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บทคัดย่อ 
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เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสแบ่งออกเป็น 2 สายพันธ์ุหลักคือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป 
สําหรับประเทศไทยพบการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสทั้งสองสายพันธ์ุ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมในส่วน Non-structural protein (Nsp) – 2 ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในสุกรที่ติด
เช้ือร่วมทั้งสองสายพันธ์ุ และได้ดําเนินงานวิจัยโดย นําซีรัม่จากสุกรจากการทดลองที่ผา่นมา แบ่งออกเป็นกลุ่ม
ที่ได้รับการฉีดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) VR-2332 หรอืสายพันธ์ุยุโรป (EU) 
Lylestad virus และกลุม่ทีไ่ด้รับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสร่วมทั้งสองสายพันธ์ุคือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสาย
พันธ์ุยุโรป (MIX) (VR-2332 และ Lylestad virus)  ที่ช่วงเวลา 5 10 และ 30 วันหลังการให้เช้ือ มาทําการ
แยกเช้ือไวรัสและถอดรหัสทางพันธุกรรมส่วนยีน Nsp-2 ทั้งบางส่วน (partial) และทั้งหมด (complete) เพ่ือ
เปรียบเทียบที่ช่วงเวลาต่างกัน ผลการถอดรหัสพันธุกรรมของลําดับเบสของยีน Nsp-2 พบว่าเช้ือไวรัส
ลูกหลานของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่แยกได้จากกลุ่ม MIX มีความแตกต่างทางพันธุกรรมมากกว่าเช้ือไวรัส
ลูกหลานของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่แยกได้จากกลุ่ม US และเมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุ
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อเมริกาเหนือ VR-2332 พบว่าสามารถแบ่งเช้ือไวรัสลูกหลานของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่แยกได้จากกลุ่ม 
MIX ออกได้เป็น 2 คลัสเตอร์ โดยคลัสเตอร์ที่ 1 มีลักษณะพันธุกรรมที่ใกล้เคียงกับเช้ือไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือ VR-2332 และคลัสเตอร์ที่ 2 มลีักษณะพันธุกรรมที่ต่างจากไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 
VR-2332 ในขณะที่เช้ือไวรัสลูกหลานของกลุ่ม US อยู่ในคลัสเตอร์ที่ 1 เท่าน้ัน ส่วนเช้ือไวรัสลูกหลานสายพันธ์ุ
ยุโรปมีลักษณะพันธุกรรมที่เหมือนกับเช้ือไวรัสตันแบบ Lylestad virus โดยสรุปเช้ือไวรัสลูกหลานของทั้งสอง
สายพันธ์ุมีวิวัฒนาการแยกกันและไม่เก่ียวข้องกัน แต่ในกลุ่มที่มกีารติดเช้ือร่วมมีการเกิดการกลายพันธ์ุมากกว่า
กลุ่มที่ติดเช้ือเด่ียว 

 
(ภาษาอังกฤษ) PRRS     

Two distinct genotypes, European (EU) and North American (NA), of porcine 
reproductive and respiratory syndrome viruses (PRRSV) are recognized and have emerged 
separately in each continent. Both genotypes had been isolated in Thailand. The objectives 
of the study were to investigate genetic evolution of non-structural protein (Nsp)–2 of PRRSV 
isolated from pigs dually infected with EU and NA isolates. Virus was isolated from serum of 
5 pigs of each of 3 treatment groups at 5, 10 and 30 days post infection. Three treatment 
groups, previously conducted, consisted of EU and US in which pigs in these 2 groups were 
intranasally challenged with EU and US, respectively. The third group was MIX in which pigs 
were intranasally challenged with both EU and US isolates. RNA was extracted from viruses 
and converted to cDNA. PCR was performed on cDNA using specific to Nsp-2 gene. It was 
demonstrated that progeny viruses belonging to US genotypes were groups into 2 clusters. 
Progeny US viruses detected in the US group were grouped in the cluster I only, where as 
that of the MIX groups were grouped in both clusters suggesting more mutation rate in co-
infected than single infected group. Progeny EU viruses, however, were identical to EU 
isolate used in the challenge. In addition, no recombination was observed. In conclusion, the 
results suggested that progeny viruses of each genotype independently evolved, but 
mutation rate was higher in the co-infected than the single infected group.    
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บทที่ 1 

บทนํา (Introduction) 

 

ความสาํคญัและที่มาของปัญหา 

โรคพีอาร์อาร์เอสเกิดจากการติดเช้ือ ไวรัสพีอาร์อาร์เอส (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 
1992) ซึ่งเป็นอาร์เอ็นเอไวรัสชนิดสายเดียวและมีเปลอืกหุ้มที่จัดอยู่ใน genus Arterivirus ตระกูล
Arteriviridae (Cavanagh, 1997) ไวรัสพีอาร์อาร์เอส ประกอบไปด้วย 8 Open reading frames (ORFs) 
คือ ORFs 1-7 และสามารถแบ่งออกเป็น 2 สายพันธ์ุหลัก คือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (North American 
isolates) และสายพันธ์ุยุโรป (European isolates) ตามทวีปที่มีการค้นพบคร้ังแรก ในประเทศแถบทวีป
อเมริกาเหนือเช่น สหรัฐอเมรกิา และ แคนาดา จะพบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ
เป็นหลัก เคยมีการค้นพบสายพันธ์ุยุโรปบ้างเมื่อประมาณปี พ.ศ. 2542 แต่ก็ไม่ได้สร้างความเสียหายมากนัก 
หลังจากน้ันก็ไม่เคยมีการค้นพบอีกเลย และจนถึงปัจจุบันก็ยังไม่สามารถอธิบายได้ว่าเกิดจากสาเหตุใดใน
ประเทศแถบทวีปยุโรปจะพบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปเป็นหลัก ยกเว้นในบางประเทศ
เช่น เดนมาร์ก ที่สามารถพบไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือได้ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2539 ซึ่งมีสาเหตุมาจาก
การนําวัคซีนโรคพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือชนิดเช้ือเป็นไปใช้ แต่อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีรายงานของ
ความชุกสายพันธ์ุของไวรัสชนิดน้ีในประเทศเดนมาร์ก  สําหรับประเทศไทยพบการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส 
ต้ังแต่ปีพ.ศ. 2532 และสามารถแยกเช้ือไวรัส ได้ทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป โดยรายงานเมื่อ
ประมาณปี พ.ศ. 2548 พบว่ามีสายพันธ์ุยุโรป อยู่ประมาณ 66.42% และมีสายพันธ์ุอเมริกาเหนืออยู่ประมาณ 
33.58% (Thanawongnuwech et al., 2004)และฟาร์มสุกรส่วนใหญข่องประเทศไทยพบการติดเช้ือทั้งสอง
สายพันธ์ุอยู่ในฟาร์มเดียวกันซึ่งแตกต่างจากการติดเช้ือของประเทศอ่ืน แต่ในสถานะการณ์ปัจจุบันน่าจะมีการ
เปลี่ยนแปลงไปเพราะพบไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพ่ิมมากขึ้น สาเหตุของการเปลี่ยนแปลงยังไม่ทราบแน่ชัด  

ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นอาร์เอ็นเอไวรัส ซึ่งอาร์เอ็นเอไวรัสน้ีเมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอไวรัสแล้ว จะไม่
มีขบวนการ Proof-reading ที่ใช้ในการตรวจสอบการแปลรหัสนิวคลีโอไทด์ในการถ่ายทอดทางพันธุกรรม ทํา
ให้การแปลรหสันิวคลีโอไทด์มีโอกาสท่ีจะเกิดความผิดผลาดสูง ส่งผลใหเ้กิดการกลายพันธ์ุ (Mutation) ได้ง่าย
และไวรัสมีความแตกต่างทางพันธุกรรมสูง โดยส่วนที่เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่มากทีสุ่ดคือส่วนของ 
ORF 5 ที่ให้สว่นประกอบของโปรตีนบนผนังเซลล ์ (Glycoprotein 5) (Chang et al., 2002; Meng et al., 
1995a; Meng et al., 1995b; Murtaugh et al., 1998)ที่พบว่าเป็นส่วนที่กระตุ้นในเกิดแอนติบอดีที่มี
คุณสมบัติในการป้องกันการเข้าสู่เซลล ์(Neutralizing antibodies) (Ostrowski et al., 2002; Plagemann, 
2004; Plagemann et al., 2002)นอกจากน้ันแล้ว ไวรัสพีอาร์อาร์เอส ยังเป็น Quasi-species คือทุกครั้งที่
ไวรัสเพ่ิมจํานวน ส่วนของ Progeny viruses ที่เกิดขึ้น จะมีพันธุกรรมที่แตกต่างจากไวรัสตัวต้ังต้น มากหรือ
น้อยแตกต่างกันไป (Domingo, 1992) แต่อย่างไรก็ตามยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดว่า Progeny viruses ที่เกิดขึ้น
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เหล่าน้ี จะมีการเปลี่ยนแปลงอย่างไรและมีการดํารงอยู่ในรูปแบบใด เช่น Progeny viruses ทุกตัวสามารถ
ดํารงอยู่ด้วยกันได้ หรือจะมีไวรัสเพียงบางตัวเท่าน้ันที่อยู่รอดและพัฒนาเป็นสายพันธ์ุใหม่ ที่กลายไปเป็นไวรัส
สายพันธ์ุไหม่ที่แตกต่างไปจากสายพันธ์ุเดิมอย่างสิ้นเชิง ทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางการเป็นแอนติเจนและ
ส่งผลทําให้ภูมคิุ้มกันที่เกิดขึ้นต่อเช้ือไวรัสตัวเดิมไม่สามารถจดจําได้เช้ือตัวใหม่ที่เกิดขึ้นได้ ทําให้สามารถเกิด
การติดเช้ือได้ใหม่อีกครั้ง ซึ่งอาจจะเป็นเหตุผลที่ทําให้ฟาร์มที่เคยระบาดจากโรคพีอาร์อาร์เอสก็ยังสามารถเกิด
การระบาดใหม่ได้จากเช้ือตัวเดิมหรือต่างชนิดทําให้โรคพีอาร์อาร์เอสเป็นโรคท่ียากต่อการควบคุมและป้องกัน  

สุกร 1 ตัวสามารถติดเช้ือได้มากกว่า 1 สายพันธ์ุ ซึ่งสามารถเป็นได้ทั้ง สายพันธ์ุอเมริกาเหนือทั้งคู่ 
หรือสายพันธ์ุยุโรปทั้งคู่ หรืออาจจะเป็นการติดเช้ือร่วมกันของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป ใน
กรณีที่มีการติดเช้ือร่วมของท้ังสองสายพันธ์ุ เช่นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือทั้งคู่ พบว่า Progeny viruses ของทั้ง
สองสายพันธ์ุที่เกิดขึ้นหลังจากที่ไวรัสเพ่ิมจํานวน สามารถดํารงอยู่ด้วยกันได้ โดยแต่ละสายพันธ์ุจะมีการกลาย
พันธ์ุแยกกันและจะมีบางส่วนที่สามารถเกิดการเเลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสองสายพันธ์ุ  (Genetic 
recombination) ส่วนสุดทา้ยแล้วจะมีสายพันธ์ุใดสายพันธ์ุหน่ึงเด่นขึ้นมาหรือไม่ (Dominant mutants) ยัง
เป็นที่ถกเถียงกันอยู่ ส่วนในกรณีที่มีการติดเช้ือร่วมกันของทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรปน้ันยัง
ไม่มีการรายงานถึงผลที่เกิดขึน้ แต่จากข้อมลูดังกล่าวผู้วิจัยได้ทําการศึกษาเบ้ืองต้นในหลอดทดลองพบว่า ช่วง 
passage แรกๆหลังจากที่ได้ทําให้เซลล์มีการติดเช้ือท้ังสองสายพันธ์ุพบว่ามีจํานวน plaque ที่มีขนาดต่างกัน
เกิดขึ้นมากจํานวนหลาย plaque และเมือ่นํามาตรวจลักษณะทางพันธุกรรมของส่วน ORF1 และ ORF 5 พบ
เช้ือทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป หลังจากน้ัน ขนาดของ plaque ที่ต่างขนาดกันจะลดลงตาม
จํานวน passage ที่เพ่ิมขึ้นและสายพันธ์ุทีพ่บเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ สายพันธ์ุยุโรป หายไป นอกจากน้ัน
แล้วไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือที่พบ มลีักษณะทางพันธุกรรมของ ORF 5 ที่ต่างออกไป โดย progeny 
viruses ที่แยกได้จากนํ้าในปอด (bronchial alveolar fluid lavage) มีลักษณะทางพันธุกรรมของ ORF 5 ที่
แตกต่างจากไวรัสต้ังต้นมาก(แผนภาพที่ 1) และพบการเกิด recombination ระหว่างไวรัสสอง prototypes 
(นิลอุบล, โครงการวิจัยงบประมาณแผ่นดิน ปีงบประมาณ พ.ศ. 2551) 
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ภาพที่ 1 แสดงการเปรียบเทียบลักษณะทางพันธ์ุกรรมของไวรัสในกลุ่มสกุรที่ได้รับไวรัสทั้ง 2 สายพันธ์ุ

ตัวอย่างหมายเลข18 complete เป็นไวรัสต้ังต้น ตัวอย่างหมายเลข 2, 3 complete เป็นไวรัสที่
แยกได้จากสุกรในวันที1่0 วันหลังการติดเช้ือ ตัวอย่างที่เหลือเป็นไวรัสที่แยกได้จากสกุรในวันที่ 30 
วันหลังการติดเช้ือ 

 

 ยีน Nsp-2 สร้างโปรตีน Nsp-2 ซึ่งทําหน้าที่เป็นเอมไซม์ที่เก่ียวข้องกับ polymerase จากรายงาน
การระบาดของโรค swine high fever ที่ประเทศจีน ได้มกีารอ้างว่า สาเหตุเกิดจากไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่มีส่วน
ของยีน Nsp-2 ที่สั้นกว่าปรกติ แต่จากการทดลองในห้องปฏิบัติการ ผู้วิจัยพบว่าไม่ใช่     โดยปรกติพบว่าส่วน
ของยีน Nsp-2 ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปมีขนาดที่สั้นกว่าส่วนของยีน Nsp-2 ของไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ การอุบัติขึ้นของไวรัสที่มีขนาดยีน Nsp-2 ที่สั้นกว่าปรกติ น่าจะเกิดจาก 
recombination ของไวรัส 2 prototypes ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาที่ได้จากโครงการวิจัยงบประมาณ
แผ่นดิน ปีงบประมาณ พ.ศ. 2551 ซึ่งผลที่ได้ยังไม่มีการอ้างถึงในวารสารใดมาก่อนและเป็นที่สนใจอย่างมาก
จากนักวิจัยต่างประเทศดังสังเกตุได้จาก งานประชุมวิชาการ PRRS symposium 2008 ได้เชิญให้ผู้วิจัยไปเป็น
วิทยาการเพ่ือบรรยายเรื่องน้ี  

จากรายละเอียดที่กล่าวมาข้างต้นที่เกี่ยวข้องกับวิวัฒนาการของไวรัส ผลการทดลองที่ได้และลักษณะ
การติดเช้ือของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในประเทศไทยที่แตกต่างจากการติดเช้ือในประเทศอ่ืนๆ ทําให้ควรมี
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสพีอาร์อาร์เอส และมีความจําเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องทราบ
ลักษณะพ้ืนฐานของลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมจึงเป็นมูลเหตุจูงใจให้ผู้วิจัยควรจะทําการศึกษา
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การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมและการแสดงออกของยีน Nsp-2 จากไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่แยกได้จากสุกรที่มี
การติดเช้ือร่วมของสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกาเหนือ  

 

วัตถุประสงค์การวิจัย 

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของยีน Nsp-2 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่เกิดจากการติดเช้ือ
ร่วมของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของยีน Nsp-2 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

 

วิธีดําเนนิการวิจัยโดยสรุป 

นําซีรั่มจากสุกร 3 กลุ่มการทดลอง ซึ่งประกอบด้วย กลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป 
กลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ และกลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสร่วมสองสายพันธ์ุ
ทั้งสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกาเหนือ กลุ่มละ 5 ตัวอย่าง ณ วันที่ 5 10 และ 30 หลังการให้เช้ือ มาเพาะเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยวิธี Virus isolation ในเซลล์เพาะเลี้ยง MARC-145 แล้วทําการตรวจหาไวรัสในเพลท
ด้วยวิธี Immunofluorescence  

หลังจากน้ันศึกษาการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสโดยการนําตัวอย่าง มาทําการสกัด 
RNA ของเช้ือไวรัสที่ได้จากขั้นตอนการแยกเช้ือ เปลี่ยน RNA ให้เป็น cDNA นํา cDNA ของตัวอย่างมาทํา
ปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) เพ่ือทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส
โดยตรวจหาช้ินส่วนพันธุกรรมส่วน Nsp-2  

นําผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR product) ไปทําการ ligate เข้าพลาสมิดโดยใช้ชุด 
pGEM-Teasy (promega, USA) ทําการ transform พลาสมิด เข้าไปในเช้ือแบคทีเรีย E coli สายพันธ์ุ JM 
109 โดยใช้ heat shock ตามชุดทดสอบ เลี้ยงแบคทีเรียที่ transform แล้วใน DifcoTMLB agar (Becton 
Dickinson, USA) ที่เติมยา ampicillin ไป 100 mg/ ml บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส นานประมาณ 16-
20 ช่ัวโมงจะได้โคโลนีสีฟ้าและสีขาว ทําการเลือกโคโลนีสีขาวจํานวน 3 – 5 โคโลนี (3 – 5 โคลน) และตั้งช่ือ
โคลน แล้วทําการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียโดยเลี้ยงใน DifcoTMLB Broth ที่เติมยา ampicillin ไป 100 mg/ ml 
บ่มที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส 16-20 ช่ัวโมงและนําแบคทีเรียมาสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัด Nucleospin 
plasmid (Macherey-Nagel, Germany) แล้วทําการส่งถอดรหัสพันธุกรรมเพ่ือหาลําดับเบส และจัดแผนภูมิ
ต้นไม้ (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 5 โดยใช้วิธี Neighbor-Joining  
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ทฤษฎี สมมติฐานและหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

 เมื่อมีการติดเช้ือร่วมกันของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสมากกว่าหน่ึง Isolates จะมีเช้ือเพียง Isolate เดียว
เท่าน้ันที่เด่นขึ้นมาและเป็นเช้ือใหม่ที่เกิดจากการ recombination ของเช้ือต้ังต้นและส่วนยีน Nsp-2 จะมี
ขนาดที่สั้นลง 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบลักษณะการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในสุกรที่มีการติดเช้ือร่วมทั้งสอง
สายพันธ์ุและคาดว่าจะได้ตีพิมพ์ผลงานในวารสารต่างประเทศ เช่น วารสาร Veterinary Microbiology 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมทีเ่ก่ียวข้อง (Literature Review) 

 

โรคพีอาร์อาร์เอสเป็นโรคติดเช้ือทางระบบสืบพันธ์ุและระบบทางเดินหายใจของสุกร ที่ในปัจจบัุน
ยังคงเป็นปัญหาหลักท่ีสร้างความเสียหายแก่อุตสาหกรรมการเลี้ยงสุกรทัว่โลก โดยประสิทธิภาพการผลิตสุกร
ของฟาร์มที่มีการติดเช้ือจะลดตํ่าลง เน่ืองจากการติดเช้ือในแม่พันธ์ุจะทําให้พบปัญหาการแท้งในแม่สุกรทุก
ระยะของการต้ังท้อง การกลับสัดไม่ตรงรอบ ลูกกรอก ลูกแรกคลอดอ่อนแอ และตายสูงเน่ืองจากอัตราการ
ตายท่ีเพ่ิมสูงขึ้นมากในหมูช่วงอนุบาล ถึงหมูรุ่นขุน จากอาการป่วยด้วยโรคในทางเดินหายใจ (Hill, 1990) 

โรคพีอาร์อาร์เอสเกิดจากการติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ซึ่งเป็นอาร์เอ็นเอไวรัสชนิดสายเด่ียวและมี
เปลือกหุ้ม (Collins et al., 1992; Wensvoort et al., 1992) ไวรัสพีอาร์อาร์เอส จัดอยู่ใน genus 
Arterivirus ตระกูล Arteriviridae (Cavanagh, 1997) โดยถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มเดียวกับ Lactate 
dehydrogenase-elevating virus, Equine arteritis virus และ Simian hemorrhagic fever virus ไวรัส
พีอาร์อาร์เอส แบ่งออกเป็น 2 สายพันธ์ุหลัก คือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (North American isolates) และสาย
พันธ์ุยุโรป (European isolates) ตามทวีปที่มีการค้นพบครั้งแรก  

โรคพีอาร์อาร์เอส พบคร้ังแรกที่ประเทศ อเมริกาเมื่อปี พ.ศ. 2528  ส่วนในยุโรปพบในปี พ.ศ. 2531 
แต่ยังไม่สามารถหาสาเหตุได้ จนในปี พ.ศ. 2533 สามารถแยกเช้ือไวรัสได้เป็นคร้ังแรกในประเทศเนเธอร์แลนด์ 
และทําการต้ังช่ือว่า Lelystad virus โดยเป็นต้นแบบของไวรัสพีอาร์อาร์เอส สายพันธ์ุยุโรป และในประเทศ
สหรัฐอเมริกาก็สามารถแยกเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสได้ในปีถัดมาและได้มกีารต้ังช่ือว่า ATCC VR-2332 โดยเป็น
ต้นแบบของไวรัสพีอาร์อาร์เอส สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (Collins et al., 1992) ในประเทศแถบทวีปอเมริกา
เหนือเช่น สหรัฐอเมริกา และ แคนาดา จะพบการระบาดของไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเป็น
หลัก โดยเคยมีรายงานการค้นพบสายพันธ์ุยุโรปบ้างเม่ือประมาณปี พ.ศ. 2542 แต่ก็ไม่ได้สร้างความเสียหาย
มากนักและหลงัจากน้ันก็ไม่เคยมีรายงานการค้นพบอีกเลย ในประเทศแถบทวีปยุโรปจะพบการระบาดของ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปเป็นหลัก ยกเว้นในบางประเทศเช่น เดนมาร์ก ทีส่ามารถพบไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือได้ ซึ่งมีสาเหตุมาจากการนําวัคซีนโรคพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือชนิดเช้ือ
เป็นไปใช้ (Botner et al., 1994; Botner et al., 1997)  

สําหรับประเทศไทย พบการติดเช้ือพีอาร์อาร์เอส ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2532 และสามารถแยกเช้ือไวรัสได้
เป็นคร้ังแรก ในปี พ.ศ. 2540 เป็นไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ และการติดเช้ือพีอาร์อาร์เอส ใน ประเทศไทย
พบทั้ง 2 สายพันธ์ุ ทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ และสายพันธ์ุยุโรป  โดยพบว่ามี สายพันธ์ุยุโรป อยู่มากกว่า สาย
พันธ์ุอเมริกา (Thanawongnuwech et al., 2004) แต่อย่างไรก็ตามคาดว่า สถานการณ์ปัจจุบันน่าจะมีการ
เปลี่ยนแปลงไปเน่ืองจากพบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือมากกว่าสายพันธ์ุยุโรป  
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เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส มีขนาดมวลโมเลกุล 15 kDa ประกอบไปด้วย 8 Open reading frames 
(ORFs) คือ ORFs 1-7 (Cavanagh, 1997; Meulenberg, 2000; Meulenberg et al., 1997) โดยส่วนที่มี
ขนาดใหญ่ทีส่ดุคือ ORF 1a และ 1b ที่มขีนาดเป็น 80% ของลําดับเบสทั้งหมด ส่วนน้ีจะเป็นโปรตีนที่ไม่ใช่
ส่วนประกอบโครงสร้าง (non-structural protein) โดยส่วนใหญ่จะทําหน้าที่เป็น non-coding sequence 
และเอมไซม ์ โดยมีตําแหน่งที่ด้าน 5’ และ  ORFs 2-7 ทีท่ําหน้าที่เป็น coding sequence โดยมีตําแหน่งที่
ด้าน 3’ ของสายนิวคลีโอไทด์  ส่วนของ ORFs 2-5 มีขนาด 29-50, 45-50,  31-35 และ  25 kDa ตามลําดับ 
โดย ORFs 2-5 น้ีจะให้ส่วนประกอบของโปรตีนบนผนังเซลล ์ที่เรียกว่า Glycoproteins 2-5 (GPs 2-5) ส่วน 
ORF 6 น้ันมีขนาด 18 kDa จะให้ส่วนของ M protein และ ORF 7 ที่มขีนาด 15 kDa ให้ส่วนของ N protein 
ที่อยู่ในนิวเคลยีส 

เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส สามารถแบ่งออกได้เป็นสองสายพันธ์ุหลักคือ สายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสาย
พันธ์ุยุโรป ซึ่งทั้งสองสายพันธ์ุมีความเหมือนกันประมาณ   55 – 79%  (Murtaugh et al., 1995) ในแต่ละ
สายพันธ์ุก็สามารถแยกย่อยได้หลาย (Isolates) และมีความแตกต่างทางพันธุกรรมประมาณ (2.5 – 
7.9%)(Murtaugh et al., 1998) โดยกลุ่มของไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือจะมีความแตกต่างทางพันธุกรรม
มากกว่ากลุ่มของไวรัสสายพันธ์ุยุโรปมาก ส่วนของไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมมาก
ที่สุดคือส่วนของ 5 ส่วนที่มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมน้อยที่สุดคือส่วน 1b, 6 และ 7   

ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็น Quasi-species คือทุกครั้งที่ไวรัสเพ่ิมจํานวน ส่วนของ Progeny viruses ที่
เกิดขึ้นจะมีหลายตัว (Isolates) และแต่ละตัวจะมีพันธุกรรมที่แตกต่างจากไวรัสตัวต้ังต้น มากหรือน้อย
แตกต่างกันไป (Domingo, 1992) โดยมีสาเหตุหลักจากการที่ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นอาร์เอ็นเอไวรัส ซึ่งไม่มี
ขบวนการ Proof reading ทําให้เกิดการกลายพันธ์ุและอาจจะมีขบวนการ Recombination ร่วมด้วย แต่
อย่างไรก็ตามยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดว่า Progeny viruses ที่เกิดขึ้นเหล่าน้ี จะมีการเปลี่ยนแปลงอย่างไรและมี
การดํารงอยู่ในรูปแบบใด เช่น Progeny viruses ทุกตัวสามารถดํารงอยู่ด้วยกันได้ในทุกๆครั้งที่เกิดการเพ่ิม
จํานวน หรือจะมีไวรัสเพียงบางตัวเท่าน้ันที่อยู่รอดและพัฒนาเป็นสายพันธ์ุใหม่ ที่กลายไปเป็นไวรัสสายพันธ์ุ
ไหม่ที่แตกต่างไปจากสายพันธ์ุเดิมอย่างสิ้นเชิง ทําให้เกดิการเปลี่ยนแปลงทางการเป็นแอนติเจนและส่งผลทํา
ให้ภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้นต่อเช้ือไวรัสตัวเดิมไม่สามารถจดจําได้เช้ือตัวใหม่ที่เกิดขึ้นได้ ทําให้สามารถเกิดการติดเช้ือ
ได้ใหม่อีกครั้ง ซึ่งอาจจะเป็นเหตุผลที่ทําให้ฟาร์มที่เคยระบาดจากโรคพีอาร์อาร์เอสก็ยังสามารถเกิดการระบาด
ใหม่ได้จากเช้ือตัวเดิมหรือต่างชนิดทําให้โรคพีอาร์อาร์เอสเป็นโรคท่ียากต่อการควบคุมและป้องกัน    

นอกจากน้ันแล้วยังพบว่า สุกร 1 ตัวสามารถติดเช้ือได้มากกว่า 1 สายพันธ์ุ ซึ่งสามารถเป็นได้ทั้ง สาย
พันธ์ุอเมริกาเหนือทั้งคู่ หรอืสายพันธ์ุยุโรปทั้งคู่ หรืออาจจะเป็นการติดเช้ือร่วมกันของสายพนัธ์ุอเมริกาเหนือ
และสายพันธ์ุยุโรป ในกรณทีี่มีการติดเช้ือร่วมของทั้งสองสายพันธ์ุ เช่นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือทั้งคู่ พบว่า 
Progeny viruses ของทั้งสองสายพันธ์ุที่เกิดขึ้นหลังจากที่ไวรัสเพ่ิมจํานวน สามารถดํารงอยู่ด้วยกันได้ โดยแต่
ละสายพันธ์ุจะมีการกลายพันธ์ุแยกกันและจะมีบางส่วนที่สามารถเกิดการเเลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมของสอง
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สายพันธ์ุ  (Genetic recombination) ส่วนสุดท้ายแล้วจะมีสายพันธ์ุใดสายพันธ์ุหน่ึงเด่นข้ึนมาหรือไม่ 
(Dominant mutants) ยังเป็นที่ถกเถียงกันอยู่ ส่วนในกรณีที่มีการติดเช้ือร่วมกันของทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ
และสายพันธ์ุยุโรปน้ันยังไม่มีการรายงานถึงผลที่เกิดขึ้น 

การศึกษาของ Chang และคณะ (2002) (Chang et al., 2002) พบว่า ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเมื่อมีการ
เพ่ิมจํานวนจะมีไวรัสตัวใหม่เกิดขึ้นหลายตัว โดยจะมีการกลายพันธ์ุเกิดขึ้น การกลายพันธ์ุที่เกิดขึ้นเป็นแบบสุ่ม 
(Random mutation) ไม่มรีูปแบบที่แน่นอนและไม่มสี่วนใดส่วนหน่ึงที่มีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา โดยส่วน
ที่มีการเปลี่ยนแปลงมากท่ีสุดคือ ORF 5 และในไวรัสตัวใหม่หลายตัวทีเ่กิดขึ้นจะมีตัวหน่ึงที่เป็นตัวที่สามารถ
แยกได้ทุกครั้ง (Dominant variant) ในขณะเดียวกันก็มีรายงานพบว่า ไวรัสพีอาร์อาร์เอสหลายตัวที่มีความ
แตกต่างทางพันธุกรรมแต่ยังอยู่ในกลุ่มของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ถ้าอยู่ร่วมกันจะทําให้เกิดไวรัสตัวใหม่ที่มี
การแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมกันได้ (Genetic recombination) (Mengeling et al., 2000; Mengeling et 
al., 2003a; Mengeling et al., 2003b) 

ฟาร์มสุกรในประเทศไทยส่วนใหญ่พบการติดเช้ือท้ังสองสายพันธ์ุโดยในฟาร์มเดียวกันก็สามารถพบ
การติดเช้ือท้ังสายพันธ์ุเดียวคือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือหรือสายพันธ์ุยุโรป และในฟาร์มที่ติดเช้ือสายพันธ์ุเดียว 
ยังสามารถแยกไวรัสได้หลายตัว แต่อย่างไรก็ตามพบว่าการติดเช้ือท่ีพบส่วนใหญ่จะเป็นการติดเช้ือร่วมของทั้ง
สองสายพันธ์ุ นอกจากน้ันแล้ว นอกจากน้ันแล้ว ในประเทศไทยยังได้มีการนําวัคซีนไวรัสพีอาร์อาร์เอสชนิดเช้ือ
เป็นมาใช้ซึ่งมทีั้งชนิดที่ผลิตจากเช้ือไวรัสสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกาเหนือ แต่ข้อจํากัดของวัคซีนชนิดน้ีคือการที่
สุกรที่ถูกฉีดวัคซีนสามารถปลอ่ยเช้ือไวรัสสู่สุกรที่ไม่ได้ทําวัคซีนได้ ทําให้เกิดการแพร่กระจายตัวของเช้ือไวรัส
และการนําวัคซีนไปใช้ในฟาร์มที่มีการติดเช้ืออยู่แล้วอาจจะเป็นการสร้างปัญหาให้แก่ฟาร์มและอาจจะทําให้
วัคซีนไวรัสเกิดการแลกเปลี่ยนทางพันธุกรรมกับเช้ือท่ีมีอยู่ในฟาร์มอยู่แลว้ทําให้มีโอกาสสูงที่จะเกิดเช้ือสาย
พันธ์ุใหม่ที่เกิดจากการกลายพันธ์ุทําให้สร้างปัญหาสูญเสยีให้เเก่ฟาร์มมากยิ่งข้ึน 

โดยทั่วไปแล้วสุกรที่ติดเช้ือ PRRSV มักจะไม่มีอัตราการตาย แต่พบเหตุการณ์การติดเช้ือไวรัส PRRSV 
ที่มีความรุนแรงในการก่อโรคสูงในประเทศจีน (swine high fever) และสหรัฐอเมริกา ซึ่งไวรัสที่พบน้ีมี
ลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างจากไวรัสเดิมโดยเฉพาะบริเวณ Nsp-2 ซึ่งพบมี deletion ดังน้ันจาก
การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าลําดับนิวคลีโอไทด์และลําดับกรดอะมิโนบริเวณ Nsp-2 ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นบริ
เวณท่ีมีความหลากหลายมาก (Han et al., 2006) และจัดได้ว่าเป็นบริเวณท่ีไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและ
สายพันธ์ุยุโรปมีความแตกต่างกันมากท่ีสุด (Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999) เมือ่พิจารณา
ความหลากหลายของลําดับกรดอะมิโนของไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือที่มีการแยกเช้ือได้จากที่ต่างๆ พบว่า 
Nsp-2 น้ันประกอบไปด้วยบริเวณท่ีมีความอนุรักษ์ (conserved regions) และบริเวณที่มีความหลากหลายสูง 
(hypervariable regions) (Han et al., 2007; Han et al., 2006) บริเวณท่ีมีความอนุรักษ์ของ NSP2 มี
ทั้งสิ้น 6 ตําแหน่งหลักคือ 1. กรดอะมิโน 7 ตัวแรกของโปรตีน NSP2 โดยคาดว่ากรดอะมิโนในบริเวณน้ีน่าจะ
มีความสําคัญเก่ียวข้องกับตําแหน่งการตัดของ PCP ของ NSP1   2. บริเวณท่ีคาดว่าเป็น CP ซึง่มีขนาด
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ประมาณ 100 กรดอะมิโน (กรดอะมิโนตําแหน่ง Y47 - C147) และ 3. บริเวณท่ีคาดว่าเป็น TM อีก 4 
ตําแหน่ง (กรดอะมิโนตําแหน่งที่ 876 – 898   911 – 930   963 – 979 และ 989 - 1009) ส่วนบริเวณท่ีมี
ความหลากหลายสูงมีทั้งสิ้น 2 ตําแหน่งหลกั ได้แก่ 1. บริเวณของกรดอะมิโนที่อยู่ก่อนหน้าส่วนที่คาดว่าเป็น 
CP และ  2. บริเวณของกรดอะมิโนที่อยู่ระหว่างส่วนที่คาดว่าเป็น CP และส่วนที่คาดว่าเป็น TM 

ในบรรดาความหลากหลายที่เกิดขึ้นบน Nsp-2 น้ัน สิง่หนึ่งที่ได้รับความสนใจมากคือการแยกพบเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่มีการขาดหายไป (deletion) และการเข้าแทรก (insertion) ของกรดอะมิโนในบริเวณ 
Nsp-2 น้ี เน่ืองจากในการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า Nsp-2 ของไวรัส EAV ซึ่งเป็นไวรัสในกลุ่มเดียวกันกับไวรัสพี
อาร์อาร์เอสน้ัน แม้จะมีความหลากหลายของลําดับกรดอะมิโนเช่นเดียวกับ NSP2 ของไวรัสพีอาร์อาร์เอส   
แต่ CP บน Nsp-2 ของ EAV จะไม่สามารถตัดแยก Nsp-2 และ NSP3 ได้ หากเกิดการขาดหายไปหรือการเข้า
แทรกของกรดอะมิโนบริเวณ Nsp-2 แม้เพียงเล็กน้อย นอกจากน้ียังมีการพยายามเช่ือมโยงระหว่างการขาด
หายไปหรือการเข้าแทรกของกรดอะมิโนบริเวณ Nsp-2 กับความรุนแรงในการก่อโรคของไวรัสพีอาร์อาร์เอ
สอีกด้วย อย่างไรตามการขาดหายไปหรือการเข้าแทรกน้ีจะสามารถส่งผลต่อไวรัสพีอาร์อาร์เอส หรือส่งผลต่อ
ความสัมพันธ์ระหว่างไวรัสและสุกรในระดับใด ปัจจุบันมีการศึกษาในระดับหน่ึงเท่าน้ัน 

ไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่มีการรายงานว่ามีการเข้าแทรกของกรดอะมิโนบริเวณ Nsp-2 คือไวรัสสายพันธ์ุ 
SP (หมายเลข GenBank accession no. AF184212) (Shen et al., 2000) ซึ่งเป็นไวรัสจากวัคซนีสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือ เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสสายพันธ์ุ VR2332 พบว่าไวรัสสายพันธ์ุ SP น้ีมีกรดอะมิโนเข้าแทรก
จํานวน 36 ตัว ร่วมกับการเกิดการแทนที่ (substitution) ของกรดอะมิโนอีก 158 ตัว ตําแหน่งที่มีการเข้า
แทรกน้ีสามารถเทียบได้กับตําแหน่งระหว่างกรดอะมิโนที่ 813 และ 814 ของไวรัสสายพันธ์ุ VR2332 (ซึ่งอยู่
ในบริเวณท่ีมีความหลากหลายสูง) อย่างไรก็ตามการเข้าแทรกน้ีจะเป็นสาเหตุหลักท่ีทําให้ไวรัสมีการอ่อนกําลัง
ลงหรือไม่น้ันยังคงต้องมีการศึกษาต่อไป เน่ืองจากไวรัสสายพันธ์ุน้ียังมีความแตกต่างทางพันธุกรรมเมื่อเทียบ
กับไวรัสสายพันธ์ุ VR-2332 ที่ตําแหน่งอ่ืนอีก 

ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือที่มกีารรายงานว่ามีการขาดหายไปของกรดอะมิโนบริเวณ 
Nsp-2 เช่น ไวรัสสายพันธ์ุ HB-2(sh)/2002 (หมายเลข GenBank accession no. AY262352) (Gao et al., 
2004) สายพันธ์ุ SY0608 (หมายเลข GenBank accession no. EU144079) (Li et al., 2007) สายพันธ์ุ 
MN184A (หมายเลข GenBank accession no. DQ176019) และสายพันธ์ุ MN184B (หมายเลข GenBank 
accession no. DQ176020) (Han et al., 2006) เมื่อเปรียบเทียบกับไวรัสสายพันธ์ุ VR-2332 แล้ว พบว่า
ไวรัสสายพันธ์ุ HB-2(sh)/2002 (แยกเช้ือได้จากประเทศจีน) พบการขาดหายไปของกรดอะมิโนบริเวณ Nsp-2  
รวมท้ังสิ้น 12 ตัว เทียบได้เป็นตําแหน่งระหว่างกรดอะมิโนที่ 466 ถึง 467 ไวรัสสายพันธ์ุ SY0608 (แยกเช้ือได้
จากประเทศจีน) พบการขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 30 ตัว เทียบได้เป็นตําแหน่งกรดอะมิโนที่ 480 และ
ระหว่างตําแหน่งท่ี 531 ถึง 559 สายพันธ์ุ MN184A และ MN184B (แยกเช้ือได้จากประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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พบการขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 131 ตัว เทียบได้เป็นตําแหน่งระหว่างกรดอะมิโนที่ 324 ถึง 434 
ตําแหน่งที่ 486และระหว่างตําแหน่งที่ 505 ถึง 523 

จากการท่ีสามารถตรวจพบไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในบริเวณท่ีมี
ความหลากหลายมากของ Nsp-2 ร่วมกับการทดลองที่แสดงให้เห็นว่าไวรัสสายพันธ์ุ VR2332 ยังคงสามารถ
เพ่ิมจํานวนได้ในเซลล์เพาะเลีย้ง แม้ว่า Nsp-2 ของไวรัสจะเกิดการขาดหายไปของกรดอะมิโนถึง 403 กรดอะ
มิโนในบริเวณท่ีเป็นส่วนที่มคีวามหลากหลายสูง (Han et al., 2007) ซึ่งแสดงใหเ้ห็นถึงความแตกต่างจาก 
Nsp-2 ของไวรัส EAV อย่างชัดเจน เน่ืองจาก Nsp-2 ของไวรัส EAV ไม่สามารถเกิดการขาดหายไป (หรือการ
เข้าแทรก) ของกรดอะมิโนที่ Nsp-2 ได้เลย (Snijder et al., 1995) อย่างไรก็ตามการเกิดการขาดหายไปของ
กรดอะมิโนในบริเวณท่ีมีความหลากหลายมากของ Nsp-2 น้ีมีขีดจํากัดอยู่เช่นกัน โดยพบว่าไวรัสพีอาร์อาร์เอ
สที่มีการดัดแปลงพันธุกรรมให้มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในตําแหน่งที่ 324 – 726 ของ NSP2 น้ันยังคง
สามารถเจริญเติบโตเพ่ิมจํานวนในเซลล์เพาะเล้ียงได้ เช่นเดียวกับไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนใน
ตําแหน่งที่ 727 – 813 แต่ไวรัสที่มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนในตําแหน่งที่ 324 – 813 กลับไม่สามารถ
เจริญบนเซลล์เพาะเลี้ยงได้ ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า Nsp-2 จําเป็นต้องมีความยาวในระดับหน่ึงเพ่ือให้สามารถเกิด
การพับ (folding) ของโปรตีนได้อย่างถูกต้อง และทําให ้Nsp-2 ยังคงทําหน้าที่ต่างๆได้ (Han et al., 2007) 

จากบรรดาไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุที่มกีารขาดหายไปของกรดอะมิโนบริเวณ Nsp-2 ที่กล่าวมา
ทั้งหมดแม้ว่าจะมีหลายสายพันธ์ุที่รายงานว่าเป็นสายพันธ์ุที่มีความรุนแรงในการก่อโรค (virulent strains) แต่
มีเพียงสายพันธ์ุ SY0608 เท่าน้ันที่มีการรายงานว่าสามารถก่อโรคในลกัษณะที่แตกต่างไปจากไวรัสพีอาร์อาร์
เอสทั่วไป (Li et al., 2007) ไวรัสสายพันธ์ุน้ีแยกเช้ือได้มาจากสุกรที่ป่วยและตายจากการระบาดของกลุ่ม
อาการไข้สูงในประเทศจีนในช่วงปีพ.ศ. 2549 ซึ่งในการระบาดครั้งน้ันมีสุกรป่วยและตายเป็นจํานวนมาก เมื่อ
นําไวรัสสายพันธ์ุน้ีฉีดกลับเข้าสุกรทดลองพบว่าสุกรมีไข้สงู หายใจลําบาก ผิวหนังเปลี่ยนเป็นสีแดง อวัยวะ
ภายในเช่น ปอด ตับ และ ไต มีจุดเลือดออกกระจายอยู่ทั่วไป มีอัตราการป่วยและอัตราการตายสูง และเมื่อ
พิจารณาลําดับกรดอะมิโนของไวรัสสายพันธ์ุน้ี พบว่าท่ี Nsp-2 มีการขาดหายไปของกรดอะมิโนทั้งสิ้น 30 ตัว 
(เทียบกับไวรัสสายพันธ์ุ VR2332) อย่างไรก็ตามความเปลี่ยนแปลงที ่ Nsp-2 น้ีจะเป็นสาเหตุหลักหรือร่วมไป
กับการเปลี่ยนแปลงอ่ืนๆ ของไวรัสสายพันธ์ุ SY0608 ซึ่งทําให้เกิดความรุนแรงในการก่อโรคมากข้ึนน้ี
จําเป็นต้องได้รับการศึกษาต่อไป       
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บทที่ 3 

วิธีดําเนนิการวิจัย (Materials and Methods) 
 

ไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสที่นํามาใช้ดําเนินงานวิจัยประกอบด้วยเช้ือ 4 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยไวรัสไอ
โซเลต 4VC10EU และ TRP10US  ไวรสัในกลุ่มน้ีเป็นเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสแยกได้จากสุกรที่แสดงอาการติด
เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส จากฟาร์มสุกรในจังหวัดราชบุรี (field isolates) ช่วงเดือน มีนาคม พ.ศ. 2553 กลุ่มที่ 
2 ประกอบด้วยไวรัสไอโซเลต UDT10 และ FDT10   ไวรัสในกลุ่มน้ีเป็นเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุจีนที่มี
ความรุนแรง (HP-PRRSV) และมีการขาดหายไปของกรดอะมิโน 30 ตัว ที่แยกได้จากสุกรทีแ่สดงอาการไข้สูง 
บริเวณลําตัวเป็นป้ืนแดง สอดคล้องกับโรค Swine high fever syndrome ในฟาร์มสุกร จังหวัดราชบุรีและ
อุตรดิตถ์ ของประเทศไทย ช่วงเดือน มีนาคม – เมษายน พ.ศ. 2553  โดยแยกเช้ือไวรัส (virus isolation) ทั้ง 
4 ไอโซเลต ในเซลล์เพาะเลีย้งเน้ือเย่ือ MARC-145 ในห้องปฏิบัติการของผู้วิจัย จากตัวอย่างเลือดสุกรป่วย ที่
ได้รับจากฟาร์มสุกร และยืนยันผลโดยใช้สว่นพันธุกรรมของยีนโออาร์เอฟ 5 และ Nsp-2 ที่นําไปตรวจสอบกับ 
Genbank นําเช้ือไวรัสจาก 2 กลุม่น้ีมาใช้เป็นประโยชน์ ในการตรวจสอบ Primers และเป็นชุดควบคุมเพ่ือ
เปรียบเทียบปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส และรหัสพันธุกรรม  

กลุ่มที่ 3 เป็นกลุ่มเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุต้นแบบ (Prototype) มีทั้งหมด 2 เช้ือ คือ ไวรัสพีอาร์
อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US, VR-2332) และไวรสัพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU, Lelystad virus) 
(ไวรัสทั้งสองสายพันธ์ุได้รับการอนุเคราะห์จาก น.สพ.ดร. รัฐพงศ์  รัตนภุมมะ สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ)  
นําเช้ือในกลุ่มน้ีมาใช้ในการตรวจสอบ Primers เป็นชุดควบคุมเพ่ือเปรียบเทียบปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสและ
รหัสพันธุกรรม และให้เช้ือในสุกรทดลองในการทดลองที่ได้รับการสนับสนุนจากโครงการวิจัยงบประมาณ
แผ่นดิน ปีงบประมาณ พ.ศ. 2551 ซึ่งโครงการวิจัยน้ันกลุ่มการทดลองและวิธีการทดลองดังต่อไปนี้ 

ก. กลุ่มติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU) 

สุกรในกลุ่มน้ีมจีํานวน 5 ตัว และทุกตัวได้รับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป 
Lelystad virus (LV) ปริมาณ 2 มิลลิลิตรต่อตัว ที่ความเข้มข้น 105 TCID50/มิลลิลิตร 
เข้าทางจมูกข้างละ 1 มลิลลิิตร ในวันที่ 0 ของการทดลอง 

ข. กลุ่มติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกา (US) 

สุกรในกลุ่มน้ีมจีํานวน 5 ตัว และทุกตัวได้รับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกา 
VR-2332 ปริมาณ 2 มิลลลิิตรต่อตัว ที่ความเข้มข้น 105 TCID50/มิลลิลิตร เข้าทางจมูก
ข้างละ 1 มลิลลิิตร ในวันที ่0 ของการทดลอง 

ค. กลุ่มติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสร่วมสองสายพันธ์ุ (MIX) 
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สุกรในกลุ่มน้ีมจีํานวน 6 ตัว และทุกตัวได้รับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป
และสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ปริมาณสายพันธ์ุละ 2 มิลลลิิตรต่อตัว ที่ความเข้มข้น 105 
TCID50/มิลลิลิตร เข้าทางจมูกข้างละ 1 มลิลิลิตร ในวันที่ 0 ของการทดลอง 

เก็บตัวอย่างซีรั่มสุกรวันที่ 5 10 และ 30 วันหลังจากการให้เช้ือ และนํามาเก็บไว้ที่ -80 องศาเซลเซยีส
เพ่ือรอทําการทดลองต่อไป 

 เช้ือไวรัสกลุ่มที่ 4 เป็นเช้ือไวรัสลูกหลาน (Progeny viruses) ที่นํามาศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลง
ทางพันธุกรรมของยีน Nsp-2 ได้มาจากการแยกเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสจากซีรั่มสุกรที่ได้จากการทดลองใน
โครงการวิจัยงบประมาณแผน่ดิน ปีงบประมาณ พ.ศ. 2551 ตามท่ีได้กล่าวข้างต้น  

  นําไวรัสสายพันธ์ุต้นแบบแต่ละชนิดมาเพ่ิมจํานวนในเซลล์เพาะเลี้ยง MARC-145 ที่เตรียมไว้ 2 วัน
หรือมีปริมาณเซลลส์มบูรณ์เต็มพ้ืนที่ หลังจากเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเช้ือ MEM แล้วจึงนําไวรัสแล้วบ่มที ่ 5%CO2 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ันเปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเช้ือ MEM ที่มี 2% FCS บ่ม
เป็นเวลา 2 วัน และนําไวรัสสายพันธ์ุต้นแบบ passage แรกเท่าน้ันมาใช้ในการฉีดเช้ือพิษทับ 

 

การแยกเช้ือไวรัสพีอาร์อารเ์อส 

นําซีรั่มจากสุกร 3 กลุ่ม กลุ่มละ 5 - 6 ตัวอย่าง โดยกลุ่มการทดลอง ประกอบด้วย กลุ่มไวรัสพีอาร์
อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU) กลุ่มไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) และกลุ่มติดเช้ือไวรัสพีอาร์
อาร์เอสร่วมสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกาเหนือ (MIX) ณ วันที่ 5 10 และ 30 หลังการให้เช้ือ มาเพาะแยกเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยวิธี Virus isolation โดยนําซีรั่มปริมาณ 200 ไมโครลิตร มาเจือจางด้วยสารเลี้ยงเซลล์ 
MEM ในอัตราส่วน 1:2 ในหลอดแก้ว เขย่าให้เข้ากัน และดูดสารละลายปริมาณ 200 ไมโครลิตร จาก
หลอดแก้วที่ทําการเจือจางมาใส่ใน 1 หลุมของ microculture 96-well plate ที่ได้เลี้ยงเซลล์ MARC-145 
เตรียมไว้ก่อนหน้าน้ีเป็นเวลา 2 วันหรือจนกระทั่งมีปริมาณเซลล์สมบูรณ์เต็มพ้ืนที่ ทําซ้ําแบบเดิมอีก 1 เพลท 
และทําการบ่ม microculture 96-well plate ทั้ง 2 เพลทไว้ ที่อุณหภูมิ 37 ซ. ใน CO2 5% เป็นเวลา 2 
ช่ัวโมง จึงดูดสารละลายท้ังหมดออก เพ่ือใส่ MEM 2% FBS จํานวน 200 ไมโครลิตรลงไปแทน และทําการบ่ม
ไว้เป็นเวลา 2 วัน นําเพลท 1 เพลทมาทําการตรึงเซลล์ (fixation) ด้วยฟอร์มาลีนและย้อมเซลล์ด้วยวิธี direct 
fluorescent assay (FA) โดยใช้ monoclonal antibody SDOW17 (ได้รับความเอื้อเฝื้อจาก Dr. Eileen 
Thacker, USDA, USA) ตามวิธีของ Nilubol et al., 2004 (Nilubol et al., 2004) และอ่านผลด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซน หลุมที่ให้แสงฟลูออเรสเซนแสดงว่าตัวอย่างซีรั่มน้ันมีไวรัสอยู่ นําตัวอย่างซีรั่มที่อยู่อีก
เพลทมาเพ่ิมปริมาณไวรัสเก็บไว้และนําตัวอย่างส่วนหน่ึงมาสกัด RNA 
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การศึกษาการเปลีย่นแปลงทางพนัธุกรรมของยีน Nsp-2 บางส่วน 

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสโดยการนําตัวอย่างเช้ือไวรัส มาทําการสกัด RNA 
ของเช้ือไวรัส ที่ได้จากขั้นตอนการแยกเชื้อ โดยใช้ชุดสกัด RNA (Nucleospin RNA virus, Macherey-Nagel, 
Germany) ตามวิธีที่บรรยายในคู่มือที่ให้มาในชุดสกัด และเก็บรักษา RNA ที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส 

นํา RNA ที่สกัดได้มาตรวจหา RNA ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสด้วยวิธี Polymerase chain reaction 
(PCR) ต่อไปตามขั้นตอนดังต่อไปน้ี โดยข้ันตอนแรกเปลี่ยน RNA ให้เป็น cDNA โดยใช้สารดังต่อไปน้ี 

- 10xRT buffer (500 mMTris-HCl, 750 mMKCl, 30 mM MgCl2, 100 mM DTT) จํ าน วน    
2 ไมโครลิตร 

- M-MuLVreverse transcriptase (200 unit/ไมโครลิตร) จํานวน 0.025 ไมโครลิตร 

- RNase inhibitor (40 unit/ไมโครลิตร) จํานวน 0.25 ไมโครลิตร 

- Random primer (17.92 uM)จํานวน 2 ไมโครลิตร 

- dNTP (10 mM)จํานวน 1 ไมโครลิตร 

- Total viral RNA ที่สกัดได้จํานวน 10 ไมโครลิตร 

นําสารทั้งหมดรวม 20 ไมโครลิตรใส่เครื่อง PCR ต้ังโปรแกรม 42 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมงและ 95 
องศาเซลเซียส 10 นาที เมื่อครบเวลาได้ cDNA แล้วเก็บ cDNA ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ในการ
ตรวจหาเช้ือต่อไป  

นํา cDNA ของตัวอย่างมาทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดย
ตรวจหาช้ินส่วนพันธุกรรมส่วน Nsp-2 โดยนํา cDNA มาทําปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) โดยเตรียม 
master mix (Promega, USA) ดังน้ี  

- Master mix จํานวน 12.5 ไมโครลิตร 

- RNase free water จํานวน 9.5 ไมโครลิตร 

- สําหรับ Primers ของ ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) ใช้ forward primer AAA 
GAC CAG ATG GAG GAG GA ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร reverse primer GAG CTG AGT ATT 
TTG GGC GTGปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 25 pmol/ul) 

- สําหรับ Primers ของ H. Hu และคณะ (Hu et al., 2009) forward primer GCA CCA GTT 
CCT GCA CCG C จํานวน0.5 ไมโครลิตร reverse primer AGG GAG CTG CTT GAT GAC 
ACA G จํานวน 0.5 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 25 pmol/ul) 
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นําสารทั้งหมดเข้าเคร่ือง PCR และตั้งโปรแกรมดังน้ี 

- โปรแกรมสําหรับ Primers ของ ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) ใช้ Initial denature 
94 องศาเซลเซียส 2 นาท ี 1 รอบ denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที Annealing 54 
องศาเซลเซียส 50 วินาที Extension 72 องศาเซลเซยีส 1 นาทีรวม 35 รอบ และ final 
extension 72 องศาเซลเซยีส 5 นาที 1 รอบ  

- โปรแกรมสําหรับ Primers ของ H. Hu และคณะ (Hu et al., 2009) ใช้ Initial denature 94 
องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 57 
องศาเซลเซียส 30 วินาที Extension 72 องศาเซลเซียส 50 วินาทีรวม 35 รอบ และ final 
extension 72 องศาเซลเซยีส 10 นาที 1 รอบ 

นําผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR product) ไปทําการ ligate เข้าพลาสมิดโดยใช้ชุด 
pGEM-Teasy (promega, USA) ทําการ transform พลาสมิด เข้าไปในเช้ือแบคทีเรีย E coliสายพันธ์ุ JM 
109 โดยใช้ heat shock ตามชุดทดสอบเลี้ยงแบคทีเรียที่ transform แล้วใน DifcoTMLB agar (Becton 
Dickinson, USA) ที่เติมยา ampicillin ไป 100 mg/ ml บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส นานประมาณ 16-
20 ช่ัวโมงจะได้โคโลนีสีฟ้าและสีขาว ทําการเลือกโคโลนีสีขาวจํานวน 3 – 5 โคโลนี (3 – 5 โคลน) และตั้งช่ือ
โคลน แล้วทําการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียโดยเลี้ยงใน DifcoTMLB Broth ที่เติมยา ampicillin ไป 100 mg/ ml 
บ่มที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส 16-20 ช่ัวโมงและนําแบคทีเรียมาสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัด Nucleospin 
plasmid (Macherey-Nagel, Germany) แล้วทําการส่ง sequence  (Pacific Science, ประเทศไทย) เพ่ือ
หาลําดับเบส  

 

การศึกษาการเปลีย่นแปลงทางพนัธุกรรมของยีน Nsp-2 ทั้งหมด 

นํา cDNA จากสุกร 1 ตัวจากแต่ละกลุ่มการทดลอง โดยกลุ่มการทดลองประกอบด้วย กลุ่มไวรัสพีอาร์
อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU) กลุ่มไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) และกลุ่มติดเช้ือไวรัสพีอาร์
อาร์เอสร่วมสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกาเหนือ (MIX) ณ วันที่ 5 10 และ 30 หลังการให้เช้ือ มาทําการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยตรวจหาช้ินส่วนพันธุกรรมส่วน Nsp-2 ทั้งหมด โดย
นํา cDNA มาทําปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) ตามท่ีได้อ้างไว้ก่อนหน้าน้ี (Fang et al., 2004; Yoshii et 
al., 2008)   

- สําหรับ Primers ของ Fang et al., 2004 ใช้ forward primer AAA GAC CAG ATG GAG 
GAG GA ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร reverse primer GAG CTG AGT ATT TTG GGC GTG
ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 25 pmol/ul) และมีโปรแกรมดังน้ี Initial denature 94 
องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที Annealing 54 องศา
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เซลเซียส 50 วินาที Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาทีรวม 35 รอบ และ final extension 
72 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ  

- สําหรับ Primers ของ Yoshii et al., 2008 ใช้ forward primer GCA CCA GTT CCT GCA 
CCG C จํานวน0.5 ไมโครลติร reverse primer AGG GAG CTG CTT GAT GAC ACA G 
จํานวน 0.5 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 25 pmol/ul) และมีโปรแกรมดังน้ี Initial denature 94 
องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที Annealing 57 
องศาเซลเซียส 30 วินาที Extension 72 องศาเซลเซียส 50 วินาทีรวม 35 รอบ และ final 
extension 72 องศาเซลเซยีส 10 นาที 1 รอบ 

หลังจากน้ัน นําผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR product) ไปทําการ ligate เข้าพลาสมิด
โดยใช้ชุด pGEM-Teasy (promega, USA) ทําการ transform พลาสมิด เข้าไปในเช้ือแบคทีเรีย E coliสาย
พันธ์ุ JM 109 โดยใช้ heat shock ตามชุดทดสอบเลี้ยงแบคทีเรียที่ transform แล้วใน DifcoTMLB agar 
(Becton Dickinson, USA) ที่เติมยา ampicillin ไป 100 mg/ ml บ่มที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส นาน
ประมาณ 16-20 ช่ัวโมงจะได้โคโลนีสีฟ้าและสีขาว ทําการเลือกโคโลนีสีขาวจํานวน 2 – 3 โคโลนี (2 – 3 
โคลน) และต้ังช่ือโคลน แล้วทําการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียโดยเลี้ยงใน DifcoTMLB Broth ที่เติมยา ampicillin 
ไป 100 mg/ ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16-20 ช่ัวโมงและนําแบคทีเรียมาสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุด
สกัด Nucleospin plasmid (Macherey-Nagel, Germany) แล้วทาํการส่ง sequence (Pacific Science, 
ประเทศไทย) เพ่ือหาลําดับเบส  

 

การวิเคราะหแ์ละประเมินผล  

นําข้อมูลของสายพันธุกรรมมาจัดเรียงโดยโปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1997) 
วิเคราะห์  nucleotide และ amino acid similarities ด้วยโปรแกรม Bioedit และทําการวิเคราะห์สาย
พันธุกรรมของเช้ือในกลุ่มประชากรเดียวกันทั้งช่วงเวลาเดียวกันและต่างช่วงเวลากัน โดยใช้ phylogenetic 
relationships ด้วยโปรแกรม MEGA 5 โดยใช้วิธี Neighbor-Joining ค่า Bootstrap test คํานวณจาก 1000 
replicates ซึ่งแสดงอยู่ที่แต่ละกิ่ง คํานวณ Evolutionary distances ด้วยคอมพิวเตอร์ โดยใช้วิธี Kimura 2-
parameter การจัดการ gap ใช้วิธี Pairwise deletion option และตรวจสอบการผสมข้ามสายพันธ์ุโดยใช้
โปรแกรม SimPlot 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย อภิปรายและขอ้เสนอแนะ 

 

ผลการวิจัย 

การตรวจสอบ Primers ที่ใช้กับเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

ได้ทดสอบความสามารถของ Primers 2 คู่ ในการตรวจสอบยีน Nsp-2 บางส่วน โดย Primers 2 คู่น้ี
ประกอบด้วย Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) และ Primers ของ H. Hu และคณะ (Hu 
et al., 2009) ได้เคยมีการรายงานไว้ก่อนหน้าน้ี เมื่อนํา Primers มาตรวจสอบกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสาย
พันธ์ุต้นแบบต่างๆ ประกอบด้วย สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-2332 สายพันธ์ุยุโรป Lylestad virus สายพันธ์ุ
จีนทั้งที่ก่อโรครุนแรง และด้ังเดิม ที่แยกได้ในประเทศไทย และไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ที่ได้จาก
การทดลองจํานวน 20 ไอโซเลต (กลุ่มติดเช้ือเด่ียวสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ หรือสายพันธ์ุยุโรป กลุ่มละ 10 ไอโซ
เลต) 

ผลการตรวจสอบพบว่า Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) เริ่มจับที่ตําแหน่ง 131-
722 bp โดยสาย Forward จับที่ตําแหน่งเบส 131 – 150 และสาย Reverse จับที่ตําแหน่งเบส 701 – 722  
(F = 131 – 150, R = 701 – 722 bp) และ Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) คู่น้ีให้ขนาด
ผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR product) ที่ 666 เบส (ภาพท่ี 2) เมื่อนํามาทดสอบกับเช้ือไวรัส
สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่เป็นทั้งไวรัสต้นแบบ (VR-2332) และไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) จากการ
ทดลอง พบว่า Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) สามารถตรวจส่วน Nsp-2 ของเช้ือไวรัส
สายพันธ์ุอเมริกาเหนือที่นํามาตรวจสอบได้ทั้งหมด แต่เมื่อนํา Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 
2009) มาทดสอบกับเช้ือไวรัสสายพันธ์ุยุโรปและไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) สายพันธ์ุยุโรปที่ได้จาก
การทดลอง พบว่าให้ผลการตรวจได้ไม่ทั้งหมด และผลการตรวจมีความไม่จําเพาะสูง กล่าวคือ เมื่อตรวจเช้ือ
ไวรัสสายพันธ์ุยุโรปด้วยปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยใช้ Primers คู่น้ี พบว่าให้ผลบวกต่อปฎิกริยาลูกโซ่โพลิ
เมอเรสจํานวน 7 ตัวอย่างจากตัวอย่าง 10 ตัวอย่างที่นํามาตรวจ และ เมื่อนําผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิ
เมอเรส 7 ตัวอย่างนี้ ไปโคลนลงเวคเตอร์และถอดรหัสพันธุกรรม เมื่อนํารหัสพันธุกรรมที่ได้ไปตรวจสอบ โดย
การ blast ลําดับเบสผ่าน pubmed พบว่า รหัสพันธุกรรมของตัวอย่างคล้ายกับเช้ือไวรัส PRRSV accession 
number EU360128 แ ล ะ  PRRSV accession number EU EU360129 (ORF1=191-7636 bp,NSP1-
NSP8) ซึ่งเป็นไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ โดยสรุปคือ Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et 
al., 2009) คู่น้ี ไม่สามารถตรวจสอบเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปได้ และเมื่อนํา J. Wu และคณะ 
(Wu et al., 2009) คู่น้ีไปตรวจสอบการจับกับลําดับเบสของเช้ือไวรัสสายพันธ์ุยุโรป Lylestad virus ด้วย
โปรแกรม AnnHyb พบว่าไม่สามารถจับได้  
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เมื่อนํา Primers ชุดน้ีมาตรวจสอบกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุจีนที่แยกได้ในประเทศไทย ทั้ง
ไอโซเลตด้ังเดิมและไอโซเลตท่ีมีความรุนแรง (highly pathogenic PRRSV หรือ HP-PRRSV) ที่มีการขาด
หายไปของกรดอะมิโน 30 ตัว พบว่า Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) ชุดน้ีสามารถ
ตรวจสอบเช้ือดังกล่าวได้และให้ผลครอบคลุมส่วนกรดอะมิโนที่ขาดหายไป (deletion) (ภาพที่ 3) 

ในขณะที่ Primers ของ H. Hu และคณะ (Hu et al., 2009) เริ่มจับที่ตําแหน่ง 362-684 bp โดย
สาย Forward จับที่ตําแหน่งเบส 362 – 380 และสาย Reverse จับที่ตําแหน่งเบส 663 – 684 (F = 362 – 
380, R = 663 – 684 bp) และ Primers ของ H. Hu และคณะ (Hu et al., 2009) คู่น้ีให้ขนาดผลผลิตจาก
ปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR product) ที่เล็กกว่าขนาดผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR 
product) จาก Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) มาก โดย Primers ของ H. Hu และคณะ 
(Hu et al., 2009) คู่น้ีให้ขนาดผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR product) ที่มีขนาด 280 เบส 
และเมื่อนํา Primers ชุดน้ีมาตรวจสอบกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุจีนที่แยกได้ในประเทศไทย ทั้งไอโซ
เลตด้ังเดิมและไอโซเลตที่มีความรุนแรง (highly pathogenic PRRSV หรือ HP-PRRSV) ที่มีการขาดหายไป
ของกรดอะมิโน 30 ตัว พบว่า Primers ของ H. Hu และคณะ (Hu et al., 2009) ให้ผลที่ไม่ครอบคลุมส่วน 
deletion นอกจากน้ันพบว่า Primers ของ H. Hu และคณะ (Hu et al., 2009) ไม่สามารถตรวจสอบสาย
พันธุกรรมส่วน Nsp-2 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปได้ ทางผู้วิจัยจึงเลือก Primers ของ J. Wu 
และคณะ (Wu et al., 2009) เพียงคู่เดียวเพ่ือใช้ในการดําเนินงานวิจัยในส่วนถัดมา  

 

การเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของยีน Nsp-2 บางส่วน ในสุกรทดลอง 

นําซีรั่มจากสุกร 3 กลุ่มการทดลอง ประกอบด้วย กลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU) 
และ กลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) ณ วันที่ 5 10 และ 30 หลังการให้เช้ือ กลุ่ม
ละ 5 ตัวอย่างและจากช่วงเวลาละ 5 ตัวอย่าง และกลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสร่วมทั้งสายพันธ์ุยุโรปและ
อเมริกาเหนือ (MIX) กลุ่มละ 6 ตัวอย่างและจากช่วงเวลาละ 6 ตัวอย่าง มาเพาะเช้ือไวรัส สกัดแยกอาร์เอ็นเอ
และตรวจสอบด้วยปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสเพ่ือตรวจหาช้ินส่วนพันธุกรรมส่วน Nsp-2 บางส่วน โดยใช้ 
primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) หลังจากน้ันนําผลผลิตจากปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 
(PCR product) โคลนเข้าพลาสมิดและส่งถอดรหัสพันธุกรรม  

จากการตรวจสอบด้วยปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส พบว่ามีสุกรจํานวน 3 และ 2 ตัวจากกลุ่มที่ติดเช้ือ
ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU) และสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) ตามลําดับ ที่ให้ผลบวกต่อปฎิกริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรส ทั้ง 3 ช่วงเวลา คือวันที่ 5 10 และ 30 หลังการให้เช้ือ (ตารางท่ี 1) ส่วนสุกรที่เหลือ 2 และ 
3 ตัวจากกลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรป (EU) และสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) ตามลําดับ 
พบว่าให้ผลบวกต่อปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ที่ช่วงเวลาเดียวเท่าน้ันคือ คือวันที่ 5 หลังการให้เช้ือ จึงไม่ได้นํา
ตัวอย่างมาถอดรหัสพันธุกรรม และส่วนกลุ่มที่ติดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสร่วมทั้งสายพันธ์ุยุโรปและอเมริกา
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เหนือ (MIX) พบว่าสุกร 3 ตัว ให้ผลบวกต่อปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ทั้ง 3 ช่วงเวลาคือ วันที่ 5 10 และ 30 
หลังการให้เช้ือ ส่วนสุกรอีก 3 ตัวที่เหลือ ให้ผลบวกต่อปฎิกริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส แค่ 2 ช่วงเวลาคือ ทั้งวันที่ 5 
และ 30 หลังการให้เช้ือ ผู้วิจัยจึงนําข้อมูลส่วนน้ีมาเพ่ิมเติมในการวิเคราะห์ 

เมื่อทําการโคลนเข้าพลาสมิดและส่งถอดรหัสพันธุกรรม พบว่าสามารถแยกไวรัสลูกหลานได้ 162 ไอ
โซเลตจากกลุ่มการทดลองทั้งหมด 3 กลุ่ม (ตารางที่ 1) แบ่งออกเป็นเช้ือไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มติดเช้ือ
สายพันธ์ุยุโรป (EU) จํานวน 27 ไอโซเลต แบ่งออกเป็นวันละ 9 ไอโซเลต ณ วันที่ 5 10 และ 30 หลังการติด
เช้ือตามลําดับ และสามารถแยกไวรัสได้จํานวน 30 ไอโซเลตจากกลุ่มติดเช้ือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) โดย
แบ่งเป็น 8 12 และ 10 ไอโซเลตจาก วันที ่5 10 และ 30 หลังการติดเช้ือตามลําดับ สว่นกลุ่มที่ติดเช้ือร่วมสอง
สายพันธ์ุทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป (MIX) พบว่าสามารถแยกไวรัสได้จํานวน 105 ไอโซเลต 
โดยแบ่งเป็น 28 44 และ 33 ไอโซเลตจาก วันที่ 5 10 และ 30 หลังการติดเช้ือตามลําดับ ไวรัสทั้งหมดที่แยก
ได้พบว่าเป็นไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ หรือสายพันธ์ุยุโรป ไม่สามารถแยก
ไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ที่มีส่วนประกอบของทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและยุโรป 
(recombination) ได้  

 เมื่อนําเช้ือไวรัสลูกหลานมาจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสสายพันธ์ุต้นแบบ ที่
ใช้ในการป้อนเช้ือคือต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-2332 และต้นแบบสายพันธ์ุยุโรป Lylestad Virus 
พบว่าเช้ือไวรัสลูกหลานทีแ่ยกได้จากกลุ่มติดเช้ือไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ และกลุม่ที่ติดเช้ือไวรัรร่วม 2 สาย
พันธ์ุทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและยุโรป ให้ผลของลําดับนิวคลีโอไทด์สอดคล้องกับ ต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือ VR-2332 นอกจากน้ันยังแบ่งเช้ือไวรัสลูกหลานออกเป็น 2 กลุ่มหรือคลัสเตอรอ์ย่างชัดเจน เมื่อนําสาย
พันธุกรรมตัวแทนจํานวน 2 สายจากแต่ละกลุ่มๆละ 1 สายท่ีได้ไปตรวจสอบ โดยการ blast ลําดับเบสผ่าน 
pubmed พบว่า รหัสพันธุกรรมของตัวอย่างจากคลัสเตอร์ที่ 1 พบว่าคล้ายกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ไอโซเลต 
VR-2332 accession number AF160664 และไอโซเลต PRRSV RespPRRS MLV accession number 
AF066183 สว่นตัวอย่างจากคลัสเตอร์ที ่ 2 พบว่าคล้ายกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ไอโซเลต NVSL 97-7895 
accession number AY545985 ไอโซเลต NVSL 97-7895 IS1-4-2 accession number AF325691 และ 
ไอโซเลต Ingelvac PRRS Vet vaccine accession number AF303357 

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าเมื่อนําสายรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสลูกหลานที่ได้จากกลุ่มที่มกีารติดเช้ือ
ไวรัสสายพันธ์ุยุโรปไปตรวจสอบโดยการ blast ลําดับเบสผ่าน pubmed พบว่า รหัสพันธุกรรมของตัวอย่าง
คล้ายกับเช้ือไวรัส PRRSV accession number EU360128 และ PRRSV accession number EU 
EU360129 (ORF1 = 191 – 7636 bp, NSP1-NSP8) ซึ่งเป็นไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ สรุป
คือ Primers ของ J. Wu et al., 2008 คู่น้ี ไม่สามารถตรวจสอบเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุยุโรปได้  
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แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ของยีน Nsp-2 บางส่วน 

เน่ืองจากการถอดรหัสพันธุกรรมไม่สามารถ ใช้ในการถอดรหัสพันธุกรรมของเช้ือสายพันธ์ุยุโรปได้
อย่างถูกต้อง จึงนําผลการถอดรหัสพันธุกรรมของยีน Nsp-2 บางส่วน ของไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) 
สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ รวมท้ังหมดจํานวน 110 สาย โดยที่ยังไม่ได้คัดสายพันธุกรรมหรือตัวอย่างที่เหมือนกัน 
100 เปอร์เซนต์ออก มาจัดแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 5 โดยใช้วิธี Neighbor-
Joining ค่า Bootstrap test คํานวณจาก 1000 replicates ซึ่งแสดงอยู่ที่แต่ละก่ิง พบว่าสามารถแบ่งไวรัส
ลูกหลาน (progeny viruses) ออกเป็น 2 คลัสเตอร์ (cluster) (ภาพที่ 4) ประกอบด้วย คลัสเตอร์ที่ 1 และ 2 
ตามลําดับ เช้ือไวรัสลูกหลานในคลัสเตอรท์ี่ 1 เป็นกลุ่มไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ที่มีความใกล้เคียง
กับไวรัสพีอาร์อาร์เอสต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-2332 ที่ใช้ในการให้เช้ือสุกรสูง และคลัสเตอร์ที่สอง
เป็นกลุ่มไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ที่มลีักษณะทางพันธุกรรมที่มคีวามใกล้เคียงกับไวรัสพีอาร์อาร์
เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (VR2332) ตํ่ากว่าคลัสเตอร์ที่ 1  

เช้ือไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ที่อยู่ในคลัสเตอร ์ 1 พบว่าเป็นเช้ือที่ตรวจได้จากสุกรในกลุม่
การทดลองที่ได้รบัเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (VR2332) เพียงอย่างเดียว ส่วนเช้ือ
ไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ทีแ่ยกได้จากกลุ่มที่ติดเช้ือร่วมทั้งสองสายพันธ์ุ พบว่าอยู่ทั้งในคลัสเตอร์ 1 
และ 2 

เช้ือไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ทั้งหมดมาจัดแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ตามวัน
หลังการติดเช้ือพบว่า เช้ือไวรัสลูกหลานในกลุ่มที่มีการติดเช้ือสายพันธ์ุอเมริกาเหนืออย่างเดียวเป็นเช้ือที่อยู่
ในคลัสเตอร ์ 1 ทุกช่วงเวลาหลังการให้เช้ือ ส่วน เช้ือไวรัสลูกหลานในกลุ่มทีม่ีการติดเช้ือร่วมสองสายพันธ์ุ
พบว่าแยกเช้ือได้ทั้ง 2 คลัสเตอร์ในวันที่ 5 10 และ 30 หลังการให้เช้ือ 

 

การปลี่ยนแปลงของลําดับกรดอะมิโนของ Nsp-2 บางสว่น 

เมื่อพบว่า Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) ไม่สามารถใช้ในการถอดรหัส
พันธุกรรมของเช้ือสายพันธ์ุยุโรปได้อย่างถูกต้อง จึงนําสายพันธุกรรมของยีน Nsp-2 บางส่วนของไวรัส
ลูกหลาน (progeny viruses) สายพันธ์ุอเมริกาเหนือเท่าน้ันมาจัดเรียงและเปลี่ยนเป็นสายกรดอะมิโนเพ่ือทํา
การวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลง พบว่า สามารถเริ่มต้นการวิเคราะห์เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือได้ต้ังแต่กรดอะมิโนลําดับที่ 389 ถึง 641 และสอดคล้องกับลําดับเบสที่ 1167 ถึง 1923 (ภาคผนวก) 
โดยมีกรดอะมิโน 3 ตัวแรก เร่ิมต้นด้วย KDQ จากผลการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนพบว่าให้ผลทีส่อดคล้องกับ
ผลของการจัดแผนภูมิต้นไม้ กล่าวคือสามารถแบ่งเช้ือไวรัสลูกหลานออกเป็น 2 คลัสเตอร์ได้อย่างชัดเจน  

เมื่อนําเช้ือไวรัสลูกหลานของคลัสเตอร์ 1 และ 2 มาเปรียบเทียบลักษณะทางพันธุกรรมกับเช้ือไวรัสพี
อาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ สายพันธ์ุต้นแบบ VR-2332 พบว่าไวรัสลูกหลานของคลัสเตอร์ 1 มีความ
เหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน ที่ 98.9 – 100.0% และ 97.6 – 100.0% ตามลําดับ (ไม่ได้
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แสดงในตาราง) และเมื่อเปรียบเทียบกับคลสัเตอร์ 2 มีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนที่ 
83.3 – 84.5% และ 75.4 – 76.6% ตามลําดับ 

เมื่อนําเช้ือไวรัสลูกหลานทั้งหมด ไมร่วมเช้ือไอโซเลตที่มีความเหมือนกัน 100 % (Identical 
sequence) มาวิเคราะห์หาความเหมือน (% homology) ของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนภายในคลัส
เตอร์ พบว่ามีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างคลัสเตอร ์ 1 และ 2 ที่ 83.6 – 85.1% และของ
กรดอะมิโนที่ 75.4 – 77.8% ตามลําดับ (ตารางที่ 2) สว่นความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์และของกรดอะ
มิโนสําหรับเช้ือไวรัสลูกหลานคลัสเตอร์ 1 เท่ากับ 98.4 – 99.6% ตามลําดับ และ 98 – 99.6% ตามลําดับ 
ส่วนความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์และของกรดอะมิโนสําหรับเช้ือไวรัสลูกหลานคลัสเตอร์ 2 เท่ากับ 98.6 
– 99.6% ตามลําดับ และ 98 – 99.6% ตามลําดับ 

นอกจากน้ียังพบว่าเช้ือไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ทั้ง 2 คลสัเตอร์มีตําแหน่งกรดอะมิโนบาง
ตําแหน่งที่ต่างไปจากเช้ือไวรัสสายพันธ์ุต้นแบบ คือตําแหน่งที่ 476 ที่เปลี่ยนจาก S เป็น P ตําแหน่งที่ 582 ที่
เปลี่ยนจาก H เป็น Y ตําแหน่งที่ 596 ที่เปลีย่นจาก P เป็น L   

 

การปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมของยีน Nsp-2 ทั้งหมด 

เมื่อทราบผลการเปลี่ยนแปลงของยีน Nsp-2 บางส่วน (ครอบคลุมตําแหน่งกรดอะมิโนลําดับที่ 389 
ถึง 641) ทางผู้วิจัยจึงได้ตรวจสอบเพ่ิมเติม โดยทําการศึกษายีนส่วน Nsp-2 ทั้งหมดโดยใช้ชุด Primers ตามท่ี
ได้อ้างไว้ก่อนหน้าน้ี (Fang et al., 2004; Yoshii et al., 2008)   

ได้สายพันธุกรรมกลับมาทั้งหมด 18 สาย แต่พบว่าสามารถถอดรหัสที่ถูกต้องได้เพียง 4 สาย 
ประกอบด้วยสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรปอย่างละ 2 สาย และเมื่อนําไป blast ลําดับเบสผ่าน 
pubmed พบว่า รหัสพันธุกรรมของตัวอย่างไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ มีเปอร์เซนต์ความเหมือนกับเช้ือไวรัส
พีอาร์อาร์เอส ไอโซเลต VR-2332 accession number AF160664 และไอโซเลต PRRSV RespPRRS MLV 
accession number AF066183 ที่ 100 เปอร์เซนต์  และรหสัพันธุกรรมของตัวอย่างไวรัสสายพันธ์ุยุโรป
เหนือ มีเปอร์เซนต์ความเหมอืนกับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส ไอโซเลต Lylestad virus accession number 
M96262  
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ตารางที่ 1 แสดงจํานวนสุกรและจํานวนโคลนท่ีได้ในแต่ละช่วงเวลาหลังการติดเช้ือ 

 

กลุ่มการ
ทดลอง 

5 วันหลังการติดเชื้อ 10 วันหลงัการติดเชื้อ 30 วันหลงัการติดเชื้อ  

จํานวน
ตัวอย่าง
สุกร 

จํานวน
โคลน 

จํานวน
ตัวอย่าง
สุกร 

จํานวน
โคลน 

จํานวน
ตัวอย่าง
สุกร 

จํานวน
โคลน 

รวม
จํานวน
โคลนใน
แต่ละ
กลุ่มก 

-สายพันธ์ุ
ยุโรป 

3 9 3 9 3 9 27 

-สายพันธ์ุ
อเมริกา
เหนือ 

2 8 2 12 2 10 30 

-ติดเช้ือร่วม
ทั้งสองสาย
พันธ์ุ 

6 28 3 44 6 33 105 

รวมจํานวน
โคลนแตล่ะ
ช่วงเวลาข 

 45  65  52 162ค 

 
ก แสดงจํานวนโคลนทั้งในแต่ละกลุ่มทัง้ 3 ช่วงเวลา 

ข แสดงจํานวนโคลนของท้ัง 3 กลุ่มการทดลองในแต่ละช่วงเวลาหลังการติดเชื้อ 
ค แสดงจํานวนโคลนท้ังหมดที่ใช้ในการศกึษา 
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ตารางที ่2 แสดงเปอร์เซนต์ความเหมือน (% homology) ของลําดับนิวคลีโอไทด์และลําดับกรดอะมิโนของ
ไวรัสลูกหลานสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ 

 คลสัเตอร์ 1 (Cluster I) คลสัเตอร์ 2 (Cluster II) 

คลสัเตอร์ 1 (Cluster I) 
98.4 – 99.6ก 83.6 – 85.1 

98.0 – 99.6ข 98.6 – 100 

คลสัเตอร์ 2 (Cluster II) 75.4 – 77.8 98.0 – 99.6 

 
ก ตัวเลขหนาในตารางพ้ืนสีเทาแสดงเปอร์เซนต์ความเหมอืน (% homology) ของลําดับนิวคลีโอไทด์ 

ข ตัวเลขปรกติในตารางสีพ้ืนแสดงเปอร์เซนต์ความเหมือน (% homology) ของลําดับลําดับกรดอะมิโน 
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 สรปุผล อภิปรายและข้อเสนอแนะ 

เน่ืองจากยีน Nsp-2 ของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส เป็นยีนที่มีขนาดใหญ ่ มีความยาว 2937 เบส และ
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 979 ตัว สําหรบัเช้ือไวรัสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ส่วนสายพันธ์ุยุโรป มีความยาว 
2580 เบส และประกอบด้วยกรดอะมิโน 860 ตัว นอกจากน้ันแล้วยีน Nsp-2 มีความเหมือนที่ประมาณ 60 – 
63 เปอร์เซนต์ของลําดับนิวคลิโอไทด์เท่าน้ัน (Fang et al., 2004; Han et al., 2006)  

การถอดรหัสพันธุกรรมของยีนที่มีขนาดใหญ่น้ีมีความสลบัซับซ้อนเน่ืองจากต้องใช้ชุด Primers 
จํานวนหลายคู่เพ่ือตรวจสอบและเพ่ิมจํานวนยีนแต่ละท่อน ดังน้ันในช่วงแรกทางผู้วิจัยจึงเลือกเพ่ิมจํานวน
บางส่วนของยีน Nsp-2 เท่าน้ัน โดยเลือกส่วนที่มีความสําคัญ เช่นส่วนทีม่ีการขาดหายไปของกรดอะมิโนตามท่ี
ได้มีการอ้างถึงว่ามีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของอาการโรค (Feng et al., 2008)  

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของยีน Nsp-2 ของเช้ือไวรัสพีอาร์
อาร์เอส ในสุกรที่มีการติดเช้ือร่วมของเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสทั้งสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป และ
ได้ดําเนินงานวิจัยโดย นําไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ที่แยกได้จากสุกร 3 กลุ่มการทดลอง แบ่ง
ออกเป็นกลุ่มทีไ่ด้รับการฉีดเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ (US) หรือสายพันธ์ุยุโรป (EU) และ
กลุ่มที่ได้รับเช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอสร่วมทั้งสองสายพันธ์ุคือสายพันธ์ุอเมริกาเหนือและสายพันธ์ุยุโรป (MIX)  ที่
ช่วงเวลา 5 10 และ 30 วันหลังการให้เช้ือ มาทําการถอดรหัสทางพันธุกรรมส่วนยีน Nsp-2 ทั้งบางส่วน 
(partial) และทั้งหมด (complete) 

ผลการทดลองตรวจรหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) พบว่า สามารถแยกเช้ือ
ไวรัสได้หลายไอโซเลตจากช่วงเวลาต่างๆ โดยเฉพาะช่วงแรกของการติดเช้ือ (5 และ 10 วันหลังติดเช้ือ) ที่
สามารถแยกเช้ือไวรัสได้จํานวนหลายไอโซเลตและมากกว่าจํานวนไอโซเลตที่แยกได้ที ่ 30 วันหลังติดเช้ือ 
เหตุผลน่าจะมาจากการแยกเช้ือไวรัสจากซีรั่ม ที่โดยปรกติแล้วสุกรจะอยู่ในสภาวะ viremia หรือช่วงเวลาที่
เช้ือไวรัสอยู่ในกระแสเลือดได้ประมาณ 1 เดือนหลังจากการติดเช้ือ หลังจากน้ันเช้ือไวรัสจะกระจายอยู่ตาม
เซลล์หรืออวัยวะต่างๆ เพ่ือพัฒนาเป็นการติดเช้ือแบบทนนาน (persistent infection) สาเหตุที่งานวิจัยคร้ังนี้ 
เลือกที่จะแยกเช้ือไวรัสจากทางกระแสเลือดอย่างเดียวเนื่องจาก ต้องการศึกษาวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของ
เช้ือในสุกรตัวเดียว การแยกเช้ือจากอวัยวะอาจไม่สามารถศึกษาวิวัฒนาการได้ 

เมื่อนําเช้ือไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) แต่ละไอโซเลตของมาโคลนและถอดรหัสทางพันธุกรรม
ส่วนยีน Nsp-2 พบว่าไวรัสลูกหลาน (progeny viruses) ที่ตรวจพบมีทั้งสายพันธ์ุยุโรป และสายพันธ์ุอเมริกา
เหนือ ตามกลุ่มที่ได้รับเช้ือ และไม่พบไอโซเลตที่มีลักษณะคล้ายการผสมข้ามสายพันธ์ุของทั้งสองสายพันธ์ุ 
(recombinant viruses) ในกลุ่มที่ได้รับเช้ือท้ัง 2 สายพันธ์ุ  

ผลการถอดรหัสพันธุกรรมของลําดับเบสของยีน Nsp-2 บางส่วน พบว่าเช้ือไวรัสลูกหลานของสาย
พันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่แยกได้จากกลุ่มติดเช้ือร่วมมีความแตกต่างทางพันธุกรรมมากกว่าเช้ือไวรัสลูกหลานของ
สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ทีแ่ยกได้จากกลุ่มติดเช้ือของสายพันธ์ุอเมริกาเหนือเพียงอย่างเดียว และเมือ่
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เปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-2332 พบว่าสามารถแบ่งเช้ือไวรัสลูกหลานของ
สายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ที่แยกได้จากกลุ่มติดเช้ือร่วมของ 2 สายพันธ์ุ ออกได้เป็น 2 กลุ่ม (cluster) โดยกลุ่ม 
(cluster) ที่ 1 มีลักษณะพันธุกรรมที่ใกล้เคียงกับเช้ือไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-2332 โดยมี
ความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน ที่ 98.9 – 100.0% และ 97.6 – 100.0% ตามลําดับ และ
กลุ่ม (cluster) ที ่ 2 เป็นกลุม่ที่มีลักษณะพันธุกรรมที่ใกล้เคียงกับเช้ือไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-
2332 น้อยกว่ากลุ่ม (cluster) ที่ 1 โดยมีความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนที่ 83.3 – 84.5% 
และ 75.4 – 76.6% ตามลําดับเท่าน้ัน 

เมื่อนํารหัสพันธุกรรมของเช้ือไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มที่มีการติดเช้ือร่วมและติดเช้ือเด่ียวมา
จัดเรียงและแสดงด้วยแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) พบว่าสามารถแบ่งเช้ือไวรัสลูกหลานออกเป็น 2 
คลัสเตอร์ใหญ ่ โดยเช้ือไวรัสลูกหลานที่แยกได้จากกลุ่มที่มีการติดเช้ือเด่ียวอยู่ในคลัสเตอร์ 1 แต่เช้ือไวรัส
ลูกหลานทีแ่ยกได้จากกลุ่มทีม่ีการติดเช้ือร่วมอยู่ทั้งในคลสัเตอร์ 1 และ 2  

จากผลการทดลองในเบ้ืองต้นจากการวิเคราะห์ด้วยยีน Nsp-2 พบว่าลักษณะทางพันธุกรรมของยีน
ส่วนน้ีมีการเปลี่ยนน้อยในกลุม่ที่มีการติดเช้ือเด่ียว ไม่ว่าจะเป็นสายพันธ์ุอเมริกาเหนือหรือยุโรป แต่ในกลุ่มที่มี
การติดเช้ือร่วมของทั้งสองสายพันธ์ุพบว่า สามารถแยกไวรัสทั้งสองสายพันธ์ุ และพบการเปลี่ยนแปลงที่สูงกว่า
ในไวรัสลูกหลานสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ ในส่วนของไวรัสลูกหลานสายพันธ์ุอเมริกาเหนือน้ีพบว่าสามารถแบ่ง
ออกได้เป็น 2 คลัสเตอร์ คลสัเตอร์ 1 เป็นไวรัสลูกหลานที่มีลักษณะใกล้เคียงกับไวรัสต้นแบบ และคลัสเตอร์ 2 
เป็นไวรัสลูกหลานที่มีลักษณะไม่ใกล้เคียงกับไวรัสต้นแบบ ไวรัสลูกหลานของทั้งสองสายพันธ์แยกกัน
วิวัฒนาการและไม่เก่ียวข้องกัน ดังสังเกตุจากการที่ไม่มีการปรากฏตัวของเช้ือไวรัสที่มีการผสมข้ามสายพันธ์ุ 
 

ข้อสรุป 

โดยสรุปภายหลังการให้เช้ือไวรัสพีอาร์อาร์เอส สุกรหนึ่งตัวสามารถตรวจพบไวรัสพีอาร์อาร์เอสได้
หลายไอโซเลตที่พบความหลากหลายทางพันธุกรรมต่างกันออกไป และในกรณีทีส่กุรติดเช้ือร่วมของไวรัสทั้ง
สองสายพันธ์ุ สามารถพบเช้ือไวรัสได้ทั้งสองสายพันธ์ุในช่วงเวลาเดียวกัน โดยไวรัสทั้ง 2 สายพันธ์ุแยกกันเกิด
การวิวัฒนาการ ไม่พบการผสมข้ามสายพันธ์ุของยีนส่วน Nsp-2 น้ีและเฉพาะเช้ือไวรัสลูกหลานสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือที่ในกลุม่ที่ติดเช้ือร่วมที่มีการกลายพันธ์ุมากกว่า ทําให้พบความหลากหลายทางพันธุกรรม
มากกว่าเช้ือที่แยกได้จากกลุม่ที่ติดเช้ือเด่ียว ส่วนการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไม่ขึ้นอยู่กับเวลาในช่วงการ
ทดลองนี้  การกลายพันธ์ุเกิดขึ้นในระดับสารพันธุกรรม (nucleic acid) ซึ่งสามารถเกิดขึ้นได้จากการกลาย
พันธ์ุของไวรัสพีอาร์อาร์เอสเองซึ่งมีลักษณะเป็น Quasi-species ในสุกรตัวหน่ึง และการที่ clone sequence 
จาก 1 ตัวอย่าง ได้ลําดับเบสมากกว่า 3 แบบ เป็นการยืนยันการมีอยู่ของไวรัสหลายสายพันธ์ุในสกุรหน่ึงตัว 
และไวรัสจากช่วงเวลาเดียวกันไม่ได้อยู่ในก้านเดียวกันทั้งหมดของแผนภูมิต้นไม้บ่งบอกการเปลี่ยนแปลงตัวเอง
ของไวรัสซึ่งการศึกษาถึงสาเหตุสําคัญทีซ่่อนอยู่ของการที่ไวรัสเปลี่ยนแปลงตัวน้ันยังไม่ชัดเจน หรือจากการ
ได้รับไวรัสสายพันธ์ุอ่ืนจากภายนอก 
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ข้อเสนอแนะ 

จากผลการทดลองที่พบว่า Primers ของ J. Wu และคณะ (Wu et al., 2009) ไม่สามารถใช้ในการ
ถอดรหัสพันธุกรรมของเช้ือสายพันธ์ุยุโรปได้อย่างถูกต้อง ทําให้อาจมีขอ้มูลบางอย่างที่ไม่ครบถ้วน จึงมีความ
จําเป็นที่ต้องใช้หรือออกแบบ Primers คูใ่หม่ที่สามารถเพ่ิมจํานวนผลผลิตและวิเคราะห์ศึกษายีนส่วน Nsp-2 
ทั้งหมดของเช้ือสายพันธ์ุยุโรปได้อย่างถูกต้อง แม้ว่าทางผู้วิจัยได้ลองใช้ Primers คู่อ่ืนเช่น Primers ใช้ชุด 
Primers ตามที่ได้อ้างไว้ก่อนหน้าน้ี (Fang et al., 2004; Yoshii et al., 2008) แต่กป็ระสบปัญหาเร่ืองขนาด
ของผลผลิต (PCR product) ที่มีขนาดใหญ่ ตลอดจนความไว (Sensitivity) และความจําเพาะ (Specificity) 
ของ Primers คู่น้ีที่ยังไม่น่าพอใจ 
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ภาพท่ี 2 แสดงภาพเจลของผลผลิต PCR จาก Primers ของ J. Wu et al., 2008 โดยเลนที่ 1 เป็น Marker เลนที่ 
2–5 เป็นตัวอย่าง และเลนที ่6 เป็นตัวอย่างควบคุมบวก (PRRSV VR-2332)  
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ภาพท่ี 3 แสดงลําดับกรดอะมิโนของเชือ้ไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุรุนแรง (Highly pathogenic PRRSV) ที่แยก
ได้ในประเทศไทยเปรียบเทียบกับเชื้อไอโซเลต VR-2332 CH-1R WUH1 HEB1 07QN และ 07NM  
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ภาพที่ 4  แสดงแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ของยีน Nsp-2 บางส่วนของไวรัสพีอาร์อาร์เอสลูกหลาน 
(progeny PRRS viruses) สายพันธ์ุอเมริกาเหนือที่แยกได้สุกร 2 กลุ่มคือ กลุ่มติดเชื้อไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือ (US) และกลุ่มติดเชื้อร่วมของสองสายพันธ์ุ (MIX) ณ วันที่ 5 10 และ 30 หลังการให้เชื้อไวรัสพีอาร์
อาร์เอส แสดงโดยวิธี Neighbor-Joining และมีค่า Bootstrap test คํานวณจาก 1000 replicates แสดงอยู่ที่แต่
ละก่ิง (จุดแดง แสดงไวรัสต้นแบบสายพันธ์ุอเมริกาเหนือ VR-2332 ไวรัสต้นแบบที่ใช้ในการฉีดเชื้อ US parent) 

*    ชือ่ไวรัสจะประกอบด้วย 4 กลุ่มคือ (กลุ่มทดลอง)(เบอร์สุกร) – (วันหลังการให้เชือ้) – โคลน – ยีน โดย กลุ่ม
ทดลองเป็น US หรอื MIX  ตัวอย่างเช่น MIX5LT – 10DPI – 11 – NSP2 คือไวรัสพีอาร์อาร์เอสสายพันธ์ุ
อเมริกาเหนือที่แยกไวรัสไดจ้ากกลุ่ม MIX เบอร์สุกร 5LT จากตัวอย่างของวันที่ 10 หลงัการให้เชือ้พิษ 
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ภาคผนวก 
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VR2332/NSP2_par KDQMEEDLLKLANAQTTSDMMAWAVEQVDLKTWVKNYPRWTPPPPPPKVQPRKTKPVKSLPERKPVPAPRRKVGSDCGSP
US6-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
US6-5DPI-31-NSP2 .............P..................................................................
US6-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
US6-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
US6-5DPI-12-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-32-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-31-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-31-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-32-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-22-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-21-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-122-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-31-NSP2 .............P..................................................................
US4-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-12-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-11-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-32-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-31-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-112-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-212-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 ...T...................................................................E........
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 ...T...................................................................E........
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-30DPI-13-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 .........R.....A..EI....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 .........R.....A..EI....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 ......................R.........................................................
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 ......................R.........................................................
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S.......G..R......
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S.......G..R......
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 ...............A..E.....A......A...............R..............S.......G..R......
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 ...............A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 ................................................................................



MIX2LT-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .........E..........................C...........................................
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .........E..........................C...........................................
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 ........................A...........C...........................................
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 ........................A...........C...........................................
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 ....................................C...........................................
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 ....................................C...........................................
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX1LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................

470 480 490 500 510 520 530 540

. | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . .

VR2332/NSP2_par VSLGGDVSNSWEDLAVSSPFDLPTPPEPATPSSELVIVSSPQCIFRPATPLSEPAPIPAPRGTVSRPVTPLSEPIPVPAP
US6-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-12-NSP2 .......P..................G.....................................................
US6-30DPI-122-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
US4-30DPI-112-NSP2 .......P..................G.....................................................
US4-30DPI-212-NSP2 .......P........................................................................
US4-30DPI-12-NSP2 .......P..................G.....................................................
US4-30DPI-11-NSP2 .......P..................G.....................................................
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-13-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L....
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L....
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................



MIX5LT-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 .......P....................................S...................................
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 .......P....................................S...................................
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..HT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..HT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 IL..DN.P.G....T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 IL..DN.P.G....T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 .......P.................................................................L......
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 .......P.................................................................L......
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX1LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................

550 560 570 580 590 600 610 620

. | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . .

VR2332/NSP2_par RRKFQQVKRLSSAAAIPPYQNEPLDLSASSQTEHEASPPAPPQSGGVPGVEGHEAEETLSEISDMSGNIKPASVSSSSSL
US6-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-31-NSP2 .................................Y.............L.I..........G...................
US6-30DPI-32-NSP2 .................................Y.............L.I..........G...................
US6-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-122-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-112-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-212-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................



MIX8LT-30DPI-13-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILEA..Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILEA..Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDG.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDG.N..PA...G..
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 ........G........................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-21-NSP2 ........G........................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L.....T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 ...P.............................Y.............L................................
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 ...P.............................Y.............L................................
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L.....T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q..G.V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q..G.V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q..G.V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 ......A..........................Y.............L..............................C.
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 ......A..........................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L..............................C.
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L..............................P.
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L..............................P.
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX1LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................

630 640

. | . . . . | . . . . | .

VR2332/NSP2_par SSVRITRPKYSAQ
US6-5DPI-32-NSP2 .............
US6-5DPI-31-NSP2 .............
US6-5DPI-22-NSP2 .............
US6-5DPI-21-NSP2 .............
US6-5DPI-12-NSP2 .............
US6-10DPI-32-NSP2 .............
US6-10DPI-11-NSP2 .............
US6-10DPI-21-NSP2 .............
US6-10DPI-12-NSP2 .............
US6-10DPI-22-NSP2 .............
US6-10DPI-31-NSP2 .............
US6-30DPI-31-NSP2 .............
US6-30DPI-32-NSP2 .............
US6-30DPI-22-NSP2 .............
US6-30DPI-21-NSP2 .............
US6-30DPI-12-NSP2 .............
US6-30DPI-122-NSP2 .............
US4-5DPI-32-NSP2 .............



US4-5DPI-31-NSP2 .............
US4-5DPI-22-NSP2 .............
US4-5DPI-21-NSP2 .............
US4-5DPI-12-NSP2 .............
US4-5DPI-11-NSP2 .............
US4-10DPI-32-NSP2 .............
US4-10DPI-31-NSP2 .............
US4-10DPI-22-NSP2 .............
US4-10DPI-21-NSP2 .............
US4-10DPI-12-NSP2 .............
US4-10DPI-11-NSP2 .............
US4-30DPI-112-NSP2 .............
US4-30DPI-212-NSP2 .............
US4-30DPI-12-NSP2 .............
US4-30DPI-11-NSP2 .............
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-13-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 .............
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 ..IS.........
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 ..IS.........
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 ..I..........
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-21-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 .............
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 ..I..........
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 .............
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 ..I..........
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 .............
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 .............
MIX2LT-5DPI-22-NSP2 ...G.........
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 ...G.........
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 .............
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 ..I..........
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 ..I..........
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 .............
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 .............
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 .............
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VR2332/NSP2_par KDQMEEDLLKLANAQTTSDMMAWAVEQVDLKTWVKNYPRWTPPPPPPKVQPRKTKPVKSLPERKPVPAPRRKVGSDCGSP
US6-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
US6-5DPI-31-NSP2 .............P..................................................................
US6-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
US6-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
US6-5DPI-12-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-32-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
US6-10DPI-31-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-31-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-32-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-22-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-21-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
US6-30DPI-122-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-31-NSP2 .............P..................................................................
US4-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-12-NSP2 ................................................................................
US4-5DPI-11-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-32-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-31-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
US4-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-112-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-212-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
US4-30DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 ...T...................................................................E........
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 ...T...................................................................E........
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-30DPI-13-NSP2 ................................................................................
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 .........R.....A..EI....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 .........R.....A..EI....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 ......................R.........................................................
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 ......................R.........................................................
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S.......G..R......
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S.......G..R......
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 ...............A..E.....A......A...............R..............S.......G..R......
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 ...............A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 ................................................................................



MIX2LT-5DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .........E..........................C...........................................
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .........E..........................C...........................................
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 ........................A...........C...........................................
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 ........................A...........C...........................................
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 ....................................C...........................................
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 ....................................C...........................................
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 .........R.....A..E.....A......A...............R..............S..........R......
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 ................................................................................
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 ................................................................................
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 ................................................................................
MIX1LT-10DPI-11-NSP2 ................................................................................
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VR2332/NSP2_par VSLGGDVSNSWEDLAVSSPFDLPTPPEPATPSSELVIVSSPQCIFRPATPLSEPAPIPAPRGTVSRPVTPLSEPIPVPAP
US6-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US6-5DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US6-10DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US6-30DPI-12-NSP2 .......P..................G.....................................................
US6-30DPI-122-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US4-5DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
US4-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
US4-30DPI-112-NSP2 .......P..................G.....................................................
US4-30DPI-212-NSP2 .......P........................................................................
US4-30DPI-12-NSP2 .......P..................G.....................................................
US4-30DPI-11-NSP2 .......P..................G.....................................................
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-13-NSP2 .......P........................................................................
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L....
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L....
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S..SV..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................



MIX5LT-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 .......P....................................S...................................
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 .......P....................................S...................................
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..HT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..HT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 IL..DN.P.G....T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................A...............................
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 IL..DN.P.G....T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 .......P.................................................................L......
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 .......P.................................................................L......
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 IL..DN.P......T.GG.L..S.S...V..L....L..A..YT.......G....V.....A......L.....L...S
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 .......P........................................................................
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 .......P........................................................................
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 .......P........................................................................
MIX1LT-10DPI-11-NSP2 .......P........................................................................
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VR2332/NSP2_par RRKFQQVKRLSSAAAIPPYQNEPLDLSASSQTEHEASPPAPPQSGGVPGVEGHEAEETLSEISDMSGNIKPASVSSSSSL
US6-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-10DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-31-NSP2 .................................Y.............L.I..........G...................
US6-30DPI-32-NSP2 .................................Y.............L.I..........G...................
US6-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US6-30DPI-122-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-5DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-112-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-212-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
US4-30DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................



MIX8LT-30DPI-13-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILEA..Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILEA..Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDG.N..PA...G..
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDG.N..PA...G..
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 ........G........................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-21-NSP2 ........G........................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L.....T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 ...P.............................Y.............L................................
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 ...P.............................Y.............L................................
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L.....T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q..G.V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q..G.V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q..G.V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 ......A..........................Y.............L..............................C.
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 ......A..........................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L..............................C.
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 .................................Y.............L..............................P.
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 .................................Y.............L..............................P.
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 Q..H...EKANL...TLA..D............Y....L..L..T.ILE...Q....V......IPDD.N..PA...G..
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 .................................Y.............L................................
MIX1LT-10DPI-11-NSP2 .................................Y.............L................................
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VR2332/NSP2_par SSVRITRPKYSAQ
US6-5DPI-32-NSP2 .............
US6-5DPI-31-NSP2 .............
US6-5DPI-22-NSP2 .............
US6-5DPI-21-NSP2 .............
US6-5DPI-12-NSP2 .............
US6-10DPI-32-NSP2 .............
US6-10DPI-11-NSP2 .............
US6-10DPI-21-NSP2 .............
US6-10DPI-12-NSP2 .............
US6-10DPI-22-NSP2 .............
US6-10DPI-31-NSP2 .............
US6-30DPI-31-NSP2 .............
US6-30DPI-32-NSP2 .............
US6-30DPI-22-NSP2 .............
US6-30DPI-21-NSP2 .............
US6-30DPI-12-NSP2 .............
US6-30DPI-122-NSP2 .............
US4-5DPI-32-NSP2 .............



US4-5DPI-31-NSP2 .............
US4-5DPI-22-NSP2 .............
US4-5DPI-21-NSP2 .............
US4-5DPI-12-NSP2 .............
US4-5DPI-11-NSP2 .............
US4-10DPI-32-NSP2 .............
US4-10DPI-31-NSP2 .............
US4-10DPI-22-NSP2 .............
US4-10DPI-21-NSP2 .............
US4-10DPI-12-NSP2 .............
US4-10DPI-11-NSP2 .............
US4-30DPI-112-NSP2 .............
US4-30DPI-212-NSP2 .............
US4-30DPI-12-NSP2 .............
US4-30DPI-11-NSP2 .............
MIX8LT-5DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX8LT-5DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX8LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX8LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX8LT-30DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX8LT-30DPI-22-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-21-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-13-NSP2 .............
MIX8LT-30DPI-12-NSP2 .............
MIX7LT-5DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-11-NSP2 ..I..........
MIX7LT-5DPI-112-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX7LT-10DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX7LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX7LT-10DPI-22R-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-32-NSP2 ..IS.........
MIX7LT-30DPI-31-NSP2 ..IS.........
MIX7LT-30DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-12-NSP2 ..I..........
MIX7LT-30DPI-11-NSP2 ..I..........
MIX5LT-5DPI-32-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-31-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-22-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-21-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-12-NSP2 .............
MIX5LT-5DPI-11-NSP2 .............
MIX5LT-10DPI-31-NSP2 ..I..........
MIX5LT-10DPI-32-NSP2 ..I..........
MIX5LT-10DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX5LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX5LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX5LT-10DPI-21-FNSP2 ..I..........
MIX5LT-30DPI-32-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-31-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-22-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-21-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-12-NSP2 .............
MIX5LT-30DPI-11-NSP2 .............
MIX4RT-10DPI-22-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-21-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-12-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-121-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-11-NSP2 ..I..........
MIX4RT-10DPI-111-NSP2 ..I..........
MIX2LT-5DPI-32-NSP2 .............
MIX2LT-5DPI-31-NSP2 .............
MIX2LT-5DPI-22-NSP2 ...G.........
MIX2LT-5DPI-21-NSP2 ...G.........
MIX2LT-5DPI-12-NSP2 .............
MIX2LT-5DPI-11-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-32-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-31-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-22-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-21-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-12-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-11-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-32-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-31-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-22-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-21-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-12-NSP2 .............
MIX2LT-30DPI-11-NSP2 .............
MIX2LT-10DPI-312-NSP2 ..I..........
MIX2LT-10DPI-311-NSP2 ..I..........
MIX1LT-10DPI-22-NSP2 .............
MIX1LT-10DPI-21-NSP2 .............
MIX1LT-10DPI-12-NSP2 .............
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