
บทท ี่ 3
อ ุป ก ร ณ ์แ ล ะ ว ิธ ีก าร

อุปกรณ์

ไวรัส

ไวรัสอหิวาต์สุกรสายพันธุ ALD (จากสถาบันสุขภาพสัตว์, กรมปศุสัตว์,
กรุงเทพฯ) นำมาทำการเพาะเลี้ยงและหาความเข้มข้นของเชื้อไวรัสด้วยวิธี Im m unoperoxidase 
test ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด SK-6

สายพันธุ'ทีใช้ในการผลิตวัคซีน Chinese strain (Fort Dodge S aude Animal 
Ltda. 1 Brazil) LOM strain (Green Cross Veterinary Product CO., ltd., Seoul) และ 
THIVERVAL strain (Sanofi Animal Health, Hungary)

เชลล ์เพาะเล ี้ยง

เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด Swine kidney (SK-6) ได้จากหน่วยไวรัสวิทยา ภาควิชา 
พยาธิว ิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 
Minimum Essential Medium (MEM) ใน 5% fetal calf serum  ชนิด BVD Antibody and 
Antigen -  free ใน C 0 2 incubator

ตัวอย่างจากสุกร

ตัวอย่างซีรั่ม และ tissue suspension ของสุกรป่วยที่มีอาการของการติดเชื้อ 
ไวรัสอหิวาตัสุกรจากบรเวณต่าง  ๆ ของประเทศไทย ที่มีการบันทึกประวัติและอาการทางคลินิค
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วิธ ีการ

การวิเคราะห์เปรียบเทียบลำดับสารพันธุกรรม

ทำการค้นหาลำดับ DNA ของไวรัสอหิวาต์สุกรแต่ละสายพันธุ!นส่วนของ gp55 
จาก GeneBank นำมาทำการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SeqPup version 0.6f (a b iosequence  
editor & analysis application, Gilbert D.G. 1990-1995) ร่วมกับโปรแกรม G eneD oc version
2.5.000 (Multiple S equence  Alignment Editor & Shading utility version 2.5, Karl Nicholas,
1999) เพื่อเรียงลำดับข้อมูลและเปรยบเทียบความเหมือนของลำดับ DNA แต่ละลายพันธุ
ประกอบด้วยลายพันธุซึ่งแบ่งเป็นกลุ่มได้ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางท่ี 3.1 ตารางกลุ่มสายพันธุของไวร้ลอหิวาต์สุกร และรหัสจาก GeneBank

กลุ่ม G enbank accession number
1. สายพันธุวัคซีน D49533 (GPE', Ishikawa et al., 1995)

Z46258 (Chinese 08, Moormann,1996)
บ72048 (Chinese 06, Li unpublished) 
AF099102(CS34, Grebennikova, unpublished)

2. สายพันธุอ้างอิงต่างประเทศ M31768 (Brescia, Moormann et al., 1990) 
D49532 (ALD, Ishikawa et al„ 1995) 
AF092448 (Shimen, Huang unpublished) 
X87939 (Alfort/187, Ruggli et al., 1996) 
X96550 (CAP, Tratschin unpublished)
บ43924 (Taiwan, C hang,1996)
บ45478 (Glentorf, Muller unpublished)

3. สายพันธุในประเทศไทย AF134207 (BKK/50, Kitikoon, 1998) 
AF134208 (BKK/91, Kitikoon, 1998) 
AF134209 (BKK/88, Kitikoon, 1998) 
AF134210 (KPP/93, Kitikoon, 1998)
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การวิเคราะห์หาบริเวณที่จำเพาะต่อ Restriction enzyme

นำลำดับเบสในส่วนของ gp55 ของไวรัสอหิวาต์สุกรสายพันธุต่าง  ๆ แต่ละสาย 
พันธุมาวิเคราะห์หาบริเวณที่จำเพาะต่อ restriction enzym e โดยใช้โปรแกรม Clone M anager 
version 4.01 (Scientific & Educational Software, 1995) แล้วทำการคัดเลือกชนิดของเอนไซม์ 
ดัดจำเพาะที่มีรูปแบบในการตัดที่สามารถจำแนกกลุ่มของไวรัลอหิวาต์สุกรตามที่ต้องการ

การออกแบบ primer

ทำการคัดเลือกบริเวณที่ออกแบบ primer จากส่วนที่ครอบคลุมบริเวณที่วิเคราะห์ 
การดัดด้วยเอนไซม์ดัดจำเพาะในส่วนของ gp55 ของไวรัสอหิวาต์สุกร โดยใช้โปรแกรม Oligos 
version 8.0 (Institue of Biotechnology, University of Helsinki, Finland, Ruslan Kalendar, 
1999-2000) มาทำการวิเคราะห์การออกแบบ primer

การเพิ่มจำนวนไวรัสผ่านเซลล์เพาะเลี้ยง

นำตัวอย่างซีรั่มหรือ tissue suspension ของสุกรป่วยจำนวน 100 ไมโครลิตร ไป 
ทำการเพิ่มจำนวนไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด SK-6 โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM ท่ีมี 
5% fetal calf serum  ชนิด BVD Antibody and Antigen -  free ใช้เวลาในการเพาะเลียงแต่ละ 
p a ssa g e  เป็นเวลา 3 วัน ทำการเพาะเล ี้ยงตัวอย่างละ 2 p a ssa g e s  แล้วทำการเก็บแต่ละตัวอย่าง 
โดยเทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งแล้วนำเซลล์!ปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -70°c และนำมาละลายอย่างรวดเร็ว 
แล้วเก็บสารละลายส่วนที่เหลืออยู่ไปทำการทดลอง

การแยกสพัด RNA ของไวรัสอหิวาต์สุกร

นำตัวอย่างจำนวน 250 ไมโครลิตร เติม RNA extraction buffer [m onophasic 
solution of phenol and guanidine isothiocyanate] (Trizol LS^, Gibco BRL, New York) 
จำนวน 750 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที แล้วเติม
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chloroform จำนวน 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที แล้วทำการ 
ปันที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°c  นาน 15 นาที เพื่อทำการแยกโปรตีนออก โดยดูด 
ส่วนใสด้านบนใส่ใน eppendorf ใหม่แล้วเติม isopropanol จำนวน 500 ไมโครลิตร ผสมและตั้ง 
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที แล้วนำไปปันตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°c 
นาน 15 นาที ล้างตะกอนด้วย 70% Ethanol จำนวน 1000 ไมโครลิตร แล้วนำไปปันตกตะกอน 
RNA อีกครั้งที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4°c นาน 5 นาที ทำการเก็บตะกอน RNA 
โดยทำให้แห้ง แล้วละลายตะกอนด้วย 0.1% DEPC water จำนวน 20 ไมโครลิตร

การเพ ิ่มขยายจำน วน สารพ ัน ธ ุกรรมใน ห ลอดท ดลอง

(R everse transcriptase Polym erase Chain Reaction (RT-PCR))

cDNA synthesis

เตริยมส่วนผสมของปฏิกิริยาให้มีความเข้มข้นของสารละลายเป็น 75 mM Tris- 
HCI (pH 8.3), 75 mM KCI, 3 mM MgCI2, 10 mM DTT, 0.5 mM dNTPs, 5 nmol reverse 
primer, 40U RNaseOUT Recom binant R ibonucléase Inhibitor (Gibco BRL, New York) 
และ DEPC water ใน 20 ไมโครลิตร reaction volume แล้วนำ RNA ที่ได้จากการสกัด ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร มาเติมใน mixture นำไปอุ่นใน water bath อุณหภูมิ 37 °c  นาน 2 นาที เติม 200U 
ของ M-MLV Reverse T ranscriptase (Gibco BRL, New York) ผสมให้เข้ากันเบา  ๆ แล้วนำไป 
ใส่ water bath อีกครั้งที่อุณหภูมิ 42 °c  นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยให้ความร้อนที่ 94 °c  
นาน 2 นาที
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Primers ท ี่ใซในการเพ ิ่มจำนวน

Gp55.1 5’ GCC GCC G AA TTC ATG CGG CTA GCC TGC AAG G AA GA 3’
(35 mers)

Gp55.2 5’ GGC GGC GTC GAC TCA GGC GAG TTG TTC TGT TAY AAC TA 3’
(38 mers)

Gp55.3 5’ ACA ACT CTG AGA ACA GCC GTG G 3’ (22 mers)
(Kitikoon, 1998)

324 5’ ATG c c c  WTA GTA GGA CTA GCA 3' (21 mers)

326 5’ TCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC 3’ (21 mers)
(Vilcek and belak, 1998)

Polym erase Chain Reaction (PCR)

เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ซึ่งประกอบด้วย 20 กาM Tris-HCI (pH 8.3), 
50 กาM KCI, 1.5 ทาM MgCI2, 200 |JM dNTPs, 50 pmol ของ forward และ reverse primer, 
2.5U ของ Taq DNA Polymerase (Gibco BRL, New York), 10% cDNA และ DEPC water จน 
ครบ 50 ไมโครลิตร นำหลอด microtubes ท ี่เตรียมพร้อมแล้วไปใส่ในเครอง Programable DNA 
Thermal Cycler (Perkin Elmer 9600; California) โดยกำหนดอุณหภูมิและเวลาของแต่ละขัน 
ตอนดังนี้

เรมด้นท่ีอุณหภูมิ 94 °c นาน 3 นาที จำนวน 1 รอบ
ในแต่ละรอบของปฏิกิริยา PCR กำหนดอุณหภูมิและเวลาดังนี้

Dénaturation 95°c 3 0 วินาที
Annealing 55°c 3 0 วินาที

72°c 1 นาทีExtension
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ทำปฏิกิริยา PCR ทั้งหมด 35 รอบ หลังจากรอบสุดท้าย ให้ตามด้วยอุณหภูมิ 
72 °c  นาน 5 นาที แล้วแช่หลอดไว้ที่ 4 °c

การตรวจห าผลผล ิตของป ฏ ิก ิร ิยา (Product detection)

Agarose Gel Electrophoresis

เตริยม 1.5% agarose  ใน 1X Tris-borate EDTA buffer (TBE buffer) ใส่ผล 
ผลิตของแต่ละปฏิกิริยา และ DNA มาตร1ฐาน (Molecular weight marker 100 bp DNA ladder 
(Biolabs, New England) โดยผลมกิบ tracking dye (0.025% Bromphenol blue, 40% Ficoll 
400 และ 0.1% SDS) ในอัตราส่วน 1:2 แล้วทำการให้กระแสไฟฟ้าที่ 150 โวลต์ นาน 45 นาที 
ย้อมสีด้วย 2.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ethidium bromide ล้างสีส่วนเกินด้วยนํ้ากลั่น ตรวจดูผลด้วย 
แลง UV และทำการบันทึกภาพด้วย Photo Documentation System (Vilber Lourmat, France)

การห าป ร ิมาณ  MgCI2 ที่เหมาะสมในการทำ PCR

เตริยม cDNA ของไวรัสอหิวาต์สุกรลายพันธุ ALD ตามขั้นตอนข้างต้น แล้วนำมา 
ทำ PCR โดยเติม MgCI2 ในแต่ละปฏิกิริยาที่ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน คือ 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 
mM ตามลำดับ

การหาความไวของเทคน ิค RT-PCR

นำไวรัสอหิวาต์สุกรสายพันธุ ALD ที่มิค'วามเข้มข้น 105 TCID50 ต่อ 50 
ไมโครลิตร มาทำการเจือจางทีละ 10 เท่าไปจนถึง 1 TCID50 ต่อ 50 ไมโครลิตร จากน้ันนำไปทำ 
การสกัด RNA ของไวรัสอหิวาต์สุกรตามขั้นตอนที่กล่าวมาข้างต้น โดยทำการเปรียบเทียบกับเซลล์ 
เพาะเลี้ยง SK-6 และ'นากลั่น
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การตัดสาย DNA ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 

เอนไซม์ PpuW

เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วย DNA ที,ได้จากการทำ PCR จำนวน 
1 -  5 ไมโครกรัม, 50 mM Potassium acetate , 20 กาM Tris-acetate (pH 7.4), 10 ทาM 
M agnesium aceta te , 1 mM DTT, PpuW 2 บ (BioLabs, New England) และ1นากลั่นจนได้ 
ปริมาตรเป็น 20 ไมโครลิตร นำไปอุ่นใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 °c  นาน 1-2 ช่ัวโมง

เอนไซม์ XhoW

เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วย DNA ที่ได้จากการทำ PCR จำนวน 
1 -  5 ไมโครกรัม, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCI2, 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร BSA, 1 
mM DTT, XhoW 5 บ (Fermentas, USA) และนํ้ากลั่นจนได้ปริมาตรเป็น 20 ไมโครลิตร นำไปอุ่น 
ใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 °c  นาน 1-2 ช่ัวโมง

ตรวจผลที่ได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะแต่ละชนิดด้วยวิธี A garose Gel
Electrophoresis

การตรวจหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี Immunoperoxidase Test

เตรียมตัวอย่างไวรัสให้มีความเข้มข้นแตกต่างกัน โดยทำการเจือจางครั้งละ 10 
เท่า ใน eppendorf จนตัวอย่างถูกเจือจางมากที,สุดท่ี 10~5 เท่า แล้วใส่ตัวอย่างแต่ละค่าของการ 
เจือจางลงในแต่ละหลุมของ 96-well microplate หลุมละ 50 ไมโครลิตร แล้วเติมเซลล์เพาะเลี้ยง 
SK-6 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM ใน 5% fetal calf serum  1 X 106 เซลล์/มิลลิลิตร หลุมละ 
100 ไมโครลิตร ควบคุมการทดลองโดยใช้ใวรัสอหิวาต์สุกรสายพันธุ ALD และอาหารเลี้ยงเซลล์ 
เป็นตัวควบคุมบวกและลบตามลำดับ นำ microplate ดังกล่าวไปบ่มใน C 0 2 incubator ท่ี 37 °c  
นาน 72 ช่ัวโมง
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ท ำก าร ย ้อ ม ส ีเซ ล ล ์เพ ื่อ ต ร ว จ ผ ล ก าร ท ด ล อ ง โ ด ย น ำ เพ ล ท ม า ส ะ บ ัด น ํ้า เล ี้ย ง อ อ ก ให ้ 

ห ม ด แ ล ้ว ต รงเซ ล ล ์ด ้วย  4 %  Formalin ใน PBS-0.5% Tween ห ล ุม ละ 100 ไมโครลิตร ต ั้งท ิ้งไว้ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ งน าน  20-30 นาท ี สะบ ัด plate ให ้น ํ้าออ ก  แ ล ้ว ล ้างด ้ว ย  PBS-0.5% Tween 3 ครั้ง ครั้ง 

ล ะ ป ร ะ ม าณ  125ไมโครล ิตรต ่อหล ุม  เต ิม  Monoclonal - Anti Swine Fever virus (ส ถาบ ัน ส ุข ภ าพ  

ส ัตว ์, กรมป ศ ุส ัตว ์, กร ุงเทพฯ) อ ัต ราส ่ว น ท ี่เห ม าะ ส ม ซ ึ่ง เจ ือ จ างด ้ว ย  1% BSA ใน PBS-0.5% 
Tween ป ร ิม า ณ  50 ไมโครล ิตรต ่อหล ุม  นำไปอบใน C02 incubator ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37°c น าน  1 ชั่ว 

โมง สะบ ัด plate ให ้น ํ้าออก แ ล ้ว ล ้างด ้ว ย  PBS-0.5% Tween 3 ครั้ง ค ร ั้งล ะ ป ร ะ ม าณ  125 
ไมโครล ิตรต ่อห ล ุม  เต ิม  Peroxidase-Conjugated Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins 
(DAKO, Denmark) ใน อ ัต ราส ่วน ท ี่เห ม าะส ม  เจ ือ จ าง ด ้ว ย  1% BSA ใน PBS-0.5% Tween 
ป ร ิม าณ  50 ไมโครล ิตรต ่อห ล ุม  นำไปอบใน C02 incubator ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37°c น าน  1 ชั่วโมง นำ 

plate ม าส ะบ ัด ให ้น ํ้าอ อ ก  แ ล ้ว ล ้างด ้ว ย  PBS-0.5% Tween 3 ครั้ง ค ร ั้งล ะ ป ร ะ ม าณ  125 
ไมโครล ิตรต ่อห ล ุม  เต ิม  substrate ใน อ ัต ราส ่วน  ACE solution (3-amino acid-9-
ethylcarbazole 80 ม ิลล ิกร ัม  ใน Dimethyl formamide 20 ม ิลล ิล ิต ร) : Acetate Buffer : H20 2 
(30%) = 1 ม ิลล ิล ิต ร: 19 ม ิลล ิล ิต ร  : 20 ไมโครลิตร ใส ่ห ล ุม ละ 100 ไมโครล ิตร นำไปอบใน C02 
incubator ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37°c น าน  1 ชั่วโมง ส ะบ ัด น ํ้าท ิ้งแ ล ะล ้าง  plate ด ้ว ย น ํ้าก ล ั่น  1 ครั้ง แล้ว 

สะบ ัด plate ให ้แห ้ง จึงอ ่าน ผ ล ภ าย ใต ้ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศ น ์ แ ล ้ว ท ำก ารค ำน ว ณ ห าป ร ิม าณ ไ ว ร ัส ด ้ว ย ว ิธ ี

Reed และ Muench (1983)
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Samples suspected SF infection

Viral Isolation / Identification 

(Immunoperoxidase Test)

RNA Isolation

4r
RT-PCR

RFLPs

ร ูป ท ี่ 3.1 แ ผ น ภ าพ แ ส ด งข ั้น ต อ น ก ารท ำงาน ว ิจ ัย
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