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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

เชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 (Avian Influenza virus subtype H5N1) เปนเชื้อไวรัส 
สายพนัธุที่กอโรครุนแรงทั้งในสัตวปกและคน สงผลใหเกิดความเสยีหายทัง้ดานเศรษฐกิจและ
สาธารณสุขเปนอยางมาก เชือ้ไขหวัดนกเปนเชื้อไวรัสที่แพรกระจายไปไดกวางขวางและรวดเร็ว
สงผลใหมกีารระบาดของเชือ้ไขหวัดนกไปยังหลายประเทศทั่วโลก ลักษณะพิเศษของเชื้อ     
ไขหวัดนกนี้ คอืเปนเชื้อที่เกดิการเปลี่ยนแปลงทางพันธกุรรมตลอดเวลา จนอาจเกิดเปนเชื้อ 
ไขหวัดนกสายพันธุใหมที่มีความกอโรครุนแรงจนทาํใหเกิดการระบาดครั้งใหม ดงันัน้โรคไขหวัดนก      
สายพนัธุ H5N1 จึงถือเปนโรคอุบัติใหม (emerging disease) และอุบัติซ้ํา (re-emerging 
disease) ที่หลายประเทศทัว่โลกกาํลังใหความสาํคัญและตื่นตัวในการหามาตรการปองกันและ
ควบคุมการระบาดของโรค  

เชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 แยกไดเปนครั้งแรกจากไกในประเทศสกอตแลนดเมื่อ       
ป ค.ศ. 1959 สวนในทวีปเอเชียมีรายงานการระบาดของโรคไขหวัดนก H5N1 ในคนเปนครัง้แรก
เมื่อป ค.ศ. 1997 ที่ประเทศฮองกง โดยมผีูเสียชีวิตจาํนวน 6 คน จากผูปวยติดเชื้อทั้งหมดจํานวน 
18 คน ซึ่งเปนชวงเดียวกับทีม่ีการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในสัตวปก ผูติดเชื้อไขหวัดนกสวนใหญ
เคยมีประวัติสัมผัสหรืออยูใกลชิดกับสัตวปกในตลาดสด และพบลักษณะทางพันธกุรรมของเชื้อ
ไวรัสที่ทาํใหเกดิโรคในผูปวยมีความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสที่แยกไดจากไก แสดงวาไดวาเชื้อ  
ไขหวัดนกสามารถแพรจากสัตวปกไปสูคนไดโดยตรง (Chan, 2002; Claas et al., 1998) ตั้งแตป 
พ.ศ. 2546 เปนตนมามีการระบาดของโรคไขหวัดนกในหลายประเทศในทวีปเอเชีย ยุโรป และแอฟ
ริกา (WHO, 2008) และพบวาเกษตรกรและผูประกอบอาชีพที่เกีย่วของกับสัตวปกเปนกลุมที่มี
ความเสีย่งสงูตอการติดเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 (Chen et al., 2006) 

ในประเทศไทยพบการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในสัตวปกแบงเปน 6 ระยะใหญ โดยครั้ง
แรกเกิดขึ้นระหวางมกราคม-พฤศจิกายน พ.ศ. 2547 คร้ังที ่2 ระหวางกรกฎาคม พ.ศ. 2547-
เมษายน พ.ศ. 2548 คร้ังที่ 3 ระหวางกรกฎาคม-พฤศจกิายน พ.ศ. 2548 คร้ังที่ 4 ในเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2549 คร้ังที่ 5 ในระหวางเดือนมกราคม-มีนาคม พ.ศ. 2550 และครั้งลาสุดคือ
เดือนมกราคม พ.ศ. 2551 (DLD, 2008) การระบาดของโรคไขหวัดนกในคนในประเทศไทยโดย
รายงานขององคการอนามยัโลกตั้งแตป พ.ศ. 2547 ถึง 5 มีนาคม พ.ศ. 2551 มีผูเสยีชีวิตจากเชือ้
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ไขหวัดนกจาํนวน 17 คน จากผูติดเชื้อจํานวนทั้งหมด 25 คน (รายงานเมื่อวันที่ 5 มีนาคม พ.ศ. 
2551) (WHO, 2008) โดยผูติดเชื้อสวนใหญมีประวัติการเก็บเนื้อไกทีป่วยตายไวในบาน การสัมผัส
ไกตายหรือไกปวย รวมถงึการเชือดและชําแหละไกปวย (ดารินทรและคณะ, 2004; 
Chotpitayasunondh et al., 2005; Ungchusak et al., 2005) แสดงใหเหน็วาการสัมผัสสัตวปวย 
สัตวที่ติดเชื้อและผลิตภัณฑจากสัตวที่มีการปนเปอนของเชื้อไขหวัดนก อาจเปนปจจัยเสี่ยงสําคญั
ในการติดเชื้อไขหวัดนกในคน อีกทัง้ลักษณะการบริโภคสัตวปกในหลายประเทศทัว่โลกรวมถึง
ประเทศไทยนัน้ สวนใหญซือ้ไกจากตลาดคาสัตวปกมีชวีิตและตลาดสด ซึ่งบางครั้งอาจมีการเชือด
และชําแหละสัตวปกที่จุดขาย ตลาดคาสตัวปกมีชวีิตและตลาดสดลักษณะดังกลาวสามารถพบได
ทั่วไปในประเทศไทย ดังนัน้ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดจึงอาจเปนสถานทีส่ําคัญสําหรับ 
การเพิม่โอกาสในการแพรเชื้อไขหวัดนกในสัตวปกและคนได 

ในปจจุบนัการตรวจวินิจฉัยเชื้อไขหวัดนกมีหลายวิธ ีเชน ชุดทดสอบสําเร็จรูปที่อาศัยการ
ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัส ซึ่งสามารถตรวจหาเชื้อไขหวัดไดอยางรวดเร็ว แตวธิีนี้ยงัมี
ขอจํากัดคือไมอาจตรวจแยกสายพนัธุ (subtype) ของเชื้อไขหวัดไดและมีความไวต่ํากวาวิธี
มาตรฐาน สวนวิธทีี่ไดรับการยอมรับวามีความไวสงูสดุและถือเปนวิธีมาตรฐานคือ วธิีการเพาะ
แยกเชื้อไวรัสโดยการฉีดเขาไขไกฟก (embryonated egg  inoculation) หรือเซลลเพาะเลี้ยง
ตอเนื่อง (Madin-Darby canine kidney; MDCK) และนําไปตรวจวเิคราะหคุณสมบัติทาง
แอนติเจนของเชื้อไขหวัดดวยวิธ ีHemagglutination test (HA) และยืนยนัผลของเชือ้ไขหวัดและ
แยกสายพันธุดวยการวิเคราะหสารพันธุกรรมโดยวิธีการทางอณูชีววิทยา  

การตรวจติดตามหาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ที่แยกไดจากสัตวปกมีชีวิตและ
เนื้อสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในประเทศไทย และศึกษาลกัษณะทางอณู
ชีววทิยาของยนี H5 และ N1 ของเชื้อไขหวดันกสายพนัธุ H5N1 ที่แยกได จะทาํใหทราบถึง
อุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกในสัตวปกมชีีวิตและเนื้อสัตวปกในตลาดในประเทศไทย และทราบ
ขอมูลความเสีย่งของการปนเปอนของเชื้อไขหวัดนกในสตัวปกมีชวีิตและเนื้อสัตวปก รวมทั้งขอมูล
รหัสพันธุกรรมและความสัมพันธทางพันธศุาสตรของเชื้อไขหวัดนก นอกจากนี้ยงัสามารถนําขอมลู
ไปใชเฝาระวังการระบาดและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไขหวัดนก ที่อาจเกิดขึ้นไดตอไปในอนาคต
และใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว 

 

 

 



                                                                                            
                                         

 

3
1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั  

การตรวจติดตามหาอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคา
สัตวปกมีชวีิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวดัใกลเคียง จะเปนการเฝาระวังการ
ระบาดของโรคไขหวัดนกและทําใหทราบถึงการเปลี่ยนแปลงทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนก
สายพนัธุ H5N1 เพื่อตอบคําถามสําหรับการวิจยัผูวิจัยไดตั้งวัตถุประสงคดังนี ้

1.  ตรวจแยกพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนก H5N1 ดวยวิธ ีembryonated egg inoculation, 
hemagglutination (HA) test และ multiplex RT-PCR จากตัวอยางสตัวปกในตลาด
คาสัตวปกมีชวีิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคยีง  

2. หาลักษณะทางพนัธุศาสตรของยีน hemagglutinin (H5) และ neuraminidase (N1) 
ของเชื้อไขหวดันก H5N1  

 

1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั  

1. ดานองคความรูใหม  
 - ทราบขอมูลอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกที่ปนเปอนในสัตวปกมีชวีิตและเนื้อสัตวปกใน
กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง และทราบถงึความเสี่ยงในการปนเปอนของ       
เชื้อไขหวัดนกในตลาดคาสตัวปกมีชวีิตและตลาดสด 

 - ทราบขอมูลของรหัสพนัธกุรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1     
ที่แยกไดจากสตัวปกในตลาดคาสัตวปกมชีีวิตและตลาดสดในประเทศไทย และสามารถ
นําขอมูลรหัสพันธกุรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

2. ดานการนําไปใชประโยชน  
- การตรวจติดตามหาเชื้อไขหวัดนกสายพนัธุ H5N1 และขอมูลลักษณะทางพนัธุศาสตรและ
ความสัมพันธของเชื้อไขหวดันกสามารถนําไปใชเฝาระวังการระบาดและการเปลี่ยนแปลง
ของเชื้อไขหวดันก ซึง่จะนํามาใชเปนขอมลูในการกาํหนดแนวทางการควบคุมและปองกัน
โรคไดอยางถกูตองและรวดเร็ว 



บทที่  2

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

โรคไขหวัดนก (Avian influenza) เปนโรคติดตอรายแรงในสัตวปก การติดเชื้อไขหวัดนก

ในสัตวปกมีความหลากหลายต้ังแตการติดเชื้อชนิดไมรุนแรง เชน การติดเชื้อท่ีระบบทางเดิน

หายใจ อัตราการไขลด จนถึงการติดเชื้อชนิดรุนแรง ท่ีทําใหอัตราการตายสูงถึง 100 เปอรเซ็นต

ในปจจุบันเชื้อไขหวัดนกสายพันธุท่ีกอโรครุนแรงและสรางความเสียหายไปท่ัวโลกคือ สายพันธุ 

H5N1 เชื้อไขหวัดนกทุกสายพันธุสามารถพบไดในนกเปดนํ้าหลายชนิด นกทะเล และนกนางนวล 

ซึ่งถือเปนแหลงสะสมเชื้อไวรัสตามธรรมชาติ (natural reservoir) โดยไมทําใหสัตวดังกลาวมี

อาการปวยแมจะเปนเชื้อไขหวัดนกท่ีมีความกอโรครุนแรง เชื้อไขหวัดนกสามารถกอโรครุนแรงและ

ทําใหเกิดอัตราการตายสูงในสัตวปกบางชนิด เชน ไก ไกงวง ซึ่งถือเปนสัตวปกท่ีเลี้ยงเปนระบบ

อุตสาหกรรมและเมื่อสัตวเหลาน้ีเกิดการติดเชื้อไขหวัดนกชนิดรุนแรง จึงมีผลใหเกิดความเสียหาย

ในระบบเศรษฐกิจของประเทศเปนอยางมาก ดังเชนการแพรระบาดของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 ในประเทศไทยในตนชวงป พ.ศ. 2547 ทําใหเกิดความเสียหายตอระบบเศรษฐกิจและ

อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตวปกเปนอยางมาก

2.1 ลักษณะของเชื้อไขหวัดนก 

เชื้อไขหวัดนกจัดอยูในตระกูล Orthomyxoviridae กลุมอินฟลูเอนซา เอ (Influenza A)

เชื้อไวรัสในกลุมน้ีสามารถแบงเปนสายพันธุ (subtype) ตามลักษณะทางแอนติเจนของไกลโค

โปรตีน (glycoprotein) บนผิวเปลือกหุมของเชื้อไวรัสไดเปน hemagglutinin (HA) 16 subtypes

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

เชื้อไขหวัดนกมีรูปรางหลากหลาย เชน กลม (spherical form) หรือสายยาว (filamentous

form) มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 80-120 นาโนเมตร ลักษณะภายนอกเปนเปลือกหุม 

(envelope) ซึ่งมีสวนของ glycoprotein ท่ีสําคัญ 2 ชนิด ย่ืนออกมาและกระจายอยูโดยรอบ ไดแก 

hemagglutinin (HA) มีรูปรางเปนแทง และ neuraminudase (NA) มีลักษณะคลายดอกเห็ด (De

Jong et al., 2000) ภายในเปลือกหุมบรรจุสารพันธุกรรมเปน RNA สายเด่ียว เปนทอนจํานวน 

8 ทอน ซึ่งแตละทอนมีนํ้าหนักโมเลกุลและกําหนดการสรางโปรตีนแตกตางกัน ไดแก ยีน PB2,

PB1, PA, HA, NP, NA, M และ NS ตามลําดับ ยีนแตละทอนเปนตนแบบในการสรางโปรตีนท่ีเปน
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สวนประกอบตางๆ ของเชื้อไขหวัดนกจํานวน 10 ชนิด รายละเอียดชนิดและหนาท่ีของเชื้อ

ไขหวัดนกไดแสดงไวดังตารางท่ี 1 และภาพท่ี 1 (Lamb and Krug, 2001)

ตารางท่ี 1 แสดงชนิดและหนาท่ีของโปรตีนของเชื้อไขหวัด

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)

โครงสรางของเชื้อไขหวัดนกสามารถแบงไดเปน 3 สวนหลักๆ คือ 1. บริเวณเปลือกหุมของ

เชื้อไวรัสซึ่งจะมีโปรตีน HA, NA, M1 และ M2 2. บริเวณแกนกลางของเชื้อไวรัสคือกลุมของ 

Ribonucleoprotein (RNP) complex ซึ่งประกอบดวย RNA และโปรตีน 4 ชนิด คือ 

nucleoprotein (NP), polymerase protein ไดแก PB2, PB1 และ PA 3. สวนของโปรตีนท่ีไม

เก่ียวของกับโครงสรางของเชื้อไวรัส (non-structural protein) ไดแก NS1 และ NS2 (Easterday

et al., 1997)
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ภาพท่ี 1 แบบจําลองลักษณะโครงสรางและสวนประกอบของเชื้อไขหวัดนกท่ีมีเปลือก

(envelope) หอหุม บริเวณผิวดานนอกประกอบดวยไกลโคโปรตีน hemagglutinin (HA),

neuraminidase (NA) และโปรตีน M ภายในบรรจุ RNA สายเด่ียวจํานวน 8 ทอน โดยจะ

มีความยาวของสายนิวคลีโอไทดประมาณ 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 การติดเชื้อไขหวัดนกในสัตว 

เชื้อไขหวัดนกสามารถแบงตามความรุนแรงในการกอโรคเปน 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีมีความ

รุนแรงตํ่า (Low Pathogenic Avian Influenza; LPAI) ซึ่งสัตวท่ีไดรับเชื้อจะมีอาการของระบบ

ทางเดินหายใจท่ีไมรุนแรงหรือไมแสดงอาการเลย และชนิดท่ีมีความรุนแรงสูง (Highly

Pathogenic Avian Influenza; HPAI) ไดแก สายพันธุ H5 และ H7 เชื้อไขหวัดนกสายพันธุน้ี

กอใหเกิดอาการท่ีรุนแรงในสัตวปกโดยจะพบอาการของระบบทางเดินหายใจ อาการทางระบบ

ประสาท บวมนํ้าท่ีบริเวณหัว ทองเสีย และมีอัตราตายเกือบ 100 เปอรเซ็นต (de Jong and Hien,

2006)

เชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 สามารถกอโรคตามธรรมชาติไดในสัตวปกหลายชนิด เชน 

นกปา ไก  ไกงวง เปด (de Jong and Hien, 2006; Ligon, 2005) เหย่ียว (Van Borm et al.,

2005) นกพิราบ (Songserm et al., 2006b) นอกจากน้ียังสามารถพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด เชน  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 ในสัตวทดลอง เชน 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) เปนตน บงบอกวาเชื้อไวรัสชนิดน้ีสามารถพบไดในสัตวหลายชนิดและความสัมพันธ

ของสัตวสวนใหญอยูในหวงโซอาหารเดียวกัน สงผลใหอาจเกิดการติดเชื้อโดยตรงผานการกินได

การติดเชื้อไขหวัดในเซลลโฮสตน้ันเชื้อไวรัสจะอาศัยโปรตีนบนเปลือกหุมไวรัส 2 ชนิดหลัก

โปรตีนชนิดแรกคือโปรตีน HA จะจับกับตัวรับบนเซลล และโปรตีนจะถูกยอยท่ีตําแหนงของ 

cleavage site ดวยเอนไซมยอยโปรตีนจากเซลลโฮสตท่ัวไปแบงโปรตีน HA เปน 2 สวนคือ HA1

และ HA2 จากน้ันโปรตีนจะไปจับบนตัวรับ sialo-oligosaccharides บนผิวเซลล และเขาสูเซลล

เพื่อสรางและเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัส โปรตีน NA มีคุณสมบัติเปนเอนไซมท่ีมีหนาท่ีในการแยกสวน 

terminal sialic acid residue บนเซลลโฮสตเพื่อปลอยเชื้อไวรัสตัวใหมออกจากเซลล (Hughes et

al., 2001) และปองกันเชื้อไวรัสจับกันเปนกลุมอยูภายในเซลล รวมถึงกระบวนการเพิ่ม

ความสามารถของเชื้อไวรัสเพื่อใหเขาไปในเซลลเย่ือบุของระบบทางเดินหายใจได (Lamb and

Krug, 2001)
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2.3 ลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

เชื้อไขหวัดนกมีโปรตีนท่ีสําคัญ 2 ชนิด ท่ีอยูบริเวณผิวเปลือกหุมของเชื้อไวรัสคือ HA

(hemagglutinin) และ NA (neuraminidase) ซึ่งเปนแอนติเจนท่ีมีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกัน

ของรางกายโฮสตในการปองกันการติดเชื้อไวรัส โปรตีนท้ัง 2 ชนิดดังกลาวมีความเก่ียวของกับการ

ติดเชื้อไวรัสในเซลลเปาหมาย ความรุนแรงในการเกิดโรคและการแพรกระจายของเชื้อไวรัส ดังน้ัน

การเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนในตําแหนงตางๆ ท่ีมีความสําคัญ

ตอคุณลักษณะของเชื้อไขหวัดนกบนยีน HA และ NA จึงมีความสําคัญอยางมาก 

2.3.1 การศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน HA

ยีน HA เปนสารพันธุกรรมทอนท่ี 4 ท่ีกําหนดการสรางโปรตีน HA มีหนาท่ีสําคัญใน

การจับกับตัวรับบนผิวของเซลล และเก่ียวของกับความรุนแรงของการติดเชื้อไวรัส โปรตีน 

HA มีคุณสมบัติในการจับกลุมกับเม็ดเลือดแดงและมีหนาท่ีสําคัญในการจับกับโครงสราง 

sialic acid ของตัวรับบนผิวเซลลเปาหมายเพื่อเขาไปเพิ่มจํานวนภายในเซลลตอไป ดังน้ัน

หากเกิดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน HA อาจทําใหไวรัสน้ีสามารถหลบหลีกจากภูมิคุมกัน

ของโฮสตได โปรตีน HA มีตําแหนงสําคัญอยู 3 ตําแหนง คือ 

HA cleavage site

โปรตีน HA มีรูปรางแทง (rod shape spike) มีขนาดของกรดอะมิโนประมาณ 

562-566 ถูกเรียกวา HA0 จากน้ันกอนเชื้อไวรัสเขาสูเซลล HA0 ถูกตัดแบงเปน HA1 และ

HA2 ไดงายดวยเอนไซม subtilisin-like protease ท่ีพบไดท่ัวไปในเซลลของรางกายโฮสต

บริเวณท่ีถูกตัดเรียกวา HA cleavage site (Stieneke-Grober et al., 1992) สงผลใหเชื้อ

สามารถเขาสูอวัยวะตางๆ และเกิดการติดเชื้อไดท่ัวรางกาย (Steinhauer, 1999) เชื้อ

ไขหวัดนกชนิดท่ีมีความรุนแรงสูง (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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รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 พบวาเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากหานท่ี

มณฑลกวางตุง ประเทศจีน ในป ค.ศ. 1996 (A/Goose/Guangdong/96) มีลักษณะของ 

multiple basic amino acids ท่ีบริเวณ HA cleavage site บนยีน HA เชนเดียวกับ

เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากผูติดเชื้อในประเทศฮองกงป ค.ศ. 1997 (A/Hongkong/156/97) (Xu

et al., 1999) เชื้อไวรัสท่ีพบในการระบาดในประเทศฮองกงป ค.ศ. 2001 (Guan et al.,

2002) เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากเน้ือเปดท่ีถูกสงจากประเทศจีนไปยังญี่ปุนและเกาหลี

(Tumpey et al., 2002; Mase et al., 2005) และจากสัตวปกมีชีวิตในตลาดท่ีเวียดนาม 

(Nguyen et al., 2005) การศึกษาเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทยพบวาเชื้อไวรัสท่ีแยกได

จากไกในจังหวัดนครปฐม (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) เปนเชื้อ

ไขหวัดนกชนิด HPAI ท่ีมีการเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ multiple basic amino acids ท่ี 

HA cleavage site และยังมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจาก

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

รายงานถึงลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการระบาดของประเทศ

ไทยในป ค.ศ. 2005 (Amonsin et al., 2006a) พบวาท่ีบริเวณ HA cleavage site มีการ

เรียงตัวของกรดอะมิโนเปนแบบ multiple basic amino acids ตอมา Chutinimitkul และ

คณะ (2007a) ไดรายงานผลการศึกษาเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากไกในจังหวัดพิจิตร 

(A/chicken/Thailand/PC-168/2006 และ A/chicken/Thailand/PC-170/2006) วามี

ความใกลเคียงกับเชื้อไวรัสท่ีแยกไดในประเทศไทยและเวียดนามระหวางป ค.ศ. 2004-

2005 ในทางตรงกันขามเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากไกในจังหวัดนครพนม (A/chicken/

Thailand/NP-172/2006) ซึ่งพบวามีการเปลี่ยนแปลงท่ีบริเวณ HA cleavage site

(SPLRERRRK-R/G) จัดในกลุมเดียวกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศจีนและลาว

ซึ่งเปนลักษณะท่ีไมเคยพบในเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากประเทศไทย
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Receptor binding site

receptor binding site อยูบนสวน globular head เปนตําแหนงท่ีเขาจับกับ sialic

acid ซึ่งเปนตัวรับบนเซลลในระบบทางเดินหายใจของคนและสัตวปก โดยพบวา

เชื้อไขหวัดในคน (สายพันธุ H1, H2 และ H3) จับกับตัวรับดวยพันธะ α2-6 linkage

ซึ่งพบในเซลลของระบบทางเดินหายใจในคน และเชื้อไขหวัดนก (สายพันธุ H5 และ H7)

จับกับตัวรับดวยพันธะ α2-3 linkage ซึ่งพบในเซลลของระบบทางเดินหายใจของสัตวปก 

(Gambaryan et al., 2006) ตําแหนง receptor binding site ของโปรตีน HA ของเชื้อ

ไวรัสเปนกรดอะมิโน glutamine (Q) และ glycine (G) ในตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 222-224

ตามลําดับ (Nobusawa et al., 1991)

รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 พบวาตําแหนง receptor binding

site ของเชื้อไวรัสคือบริเวณกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 222-224 (224-226 ใน H3

numbering) การแทนท่ีหรือเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเพียงตําแหนงเดียวมีผลกับ

ความจําเพาะของตัวรับในเชื้อไวรัสอยางมีนัยสําคัญ และอาจสงผลใหประสิทธิภาพการ

จับกับตัวรับของเซลลเปาหมายเพิ่มมากข้ึน (Hulse et al., 2004) ดังตัวอยางการแทนท่ี

ของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 222 (H5 numbering) (ตําแหนงท่ี 224 ใน H3 numbering)

เปน glutamine (Q) และตําแหนง 224 (ตําแหนงท่ี 226 ใน H3 numbering) เปน glycine

(G) สงผลใหเชื้อไวรัสสามารถกอโรคไดท้ังในสัตวปกและคน (Vines et al., 1998; Li et al,

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

ตําแหนง 227 เปน asparagine (R) (Gambaryan et al., 2006) การระบาดในประเทศ

ฮองกงป ค.ศ. 1997 พบวาเชื้อไวรัสท่ีมีลักษณะของ receptor binding site เหมือนกับ

สัตวปกสามารถกอใหเกิดโรคไขหวัดในคนได (Matrosovich et al.,1999) จากการศึกษา

เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากประเทศไทยในป ค.ศ. 2005 พบกรดอะมิโน glutamine (Q) และ 

glycine (G) ท่ีตําแหนง 222 และ 224 ตามลําดับ (Amonsin et al., 2006a) อยางไรก็

ตามไมพบการเปลี่ยนแปลงในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศไทยในป ค.ศ. 2007

(Chutinimitkul et al., 2007a)
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Glycosylation site

glycosylation site มีลักษณะเปนสายคารโบไฮเดรตท่ีเชื่อมตอดวยพันธะ 

N-glycosidic linkage (Lamb and Krug, 2001) ซึ่งสามารถพบได 5-11 ตําแหนงบน

โปรตีน HA ข้ึนกับสเตรนของเชื้อไขหวัด (Bright et al., 2003) และจากการศึกษาของ 

Amonsin และคณะ (2006b) พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากเสือในประเทศไทยมี

ตําแหนง glycosylation site บนโปรตีน HA อยางนอย 7 ตําแหนง การเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโนบริเวณน้ี เชน 154-156 (ตําแหนงท่ี 156-158 ใน H3 numbering) ซึ่งเปน

ตําแหนงท่ีมีการเปลี่ยนแปลงสูงและมีผลทําตอความจําเพาะตอการจับกับตัวรับของเชื้อ

ไวรัส (Matrosovich et al., 1999) รายงานของ Chutinimitkul และคณะ (2007a) พบวา

เชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากจังหวัดพิจิตรในป ค.ศ. 2006 มีกรดอะมิโน asparagine (N),

sernine (S) และ threonine (T) ท่ีตําแหนง 154-156 ตามลําดับ ในขณะท่ีเชื้อไวรัสท่ีแยก

ไดจากจังหวัดนครพนมพบเปน asparagine (N), threonine (T) และ threonine (T) ท่ี

ตําแหนง 154-156 ตามลําดับ

2.3.2 การศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน NA

โปรตีน NA มีลักษณะคลายเห็ด (mushrooms) มีคุณสมบัติเปนเอนไซม sialidase

ทําหนาท่ียอยกรด sialic ออกจากโปรตีนบนผิวเซลล ทําใหเชื้อไวรัสหลุดออกจากเซลล

โฮสตได นอกจากน้ีโปรตีน NA ชวยในการปองกันการเกาะกลุมของเชื้อไวรัสและชวยยอย

เย่ือเมือกท่ีปกคลุมเย่ือบุทางเดินหายใจ ทําใหเชื้อไวรัสสามารถยึดเกาะและเขาสูเซลลของ

โฮสตไดอีก โปรตีน NA มีตําแหนงสําคัญอยู 2 ตําแหนง คือ

NA stalk region

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงความยาวของกรดอะมิโนบน NA stalk region สัมพันธ

กับวิวัฒนาการของเชื้อไวรัสในการกอโรคในสัตวปก (Castrucci and Kawaoka, 1993)

และสงผลใหเชื้อไวรัสมีการปรับตัวในสิ่งแวดลอมใหมและสามารถติดตอไปยังสิ่งมีชีวิต

ชนิดตางๆ (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005)

รายงานการศึกษาของเชื้อไขหวัดนก ในป ค.ศ. 1996 ท่ีมณฑลกวางตุง ประเทศจีน 

พบวายีน NA ของเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากหาน (A/Goose/Guangdong/96) ไมพบความ

แตกตางของกรดอะมิโนบนตําแหนง NA stalk region (Xu et al., 1999) การระบาดท่ี
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ประเทศฮองกงในป ค.ศ. 1997 พบการลดจํานวนกรดอะมิโน 19 ตัว (19-amino acid

deletion) บน stalk region ของยีน NA (Subbarao et al., 1998) แตกตางจากการ

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

deletion) บน stalk region (Guan et al., 2002) ในประเทศไทยพบวาเชื้อไวรัสท่ีแยกได

จากไกชวงตนป ค.ศ. 2004 (A/Chicken/Nakorn-Pathom/Thailand/CU-K2/04) มี

ลักษณะ 20-amino acid deletion บน stalk region ของยีน NA ซึ่งคลายกับเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศฮองกงในป ค.ศ. 2001 (Guan et al., 2002) และเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศเวียดนามในป ค.ศ. 2004 (Nguyen et al., 2005;

Viseshakul et al., 2004)

ตําแหนงท่ีเกี่ยวของกับการดื้อตอยาตานเชื้อไขหวัดนก

กรดอะมิโนตําแหนงท่ี 119 (E119V), 275 (H275Y), 293 (R293K) และ 295

(N295S) บนโปรตีน NA เปนตําแหนงท่ีมีความเก่ียวของกับการด้ือตอยาตานเชื้อไวรัส 

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

และจากความสําคัญของเชื้อไขหวัดนกท่ีสรางความเสียหายเปนอยางมากในท่ัวโลก 

ดังน้ันการเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงตําแหนงท่ีเก่ียวของกับการด้ือตอยาตานเชื้อไวรัส

จึงมีความสําคัญมากในปจจุบัน

การศึกษาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทยในระหวางป พ.ศ. 2547-2549 พบวา

ยังไมมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในตําแหนงท่ีมีความเก่ียวของกับการด้ือตอยาตาน

เชื้อไขหวัด oseltamivir หรือกลาวไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทยมีความไวตอยา

ตานเชื้อไขหวัดชนิดดังกลาว (Amonsin et al., 2006a; Chutinimitkul et al., 2007a)

รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกในประเทศเวียดนามพบวาด้ือตอยาตานไวรัส oseltamivir

(Li et al., 2004) นอกจากน้ียังมีรายงานการศึกษาวิธีการตรวจเชื้อไวรัสท่ีด้ือตอยาตาน

ไวรัส oseltamivir เพื่อใหสามารถนําไปใชในการเลือกยารักษาใหถูกตองและรวดเร็วใน

ระหวางท่ีเกิดการระบาดของโรคไขหวัดนก (Chutinimitkul et al., 2007b)
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2.4 ลักษณะการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก 

การเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดรวมถึงเชื้อไขหวัดนกท่ีเกิดข้ึนสวนหน่ึง

มีความเก่ียวของกับคุณสมบัติในการเปนเชื้อไวรัสชนิด RNA ซึ่งตองอาศัยเอนไซม RNA-

dependent RNA polymerase ของเชื้อไวรัส สงผลใหกระบวนการสรางเชื้อไวรัสสามารถเกิด

ความผิดพลาดไดสูงทําใหเชื้อไขหวัดเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรม (antigenic variation)

ซึ่งคุณสมบัติดังกลาวมีผลตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของรางกาย ลักษณะการ

เปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดสามารถแบงไดเปน 2 ชนิดคือ antigenic drift และ 

antigenic shift

2.4.1 Antigenic drift

Antigenic drift พบไดในเชื้อไขหวัดทุกชนิด เปนกระบวนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงใน

บางจุดของยีน (point mutation) ซึ่งอาจเกิดจากการแทนท่ี (substitution) การเอาออก 

(deletion) และการแทรกตัว (insertion) การเปลี่ยนแปลงน้ีจะคอยๆ เกิดอยางตอเน่ือง 

(Brown, 2000) โดยการเปลี่ยนแปลงน้ีเกิดจากความผิดพลาดในข้ันตอนการสราง RNA

ของเชื้อไวรัส เน่ืองจากการสราง RNA อาศัยเอนไซม RNA-dependent RNA

polymerase ซึ่งขาดคุณสมบัติการตรวจสอบความถูกตอง (proofreading) สงผลใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสแตไมมากพอท่ีจะเปลี่ยนเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุใหม 

(Wilschut and McElhaney, 2005) อยางไรก็ตามเชื้อไวรัสยังสามารถหลบหลีกจาก

ภูมิคุมกันของโฮสตได และเกิดการระบาดยอยท่ีไมรุนแรงในพื้นท่ีจํากัด (endemic)

(Nicholson, Wood and Zambon, 2003)

การเปลี่ยนแปลงบางจุดบนยีน HA มีผลตอโครงสราง antigenic epitope บนผิว

โปรตีน HA ซึ่งเปนไกลโคโปรตีนบริเวณผิวเปลือกหุมของเชื้อไวรัส และมีความเก่ียวของ

กับการทํางานของระบบภูมิคุมกันของรางกาย ทําใหโฮสตท่ีติดเชื้อไวรัสท่ีมีการ

เปลี่ยนแปลงบนยีน HA ไมสามารถสรางภูมิคุมกันข้ึนมาตอตานเชื้อไวรัสสายพันธุใหมได

อยางสมบูรณ รวมท้ังยังมีผลตอความสามารถในการคุมโรคของวัคซีนหรือการเลือกใช

วัคซีน (De jong et al., 2000) ตัวอยางการเกิด antigenic drift ของเชื้อไขหวัด ดังแสดง

ในภาพท่ี 2
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2.4.2 Antigenic shift

Antigenic shift เกิดจากการแลกเปลี่ยนทอนยีนระหวางเชื้อไวรัส 2 ชนิดท่ีติดเชื้อ

ในเซลลโฮสตเดียวกัน (genetic reassortment) และทําใหเกิดเชื้อไขหวัดสายพันธุใหม

ข้ึนมา สงผลใหคุณสมบัติของเชื้อไวรัสเปลี่ยนแปลงและอาจกลายเปนเชื้อไวรัสสายพันธุท่ี

กอโรครุนแรงข้ึน จนทําใหเกิดการระบาดอยางรุนแรงและกวางขวางได (potential

pandemic) เน่ืองจากผูท่ีไดรับเชื้อไวรัสไมมีภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสสายพันธุใหมท่ีเกิดข้ึน 

ดังเชนเหตุการณในป ค.ศ. 1957 และ ค.ศ. 1968 ซึ่งเปนการระบาดคร้ังรุนแรงของเชื้อ

ไขหวัด H2N2 และ H3N2 โดยพบวาเชื้อไวรัสท่ีเกิดข้ึนเปนผลจากการเกิด genetic

reassortment ระหวางเชื้อไขหวัดนกและเชื้อไขหวัดท่ีพบในคน โดยอาศัยโฮสตตัวกลาง 

เชน สุกร ซึ่งสามารถติดเชื้อไวรัสไดท้ังเชื้อไวรัสในคนและในสัตวปก สงผลใหเกิดเชื้อไวรัส

ชนิดใหมและเกิดการระบาดของเชื้อไวรัสสายพันธุใหม  (Brown., 2000; Wilschut and

McElhaney., 2005) ตัวอยางการเกิด antigenic shift ของเชื้อไขหวัด ดังแสดงในภาพท่ี 3
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Point mutation

Segment 4 (HA gene)

HA protein

ภาพท่ี 2 แสดงการเกิด antigenic drift ของเชื้อไขหวัดบนยีนทอนท่ี 4 (HA gene) สงผลใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงตอการสรางโปรตีน HA
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Avian influenza; H5N1Human influenza; H3N2

Intermediated host

New subtype; H5N2

ภาพท่ี 3 แสดงการเกิด antigenic shift ของเชื้อไขหวัดซึ่งเปนผลจาก genetic reassortment

ของยีน HA และ NA โดยอาศัยโฮสตก่ึงกลาง เชน สุกร ซึ่งสามารถติดเชื้อไขหวัดนกและ

เชื้อไขหวัดในคนได สงผลใหเกิดเชื้อไวรัสสายพันธุใหมท่ีกอโรคไดท้ังในสัตวปกและคน
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2.5 การศึกษาเชื้อไขหวัดในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

รายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกในตางประเทศ เชนประเทศฮองกงและจีนพบประวัติ

ผูปวยสวนใหญมีการสัมผัสหรือทํางานใกลชิดกับสัตวปวยหรือเก่ียวของกับฟารมหรือตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตและการฆาสัตวปกเพื่อบริโภค (Garber et al., 2007; Liu et al., 2003; Shortridge,

1999) ในประเทศเบลเยียมพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในนกอินทรียท่ีสงมาจากประเทศ

ไทย โดยซื้อจากรานคาสัตวปกรายใหญแหงหน่ึงในกรุงเทพมหานคร (Van Borm et al., 2005)

รวมถึงรายงานการพบเชื้อไขหวัดนกในเน้ือเปดท่ีสงออกจากประเทศจีนไปประเทศเกาหลีใต 

(Tumpey et al., 2002) และประเทศญี่ปุน (Mase et al., 2005) และการพบเชื้อไขหวัดนกในสัตว

ปกมีชีวิตในตลาดคาสัตวปกท่ีประเทศเวียดนาม (Nguyen et al., 2005) และการพบเชื้อไขหวัดนก

ในตลาดสดในประเทศจีน (Wang et al., 2006) เปนตน สวนการระบาดของโรคไขหวัดนกใน

ประเทศไทยพบวา ซากไกและนกพิราบท่ีมีเชื้อไขหวัดนกเปนสาเหตุใหมีการติดเชื้อไขหวัดนกใน

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

การศึกษาของดารินทร และคณะ (2004) พบวาผูปวยติดเชื้อสวนใหญมีประวัติการเก็บเน้ือไกท่ี

ปวยตายไวในบาน สัมผัสไกท่ีตายและไกปวย หรือมีประวัติเชือดและชําแหละไกปวย

2.6 วิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อไขหวัดนกทางหองปฏิบัติการ

ในปจจุบันการตรวจวินิจฉัยเชื้อไขหวัดนกจําเปนตองอาศัยวิธีการตางๆ ประกอบกัน

นอกเหนือจากการซักประวัติ ลักษณะอาการทางคลินิก และสังเกตรอยโรคเบ้ืองตน การตรวจทาง

หองปฏิบัติการเปนวิธีการท่ีจําเปนเพื่อใชยืนยันการวินิจฉัย วิธีตรวจหาเชื้อไวรัสท่ีไดรับการยอมรับ

โดยองคกรโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (Office International des Epizooties, OIE) วามี

ความไวสูงและถือเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard) คือ การเพาะแยกเชื้อไวรัส (virus isolation)

โดยวิธีฉีดเขาไขไกฟก (embryonated egg inoculation) อายุประมาณ 9-11 วัน ท่ีปลอดเชื้อและ

ไมมีแอนติบอดีตอเชื้อไขหวัดนก แลวฟกตอท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-7 วัน จากน้ัน

ดูดเก็บนํ้าไขฟก (allantoic fluid) มาตรวจลักษณะทางแอนติเจนดวยวิธีทดสอบปฏิกิริยาจับกลุม

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

ซึ่งจะเกาะติดกับเม็ดเลือดแดง และวิธีการตรวจการยับย้ังการจับกลุมเม็ดเลือดแดง 

(Hemagglutination inhibition test; HI) ถาพบผลบวกจากข้ันตอนน้ีจะนํามาวินิจฉัยแยกสาย

พันธุดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา (Molecular technique) คือ เทคนิค RT-PCR เทคนิค real-time

PCR ซึ่งจะตรวจความจําเพาะตอยีน M, H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกชนิด เอ สายพันธุ H5N1



บทที่  3

วิธีดําเนินการวิจัย

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อ ตรวจติดตามหาอุบัติการณการพบเชื้อไขหวัดนก

สายพันธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัด

ใกลเคียง ระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549–กรกฎาคม พ.ศ. 2550 และศึกษาลักษณะทาง

พันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 จากเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได เพื่อใหบรรลุวัตถุประสงคดังกลาว 

จึงแบงการดําเนินการออกเปน 3 ระยะคือ (ภาพท่ี 4)

ระยะท่ี 1 เก็บรวบรวมตัวอยางจากตลาดคาสัตวปกชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานคร

และจังหวัดใกลเคียง

ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

ระยะท่ี 3 ศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก H5N1

ระยะท่ี 1 ระยะท่ี 2 ระยะท่ี 3

เก็บตัวอยางในตลาด
คาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

ตรวจพิสูจนเช้ือไขหวัดนก H5N1
วิเคราะหลักษณะพันธุศาสตรและ
ความสัมพันธของยีน H5 และ N1

กําหนดสถานที่เก็บตัวอยาง:    ตรวจแยกเช้ือไวรัส ถอดรหัสพันธุกรรม

ตลาดสดและตลาดคาสตัวปก - Embyonated egg innoculation - ยีน H5

 ในกรุงเทพฯ และจังหวัดใกลเคียง - Hemagglutination test (HA) - ยีน N1

ระยะเวลา: 12 เดือน ตรวจพิสูจนทางอณูชีววิทยา วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของ

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

ขนาดตัวอยาง: n = 836 ขนาดตวัอยางที่ใหผลบวก n = 12 วิเคราะหความสัมพันธของ

(ตลาดคาสัตวปกมีชีวิต n= 354) ยีน H5 และ N1

(ตลาดสด n= 482) โดยวิธี Phylogenetic analysis

ทราบอุบัติการณและลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเช้ือ
ไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

ในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

ภาพที่ 4 แผนภูมิแสดงวิธกีารดาํเนินการวิจัย
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ระยะท่ี 1 เก็บตัวอยางในตลาดคาสัตวปกชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและ

จังหวัดใกลเคียง

1.1 สถานท่ีเก็บตัวอยาง 

- พื้นท่ีท่ีเขาเก็บตัวอยางคือกรุงเทพมหานครและจังหวัดรอบกรุงเทพมหานครในรัศมี 

100 กิโลเมตร และเคยมีรายงานการระบาดของเชื้อไขหวัดนกรวม 8 จังหวัด ไดแก 

กรุงเทพมหานคร ฉะเชิงเทรา นครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี อยุธยา และ

อางทอง (ภาพท่ี 5)

- ในทุกเดือนไดเก็บตัวอยางใน 3 จังหวัดหลัก คือ กรุงเทพมหานคร สุพรรณบุรี และ

ปทุมธานี และจังหวัดอ่ืนๆ เพิ่มเติมเดือนละ 1-2 จังหวัด ไดแก อางทอง อยุธยา 

นนทบุรี ฉะเชิงเทรา และนครปฐม

- ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดท่ีเลือกเขาเก็บตัวอยางในกรุงเทพมหานครเปน

ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดแหลงใหญ เชน ตลาดคลองเตย ตลาดมีนบุรี 

ตลาดสะพานใหม ตลาดเยาวราช และตลาดบางรัก ในอีก 7 จังหวัดเปนตลาดสด

เทศบาลขนาดใหญ ตลาดริมถนนและวัด 

1.2 วิธีการเก็บตัวอยางเชื้อไขหวัดนก

- สุมเก็บสัตวปกมีชีวิตและสัตวปกท่ีเสียชีวิตแลว (เน้ือสัตวปก) ท่ีมีเพื่อการจําหนายใน

ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด จํานวนท้ังหมด 836 ตัวอยาง แบงเปนตัวอยางท่ี

ไดจากสัตวปกมีชีวิตจํานวน 354 ตัวอยาง และจากเน้ือสัตวปกจํานวน 482 ตัวอยาง

- กรณีสัตวปกมีชีวิตน้ันสามารถเก็บตัวอยางเชื้อไขหวัดนกโดยใชไมพันสําลีปลอดเชื้อ

ปายสิ่งคัดหลั่ง (swab) ใหสัมผัสกับบริเวณสองตําแหนงคือ รองเพดานปาก 

(choanal slit) หรือชองปากรวมคอหอย (oro-pharyngeal) และชองทวารรวม 

(cloaca) ของสัตวปกมีชีวิต หลังจากน้ันจุมไมลงในสารละลายสําหรับเก็บรักษาเชื้อ

ไวรัส (viral transport media; VTM) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

- กรณีตัวอยางเน้ือสัตวปกไดเก็บตัวอยางอวัยวะภายใน ไดแก หลอดลม ปอด ตับ ไต 

และมาม จากน้ันเก็บตัวอยางลงในภาชนะปดสนิท กันแสงแดด และเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ 4 oซ 

- นําตัวอยางท่ีเก็บเรียบรอยสงไปยังหองปฏิบัติการท่ีหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตว

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ท่ีมีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3

(Biosafety level 3) ซึ่งมีการควบคุมการเขา-ออกของตัวอยาง อุปกรณและเคร่ืองมือ 
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การแตงกายของผูปฏิบัติงานอยางรัดกุม เพื่อตรวจพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนกในข้ันตอน

ตอไป

- กรณีท่ีไมสามารถสงตรวจตัวอยางไดทันที ไดเก็บรักษาตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิ             

4 องศาเซลเซียส ไดไมเกิน 48 ชั่วโมง

1.3       ระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง 

- ระยะเวลาในการเก็บตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดมี

ระยะเวลา 12 เดือน เร่ิมต้ังแตเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 ถึง กรกฎาคม พ.ศ. 2550

โดยเก็บตัวอยางเดือนละ 2-4 คร้ัง จํานวนตัวอยางสัตวปกคร้ังละไมนอยกวา 

50 ตัวอยาง

ภาพท่ี 5 พื้นท่ีท่ีเขาเก็บตัวอยาง พื้นท่ีสีเทาแสดงพื้นท่ีท่ีเคยพบเชื้อไขหวัดนก วงกลมแสดงพื้นท่ี

ใกลัเคียงกรุงเทพมหานครในรัศมี 100 กิโลเมตร โดยมีกรุงเทพมหานคร (หมายเลข 1)

เปนจุดศูนยกลาง

จังหวดัที่ทําการวิจัย

1 กรุงเทพมหานคร   2 ปทุมธานี      

3 นนทบุรี               4 นครปฐม              

5 สุพรรณบุรี      6 อยุธยา                     

7 ฉะเชิงเทรา 8 อางทอง          

100 กิโลเมตร
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ระยะท่ี 2 ตรวจพิสูจนหาเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

2.1 การเพาะแยกเชื้อไขหวัดนก 

- เพาะแยกเชื้อไขหวัดนกจากตัวอยางดวยการนําตัวอยางจากสารละลายสําหรับเก็บ

รักษาเชื้อไวรัสมาปนใหตกตะกอนดวยเคร่ืองปนแยกเย็น (refrigerated centrifuge)

ท่ีอุณหภูมิ 4 oซ จากน้ันดูดสวนใสดานบนเก็บใสหลอดพลาสติกปลอดเชื้อขนาด 

2 มิลลิลิตร เพื่อนําไปฉีดเขาไขไกฟก

- ฉีดตัวอยางเขาไขไกฟกซึ่งเปนไขไกฟกปลอดเชื้อ (Specific Pathogen Free; SPF)

และไมมีแอนติบอดีตอเชื้อไขหวัดนกท่ีมีอายุประมาณ 9-11 วัน จํานวน 2 ฟองตอ 1

ตัวอยาง และสองไขไกฟกเพื่อตรวจดูการมีชีวิตของตัวออนดวยการสองดูเงาการ

เคลื่อนไหวของตัวออนและการเจริญของหลอดเลือด จากน้ันเจาะรูท่ีบริเวณชองวาง 

(air cell) และฉีดตัวอยางปริมาตร 0.15-0.3 มิลลิลิตร ตอไขไก 1 ฟอง หลังจากฉีดไข

ไกฟกนําไขไกไปบมตอท่ีอุณหภูมิ 37 oซ ตอไปอีก 72 ชั่วโมง และตรวจดูการมีชีวิตอยู

ของไขไกฟกโดยการสองไขวันละ 2 คร้ัง ไขท่ีตัวออนตายจะสังเกตเห็นการหยุด

เคลื่อนไหวของตัวออนและหลอดเลือดสลายตัว โดยเชื้อไขหวัดนกสามารถทําใหตัว

ออนของไขฟกตายภายใน 72 ชั่วโมง เมื่อฟกไขจนครบ 72 ชั่วโมง จึงเก็บนํ้าไขฟก

(allantoic fluid) และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ –80 oซ เพื่อรอการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกใน

ข้ันตอไป

- ข้ันตอนน้ีปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 (Biosafety

level 3) ท่ีหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

2.2 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกดวยวิธีทางซีร่ัมวิทยา 

- นําตัวอยางนํ้าไขฟกท่ีไดจากการเพาะแยกเชื้อไวรัสทุกตัวอยางมาตรวจพิสูจนเชื้อ

ไขหวัดนกดวยวิธีทางซีร่ัมวิทยา โดยการตรวจพิสูจนหาแอนติเจนดวยวิธี 

hemagglutination test (HA) ซึ่งใชหลักการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงของไกเปน

รางแหและตกตะกอนใหสังเกตเห็นได จากน้ันนําตัวอยางนํ้าไขฟกท่ีใหผลบวกตอ

HA test มาทําใหเชื้อไวรัสตายโดยการใชความรอนดวยการตมท่ีอุณหภูมิ 56 oซ เปน

เวลา 2 ชั่วโมง (OIE, 2005) และเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ –80 oซ จนกวาจะนําไปแยก

สกัด RNA เพื่อตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกดวยวิธีทางอณูชีววิทยาตอไป

- ข้ันตอนน้ีปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 3 (Biosafety

level 3) ท่ีหนวยชันสูตรโรคสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย



22

2.3 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกทางอณูชีววิทยา

2.3.1 การสกัด RNA ของเชื้อไขหวัดนก

- นําตัวอยางนํ้าไขฟก (allantoic fluid) ท่ีใหผลบวกตอการเพาะแยกและตรวจ

พิสูจนเชื้อโดยวิธีการฉีดเขาไขไกฟกและวิธี HA test มาแยกสกัด RNA ดวยชุด

แยกสกัดสําเร็จรูป QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Germany) โดยอาศัยหลักการแยก RNA ดวยแผน silica gel membrane ได

เปน RNA ท่ีมีความเขมขนสุดทายไมนอยกวา 1 ไมโครกรัม ในปริมาตรรวม 60

ไมโครลิตร (วิธีการแยกสกัด RNA ไดแสดงไวในภาคผนวก ก)

2.3.2 การเตรียม cDNA จากตัวอยาง RNA

- สังเคราะห cDNA ดวยปฏิกิริยา reverse transcription ในปริมาตรท้ังหมด 

20 ไมโครลิตร เพื่อใชเปน DNA ตนแบบสําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสใน

ข้ันตอนตอไป

- ข้ันตอนการเตรียม cDNA ทําไดโดยเตรียมสวนผสม RNA และ random

primers ดังตอไปน้ี 

ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

RNA 4 µl >1.0 µg

0.5 µg Random primers 1 µl 0.1 µg

ปริมาตรรวม 5 µl

จากน้ันนําสารละลายขางตนใสลงในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Thermal cycler)

ท่ีต้ังอุณหภูมิ 70 oซ เปนเวลา 15 นาที และ 4 oซ เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหเกิดการจับกัน

ระหวาง RNA และ random primers หลังจากน้ันเตรียมสวนผสมสําหรับการสังเคราะห 

cDNA โดยอาศัยเอนไซม reverse transcriptase ในการสราง cDNA จาก RNA ดังน้ี
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ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

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

นําสวนผสมระหวาง RNA กับ random primer ท่ีเตรียมไวขางตนผสมรวมกับ

สวนผสมสําหรับการสังเคราะห cDNA และนําไปใสเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ีต้ังอุณหภูมิ

25 oซ เปนเวลา 5 นาที 42 oซ เปนเวลา 60 นาที และ 70 oซ เปนเวลา 15 นาที นํา cDNA

ท่ีเตรียมไดเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ -20 oซ เพื่อนําไปใชตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกในข้ันตอน

ตอไป

2.3.3 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ดวยวิธี multiplex reverse

transcriptase polymerase chain reaction (Multiplex RT-PCR)

- นํา cDNA ตนแบบมาตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ดวยวิธี 

multiplex RT-PCR ตามวิธีของ Payungporn และคณะ (2004) ซึ่งเปนวิธีท่ี

จําเพาะตอการตรวจหายีนของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จํานวน 3 ยีน คือ 

M, H5 และ N1 ในปฏิกิริยาเดียวกัน ในปริมาตรท้ังหมด 25 ไมโครลิตร ดังน้ี

ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

cDNA 1.0 µl

10 µM ของ primers แตละตัว 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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จากน้ันนําสวนผสมไปเพิ่มจํานวน DNA ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ โดยการ

ทดลองแตละคร้ังไดใชนํ้ากลั่นเปนตัวควบคุมลบ (negative control) และใช cDNA ท่ีได

จากตัวอยาง A/Chicken/Thailand/CU-K2/04 เปนตัวควบคุมบวก (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

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 40 รอบ

3. Final extension 72 Oซ 210  วินาที

Holding temperature 25 Oซ

2.3.4 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธีเจลแยกสารพันธุกรรมดวย

กระแสไฟฟา (Agarose gel electrophoresis)

- เตรียมเจล (agarose gel) ความเขมขน 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 บนแผนเจลโดยการใชกระแสไฟฟา 100 โวลต 

นาน 30 นาที จากน้ันยอม DNA บนแผนเจลดวยสารเรืองแสงเอทิเดียมโบรไมด 

(ethidium bromide) ความเขนขน 10 มิลลิโมล และนําไปตรวจสอบขนาด 

PCR product ภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ตท่ีความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร

2.3.5 การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกดวยวิธี multiplex RT-PCR

- การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก ดวยวิธี multiplex RT-PCR จะใหผล

การตรวจหายีน M, H5 และ N1 ซึ่งมีขนาดเทากับ 276, 189 และ 131 bp

ตามลําดับ และแสดงการแปลผลของวิธี multiplex RT-PCR ไวในตารางท่ี 2
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ตารางท่ี 2 การแปลผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก โดยวิธี Multiplex PCR

ยีน
ผลการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก

M H5 N1

เชื้อไขหวัดนก สายพันธุ H5N1 + + +

เชื้อไขหวัด (ไมใช H5N1) + - -

เชื้อไขหวัด สายพันธุ H5 + + -

เชื้อไขหวัด สายพันธุ N1 + - +

ไมพบเชื้อไขหวัด และเชื้อไขหวัดนก H5N1 - - -

เคร่ืองหมาย + หมายถึง ผลบวกของ PCR product ท่ีมีขนาดจําเพาะตอยีน M, H5 และ N1

ระยะท่ี 3 ศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก H5N1

เมื่อตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสพบวาตัวอยางท่ีใหผลบวกตอยีน M, H5 และ N1 ในปฏิกิริยา 

multiplex RT-PCR แลวจึงนํา DNA น้ันมาถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 โดยแบงเปน

ข้ันตอนดังน้ี

3.1 สารพันธุกรรมสังเคราะห (oligonucleotide; primers)

สารพันธุกรรมสังเคราะหท่ีใชในการศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 มี

ท้ังหมด 3 คู ซึ่งสามารถเพิ่มขนาดพันธุกรรมไดเปน 565 bp, 845 bp และ 855 bp

ตามลําดับ และยีน NA มีจํานวน 2 คู ซึ่งสามารถเพิ่มขนาดพันธุกรรมไดเปน 609 bp และ 

919 bp ตามลําดับ 
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3.2 การเพ่ิมจํานวนยีน H5 และ N1 ดวยปฏิกิริยา PCR

เตรียมสวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรท้ังหมด 50 ไมโครลิตร 

ประกอบดวย

ปริมาตร ความเขมขนสุดทาย

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

นําสวนผสมไปเพิ่มจํานวน DNA โดยใสเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิภายใตสภาวะ

เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยา PCR สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน H5 และยีน N1 และการทดลอง

แตละคร้ังจะใชนํ้ากลั่นเปนตัวควบคุมลบ

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

ทําซ้ําในขอ 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

ทําซ้ําในขอ 2 จํานวน 40 รอบ  

3. Final extension 72 Oซ 210    วินาที

Holding temperature 25 Oซ

3.3 การตรวจสอบขนาดของ PCR product ดวยวิธีเจลแยกสารพันธุกรรมดวย
กระแสไฟฟา

- เตรียมเจลความเขมขน 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

ลงในแผนเจลหลุมละ 25 ไมโครลิตร จํานวน 2 หลุมตอ 1 ตัวอยาง แยก DNA บน

แผนเจลโดยการใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 45 นาที จากน้ันยอม DNA บน

แผนเจลดวยสารเรืองแสงเอทิเดียมโบรไมดความเขนขน 10 มิลลิโมล และนําไป

ตรวจสอบขนาด PCR product ภายใตแสงอัลตราไวโอเล็ตท่ีความยาวคลื่น 

365 นาโนเมตร

3.4 การสกัดสารพันธุกรรมบริสุทธิ์และถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1

- นําแผนเจลท่ีมี PCR product ขนาดตรงตามท่ีกําหนด มาตัดเจลในสวนท่ีมี PCR

product ใสในหลอดพลาสติกปลอดเชื้อขนาด 2 มิลลิลิตร

- สกัดสารพันธุกรรมออกจากแผนเจลโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป Perfectprep Gel

Cleanup kit® (Eppendorf®, Hamburg, Germany) ซึ่งอาศัยแผน glass fiber

membrane ในการแยก DNA ออกจากสารอินทรียตางๆ ท่ีปนอยู เพื่อใหไดสาร

พันธุกรรมบริสุทธิ์ปริมาตร 35 ไมโครลิตร สําหรับใชในการถอดรหัสพันธุกรรม

- นําตัวอยาง DNA มาเจือจางใหไดความเขมขนสุดทาย 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร

ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร พรอมกับสง forward และ reverse primers ท่ีจําเพาะ

ตอยีน H5 และ N1 ท่ีมีความเขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมล อยางละ 10 ไมโครลิตร 

นําไปถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ดวยวิธี dideoxynucleotide chain
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termination ท่ีศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางไวรัสตับอักเสบ คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ/หรือบริษัท macrogen กรุงโซล ประเทศเกาหลีใต 

3.5 ตรวจสอบความถูกตองและประกอบสายพันธุกรรม

- ตรวจสอบความถูกตองของขอมูลรหัสพันธุกรรมทุกสายดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 

Chromas version 1.45 โดยขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดอยูในรูปของกราฟ 

Chromatogram (ABI file) และรหัสพันธุกรรม (Text file)

- ประกอบรหัสพันธุกรรม (assembly) เปนสายของยีน H5 ขนาดประมาณ 1700 bp

และ N1 ขนาดประมาณ1400 bp ดวยโปรแกรม Seqman (DNASTAR, Madison,

WI) (ภาพท่ี 6)

3.6 วิเคราะหการเปล่ียนแปลงและหาความสัมพันธของยีน H5 และ N1

- นําขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ

N1 ของตัวอยางเชื้อไขหวัดนก โดยทําการวิเคราะหรวมกับรหัสพันธุกรรมของเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีเคยมีรายงานการระบาดในประเทศไทยและรายงานจากประเทศใน

ทวีปเอเซีย ซึ่งขอมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดนกมาจากฐานขอมูล GenBank

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

- หาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ในรูปของ phylogenetic tree

ดวยวิธี Neighbor-Joining และ bootstrap analysis (1,000 replications) ดวย

โปรแกรมคอมพิวเตอร ClustalX version 2.0 และ Mega version 4.0.1 และอาน

ผลในรูปความสัมพันธทางพันธุศาสตรของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใชในการศึกษา

จาก phylogenetic tree

- หาเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีไทดของยีน H5 และ N1 ดวยวิธี pair-wise

comparison และแสดงผลในรูปเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดดวย

โปรแกรม MegAlign (DNASTAR, Madison, WI)

- เปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกรวมกับเชื้อไขหวัดนก ท่ีมี

รายงานในประเทศไทยและประเทศในแถบทวีปเอเซีย เพื่อวิเคราะหการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนงตางๆ ของยีน H5 และ N1 ดวยโปรแกรม

คอมพิวเตอร ClustalX version 2.0 และ Mega version 4.0.1

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ภาพท่ี 6 ตัวอยางการตรวจสอบความถูกตองและประกอบสายพันธุกรรม

ขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดในรูปกราฟ Chromatogram (ก) ซึ่งอานผลโดยโปรแกรม 

Chromas version 1.45 และในรูป text file (ข) ผลรหัสพันธุกรรมไดจาก forward (F)

และ reverse (R) primers ในแตละคู และตรวจสอบความถูกตอง ยืนยันรหัสพันธุกรรม

และประกอบรหัสพันธุกรรมใหครบท้ังยีน โดยการใชโปรแกรม Seqman (ค) จากน้ัน

วิเคราะหการเลี่ยนแปลงของสายรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 โดยโปรแกรม 

Megalign (ง)
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อุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชในงานวิจัย

1. สารเคมีท่ีใชในการสกัด 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. สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรสและถอดรหัสพันธุกรรมของยีน

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. อุปกรณท่ีใชในการวิจัย

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 เคร่ืองแยกสารพันธุกรรมดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis system)

(OWL Scientific Inc®, USA)

4.3 เคร่ืองตรวจสอบขนาดสารพันธุกรรมดวยแสงอัลตราไวโอเล็ต

(UV transilluminator) (Vilber Lourmat®)

4.4 เคร่ืองปนเหว่ียง (Denville Scientific Inc®, USA)

4.5 ตูรักษาอุณหภูมิ –20O ซ และ –80O ซ

4.6 เคร่ืองชั่งสารทศนิยม 2 ตําแหนง 

5. สารพันธุกรรมสังเคราะห (primers) ท่ีใชในงานวิจัย

สารพันธุกรรมสังเคราะหสําหรับการศึกษาคร้ังน้ีจะแบงออกเปน 3 ชุด ไดแก

5.1 Random Hexamers ซึ่งเปน random primers ความยาว 6 bp เพื่อใชใน

การเกาะจับกับ RNA สําหรับสังเคราะห cDNA

5.2 Primers สําหรับการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนก ดวยวิธี multiplex RT-PCR

ออกแบบโดยอาศัยขอมูลจาก Payungporn และคณะ (2004) รายละเอียดของ

 รหัสพันธุกรรม และขนาดของ PCR product แสดงไวในตารางท่ี 3

5.3 Primers สําหรับการเพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 เพื่อใชในการถอดรหัสพันธุกรรม

(DNA sequencing) เปน primers ท่ีมีความจําเพาะตอยีน H5 และ N1

primers ในการศึกษาคร้ังน้ีมีจํานวน 5 คู โดยยีน H5 ประกอบดวย primers

จํานวน 3 คู และยีน N1 ประกอบดวย primers จํานวน 2 คู PCR product ท่ีได

จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจะมีขนาด 500-800 bp เพื่อใหเหมาะสมตอ

การถอดรหัสพันธุกรรม รายละเอียดของตําแหนงของ primers ท่ีจับบนยีน H5

และ N1 และนิวคลีโอไทดของ primers แสดงดังภาพท่ี 5 และตารางท่ี 4

.
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ตารางท่ี 3 Primers ท่ีใชในการตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสไขหวัดนก ดวย 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 ท่ีใชในการเพิ่มจํานวนยีน 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 ตําแหนงของ primers และขนาดของ PCR product ท่ีใชในการถอดรหัสพันธุกรรมของ

ยีน H5 และ N1



บทที่ 4

ผลการวิเคราะหขอมลู

การวิจัยคร้ังน้ีเปนการตรวจติดตามและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนก

สายพันธุ H5N1 จากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง โดย

การวิจัยคร้ังน้ีไดเก็บตัวอยางสัตวปกชนิดตางๆ จํานวน 836 ตัวอยาง มาเพาะแยกเชื้อไวรัสดวยวิธีการ

ฉีดเขาไขไกฟก และตรวจพิสูจนเชื้อไวรัสโดยอาศัยวิธีทางซีร่ัมวิทยา hemagglutination test (HA) และ

วิธีทางอณูชีวิวิทยา ผลการศึกษาพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จํานวน 12 ตัวอยาง จากน้ัน

ถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 และวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงและความสัมพันธของเชื้อไวรัส

ท่ีแยกไดรวมกับเชื้อไวรัสท่ีเคยพบในประเทศไทยและในตางประเทศ

1. ขอมูลตัวอยางสัตวปกในการศึกษาคร้ังน้ี

1.1 การศึกษาคร้ังน้ีเก็บรวบรวมตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดใน

กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียงในรัศมี 100 กิโลเมตร ท่ีเคยมีรายงานการระบาดของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 8 จังหวัด ไดแก กรุงเทพมหานคร ฉะเชิงเทรา นครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี 

อยุธยา และอางทอง ในระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549–กรกฎาคม พ.ศ. 2550 เปนระยะเวลา 12

เดือน รายละเอียดของตัวอยางประกอบดวย ชนิดสัตวปก จํานวนตัวอยางจากสัตวปกมีชีวิตและ

อวัยวะภายในของสัตวปก แสดงไวในตารางท่ี 5

จากตารางท่ี 5 สรุปไดวาจํานวนตัวอยางในการศึกษาคร้ังน้ีมีจํานวน 836 ตัวอยาง เปนสัตว

ปกมีชีวิตจํานวน 354 ตัว (42.4 เปอรเซ็นต) และอวัยวะภายในของสัตวปกจํานวน 482 ตัว (57.6

เปอรเซ็นต) เมื่อแยกตามชนิดสัตวปกมีท้ังหมด 11 ชนิด ไดแก นกกระทา 333 ตัว (39.8 เปอรเซ็นต) ไก 

192 ตัว (23.0 เปอรเซ็นต) นกกระจิบ 118 ตัว (14.1 เปอรเซ็นต) นกไกนา 76 ตัว (9.1 เปอรเซ็นต) เปด 

47 ตัว (5.6 เปอรเซ็นต) นกกวัก 33 ตัว (3.9 เปอรเซ็นต) นกอีลุม 25 ตัว (3.0 เปอรเซ็นต) นกพิราบ 6

ตัว (0.7 เปอรเซ็นต) นกเปดแดง 3 ตัว (0.6 เปอรเซ็นต) นกอัญชัน 2 ตัว (0.2 เปอรเซ็นต) และนกอีโกง 

1 ตัว (0.1 เปอรเซ็นต) โดยตัวอยางสวนใหญไดจากตลาดรายใหญในกรุงเทพมหานคร และตลาดสด

เทศบาล วัด รานคาริมทางในจังหวัดสุพรรณบุรี ปทุมธานี นนทบุรี อยุธยา นครปฐม ฉะเชิงเทรา และ

อางทอง
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ตารางท่ี 5 จํานวนตัวอยางสัตวปกท่ีเก็บในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานคร

และจังหวัดใกลเคียงระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 – กรกฎาคม พ.ศ. 2550

จํานวน
ชนิดสัตวปก

สัตวปกมีชีวิต อวัยวะภายในสัตวปก
รวม

ไก 189 3 192 (23.0%)

เปด 47 - 47 (5.6%)

นกกวัก - 33 33 (3.9%)

นกอีโกง - 1 1 (0.1%)

นกอีลุม - 25 25 (3.0%)

นกกระทา - 333 333 (39.8%)

นกเปดแดง - 3 3 (0.6%)

นกกระจิบ 112 6 118 (14.1%)

นกอัญชัน - 2 2 (0.2%)

นกพิราบ 6 - 6 (0.6%)

นกไกนา - 76 76 (9.1%)

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

2. ขอมูลตัวอยางเชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ี

2.1 การตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 โดยการเพาะแยกเชื้อไวรัสดวยวิธีการฉีดไข

ไกฟก การทดสอบดวยวิธี HA test และยืนยันผลดวยการตรวจหายีน M, H5 และ N1 โดยวิธี

multiplex RT-PCR โดยตัวอยางท่ีใหผลบวกมีขนาด PCR product เทากับ 276, 189 และ 131 bp

ตามลําดับ จึงยืนยันวาเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5 และ N1

การศึกษาคร้ังน้ีพบวาตัวอยางสัตวปกในชวงเวลาต้ังแตเดือน สิงหาคม พ.ศ. 2549 ถึง 

กรกฎาคม พ.ศ. 2550 เปนตัวอยางสัตวปกรวมจํานวน 836 ตัวอยาง และใหผลการตรวจพิสูจนเปนเชื้อ

ไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 จํานวน 12 ตัวอยาง รายละเอียดของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกประกอบดวย

รหัสของตัวอยาง ชนิดของสัตวปก จังหวัดท่ีเก็บตัวอยาง เวลาท่ีเก็บตัวอยาง แสดงไวในตารางท่ี 6 และ
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ตัวอยางผลของการตรวจพิสูจนเชื้อไขหวัดนกโดยวิธี multiplex RT-PCR ท่ีใหผลบวกตอยีน M, H5

และ N1 แสดงไวในภาพท่ี 8

จากตารางท่ี 6 สรุปไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตัวอยางสัตวปกมีจํานวน 12 ตัวอยาง 

(1.4 เปอรเซ็นต) เปนเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากนกกระทา 5 ตัวอยาง (0.6 เปอรเซ็นต) เปด นกอีลุม และ

นกไกนา จํานวนอยางละ 2 ตัวอยาง (0.2 เปอรเซ็นตตอชนิดสัตวปก) และไก 1 ตัวอยาง 

(0.1 เปอรเซ็นต) และเมื่อแยกตามชนิดตัวอยางท่ีเก็บมาพบวาเปนเชื้อไวรัสท่ีแยกไดจากอวัยวะภายใน

ของสัตวปก 9 ตัวอยาง (1.9 เปอรเซ็นต) และสัตวปกมีชีวิต 3 ตัวอยาง (0.8 เปอรเซ็นต) โดยเชื้อไวรัสท่ี

แยกไดจากจังหวัดปทุมธานี 7 ตัวอยาง (5.3 เปอรเซ็นต) กรุงเทพมหานคร 3 ตัวอยาง (1.0 เปอรเซ็นต)

และสุพรรณบุรี 2 ตัวอยาง (0.9 เปอรเซ็นต) เมื่อแยกตามเวลาท่ีเก็บตัวอยางพบตัวอยางในเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2549 จํานวน 5 ตัวอยาง (10.9 เปอรเซ็นต) ธันวาคม พ.ศ. 2549 จํานวน 5 ตัวอยาง 

(18.5 เปอรเซ็นต) และมกราคม พ.ศ. 2550 จํานวน 2 ตัวอยาง (3.5 เปอรเซ็นต)

ตารางท่ี 6 ขอมูลตัวอยางเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ท่ีแยกจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและ      

ตลาดสดในการศึกษาคร้ังน้ี

รหัสของ
ตัวอยาง

ชนิดของ
สัตวปก

ชนิดตัวอยาง
จังหวัดท่ีเก็บ

ตัวอยาง
เวลาท่ีเก็บ
ตัวอยาง

CU-317 นกไกนา อวัยวะภายใน สุพรรณบุรี พ.ย. 2549

CU-318 นกไกนา อวัยวะภายใน สุพรรณบุรี พ.ย. 2549

CU-319 นกอีลุม อวัยวะภายใน ปทุมธานี พ.ย. 2549

CU-320 นกกระทา อวัยวะภายใน ปทุมธานี พ.ย. 2549

CU-321 ไก สัตวปกมีชีวิต 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 นกอีลุม อวัยวะภายใน ปทุมธานี ธ.ค. 2549

CU-328 เปด สัตวปกมีชีวิต กรุงเทพมหานคร ม.ค. 2550

CU-329 เปด สัตวปกมีชีวิต กรุงเทพมหานคร ม.ค. 2550
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* ตัวควบคุมบวก คือ A/Thailand/Nakorn-Pathom/CU-K2/04

** ตัวควบคุมลบ คือ นํ้ากลั่น

ภาพท่ี 8 แสดงตัวอยางผลการตรวจโดยวิธี multiplex RT-PCR ท่ีใหผลบวกตอยีน M, H5 และ N1 ใน

ตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

500 bp
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M 276 bp

N1 131 bp
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3. ผลการถอดรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1

การศึกษารหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 โดยการนําตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใหผลบวกตอ

ยีน M, H5 และ N1 จากวิธี multiplex RT-PCR มาเพิ่มจาํนวนในสวนของยีน H5 และ N1 โดยใช 

primer ท่ีจําเพาะตอยีนท้ังสองชนิดดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (ตัวอยางผลจากวิธี PCR ในการ

เพิ่มจํานวนยีน H5 และ N1 ไดแสดงไวในภาพท่ี 9) จากน้ันนํา PCR product ไปถอดรหัสพันธุกรรม

ดวยวิธี dideoxynucleotide chain termination ผลขอมูลการถอดรหัสพันธุกรรมท่ีไดอยูในรูปกราฟ 

chromatogram และ text file นํารหัสพันธุกรรมท่ีไดมาตรวจสอบความถูกตองโดยการตรวจสอบ

ลักษณะกราฟและนิวคลีโอไทดท่ีระบุมาวาถูกตองหรือไมดวยโปรแกรม Chromas version 1.45 และ

ยืนยันผลของรหัสพันธุกรรมท่ีไดจากการใช forward และ reverse primer ในแตละคูเปรียบเทียบกัน

จากน้ันนํารหัสพันธุกรรมท่ีไดจาก primer แตละคูมาประกอบใหครบตลอดท้ังยีน H5 และ N1 โดยการ

ใชโปรแกรม Seqman (DNASTAR®)

การศึกษาคร้ังน้ีไดขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ท้ังหมด 24 เสน (จํานวน 12

ตัวอยาง) และนําไปเผยแพรในฐานขอมูล Genbank ผานทาง http://www.ncbi.nlm.nih.gov

รายละเอียดรหัสพันธุกรรมดังแสดงในตารางท่ี 7

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


39

(ก) แสดงตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใหผลบวกในการเพิ่มจํานวนยีน H5 โดยการใช primer จํานวน 3 คู

(ข) แสดงตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีใหผลบวกในการเพิ่มจํานวนยีน N1 จาก primer จํานวน 2 คู

ภาพท่ี 9 รูปเจลแยกสารพันธุกรรมดวยกระแสไฟฟาของตัวอยางท่ีใหผลบวกในการเพิ่มจํานวนยีน 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 ของตัวอยางเชื้อไขหวัดนก

จํานวน 12 ตัวอยาง

ขนาดของยีน (bp)
หมายเลขของรหัสพันธุกรรม

ในฐานขอมูล Genbank*
รหัส

ตัวอยาง

ชนิดสัตว

ปก

ปท่ีเก็บ

ตัวอยาง 

(พ.ศ.) H5 N1 H5 N1

CU-317 นกไกนา 2549 1667 1352 EU616825 EU616826

CU-318 นกไกนา 2549 1709 1343 EU616827 EU616828

CU-319 นกอีลุม 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 นกอีลุม 2549 1714 1320 EU616883 EU616884

CU-328 เปด 2550 1696 1323 EU616835 EU616836

CU-329 เปด 2550 1707 1320 EU616843 EU616844

* รายละเอียดของรหัสพันธุกรรมท่ีแสดงในฐานขอมูล Genbank แสดงในภาคผนวก ค
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4. ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกท่ี 

   แยกไดจากสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและ

จังหวัดใกลเคียง

การศึกษาคร้ังน้ีไดเปรียบเทียบรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

จากสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง โดย

วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกดวยวิธี pair-wise comparison จาก

โปรแกรมคอมพิวเตอร Megalign (DNASTAR®) ซึ่งสามารถบอกความสัมพันธทางพันธุศาสตรของเชื้อ

ไขหวัดนกเปนเปอรเซ็นตความคลาย (percentage of similarity) ของนิวคลีโอไทดบนยีน H5 และ N1

และศึกษาความสัมพันธในรูปของโครงสรางความสัมพันธ (phylogenetic tree) ดวยวิธี cluster

analysis จากโปรแกรมคอมพิวเตอร ClustalX version 2.0 และ Mega version 4.0.1 ซึ่งจัดกลุมของ

เชื้อไขหวัดนกท่ีมีลักษณะใกลเคียงกันไวดวยกันและแสดงถึงวิวัฒนาการของเชื้อไวรัส โดยวิเคราะห

เปรียบเทียบเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีจํานวน12 ตัวอยาง รวมกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคย

มีการระบาดในประเทศไทยในปตางๆ รวมท้ังวิเคราะหรวมกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศตางๆ 

ในแถบทวีปเอเชียท่ีอยูในฐานขอมูล Genbank

4.1 ผลการวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดบนยีน H5 และ N1

การวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจํานวน 12 ตัวอยาง พบวามีความคลายกันของยีน H5 และ N1 มากกวา 

98.5 เปอรเซ็นต และ 97.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อวิเคราะหหาความคลายของยีน H5

และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกในแตละจังหวัดพบวาเชื้อไขหวัดนกจากจังหวัดปทุมธานีจํานวน 7

ตัวอยาง มีเปอรเซ็นตความคลายกันมากกวา 98.9 เปอรเซ็นต และ 98.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

จากกรุงเทพมหานครจํานวน 3 ตัวอยาง มีคาระหวาง 98.2-98.6 เปอรเซ็นต และ 97.6-99.8

เปอรเซ็นต ตามลําดับ และสุพรรณบุรีจํานวน 2 ตัวอยางมีคาเทากับ 99.5 เปอรเซ็นต และ 99.8

เปอรเซ็นต ตามลําดับ การวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของยีน H5 และ N1 แยกตามชนิด

สัตวปกน้ันสามารถวิเคราะหไดในกรณีท่ีมีสัตวปกชนิดเดียวกันจํานวน 2 ตัวอยางข้ึนไป จากผล

การวิเคราะหพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในนกกระทาจํานวน 5 ตัวอยาง มีเปอรเซ็นตความ

คลายกันมากกวา 99.0 เปอรเซ็นต และ 98.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นกไกนาจํานวน 2 ตัวอยาง

มีคาเทากับ 99.5 เปอรเซ็นต และ 99.8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นกอีลุมจํานวน 2 ตัวอยาง มีคา

เทากับ 99.2 เปอรเซ็นต และ 98.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ รายละเอียดผลการวิเคราะห

เปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ไดแสดงไวในตารางท่ี 8 และ 9
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การวิเคราะหเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของ

เชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจํานวน 12 ตัวอยาง กับเชื้อไขหวัดนกท่ีคาดวาเปนเชื้อไวรัสตนกําเนิดของ

เชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในประเทศแถบเอเชีย คือ A/Goose/Guangdong/1/96 พบวา

เชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง มีความคลายกันของยีน H5 และ N1 คิดเปน 95.7-96.7

เปอรเซ็นต และ 94.5-95.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัด

นกท่ีเคยพบในประเทศไทยเมื่อตนป 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) พบวามีเปอรเซ็นตความคลายกันของยีน H5 มากกวา 98.0, 98.5 และ 

95.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และยีน N1 มากกวา 98.2, 98.3 และ 94.7 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 10
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ตารางท่ี 8 แสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดของยีน H5 ของเชื้อไขหวัดนก

จํานวน 12 ตัวอยาง 

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

วิเคราะหรหัสพันธุกรรมในตําแหนงท่ี 49-1667

ตารางท่ี 9 แสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดของยีน N1 ของเชื้อไขหวัดนก

จํานวน 12 ตัวอยาง 

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

วิเคราะหรหัสพันธุกรรมในตําแหนงท่ี 5-1320
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ตารางท่ี 10 แสดงเปอรเซ็นตความคลาย (similarity) ของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง เปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนก A/Goose/Guangdong

/1/96 และเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยพบในประเทศไทยเมื่อตนป 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 วิเคราะหรหัสพันธุกรรมของยีน H5 ในตําแหนงท่ี 49-1667 และวิเคราะหรหัสพันธุกรรม

ของยีน N1 ในตําแหนงท่ี 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 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1

ผลการศึกษาหาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน HA และ NA ของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

พบวาเชื้อไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง จัดอยูในกลุมเดียวกัน (มีลักษณะทางพันธุศาสตรของ

ยีน H5 และ N1 ใกลเคียงกัน) และเมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบยีน H5 และ N1 ของเชื้อไวรัสท่ีแยก

ไดจากการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยพบในประเทศไทยเมื่อตนป 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) พบวาเชื้อไขหวัดนกใน

ประเทศจัดอยูในกลุมเดียวกัน (ภาพท่ี 10 และ 11)

การวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางเชื้อไขหวัดนก 12 ตัวอยาง กับเชื้อไขหวัดนกท่ีมี

รายงานในประเทศตางๆ แถบทวีปเอเชีย พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบจากการศึกษาคร้ังน้ีจัดอยูใน

กลุมเดียวกับเชื้อไวรัสท่ีพบในประเทศไทยและเวียดนามชวงป ค.ศ. 2004-2005 แตไมจัดอยูใน

กลุมเดียวกับเชื้อไวรัสท่ีพบในประเทศอินโดนีเซียป ค.ศ. 2004-2005 และประเทศจีนทางตอนใต

ในป ค.ศ. 1996-1997 ดังน้ันจึงอาจสรุปไดวาลักษณะทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ของ

เชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถแยกเชื้อไวรัสไดออกเปน 3 กลุม คือ เชื้อไวรัสในกลุม

ของประเทศไทยและเวียดนาม เชื้อไวรัสในกลุมอินโดนีเซีย และเชื้อไวรัสในกลุมประเทศจีนตอน

ใต ดังแสดงในภาพท่ี 12 และ 13

อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีเชื้อไขหวัดนกท่ีนํามาศึกษาท้ังหมดเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 กลุม genotype Z และเปน genotype เดียวกันกับเชื้อท่ีพบในหลายประเทศในเอเชีย 

เชน ประเทศจีน เวียดนาม อินโดนีเซีย ฮองกง รวมท้ังเชื้อท่ีพบในยุโรปและแอฟริกา   
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* ผลการวิเคราะห Bootstrap analysis แสดงเปนตัวเลขบนแตละก่ิงและความยาวของเสนแนวขวาง 

(horizontal lines) เปนคาสัดสวนความแตกตางของจํานวนนิวคลีโอไทด และในแตละก่ิงแทนดวยชื่อ

ของตัวอยางท่ีใชในการศึกษา 

ภาพท่ี 10 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรในรูปแบบ phylogenetic analysis ของยีน H5

ต้ังแตตําแหนงท่ี 49-1667 bp ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยมี

รายงานในประเทศไทยระหวางป 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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* ผลการวิเคราะห Bootstrap analysis แสดงเปนตัวเลขบนแตละก่ิงและความยาวของเสนแนวขวาง 

(horizontal lines) เปนคาสัดสวนความแตกตางของจํานวนนิวคลีโอไทด ในแตละก่ิงแทนดวยชื่อ

ของตัวอยางท่ีใชในการศึกษา 

ภาพท่ี 11 ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุศาสตรในรูปแบบ phylogenetic analysis ของยีน N1

ต้ังแตตําแหนงท่ี 25-1320 bp ของเชื้อไวรัสไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยมี

รายงานในประเทศไทยระหวางป 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 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 ระหวางเชื้อไขหวัดนกในการศึกษา

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 ผลการศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน N1 ระหวางเชื้อไขหวัดนกในการศึกษา

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. ผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนบนยีน H5 และ N1

การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงท่ีมีความสําคัญของแตละยีน โดย

วิเคราะหรหัสพันธุกรรมและลําดับกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสจํานวน 12 ตัวอยาง รวมกับขอมูลรหัส

พันธุกรรมท่ีเคยมีรายงานในประเทศตางๆ ดวยโปรแกรม ClustalX version 2.0 และ Mega version

4.0.1

5.1 ผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนยีน H5

ยีน HA ของเชื้อไขหวัดนกเปนยีนท่ีมีความสําคัญและเก่ียวของกับความรุนแรงของ

เชื้อไวรัสในการเกิดโรคท้ังในสัตวปกและคน การเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุ

ของยีน HA ในจุดตางๆ ท่ีมีความสําคัญตอความรุนแรงในการเกิดโรคไดแก 1.) Connecting

peptide sequence (HA cleavage site) ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 320-330 2.) Receptor

binding site ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 222-224 และ 3.) Glycosylation site ท่ีตําแหนงกรด

อะมิโนท่ี 154-156

HA cleavage site

การเรียงตัวของกรดอะมิโนท่ีบริเวณ HA cleavage site สามารถใชบงบอกถึงความ

รุนแรงในการกอโรคของเชื้อไขหวัดนก โดยพบวาเชื้อไวรัสท่ีมีความรุนแรงตํ่าจะมีลักษณะของ

กรดอะมิโนชนิดเบสท่ีบริเวณ HA cleavage site แบบ single basic amino acid แตในเชื้อ

ไวรัสท่ีมีความรุนแรงสูงจะมีการเรียงตัวแบบ multiple basic amino acids (Wilschut and

McElhaney, 2005)

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตว

ปกมีชีวิตและตลาดสด มีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน cleavage site ท่ีกรดอะมิโน

ตําแหนงท่ี 320-330 เปนแบบกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัว (multiple basic amino acids) ซึ่ง

เปนลักษณะท่ีพบไดในเชื้อไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรง (Highly Pathogenic Avian

Influenza; HPAI) การศึกษาคร้ังน้ีสามารถแบงการเรียงตัวของกรดอะมิโนลักษณะดังกลาว

ออกเปน 2 แบบ คือ SPQRERRRKKR และ SPQREKRRKRR ดังแสดงในตารางท่ี 11 และ

ภาพท่ี 14 ซึ่งแสดงการเปรียบเทียบกรดอะมิโนท่ีบริเวณตําแหนงท่ี 320-330 บนยีน HA (HA

cleavage site) โดยการเรียงตัวแบบ SPQRERRRKKR พบไดในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจาก

ตัวอยางสัตวปก 11 ตัวอยาง แบงเปนนกกระทา (n=5) นกไกนา (n=2) นกอีลุม (n=2) เปด 

(n=1) และไก (n=1) และการเรียงตัวในลักษณะ SPQREKRRKRR พบไดในเปด 1 ตัวอยาง
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อยางไรก็ตามจะพบวาการเรียงตัวของกรดอะมิโนบน HA cleavage site แบบ 

SPQRERRRKKR สามารถพบไดในเชื้อไขหวัดนกท่ีรายงานในประเทศจีน (ป ค.ศ.1996-

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

แบบ SPQREKRRKRR สามารถพบไดในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากเหย่ียวท่ีถูกสงจาก

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

จากไกและนกกระทาในประเทศไทย (ภาพท่ี 14) และเมื่อนําลักษณะการเรียงตัวของกรด

อะมิโนชนิดเบสหลายตัวแบบ SPQREKRRKRR ไปเปรียบเทียบกับรหัสพันธุกรรมใน

ฐานขอมูลรหัสพันธุกรรม (Genbank) พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบลักษณะการเรียงตัวแบบ

ดังกลาวขางตนสามารถพบไดในเปด ไก อีกา นกกระทา นกนางนวล นกปากหาง และเสือ ซึ่ง

สอดคลองกับการศึกษาน้ีท่ีพบการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวดังกลาวในเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดเชนกัน

Receptor binding site

เชื้อไขหวัดนกมีความสามารถกอโรคในสัตวหลายชนิด สวนหน่ึงมีผลจากตําแหนง 

receptor binding site รายงานปจจุบันพบลักษณะของกรดอะมิโนบน receptor binding

site แตกตางกันซึ่งมีความความจําเพาะตอการจับบน oligosaccharide receptor ท่ีอยูบนผิว

เซลลของโฮสต โดยเชื้อไขหวัดนกท่ีกอโรคในสัตวปกมีกรดอะมิโนชนิด glutamine (Q) และ 

glycine (G) ท่ีตําแหนง 222 และ 224 บนยีน HA (Vines et al., 1998 )

ผลการศึกษา receptor binding site ของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท้ังหมด 12 ตัวอยาง 

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 222 และ 224 (Q222-G224) (ตารางสรุปท่ี

11) และเมื่อวิเคราะหรวมกับตัวอยางเชื้อไวรัสจากประเทศตางๆ ในทวีปเอเซีย คือ จีน 

เวียดนาม อินโดนีเซีย พบวาเชื้อไวรัสยังมีลักษณะของกรดอะมิโน Q และ G ท่ีตําแหนง 

222-224 ตามลําดับ เชนเดียวกัน ซึ่งเปนลักษณะท่ีสําคัญของ receptor binding site ของเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีกอโรคในสัตวปก (ภาพท่ี 13)

N-link glycosylation site

ตําแหนงของ glycosylation site บนโปรตีน HA ประกอบดวยสายคารโบไฮเดรต

เชื่อมตอดวยพันธะ N-glycosidic linkage (Lamb and Choppin,1983) โดยตําแหนง

ดังกลาวมีความเก่ียวของกับความรุนแรงของเชื้อไวรัส (Hulse et al., 2004) โดยเฉพาะ 

glycosylation site ท่ีอยูบริเวณใกลเคียงกับ receptor binding site เชน glycosylation site

ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 154-156
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เชื้อไขหวัดนกท่ีรายงานในประเทศจีนและฮองกงชวงป ค.ศ. 1996-1997 ประเทศใน

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

/BPPV4/04) ไมพบ glycosylation site ท่ีตําแหนงกรดอะมิโน 154-156 อยางไรก็ตาม

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

glycosylation site ตําแหนงท่ี 154-156 ในทุกตัวอยางของเชื้อไขหวัดนก (แสดงดังตารางสรุป

ท่ี 11 และภาพท่ี 16)

5.2 ผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนยีน N1

NA stalk region

โปรตีน NA มีรูปรางคลายเห็ด (mushroom) ซึ่งประกอบดวยสวนหัว และกาน (stalk

region) (Lamb and Choppin, 1983) ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน stalk

region ของยีน NA สงผลใหไวรัสมีการปรับตัวในสิ่งแวดลอมใหมและมีคุณสมบัติท่ีทําใหไวรัส

ชนิดน้ีสามารถติดตอไปยังสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ได (Bender et al., 1999; Suzuki, 2005)

จากการศึกษาคร้ังน้ีพบการลดจํานวนของกรดอะมิโนจํานวน 20 ตัว (20-amino acid

deletion) ท่ีตําแหนง 49-68 ของ NA stalk region ในทุกตัวอยางท่ีทําการศึกษา (ตารางสรุปท่ี

12) และวิเคราะหเปรียบเทียบกับตัวอยางเชื้อไขหวัดนกในตางประเทศต้ังแตป ค.ศ. 2004

เปนตนมา พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีใชในการศึกษาคร้ังน้ีตางไปจากเชื้อไขหวัดนกจากจีนในป

ค.ศ. 1996-1997 (Gs/Gd/96 lineage) ซึ่งไมพบการลดจํานวนของกรดอะมิโนท่ีบริเวณ NA

stalk region (ภาพท่ี 17)

NA active site

NA active site เปนตําแหนงท่ีอยูบนสวนหัวของโปรตีน NA ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ

กรดอะมิโนบน NA active site มีผลทําใหเชื้อไวรัสด้ือตอยาท่ีใชในการยับย้ังการทํางานของ

เอนไซม neuraminidase (Moscona, 2005) ในการศึกษาคร้ังน้ีไดวิเคราะหการเปลี่ยนแปลง

ของกรดอะมิโนบน NA active site ท่ีมีผลตอการด้ือยา oseltamivir จากผลการศึกษายังไม

พบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 119, 275, 293 และ 295 ในตัวอยางเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง (ตารางสรุปท่ี 12) เชนเดียวกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดในจีนตอน

ใต (Gs/Gd/96 lineage) อินโดนีเซีย และเวียดนาม ป ค.ศ. 2004-2005 ซึ่งไมพบการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณ NA active site เชนกัน (ภาพท่ี 18, 19 และ 20) จึงกลาว



53

ไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทย เวียดนาม อินโดนีเซีย และจีน มีความไวตอยาฆาเชื้อ

ไขหวัด oseltamivir

ตารางท่ี 11 สรุปผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ 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

การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของยีน H5*

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดท่ีภาคผนวก

** การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ SPQRERRRKKR พบจํานวน 11 ตัวอยาง

*** การเรียงตัวของกรดอะมิโนแบบ SPQREKRRKKR พบจํานวน 1 ตัวอยาง
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ตารางท่ี 12 สรุปผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ 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

การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของยีน N1*

NA active siteเช้ือไวรัส

* ชื่อเต็มของกรดอะมิแตละชนิดโนสามารถดูไดท่ีภาคผนวก
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ภาพท่ี 14 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโน (amino acid alignment) บริเวณ HA cleavage site

ท่ีตําแหนง 320-330

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 15 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ receptor binding site ท่ีตําแหนง 222-224

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 16 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโน (N-X-T) บริเวณ N-link glycosylation site ท่ีตําแหนง 

154-156

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 17 ผลการเปรียบเทียบบริเวณ stalk region ท่ีตําแหนง 49-68

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี 49 - 68
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ภาพท่ี 18 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ท่ีตําแหนงท่ี 119

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี E 119
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ภาพท่ี 19 ผลแสดงการปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ท่ีตําแหนง 275

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี H275
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ภาพท่ี 20 ผลการเปรียบเทียบกรดอะมิโนบริเวณ NA active site ท่ีตําแหนง 293 และ 295

* ลูกศรแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนท่ี R293 และ N295



บทที่  5

อภิปรายผล สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ

โรคไขหวัดนก (Avian influenza) เกิดจากเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 (Highly

Pathogenic Avian Influenza; HPAI) ถือวาเปนโรคท่ีสรางความเสียหายดานเศรษฐกิจและ

สาธารณสุขเปนอยางมาก การระบาดของเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทย จากรายงานการระบาด

ของกรมปศุสัตว กระทรวงเกษตรและสหกรณ เกิดข้ึนท้ังหมด 6 รอบ ไดแก คร้ังท่ี 1 ระหวางเดือน

มกราคม-พฤษภาคม พ.ศ. 2547 คร้ังท่ี 2 ระหวางเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2547–เมษายน พ.ศ.

2548 คร้ังท่ี 3 ระหวางเดือนกรกฎาคม–พฤศจิกายน พ.ศ. 2548 คร้ังท่ี 4 เดือนกรกฎาคม พ.ศ.

2549 คร้ังท่ี 5 ระหวางเดือนมกราคม–มีนาคม พ.ศ. 2550 และคร้ังท่ี 6 เดือนมกราคม พ.ศ. 2551

(DLD, 2008) ในประเทศไทยน้ันประชาชนสวนใหญนิยมเลือกซื้อสัตวปกท่ีชําแหละใหมจาก

ตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด ลักษณะของตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดท่ีพบใน

ประเทศไทย สวนใหญเปนสถานท่ีท่ีจําหนายสัตวปกมีชีวิตและเน้ือสัตวปกหลายชนิด ซึ่งมีความ

เหมาะสมกับการแพรกระจายของเชื้อไขหวัดนก จนอาจนําไปสูการกลายพันธุเปนเชื้อไวรัส

สายพันธุไหมไดในอนาคต 

ดังน้ันการตรวจหาและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไวรัสจึงเปนสิ่งท่ีสําคัญ 

เพื่อท่ีจะไดขอมูลอุบัติการณ ความสัมพันธทางพันธุศาสตร การเปลี่ยนแปลงของรหัสพันธุกรรม

ของเชื้อไวรัส และเปนการเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ 

H5N1 ในอนาคต การวิจัยคร้ังน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจติดตามหาอุบัติการณและศึกษา

ลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิต

และตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ระหวางเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549 –

กรกฎาคม พ.ศ. 2550 การศึกษาคร้ังน้ีสามารถสรุปผลการทดลองแบงออกเปน

- อุบัติการณการพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

ในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

- ความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1

- การเฝาระวังการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนบนตําแหนงตางๆ ของ

โปรตีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก
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5.1 อุบัติการณการพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและ  
ตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง

การศึกษาคร้ังน้ีไดเก็บตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดใน

กรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียงจํานวน 8 จังหวัด ไดแก กรุงเทพมหานคร ฉะเชิงเทรา 

นครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี อยุธยา และอางทอง  เปนระยะเวลา 12 เดือน คือระหวาง

เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2549–กรกฎาคม พ.ศ. 2550 ไดตัวอยางจํานวน 836 ตัวอยาง พบเชื้อ

ไขหวัดนก H5N1 จํานวน 12 ตัวอยาง (1.4 เปอรเซ็นต) เปนตัวอยางท่ีแยกไดจากสัตวปกจํานวน 5

ชนิด แบงเปนเปดจํานวน 2 ตัวอยาง และไกจํานวน 1 ตัวอยาง และสัตวปกประเภทนกธรรมชาติ

(natural bird) จํานวน 9 ตัวอยาง ไดแก นกกระทาจํานวน 5 ตัวอยาง นกไกนาจํานวน 2 ตัวอยาง

นกอีลุมจํานวน 2 ตัวอยาง เชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดพบในชวงฤดูหนาวของประเทศไทยต้ังแตเดือน

พฤศจิกายน พ.ศ. 2549-มกราคม พ.ศ. 2550 ซึ่งเปนชวงฤดูเดียวกับท่ี Li และคณะ (2004) ได

รายงานวาเปนฤดูท่ีพบเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในประเทศจีนตอนใตไดสูงสุด สอดคลองกับ

รายงานการระบาดของเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทยต้ังแตป ค.ศ. 2004 ถึงปจจุบัน ซึ่งพบการ

ระบาดในชวงอากาศเย็นของประเทศไทย (DLD, 2008) และสอดคลองกับรายงานการพบเชื้อ

ไขหวัดนกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตในประเทศเวียดนามของ Nguyen และคณะ (2005) ท่ีรายงาน

การพบเชื้อไขหวัดนกในชวงเดือนตุลาคม การศึกษาคร้ังน้ีพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสาย

พันธุ H5N1 ท้ังหมดคิดเปน 1.4 เปอรเซ็นต สอดคลองกับรายงานของ Nguyen และคณะ (2005)

ในประเทศเวียดนามซึ่งรายงานการพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกคิดเปน 1.1 เปอรเซ็นต แต

รายงานของ Nguyen และคณะ (2005) ไดเก็บตัวอยางเฉพาะในชวงเดือนตุลาคมเทาน้ันจึงอาจมี

ผลตอการรายงานการพบอุบัติการณเชื้อไขหวัดนกได ดังน้ันจึงอาจกลาวไดวาอุบัติการณของเชื้อ

ไขหวัดนกในตลาดคาสัตวปกชีวีตและตลาดสดพบไดในชวงท่ีมีอากาศเย็น

การวิเคราะหผลการพบเชื้อไขหวัดนกจําแนกตามจังหวัดท่ีพบเชื้อไวรัส พบวาเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดเปนตัวอยางจากตลาดสดในจังหวัดปทุมธานีจํานวน 7 ตัวอยาง ตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตในกรุงเทพมหานครจํานวน 3 ตัวอยาง และรานคาในจังหวัดสุพรรณบุรีจํานวน 2

ตัวอยาง ตลาดดังกลาวมีลักษณะการจําหนายสินคาตลอดท้ังวันอีกท้ังยังมีผูบริโภคเขาไปเลือกซื้อ

สินคาเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะตลาดคาสัตวปกมีชีวิตท่ีอยูในกรุงเทพมหานครน้ันถือเปนตลาด

ศูนยรวมสัตวปกมีชีวิตท่ีมาจากหลายๆ แหลง ดังน้ันการพบเชื้อไขหวัดนกในตลาดลักษณะ

ดังกลาวจึงอาจมีผลใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อจากสัตวปกท่ีมีเชื้อไขหวัดนกไปยังสัตวปกตัว
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ท่ีมาจากแหลงอ่ืนได อีกท้ังผูบริโภคและผูท่ีทํางานเก่ียวของกับสัตวปกไมวาจะเปนผูจําหนายหรือผู

เชือดและชําแหละสัตวปกจึงมีโอกาสสัมผัสกับเชื้อไขหวัดนกท่ีมากับสัตวปกในตลาดไดเชนกัน

การวิเคราะหเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดตามชนิดสัตวปก พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจาก

การศึกษาคร้ังน้ีจํานวน 12 ตัวอยาง เปนสัตวปกท่ีเปนนกธรรมชาติและเปดมีจํานวน 11 ตัวอยาง 

ซึ่งสัตวปกชนิดดังกลาวถือเปนแหลงสะสมเชื้อไวรัสตามธรรมชาติ (natural reservoir) ท่ีไมมี

อาการปวยแมจะมีเชื้อไขหวัดนกอยูในตัวสัตว (Webster, Shortridge and Kawaoka, 1997)

อยางไรก็ตามเชื้อไวรัสซึ่งอยูในสัตวปกเหลาน้ียังมีการเพิ่มจํานวนในตัวสัตวและปลดปลอยเชื้อ

ไวรัสออกมากับสิ่งขับถายและอาจติดตอไปยังสัตวชนิดอ่ืนๆ และคนได (Webster, Shortridge

and Kawaoka, 1997) เมื่อแยกเชื้อไขหวัดนกตามชนิดตัวอยางพบวาเปนตัวอยางท่ีไดจาก

เน้ือสัตวปกจํานวน 9 ตัวอยาง แบงเปน นกกระทาจํานวน 5 ตัวอยาง นกไกนาจํานวน 2 ตัวอยาง 

และนกอีลุมจํานวน 2 ตัวอยาง ซึ่งเปนตัวอยางท่ีไดจากนกธรรมชาติท้ังหมด และแยกไดจาก

สัตวปกมีชีวิตจํานวน 3 ตัวอยาง แบงเปน เปดจํานวน 2 ตัวอยาง และไกจํานวน 1 ตัวอยาง การ

พบเชื้อไขหวัดนกในตัวอยางเน้ือสัตวปกสอดคลองกับรายงานการพบเชื้อไขหวัดนกในเน้ือเปดท่ีถูก

สงออกจากประเทศจีนไปยังเกาหลี (Tumpey et al., 2002) และญี่ปุน (Mase et al., 2005) สวน

สัตวปกมีชีวิตท่ีพบเชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีเปนสัตวปกท่ีมีสุขภาพแข็งแรง สอดคลองกับ

รายงานของ Nguyen และคณะ (2005) ท่ีพบเชื้อไขหวัดนก H5N1 ซึ่งเปนเชื้อไขหวัดนกชนิด

รุนแรงในหานท่ีมีสุขภาพแข็งแรงในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตในประเทศเวียดนามเปนคร้ังแรก 

การศึกษาคร้ังน้ีบงบอกวาเชื้อไขหวัดนกอาจกอโรคในสัตวปกท่ีไวตอการเกิดโรค เชน ไก ซึ่งแสดง

อาการอยางเดนชัด แตไมกอโรคหรือแสดงอาการในสัตวปกบางชนิด ดังน้ันหากในตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตท่ีมีสัตวปกท่ีมีเชื้อไขหวัดนกแตไมแสดงอาการปวยอยูในตลาดแลว สัตวปกท่ีมีเชื้อ

ไขหวัดนกอาจปลดปลอยเชื้อไวรัสออกมา สัตวปกท่ีอยูในบริเวณกรงเดียวกันหรืออยูในบริเวณ

ใกลเคียงจึงมีโอกาสไดรับเชื้อไขหวัดนกเขาไปจนอาจสงผลใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก

ในสัตวปกมีชีวิตในอนาคตได ดังน้ันการพบเชื้อไขหวัดนกในตลาดจึงมีความสําคัญตอการเฝาระวัง

และปองกันการเกิดการระบาดของโรคไขหวัดนกและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก

5.2 ความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1

การศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ดวยวิธี cluster analysis ใน

ตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีจํานวน 12 ตัวอยาง ซึ่งแยกไดจากไก เปด นก

กระทา นกไกนา และนกอีลุม ในชวงป พ.ศ. 2549 – 2550 พบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยางมี

ลักษณะทางพันธุศาสตรใกลเคียงกัน โดยจัดอยูในกลุมเดียวกัน และใกลเคียงกับเชื้อไขหวัดนกท่ี
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เปนตัวแทนของเชื้อในประเทศไทยในป 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) ดังน้ันจึงกลาวไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในประเทศไทยต้ังแต

ป พ.ศ. 2547–2550 มีความสัมพันธทางพันธุศาสตรใกลเคียงกัน

การศึกษาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของยีน H5 และ N1 ระหวางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

จากการศึกษาคร้ังน้ีกับเชื้อไขหวัดนกท่ีคาดวาเปนตนกําเนิดเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ใน

ประเทศแถบเอเชีย คือ A/goose/Guangdong/1/96 ท่ีพบในประเทศจีนตอนใตในป ค.ศ. 1996

(Li et al., 2004) และเปนเชื้อไวรัสตนกําเนิดของการระบาดท่ีพบในประเทศฮองกงป ค.ศ. 1997

(Xu et al., 1999) พบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง มีวิวัฒนาการมาจาก A/goose/

Guangdong/1/96 (Gs/Gd-like lineage) และถูกจัดอยูใน genotype Z สอดคลองกับรายงาน

การศึกษาท่ีรายงานวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากหลายประเทศท้ังในแถบเอเชียตะวันออก และ

เอเชียตะวันออกเฉียงใต รวมท้ังในแถบยุโรป และแอฟริกาเปน genotype Z (Li et al., 2004;

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

การวิเคราะหความสัมพันธของเชื้อไขหวัดนกในการศึกษาคร้ังน้ีรวมกับเชื้อไขหวัดนกท่ี

แยกไดจากประเทศตางๆ พบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีมีความใกลเคียงและถูก

จัดอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไขหวัดนกจากประเทศไทยและเวียดนาม (Thailand-Vietnam lineage)

ในชวงป ค.ศ. 2004-2007 และแตกตาง (ไมจัดกลุม) จากเชื้อไวรัสท่ีพบในประเทศอินโดนีเซีย

ในชวงป ค.ศ. 2004-2007 ฮองกงและจีนในชวงป ค.ศ. 1997-2007 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ

Viseshakul และคณะ (2004) ท่ีแยกเชื้อไขหวัดนกท่ีระบาดในประเทศไทยป พ.ศ. 2547 พบวาจัด

อยูในกลุมเดียวกับเชื้อท่ีแยกไดจากเวียดนามเชนเดียวกัน (Thailand and Vietnam lineage) แต

ไมจัดกลุมอยูกับเชื้อท่ีพบในประเทศอินโดนีเซีย และจีนในชวงป ค.ศ. 2004-2005 และสอดคลอง

กับรายงานของ Chen และ คณะ (2006) ท่ีหาความสัมพันธทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกท่ี

ระบาดในประเทศแถบเอเชียในชวงป พ.ศ. 2547-2548 พบวาเชื้อท่ีแยกไดจากประเทศไทย 

เวียดนาม มาเลเซีย จัดอยูในกลุมเดียวกัน (VTM lineage) แตจัดอยูคนละกลุมกับเชื้อท่ีพบใน

ประเทศอินโดนีเซีย (IND lineage) และสอดคลองกับรายงานของ Smith และคณะ (2006) ท่ี

พบวาเชื้อไขหวัดนกป ค.ศ. 2003-2005 ท่ีแยกจากประเทศเวียดนามตอนเหนือจัดอยูในกลุม

เดียวกับเชื้อจากประเทศไทยและแยกกลุมออกจากอินโดนีเซีย 
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5.3 การเฝาระวังการเปล่ียนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนของเชื้อไขหวัดนก
บนตําแหนงตางๆ ของโปรตีน H5 และ N1

5.3.1 เปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1

จากการวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง มีคามากกวา 98.5 เปอรเซ็นต และ 97.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดย

เมื่อวิเคราะหแยกตามจังหวัดและตามชนิดสัตวปกพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดในแตละจังหวัดมี

ความใกลเคียงกันมากกวา 98 เปอรเซ็นต และ 97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และพบวาเชื้อไขหวัดนก

ท่ีแยกไดจากเปดในเดือนมกราคม พ.ศ. 2550 ท้ัง 2 ตัวอยางคือ CU-328 และ CU-329 มี

เปอรเซ็นตความคลายท่ีใกลเคียงกันสูงแตเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อไขหวัดนกอีก 10 ตัวอยาง พบวา

มีคาเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดตํ่า จากผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความคลายของ

นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของยีน HA และ NA พบวามีการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรม

เล็กนอยเพียง 2-3 เปอรเซ็นต ซึ่งถือวาเปนการเปลี่ยนแปลงท่ีพบไดปกติในเชื้อไวรัสชนิด RNA

เมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นความคลายของนิวคลีโอไทดของยีน H5 และ N1 ของเชื้อ

ไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยางกับตัวแทนเชื้อไขหวัดนกในประเทศไทยในป 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

พบวาเชื้อไขหวัดนกท้ังหมดจํานวน 12 ตัวอยาง มีความคลายกับเชื้อไขหวัดนกสวนใหญท่ีแยกได

ในประเทศไทยแตมีเปอรเซ็นตความคลายของนิวคลีโอไทดเมื่อเทียบเชื้อไขหวัดนก A/Chicken/

Thailand/NP-172/2006 พบวามีคาเปอรเซ็นตความคลายลดลง เน่ืองจากตัวแทนเชื้อไขหวัดนกใน

ป พ.ศ. 2549 น้ี มีลักษณะทางพันธุศาสตรแตกตางไปจากเดิมคือมีความคลายกับเชื้อไขหวัดนกท่ี

พบในประเทศจีน และอินโดนีเซีย

ท้ังน้ีการศึกษาคร้ังน้ีไดวิเคราะหเปอรเซ็นตความคลายของตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

ในสัตวปกท่ีมีจําหนายอยูในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดเทาน้ันโดยไมไดเปรียบเทียบตาม

ชนิดสัตวปกท่ีแยกมาไดเน่ืองจากจํานวนเชื้อไขหวัดนกในแตละชนิดสัตวปกน้ันมีจํานวนนอย 

ดังน้ันขอมูลจากการศึกษาคร้ังน้ีจึงถือเปนฐานขอมูลสําคัญท่ีนักวิทยาศาสตรสามารถนําไปใชรวม

ในการวิเคราะหตอไปในอนาคต
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5.3.2 การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตําแหนงตางๆ บนยีน HA และ NA

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนตําแหนงตางๆ บนยีน 

hemagglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) ของเชื้อไขหวัดนกน้ันมีความสําคัญในแง     

การติดตามคุณสมบัติในการกอโรคของเชื้อไขหวัดนก 

HA gene

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของกรดอะมิโนบนยีน 

hemagglutinin (HA) ของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตลาดในการศึกษาคร้ังน้ี พบวา

บริเวณ HA cleavage site (ตําแหนง 320 – 330) ของเชื้อไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยาง

มีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัว (multiple basic amino acids)

การพบกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวท่ี HA cleavage site ถือเปนลักษณะสําคัญท่ีใชใน

การนิยาม (definition) ชนิดของเชื้อไขหวัดนกวาเปนชนิดท่ีมีความรุนแรง (Highly

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

สรุปไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในการศึกษาคร้ัง

น้ีเปนเชื้อไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรง (HPAI) การศึกษาคร้ังน้ีไดพบความหลากหลายของ

การเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิด Arginine (R) และ Lysine (K) ท่ีตําแหนง HA cleavage

site ซึ่งสามารถแบงออกได 2 แบบ คือ “SPQRERRRKKR” และ “SPQREKRRKRR” และ

จุดท่ีนาสนใจคือในตัวอยางท้ังหมดจํานวน 12 ตัวอยาง โดยตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากกลุมนกธรรมชาติ (natural birds) จํานวน 9 ตัวอยาง มีลักษณะการเรียงตัวของ

กรดอะมิโนท่ี HA cleavage site เชนเดียวกับตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากไกและ

เปด ตัวอยางเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากเปดอีกจํานวน 1 ตัวอยางไดพบการเปลี่ยนแปลง

ของลําดับ กรดอะมิโนแทนท่ีจาก R เปน K โดยกลุมตัวอยางสวนใหญจํานวน 11 ตัวอยาง 

มีลําดับกรดอะมิโนเปน “SPQRERRRKKR” ไดแก นกกระทา (CU-320 และ CU-330-3)

นกไกนา (CU-317 และ CU-318) นกอีลุม (CU-319 และ CU-334) ไก (CU-321) และ

เปด (CU-328) และตัวอยางท่ีมีลําดับกรดอะมิโนเปน “SPQREKRRKKR” คือเชื้อ

ไขหวัดนกจากเปด (CU-329) เมื่อไดนําลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโนชนิดเบสหลาย

ตัวแบบ “SPQREKRRKKR” ไปเปรียบเทียบกับรหัสพันธุกรรมในฐานขอมูลรหัสพันธุกรรม

(Genbank) พบวาเชื้อไขหวัดนกในฐานขอมูลท่ีมีลักษณะขางตนสามารถพบไดในเปด ไก 

อีกา นกกระทา นกนางนวล นกปากหาง เหย่ียว และเสือ ซึ่งยังคงความเปน Highly
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Pathogenic Avian Influenza (HPAI) ท่ีมีความสามารถในการกอโรคอยางรุนแรงจนทํา

ใหสัตวเสียชีวิต 

ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังน้ีสอดคลองกับรายงานการแยกเชื้อไขหวัดนกท่ีได

จากประเทศตางๆ ท่ีมีรายงานการระบาดต้ังแตป ค.ศ. 1997-2007  ซึ่งจะพบลักษณะการ

เรียงตัวของ กรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวแบบ SPQRERRRKKR เปนสวนใหญ เชนเชื้อ

ไวรัสท่ีแยกไดในฮองกง (Claas et al., 1998) เวียดนาม (Nguyen et al., 2005)

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

หลากหลายของการเรียงตัวของกรดอะมิโนได ไดแก การเพิ่มหรือขาดหายไปของกรด

อะมิโน R หรือ K ในบางตําแหนงบน HA cleavage site เชน การขาดหายไปของกรด

อะมิโนชนิดเบสจํานวน 1 ตัว (one-basic-amino acid deletion) ในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากประเทศเกาหลีใต (Lee et al., 2005) และเชื้อไขหวัดนกจากเปดท่ีไตหวัน ประเทศ

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

SPQREKRKK-R โดยแมวาไดพบการหายไปของกรดอะมิโน 1 ตัวดังกลาวแลว แตเชื้อ

ไขหวัดนกก็ยังคงทําใหเกิดโรคในสัตวปกแบบรุนแรงไดเชนกัน (Muramoto et al., 2006)

สาเหตุท่ีลักษณะการเรียงตัวแบบกรดอะมิโนชนิดเบสหลายตัวท่ีบริเวณ HA cleavage

site มีความเก่ียวของกับความรุนแรงในการเกิดโรคของเชื้อไขหวัดนกมาจากบริเวณ

ดังกลาวมีผลใหการทํางานเอนไซม furin-like protease ของเซลลเปาหมายสามารถตัด

ยอยโปรตีน HA0 ไดเปนโปรตีน HA1 และ HA2 ไดดีข้ึน สงผลตอความสามารถในการ

ติดเชื้อของเชื้อไวรัสโดยตรง (Martin et al., 1998)

Receptor binding site เปนบริเวณของกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 222-224 บน

โปรตีน HA มีความเก่ียวของกับคุณสมบัติในการเกาะจับของเชื้อไขหวัดนกกับตัวรับบน

เซลลเปาหมายและความจําเพาะในการกอโรคของเชื้อไวรัสในโฮสตชนิดตางๆ โดยเชื้อ

ไขหวัดนกไดจับกับตัวรับ sialic acid และนํ้าตาล galactose บนเซลลเปาหมายของ

สัตวปกดัวยพันธะ α2-3 sialic acid-galactose linked (Shinya et al., 2006) สวนเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากคนน้ัน มีรายงานวาสามารถเขาจับกับตัวรับในเซลลเปาหมายของ

คนดวยพันธะ α2-6 sialic acid-galactose linked ไดดี

การศึกษาคร้ังน้ีพบกรดอะมิโน Glutamine (Q) และ Glycine (G) ท่ีตําแหนง 222

และ 224 ตามลําดับ (Q222-G224) บน receptor binding site สอดคลองกับรายงาน

การศึกษากอนหนาน้ีท่ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีมี receptor binding site จําเพาะกับตัวรับใน
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สัตวปกน้ันมีลักษณะ Q222-G224 (Matrosovich et al., 1999; Ha et al., 2001) และ

สอดคลองกับรายงานการระบาดของโรคไขหวัดนกในประเทศฮองกงป ค.ศ. 1997 ซึ่ง

พบวาเชื้อไขหวัดนก H5N1 ท่ีแยกไดจากคนมีลักษณะของ receptor binding site ท่ี

จําเพาะกับในสัตวปก (Claas et al., 1998) และรายงานในประเทศไทยซึ่งพบเชื้อ

ไขหวัดนก H5N1 ท่ีแยกไดจากผูปวยมีกรดอะมิโนท่ีบริเวณ receptor binding site

ลักษณะเชนเดียวกันกับเชื้อไขหวัดนกท่ีพบในสัตวปก (Puthavathana et al., 2005) และ

สัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด เชน เสือ (Amonsin et al., 2006b) เปนตน จึงเห็นไดวา

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

จําเพาะกับตัวรับในสัตวปกน้ัน สามารถเพิ่มจํานวนและทําใหเกิดโรคในคนและสัตวเลี้ยง

ลูกดวยนมไดโดยไมตองการพาหะตัวกลาง (Claas et al., 1998) ซึ่งขัดแยงกับท่ีเคยมี

รายงานวาเชื้อไขหวัดนก (H5N1) ตองการพาหะตัวกลาง คือสุกร ในการติดเชื้อไขหวัดนก

จากไกไปสูคน (Matrosovich et al., 1999; Osterhaus et al., 2002)

รายงานความแตกตางของกรดอะมิโนท่ีตําแหนง 222-224 บน receptor

binding site กลาวคือการพบกรดอะมิโน glutamine (Q) ท่ีตําแหนง 222 และ glycine

(G) ท่ีตําแหนง 224 (Q222-G224) ท่ีเปนลักษณะจําเพาะกับเชื้อไวรัสท่ีกอโรคในสัตวปก 

และสามารถเขาจับกับตัวรับชนิด α2-3 linked sialic acid ท่ีพบในสัตวปก แตเชื้อไวรัสท่ี

กอโรคในคนพบกรดอะมิโน leucine (L) ท่ีตําแหนง 222 (226 in H3 numbering) ซึ่ง

สามารถเขาจับกับตัวรับชนิด α2-6 linked sialic acid ไดดี (Ha et al., 2001;

Gambaryan et al., 2006)

N-link glycosylation site เปนตําแหนงท่ีมีลักษณะการเรียงตัวของกรดอะมิโน

เปนแบบ asparagine (N) –X- threonine (T)/serine (S) (N-X-T/S) X หมายถึงกรด

อะมิโนใดก็ได (Robert et al., 1993) การศึกษาคร้ังน้ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง 

พบตําแหนง glycosylaiton site ท้ังหมด 7 ตําแหนงบนโปรตีน HA1 และไดพบการเพิ่มข้ึน

ของ glycosylation site ท่ีตําแหนง 154-156 (NST) สอดคลองกับเชื้อไขหวัดนกใน

ประเทศฮองกงท่ีพบ glycosylation site ท่ีตําแหนง 154-156 (NST) (Claas et al.,1998)

และสอดคลองกับเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากคน สัตวปก และเสือในประเทศไทย 

(Puthavathana et al., 2005; Amonsin et al., 2006a, b) รวมท้ังเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได

จากประเทศเวียดนามในชวงป ค.ศ. 2004-2005 ซึ่งพบการเพิ่ม glycosylation site ท่ี
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บริเวณ 154-156 (Matrosovich et al., 1999) อยางไรก็ตามไมพบ glycosylation site ท่ี

ตําแหนงน้ีในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกจากประเทศจีนในป ค.ศ. 1996 และ 1997

ปจจุบันในประเทศไทยมีรายงานการพบ glycosylation site ท้ังหมด 7 ตําแหนง

บนโปรตีน HA1 โดยท้ังน้ีหากพบการเพิ่มข้ึนของ glycosylation site โดยเฉพาะท่ีกรด

อะมิโนตําแหนงท่ี 154-156 ซึ่งเปนบริเวณใกลเคียงกับ receptor binding site และ 

antigenic site บนโปรตีน HA อาจมีผลตอการจับตัวรับของเซลลโฮสต ทําใหเชื้อไวรัส

สามารถหลบเลี่ยงระบบภูมิคุมกันของโฮสต และมีผลตอความรุนแรงของเชื้อไวรัส 

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

NA gene

การศึกษาคร้ังน้ีพบลักษณะการลดจํานวนลงของกรดอะมิโนจํานวน 20 ตัว 

(20-amino acid deletion) ท่ีกรดอะมิโนตําแหนง 49-68 ซึ่งเปนบริเวณท่ีเรียกวา NA

stalk region สอดคลองกับการพบลักษณะการลดจํานวนลงของกรดอะมิโนจํานวน 20

ตัว ท่ีบริเวณ stalk region ในเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยแยกไดจากประเทศไทยต้ังแตป

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

ไขหวัดนกท่ีแยกไดจากประเทศเวียดนาม (Muramoto et al., 2006) ซึ่งแตกตางจากเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีระบาดกอนป ค.ศ. 2002 แสดงใหเห็นวาเชื้อไขหวัดนกมีการเปลี่ยนแปลงและ

การปรับตัวหรือวิวัฒนาการใหเหมาะสมตอการติดเชื้อในสัตวปกชนิดตางๆ ตลอดเวลา

กรดอะมิโนบน NA stalk region ของโปรตีน NA มีความเก่ียวของกับโครงสราง

ของ NA stalk (Castrucci and Kawaoka, 1993) การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน 

NA stalk region สัมพันธกับการปรับตัวหรือวิวัฒนาการของเชื้อไขหวัดนกในการติดเชื้อ

จากนกนํ้า นกธรรมชาติ มายังสัตวปกชนิดเลี้ยงหลังบาน เชน ไก เปด (Matrosovich et

al., 1999; Wan et al., 2005) รายงานการศึกษาเชื้อไขหวัดนกจากหานในประเทศจีนในป

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

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีบริเวณ NA stalk region แตเร่ิมพบการ

เปลี่ยนแปลงโดยมีลักษณะการลดจํานวนลงของกรดอะมิโนจํานวน 19 ตัว (19-amino

acid deletion) หรือการสั้นลงของ NA stalk region ในเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากคนใน

ฮองกงป 1997 (A/HK/156/97) (Subbrarao et al.,1998) จากน้ันเร่ิมมีรายงานการพบ

ลักษณะการลดจํานวนกรดอะมิโนลงจํานวน 20 ตัว (20-amino acid deletion) ท่ีกรด
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อะมิโนตําแหนง 49-68 จากเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดต้ังแตป ค.ศ. 2002 รวมท้ังเชื้อ

ไขหวัดนกท่ีแยกไดในประเทศไทย (Amonsin et al., 2006a, Li et al., 2004)

การศึกษาคร้ังน้ีไดวิเคราะหกรดอะมิโนตําแหนงตางๆ ในยีน NA (บริเวณ NA

active site) ไดแก กรดอะมิโนท่ีตําแหนง 119, 275, 293 และ 295 ท่ีเปนบริเวณท่ีมี

ความสําคัญตอการท่ีเชื้อไขหวัดนกสามารถด้ือยาตานเชื้อไวรัส Oseltamivir (Oseltamivir

resistance) ซึ่งเปนยาท่ีใหไดผลปองกันและรักษาโรคไขหวัดโดยเฉพาะในคนไดอยางดีใน

ปจจุบัน (acute influenza) การศึกษาคร้ังน้ีไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ี

ตําแหนงตางๆ (119, 275, 293 และ 295) บนยีน NA อาจกลาวไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีใชใน

การศึกษาคร้ังน้ียังไมมีกรดอะมิโนท่ีมีผลตอการด้ือยา oseltamivir รายงานการ

เปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนหลายๆ ตําแหนงบน NA active site ไดแก 119 (E119V),

275 (H275Y), 293 (R293K) และ 295 (N295S) (N1 numbering) อาจสงผลใหเชื้อ

ไขหวัดนกด้ือตอยา oseltamivir (Gubareva et al., 2000; Mc-Kimm Breschin et al.,

2002; Kiso et al., 2004)

การรักษาผูติดเชื้อไขหวัดนกโดยการใชยาในกลุม neuraminidase inhibitor

ไดแก oseltamivir และ zanamivir ซึ่งออกฤทธิ์ขัดขวางการทํางานของเอนไซม 

neuraminidase ทําใหเซลลท่ีติดเชื้อไขหวัดนกไมสามารถปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลลได 

โดยปกติบริเวณ NA active site เปนตําแหนงท่ีเก่ียวของกับการทํางานของเอนไซม 

neuraminidase ในการปลอยเชื้อไวรัสออกจากเซลล (Wilschut and Mc Elhaney,

2005) ดังน้ันการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบริเวณ NA active site มีผลตอเอนไซม

neuraminidase จนอาจสงผลเชื้อไวรัสด้ือตอยาตานไวรัส รายงานการรักษาโดยใชยา 

oseltamivir ในผูปวยชาวเวียดนามท่ีเสียชีวิตจากการติดเชื้อไขหวัดนก พบวาเชื้อ

ไขหวัดนกมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนบน NA active site ท่ีตําแหนง H275Y สงผล

ใหเชื้อไขหวัดนกด้ือตอยา oseltamivir (de Jong et al., 2005)

ผลการศึกษาคร้ังน้ีทําใหทราบถึงอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปก

มีชีวิตและเน้ือสัตวปกในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัด

ใกลเคียง ซึ่งเปนท่ีนาสังเกตวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบน้ันเปน สายพันธุท่ีกอโรครุนแรงในสัตวปก 

(HPAI) แตผูวิจัยสามารถแยกเชื้อไขหวัดนกน้ีไดจากสัตวปกมีชีวิตท่ีมีสุขภาพแข็งแรงและจําหนาย

อยูในตลาดซึ่งมีสัตวปกมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ จํานวนมาก เชนเดียวกับท่ีเคยมีรายงานการพบเชื้อ

ไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในนกนํ้าเลี้ยงท่ีมีสุขภาพแข็งแรงในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตท่ีประเทศ
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เวียดนามในป ค.ศ. 2001 (Nguyen et al., 2005) การพบเชื้อไขหวัดนกชนิดกอโรครุนแรงในสัตว

ปกท่ีมีสุขภาพแข็งแรงในตลาดคาสัตวปกอาจเปนไปไดวา เชื้อไขหวัดนกเร่ิมมีการพัฒนาตัวเองให

สามารถอยูรวมกันกับสัตวปกหรือโฮสตและสามารถเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสเพื่อปลอยออกมาสู

สิ่งแวดลอมไดตอไป ในปจจุบันไดมีรายงานการติดเชื้อไขหวัดนกของผูปวยและผูเสียชีวิตสวนใหญ

มีประวัติสัมผัสหรืออยูใกลชิดกับสัตวปกในตลาดสด จนกลาวไดวามีโอกาสเสี่ยงในการติดเชื้อ

ไขหวัดนกจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดไปสูคนได (Chan, 2002; Claas et al., 1998)

ดังน้ันการพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด

จึงเปนขอมูลสําคัญท่ีนําไปใชในการเฝาระวังการระบาดของเชื้อไขหวัดนกไดตอไปในอนาคต

โดยสรุปผลการศึกษาคร้ังน้ีทําใหทราบขอมูลอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกท่ีปนเปอนใน

เน้ือสัตวปกและสัตวปกมีชีวิตในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ทราบถึงความเสี่ยงในการ

ไดรับเชื้อไขหวัดนกจากตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสด ทราบขอมูลของรหัสพันธุกรรมของยีน 

H5 และ N1 และนําขอมูลรหัสพันธุกรรมท่ีไดไปเผยแพรไวในฐานขอมูล GenBank ทราบ

ความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดนก ขอมูลตางๆ เหลาน้ีสามารถนําไปใชเฝาระวังการ

ระบาดและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งนํามาใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการ

ควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว  



73

สรุปผลการทดลอง

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจหาอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1

จากสัตวปกท่ีจําหนายในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัด

ใกลเคียง ระหวางเดือนสิงหาคม 2006–กันยายน 2007 และหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีน 

H5 และ N1 จากเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกได รวมท้ังวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนใน

ตําแหนงท่ีสําคัญซึ่งอาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งจะ

นํามาใชเปนขอมูลในการกําหนดแนวทางการควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา

1. อุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ในสัตวปกท่ีจําหนายในตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียงในระยะเวลา 1 ป ต้ังแตเดือน

สิงหาคม 2006 – กันยายน 2007 คือ 1.4% (12 ตัวอยางจากท้ังหมด 823 ตัวอยาง)

2. ขอมูลรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนกจํานวน 12 ตัวอยางจาก

สัตวชนิดตางๆ รวมเปนสายรหัสพันธุกรรมจํานวน 24 สาย และไดนําไปเผยแพรในฐานขอมูล 

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

ในการศึกษาวิจัยเชิงลึกเก่ียวกับเชื้อไขหวัดนกตอไป (รายละเอียดขอมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อ

ไขหวัดนกแสดงไวในภาคผนวก ข)

3. การวิเคราะหความสัมพันธของรหัสพันธุกรรมของยีน H5 และ N1 ของเชื้อไขหวัดนก

ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวาเชื้อไขหวัดนกท้ัง 12 ตัวอยาง จัดอยูใน genotype Z และมีลักษณะทาง

พันธุกรรมใกลเคียงกันและจัดอยูในกลุมเดียวกันกับเชื้อไขหวัดนกท่ีเคยมีพบในประเทศไทย และ

เคยระบาดในประเทศเวียดนาม แตไมอยูในกลุมเดียวกับเชื้อไขหวัดนกจากประเทศอินโดนีเซีย 

ฮองกง และจีน 

4. การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนท่ีตําแหนงตางๆ ท่ีมีความสําคัญบนยีน H5

พบลักษณะ multiple basic amino acid ท่ี HA cleavage site ทําใหทราบวาเชื้อไขหวัดนกท่ีแยก

ไดจากตลาดในการศึกษาคร้ังน้ีเปนชนิดท่ีกอโรครุนแรง และพบลักษณะ receptor binding site

(Q222-G224) ท่ีสัมพันธกับการจับกับตัวรับดวยพันธะ α2-3 sialic acid-galactose linked ซึ่ง

จําเพาะกับตัวรับในสัตวปก รวมท้ังพบการเพิ่มของ glycosylation site ท่ีตําแหนงกรดอะมิโนท่ี 

154-156 (NST)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5. การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตําแหนงตางๆ บนยีน N1 พบลักษณะ 

20-amino acid deletion บน NA stalk region แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนท่ีมีผล

ตอการด้ือยาตานไวรัส Oseltamivir ของเชื้อไขหวัดนก

การศึกษาคร้ังน้ีมีประโยชนในดานการตรวจติดตามอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกสายพันธุ

H5N1 ในตลาดคาสัตวปกมีชีวิตและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ขอมูลรหัส

พันธุกรรมและความสัมพันธของเชื้อไขหวัดนกท่ีแยกไดจากการศึกษาคร้ังน้ีทําใหทราบถึงลักษณะ

ความสัมพันธทางพันธุกรรมและการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งสามารถนําไปใชในการเฝา

ระวังการระบาดและการกลายพันธุของเชื้อไวรัสสายพันธุใหม และสามารถนํามาใชในการกําหนด

แนวทางการควบคุมและปองกันโรคไดอยางถูกตองและรวดเร็ว และสามารถนําขอมูลรหัส

พันธุกรรมไปเผยแพรไวในฐานขอมูล Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งเปน

แหลงขอมูลสําหรับนักวิทยาศาสตรและผูสนใจ เพื่อการศึกษาวิจัยเชิงลึกตอไป

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ขอเสนอแนะ 

การตรวจติดตามและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัด H5N1 ในตลาดคา

สัตวปกและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง ในการศึกษาคร้ังน้ีไดสุมเก็บ

ตัวอยางในตลาดคาสัตวปกและตลาดสดในกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง โดยพบ

อุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกในตัวอยางสัตวปกในตลาดคาสัตวปกและตลาดสดในพื้นท่ีดังกลาว 

ทําใหคาดการณไดวามีความเสี่ยงในการติดเชื้อของสัตวปกตัวอ่ืนๆ และคนไดโดยตรง และอาจ

เกิดการกลายพันธุไดเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุใหมท่ีมีความกอโรครุนแรงในสัตวและคนไดตอไป 

ดังน้ันจากความสําคัญของการพบอุบัติการณของเชื้อไขหวัดนกในตลาดดังกลาวขางตน ผูวิจัยจึง

เสนอแนะใหมีการตรวจติดตามและศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรของเชื้อไขหวัดนกในตลาดคา

สัตวปกมีชีวิตและตลาดสดอยางตอเน่ือง เพื่อเปนการเฝาระวังการระบาดและสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงของยีนตางๆ ซึ่งอาจทําใหเกิดการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งขอมูลเหลาน้ีจะ

สามารถบอกไดวาเชื้อไขหวัดนกท่ีพบมีความสัมพันธใกลเคียงหรือเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงจน

กลายเปนเชื้อไขหวัดนกสายพันธุใหม ท้ังน้ีการเฝาระวังการกลายพันธุของเชื้อไวรัสจะตองทําการ

เก็บตัวอยางอยางตอเน่ือง ท้ังในชวงท่ีมีการระบาดและไมมีการระบาด เพื่อเปนการติดตามการ

เปลี่ยนแปลงและการกลายพันธุของเชื้อไขหวัดนกท่ีอาจเกิดข้ึนได และขอมูลท่ีไดจะทําใหทราบ

คุณสมบัติหรือลักษณะของเชื้อไขหวัดนก ซึ่งใชเปนขอมูลประกอบการตัดสินใจในการวางนโยบาย

การควบคุมและปองกันโรคไดในอนาคต

นอกจากการศึกษาอยางตอเน่ืองแลว การศึกษาคร้ังน้ีไดตรวจติดตามเชื้อไขหวัดนกเฉพาะ

ในสัตวปกเทาน้ันซึ่งในตลาดบางแหงสามารถพบสัตวชนิดอ่ืนๆ ได เชน สุนัข และแมว เปนตน 

ดังน้ันการเก็บตัวอยางชนิดสัตวใหมีความหลากหลายข้ึน จะสามารถบอกระดับการเคยสัมผัสเชื้อ

ไขหวัดนกในตลาดควรจะเปนแนวทางในกาศึกษาในอนาคต

การศึกษาคร้ังน้ีไดทําการศึกษาลักษณะทางพันธุศาสตรเฉพาะยีน H5 และ N1 ดังน้ัน

การศึกษาตอไปอาจจะทําการหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของยีนท้ังหมดใหครบท้ัง 8 ยีนรวม

ดวยเพื่อใหทราบถึงลักษณะความสัมพันธทางพันธุกรรมเชื้อไขหวัดนกไดชัดเจนมากข้ึน
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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 ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 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) ดวย Buffer AVL 1 มิลลิลิตร ไดเปนสารละลาย Carrier

RNA จากน้ันดูดสารละลาย Carrier RNA ท้ังหมดใสลงใน Buffer AVL ละลายใหเขากัน 

การเตรียม AW1 และ AW 2 buffer

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

ตามลําดับ

วิธีการสกัดแยก RNA

1. เตรียมตัวอยางนํ้าไขฟกปริมาณ 200 ไมโครลิตร จากน้ันเติม AVL buffer ปริมาณ 560

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวต้ังไวท่ีอุณหภูมิหอง (15-25 Oซ) เปนเวลา 10 นาที ไดสารละลาย

ตัวอยางปริมาณ 760 ไมโครลิตร

2. เติม 100% เอทานอล ปริมาณ 560 ไมโครลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง แลวผสมให

เขากัน
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3. ดูดสารลารละลายตัวอยางปริมาณ 630 ไมโครลิตร ลงใน QIA spin column (อยูใน

หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร) แลวนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลว

ท่ีอยูในหลอด 2 มิลลิลิตร ท้ิง และเก็บสวนของ QIA spin column ไว 

4. ดูดสารละลายตัวอยางท่ีเหลือ แลวทําซ้ําขอ 3

5. เติม AW1 buffer ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ลงใน QIA spin column นําไปปนเหว่ียงท่ี 

ความเร็ว 6000xg (8000 rpm) 1 นาที เทของเหลวดานลางท้ิง

6. เติม AW 2 buffer 500 ไมโครลิตร ลงใน QIA spin column นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

20,000xg (14,000 rpm) 3 นาที จากน้ันเทของเหลวท้ิงและนําไปปนเหว่ียงซ้ําเปนเวลา 1 นาที 

เพื่อกําจัด AW2 buffer ใหหมด 

7. นํา QIA spin column ใสลงในหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติม AVE buffer

ปริมาณ 60 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1นาที แลวนําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 

6000xg (8000 rpm) 1 นาที

8. จากขอ 7 จะได viral RNA ปริมาณ 60 ไมโครลิตร แลวนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 

-20 Oซ หรือ –80 Oซ
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วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนเจลโดยใชชุด 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

ผสมใหเขากัน จะได Wash buffer ท่ีเจือจางลงและสามารถนําไปใชในการสกัด DNA ออกจาก

แผนอะกาโรสเจล

วิธีการสกัด DNA ออกจากแผนอะกาโรสเจล

1. ตัด agarose gel ในสวนท่ีมี PCR product ใสในหลอดพลาสติกขนาด 2 มิลลิลิตร

จากน้ันเติม Binding buffer ปริมาณเปน 3 เทาของนํ้าหนักเจลท่ีตัดมา (เจล 1 มิลลิกรัม เทากับ 1

มิลลิลิตร)

2. นําตัวอยางไปไวใน heat block ท่ีอุณหภูมิ 50 Oซ เปนเวลาประมาณ 10 นาที หรือ

จนกวาเจลละลายจนหมด และควรทําใหเขากันทุกๆ 2-3 นาที

3. เมื่อเจลละลายจนสมบูรณแลว เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาณเทากับ

นํ้าหนักเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดข้ึนลง (inversion)

4. นํา spin column ซึ่งมีแผนเมมเบรนอยูตรงกลาง มาใสในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร

5. ทําการดูดตัวอยางลงใน spin column นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000-10,000 x g

เปนเวลา 1 นาที เทของเหลวท้ิง

6. เติม Wash buffer ปริมาณ 750 ไมโครกรัม ลงใน spin column นําไปปนเหว่ียงท่ี

ความเร็ว 6,000-10,000 x g 1 นาที จากน้ันเทของเหลวท้ิง แลวนํา spin column ไปปนเหว่ียงอีก

คร้ังเพื่อกําจัด Wash buffer ใหหมด

7. นํา spin column ใสในหลอดใหมขนาด 2 มิลลิลิตร จากน้ันเติม Elution buffer

ปริมาณ 30 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000-10,000 x g 1 นาที

8. จากขอ 7 จะได DNA บริสุทธิ์ปริมาตร 35 ไมโครลิตร สําหรับใชในการหาลําดับเบส
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สารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส

1. Eppendorf MasterMix (2.5x) (Eppendorf®, Hamburg, Germany) ประกอบดวย

- 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) ประกอบดวย

- DNA มาตรฐาน ท่ีขนาด 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 800, 900 และ 1000 bp

ละลายใน TE buffer

- TE buffer ประกอบดวย 10mM Tris-HCl (pH 7.6), 1mM EDTA

3. Orange G loading dye 0.2% ใน glyceral 50 % (Carlo Ebra Reagent®) ประกอบดวย

- Orange G powder 0.2 กรัม

- Pure glycerine 50 มิลลิลิตร

- Distrilled water 50 มิลลิลิตร

วิธีเตรียม

1. ละลายสวนผสมในนํ้ากลั่นฆาเชื้อจนละลายเขากัน

2. แบงใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ี 4 Oซ
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ภาคผนวกท่ี ข

ดัชนีกรดอะมิโน

ชนิดกรดอะมิโน อักษรยอ

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



92

ภาคผนวกที่ ค

รายละเอียดขอมูลรหัสพันธุกรรมของเชื้อไขหวัดนกท่ีเผยแพรในฐานขอมูล Genbank
จํานวน 24 เสน

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
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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
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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
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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
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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
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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
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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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