa cactaaacca
661 gagattggta ccaagaatag ctactagatc caaagtaaac gggcaaagtg gaaggatgga
721 gttcttctgg acaattttaa aaccgaatga tgcaatcaac ttcgagagta atggaaattt
781 cattgctcca gaatatgcat acaaaattgt caagaaaggg gactcaacaa ttatgaaaag
841 tgaattggaa tatggtaact gcaacaccaa gtgtcaaact ccaatggggg cgataaactc
901 tagtatgcca ttccacaata tacaccctct cactatcggg gaatgcccca aatatgtgaa
961 atcaaacaga ttagtccttg caactgggct cagaaatagc cctcaaagag agagaagaag
1021 aaaaaaaaga ggattatttg gagctatagc aggttttata gaggggggat ggcagggaat
1081 ggtagatggt tggtatgggt accaccatag caatgagcag gggagtgggt atgctgcaga
1141 caaagaatcc actcaaaagg caatagatgg agtcaccaat aaggtcaact cgatcattga
1201 caaaatgaac actcagtttg aggccgttgg aagggaattt aacmacttag aaaggagaat
1261 agagaattta aacaagaaga tggaagacgg gttcctagat gtctggactt ataatgctga
1321 acttctggtt ctcatggaaa atgagagaac tctagacttt catgactcaa atgtcaagaa
1381 cctttacgac aaggtccgac tacagcttag ggataatgca aaggagctgg gtaatggttg
1441 tttcgagttc tatcataagt gtgataatga atgtatggaa agtgtgagaa acggaacgta
1501 tgactacccg cagtattcag aagaagcaag actaaaaaga gaggaaataa gtggagtaaa
1561 attggaatca ataggaattt accaaatatt gtcaatttat tctacagtgg cgagttccct
1621 agcactggca atcatggtag ctggtctatc cttatggatg tgctccaatg ggtcgttaca
1681 atgcagaatt tgcatt



103

CU-334: Hemagglutinin gene: EU616883

LOCUS CU-334-HA 1707 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Watercock/Thailand/CU-334/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1707)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1707)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1707

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Watercock/Thailand/CU-334/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="HA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 587 a 304 c 397 g 419 t
ORIGIN

1 gtgcttcttt ttgcaatagt cagtcttgtt aaaagtgatc agatttgcat tggttaccat
61 gcaaacaact cgacagagca ggttgacaca ataatggaaa agaacgttac tgttacacat
121 gcccaagaca tactggaaaa gacacacaac gggaagctct gcgatctaga tggagtgaag
181 cctctaattt tgagagattg tagtgtagct ggatggctcc ttggaaaccc aatgtgtgac
241 gaattcatta atgtgccgga atggtcttac atagtggaga aggccaatcc agtcaatgac
301 ctctgttacc cagggaattt caatgactat gaagaattga aacacctatt gagcagaata
361 aaccattttg agaaaattca gatcatcccc aaaagttctt ggtccagtca tgaagcctca
421 ttaggggtga gctcagcatg tccatacctg ggaaagtcct cctttttcag aaatgtggta
481 tggcttgtca aaaagaacag tacataccca acaattaaga ggagctacaa taataccaac
541 caagaagatc ttttggtact gtgggggatt caccatccta atgatgcggc agagcagaca
601 aagctctatc aaaacccaac cacctatatt tctgttggga catcaacact aaaccagaga
661 ttggtaccaa gaatagctac tagatccaaa gtaaacgggc aaagtggaag gatggagttc
721 ttctggacaa ttttaaaacc gaatgatgca atcaacttcg agagtaatgg aaatttcatt
781 gctccagaat atgcatacaa aattgtcaag aaaggggact caacaattat gaaaagtgaa
841 ttggaatatg gtaactgcaa caccaagtgt caaactccaa tgggggcgat aaactctagt
901 atgccattcc acaatataca ccctctcact atcggggaat gccccaaata tgtgaaatca
961 aacagattag tccttgcaac tgggctcaga aatagccctc aaagagagag aagaagaaaa
1021 aagagaggat tatttggagc tatagcaggt tttatagagg ggggatggca gggaatggta
1081 gatggttggt atgggtacca ccatagcaat gagcagggga gtgggtatgc tgcagacaaa
1141 gaatccactc aaaaggcaat agatggagtc accaataagg tcaactcgat cattgacaaa
1201 atgaacactc agtttgaggc cgttggaagg gaatttaaca acttagaaag gagaatagag
1261 aatttaaaca agaagatgga agacgggttc ctagatgtct ggacttataa tgctgaactt
1321 ctggttctca tggaaaatga gagaactcta gactttcatg actcaaatgt caagaacctt
1381 tacgacaagg tccgactaca gcttagggat aatgcaaagg agctgggtaa tggttgtttc
1441 gagttctatc ataagtgtga taatgaatgt atggaaagtg tgagaaacgg aacgtatgac
1501 tacccgcagt attcagaaga agcaagacta aaaagagagg aaataagtgg agtaaaattg
1561 gaatcaatag gaatttacca aatattgtca atttattcta cagtggcgag ttccctagca
1621 ctggcaatca tggtagctgg tctatcctta tggatgtgct ccaatgggtc gttacaatgc
1681 agaatttgca ttaaattgga gtcagat
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Neuraminidase gene (N1)

CU-317: Neuraminidase gene: EU616826

LOCUS CU-317-NA 1352 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Moorhen/Thailand/CU-317/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1352)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1352)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1352

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Moorhen/Thailand/CU-317/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 401 a 244 c 342 g 365 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggaatcaac acaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtaa aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggatg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gactgtcaaa gacagaagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg caccagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacagt
541 ggggctgtgg ctgtattgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatagaaaaa
721 ggaaaagtgg ttaaatcagt cgaattggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgccggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccgtggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggggcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaactgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcgg cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gctgagttgc cattcaccat tgacaagtag tt
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CU-318: Neuraminidase gene: EU616828

LOCUS CU-318-NA 1343 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Moorhen/Thailand/CU-318/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1343)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1343)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1343

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Moorhen/Thailand/CU-318/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 396 a 243 c 342 g 362 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggaatcaac acaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtaa aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggatg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gactgtcaaa gacagaagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg caccagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacagt
541 ggggctgtgg ctgtattgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 gggaaagtgg ttaaatcagt cgaattggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgccggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccgtggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggggcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaactgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcgg cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gctgagttgc cattcaccat tga
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CU-319: Neuraminidase gene: EU616830

LOCUS CU-319-NA 1333 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Watercock/Thailand/CU-319/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1333)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1333)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1333

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Watercock/Thailand/CU-319/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 394 a 239 c 341 g 359 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggaatcaac acaaagctga accaatcagc aatgctaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtaa aattaacggg caattcatct ctttgcccca ttaatggatg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gagtgtcaaa gacagaagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgccctgtgg gtgaggctcc ttccccgtat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg caccagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacagt
541 ggggctgtgg ctgtattgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatagaaaaa
721 ggaaaagtgg ttaaatcagt cgaattggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgccggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccgtggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggggcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaactgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcgg cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gctgagttgc cat
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CU-320: Neuraminidase gene: EU616832

LOCUS CU-320-NA 1352 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-320/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1352)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1352)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1352

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-320/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 400 a 244 c 343 g 365 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggaatcaac acaaggctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtaa aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggatg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gactgtcaaa gacagaagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg caccagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacagt
541 ggggctgtgg ctgtattgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatagaaaaa
721 ggaaaagtgg ttaaatcagt cgaattggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgccggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccgtggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggggcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaactgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcgg cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gctgagttgc cattcaccat tgacaagtag tt
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CU-321: Neuraminidase gene: EU616834

LOCUS CU-321-NA 1339 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Chicken/Thailand/CU-321/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1339)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1339)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1339

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Chicken/Thailand/CU-321/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 397 a 242 c 339 g 361 t
ORIGIN

1 atccaaataa gaagataata accatcggat caatctgtat ggtaactgga atggttagct
61 taatgttaca aattgggaac ttgatctcaa tatgggtcag tcattcaatt cacacaggga
121 atcaacacaa agctgaacca atcagcaatg ctaattttct tactgagaaa gctgtggctt
181 cagtaaaatt aacgggcaat tcatctcttt gccccattaa tggatgggct gtatacagta
241 aggacaacag tataaggatc ggttccaagg gggatgtgtt tgttataaga gagccattca
301 tctcatgctc ccacttggaa tgcagaactt tctttttgac tcagggagcc ttgctgaatg
361 acaagcactc caatgggagt gtcaaagaca gaagccctca cagaacatta atgagttgcc
421 ctgtgggtga ggctccttcc ccatataact caaggtttga gtctgttgct tggtcagcaa
481 gtgcttgcca tgatggcacc agttggttga caattggaat ttctggccca gacaatgggg
541 ctgtggctgt attgaaatac aatggcataa taacagacac tatcaagagt tggaggaata
601 acatactgag aactcaagag tctgaatgtg catgtgtaaa tggctcttgc tttactgtaa
661 tgactgacgg accaagtaat ggtcaggcat cacataagat cttcaaaata gaaaaaggaa
721 aagtggttaa atcagtcgaa ttggatgctc ctaattatca ctatgaggaa tgctcctgtt
781 atcctgatgc cggcgaaatc acatgtgtgt gcagggataa ttggcatggc tcaaatcggc
841 cgtgggtatc tttcaatcaa aatttggagt atcaaatagg atatatatgc agtggagttt
901 tcggagacaa tccacgcccc aatgatggaa caggtagttg tggtccggtg tcctctaacg
961 gggcatatgg ggtaaaaggg ttttcattta aatacggcaa tggtgtctgg atcgggagaa
1021 caaaaagcac taattccagg agcggctttg aaatgatttg ggatccaaat gggtggactg
1081 aaacggacag tagcttttca gtgaaacaag atatcgtagc aataactgat tggtcaggat
1141 atagcgggag ttttgtccag catccagaac tgacaggact agattgcata agaccttgtt
1201 tctgggttga gttgatcaga gggcggccca aagagagcac aatttggact agtgggagca
1261 gcatatcttt ttgtggtgta aatagtgaca ctgtgggttg gtcttggcca gacggtgctg
1321 agttgccatt caccattga
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CU-328: Neuraminidase gene: EU616836

LOCUS CU-328-NA 1312 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Duck/Thailand/CU-328/07(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1312)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1312)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1312

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Duck/Thailand/CU-328/07(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 389 a 233 c 335 g 355 t
ORIGIN

1 atgaatccaa acaagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatgatt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcgttc cattcacaca
121 gggaatcaac agaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcattaa aattggcggg caattcatct ctttgcccta ttaatgggtg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg atctttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gactgtcaaa gacaggagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg caccagttgg ttaacaattg gaatttctgg cccagacagt
541 ggggctgtgg ctgtattgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 gggaaagtgg ttaaatcagt tgaattggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgccggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccatggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acactccgcg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacgggacat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaactgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcgg cccaaagaga gcacgatttg gactagtggg
1261 agcagcatat cgttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gtgacaagta gt
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CU-329: Neuraminidase gene: EU616844

LOCUS CU-329-NA 1348 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Duck/Thailand/CU-329/07(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1348)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1348)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1348

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Duck/Thailand/CU-329/07(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 392 a 243 c 348 g 365 t
ORIGIN

1 atgaatccga acaagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatgatt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcgttc cattcacaca
121 gggaatcaac agaaagctga accaatcagc aatactaatg ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcattaa aattggcggg caattcatct ctttgcccta ttaatgggtg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg atctttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gactgtcaaa gacaggagcc ctcacagaac gttaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg caccagttgg ttaacaattg gaatttctgg cccagacagt
541 ggggctgtgg ctgtattgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 gggaaagtgg ttaaatcagt tgaattggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgccggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccatggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acactccgcg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacgggacat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaactgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcgg cccaaagaga gcacgatttg gactagtggg
1261 agcagcatat cgttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gctgagttgc cattcaccat tgacaagt
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CU-330: Neuraminidase gene: EU616852

LOCUS CU-330-NA 1340 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-330/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1340)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1340)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1340

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-330/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 394 a 240 c 342 g 364 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggaatcaac acaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtga aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggctg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gagtgtcaaa gacaggagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg cactagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacaat
541 ggggctgtgg ctgtgttgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 gggaaagtgg ttaaatcagt cgagttggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgctggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccatggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggagcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaattgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcag cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gctgagttgc cattcaccat
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CU-331: Neuraminidase gene: EU616860

LOCUS CU-331-NA 1322 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-331/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1322)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1322)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1322

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-331/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 393 a 237 c 336 g 356 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggagtcaac acaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtga aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggctg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gagtgtcaaa gacaggagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg cactagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacaat
541 ggggctgtgg ctgtattgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 ggaaaagtag ttaaatcagt cgaattggat gctcccaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgccggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccatggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggagcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaattgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcag cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtaaatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gc
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CU-332: Neuraminidase gene: EU616868

LOCUS CU-332-NA 1320 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-332/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1320)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1320)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1320

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-332/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 388 a 234 c 340 g 358 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggagtcaac acaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtga aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggctg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gagtgtcaaa gacaggagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg cactagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacaat
541 ggggctgtgg ctgtgttgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 gggaaagtgg ttaaatcagt cgagttggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgctggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccatggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggagcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaattgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcag cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtagatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
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CU-333: Neuraminidase gene: EU616876

LOCUS CU-333-NA 1323 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Quail/Thailand/CU-333/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1323)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1323)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1323

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Quail/Thailand/CU-333/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 389 a 235 c 340 g 359 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataaccatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggaatcaac acaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtga aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggctg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gagtgtcaaa gacaggagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg cactagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacaat
541 ggggctgtgg ctgtgttgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 gggaaagtgg ttaaatcagt cgagttggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgctggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccatggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggagcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaattgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcag cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtagatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
1321 gct
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CU-334: Neuraminidase gene: EU616884

LOCUS CU-334-NA 1320 bp DNA linear 05-MAR-2008
DEFINITION Influenza A virus strain A/Watercock/Thailand/CU-334/06(H5N1).
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS .
SOURCE Influenza A virus
ORGANISM Influenza A virus

Unclassified.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1320)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE H5N1 influenza virus in Live bird and Food markets in Thailand
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 1320)
AUTHORS Choatrakol,C., Lapkuntod,J., Tantilertcharoen,R.,

Thanawongnuwech,R., Suradhat,S., Suwannakarn,K., Theamboonlers,A.,
Poovorawan,Y. and Amonsin,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-MAR-2008) Faculty of Veterinary Science, Veterinary

Public Health Department, Chulalongkorn University, Pathumwan,
Bangkok 10330, Thailand

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1320

/organism="Influenza A virus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="A/Watercock/Thailand/CU-334/06(H5N1)"
/serotype="H5N1"
/segment="NA"
/country="Thailand"

BASE COUNT 388 a 233 c 340 g 359 t
ORIGIN

1 atgaatccaa ataagaagat aataatcatc ggatcaatct gtatggtaac tggaatggtt
61 agcttaatgt tacaaattgg gaacttgatc tcaatatggg tcagtcattc aattcacaca
121 gggagtcaac acaaagctga accaatcagc aatactaatt ttcttactga gaaagctgtg
181 gcttcagtga aattagcggg caattcatct ctttgcccca ttaatggctg ggctgtatac
241 agtaaggaca acagtataag gatcggttcc aagggggatg tgtttgttat aagagagcca
301 ttcatctcat gctcccactt ggaatgcaga actttctttt tgactcaggg agccttgctg
361 aatgacaagc actccaatgg gagtgtcaaa gacaggagcc ctcacagaac attaatgagt
421 tgtcctgtgg gtgaggctcc ctccccatat aactcaaggt ttgagtctgt tgcttggtca
481 gcaagtgctt gccatgatgg cactagttgg ttgacaattg gaatttctgg cccagacaat
541 ggggctgtgg ctgtgttgaa atacaatggc ataataacag acactatcaa gagttggagg
601 aataacatac tgagaactca agagtctgaa tgtgcatgtg taaatggctc ttgctttact
661 gtaatgactg acggaccaag taatggtcag gcatcacata agatcttcaa aatggaaaaa
721 gggaaagtgg ttaaatcagt cgagttggat gctcctaatt atcactatga ggaatgctcc
781 tgttatcctg atgctggcga aatcacatgt gtgtgcaggg ataattggca tggctcaaat
841 cggccatggg tatctttcaa tcaaaatttg gagtatcaaa taggatatat atgcagtgga
901 gttttcggag acaatccacg ccccaatgat ggaacaggta gttgtggtcc ggtgtcctct
961 aacggagcat atggggtaaa agggttttca tttaaatacg gcaatggtgt ctggatcggg
1021 agaacaaaaa gcactaattc caggagcggc tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg
1081 actgaaacgg acagtagctt ttcagtgaaa caagatatcg tagcaataac tgattggtca
1141 ggatatagcg ggagttttgt ccagcatcca gaattgacag gactagattg cataagacct
1201 tgtttctggg ttgagttgat cagagggcag cccaaagaga gcacaatttg gactagtggg
1261 agcagcatat ctttttgtgg tgtagatagt gacactgtgg gttggtcttg gccagacggt
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวชื่นสกนธ เชาวตระกูล เกิดเมื่อวันท่ี 9 เมษายน พ.ศ. 2525 ท่ีจังหวัดรอยเอ็ด 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย เมื่อป พ.ศ. 2548 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตร

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาสัตวแพทยสาธารณสุข ท่ีภาควิชาสัตวแพทยสาธารณสุข คณะ

สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549
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