
การเปรียบเทียบความเหมือนของลำตับสารพันธุกรรมของไวรัสอหิวาต์สุกร

ก ารว ิเค ร าะ ห ์เพ ื่อ จ ำแ น ก ค ว าม แ ต ก ต ่างร ะ ห ว ่างไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร ส าย พ ัน ธ ุท ี่ก ่อ ให ้ 

เก ิด โ ร ค แ ล ะ ล า ย พ ัน ธ ุท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ผ ล ิต ว ัค ซ ีน  ใ น ข ั้น ต ้น ข อ ง ก า ร ว ิจ ัย น ั้น ไ ด ้ท ำ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ด ้ว ย  

ค อ ม พ ิว เต อ ร ์เพ ื่อ เป ร ียบ เท ียบ ล ำด ับ ส ารพ ัน ธ ุก รรม ข อ งไว ร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รแ ต ่ล ะก ล ุ่ม ซ ึ่งจำแ น ก เป ็น  3 

กล ุ่ม  ค ือ ก ล ุ่ม ส ายพ ัน ธ ุว ัค ซ ีน  ส าย พ ัน ธ ุอ ้างอ ิงต ่างป ร ะ เท ศ  และส ายพ ัน ธ ุท ี่พ บ ใน ป ระเท ศไท ยท ี่ม ี 

รายงาน ใน  G e n e b a n k  เม ื่อ น ำม าว ิเค ราะห ์ด ้วยโป รแ ก รม  S e q P u p  v e rs io n  0 .6 f ร ่วมก ับโปรแกรม 

G e n e D o c  v e rs io n  2 .5 .0 0 0  เพ ื่อ เร ีย งล ำด ับ ข ้อ ม ูล แ ล ะ เป ร ีย บ เท ีย บ ค ว าม เห ม ือ น ข อ งล ำด ับ  DNA 

แ ต ่ล ะ ก ล ุ่ม ได ้ผ ล ด ังแ ส ด งใน ต ารางท ี่ 4.1

ตารางท ี่ 4.1 แ ส ด งผ ล ก ารเป ร ียบ เท ียบ ค วาม เห ม ือ น ข อ งล ำด ับ ส ารพ ัน ธ ุก รรม ข อ งไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก ร  

ก ล ุ่ม ต ่าง  ๆ

ก ล ุ่ม ข อ งส ายพ ัน ธ ุ ค วาม เห ม ือ น ข อ งล ำต ับ ส ารพ ัน ธ ุก รรม  (ร ้อยละ)

1. ระห ว ่างล ายพ ัน ธ ุว ัค ซ ีน 9 1 .7 %

2. ร ะ ห ว ่างส าย พ ัน ธ ุอ ้างอ ิงต ่างป ร ะ เท ศ 7 1 .3 %

3. ระห ว ่างลายพ ัน ธ ุท ี่พ บ ใน ป ระเท ศ ไท ย 8 5 .8 %

4. ระ ห ว ่างท ุก ก ล ุ่ม ส ายพ ัน ธ ุ 7 9 .3 %

การวิเคราะห์หารูปแบบการตัดสารพันธุกรรมไวรัสอหิวาต์สุกรด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ

จ าก ผ ล ก าร เป ร ีย บ เท ีย บ ล ำด ับ ส าร พ ัน ธ ุก รร ม ข อ งไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร แ ต ่ล ะ ก ล ุ่ม  ข้อ 

ม ูล ด ังก ล ่าว ถ ูก น ำม าว ิเค ราะ ห ์ต ่อ ด ้ว ย โ ป รแ ก ร ม  C lo n e  M a n a g e r  v e rs io n  4 .01 เพ ื่อ ท ำก าร ด ัด  

เล ือ ก ช น ิด ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ ท ี่ม ีร ูป แ บ บ ใน ก าร ต ัด ท ี่ส าม าร ถ จ ำแ น ก ก ล ุ่ม ข อ งไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร  

ต าม ท ี่ต ้อ ง ก าร  โ ด ย ท ำก าร ว ิเค ร าะ ห ์ท ีล ะ ส าย พ ัน ธ ุแ ล ะ เป ร ีย บ เท ีย บ ร ูป แ บ บ ก าร ต ัด ข อ ง เอ น ไ ซ ม ์ต ัด  

จ ำ เพ าะ จ าก บ ร ิเว ณ เด ีย ว ก ัน ข อ ง แ ต ่ล ะ ส าย พ ัน ธ ุ พ บ ว ่าผ ล ก ารว ิเค ราะ ห ์ด ังก ล ่าว ก ล ุ่ม ข อ งเอ น ไ ซ ม ์ต ัด
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จ ำ เพ า ะ ท ีเห ม า ะ ล ม แ ต ่ล ะ ช น ิด ท ี่ส า ม า ร ถ ใ ห ้ร ูป แ บ บ ก า ร ต ัด ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร จ ำ แ น ก ก ล ุ่ม ข อ ง ล า ย พ ัน ธ ุ 

ไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รต าม ท ี่ต ้อ งก าร  คือ

1. Xho II {Psu I) เป ็น เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ ท ี่ม ีค ว าม จ ำ เพ าะ ต ่อ ล ำด ับ เบ ส ใน  

บ ร เว ณ  g p 5 5  ของไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรส ายพ ัน ธ ุท ี่แยกได ้ใน ป ระเท ศไท ย แต่ไม่ 

จ ำ เพ าะ ต ่อ ส าย พ ัน ธ ุว ัค ซ ีน  ล าย พ ัน ธ ุอ ้างอ ิงใน ต ่างป ร ะ เท ศ  และ ALD

2. Ppu Ml (Psp 5แ) เป ็น เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ ท ี่ม ีค ว าม จ ำ เพ าะ ต ่อ ล ำด ับ เบ ส ใน  

บ ร เว ณ  g p 5 5  ข อ งไว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก รส ายพ ัน ธ ุท ี่แ ยก ได ใน ป ระ เท ศ ไท ยแ ล ะ  

ALD แต ่ไม ่ต ัด ส ายพ ัน ธ ุว ัค ซ ีน  แ ล ะ ล ายพ ัน ธ ุอ ้างอ ิงใน ต ่างป ระ เท ศ

ตารางที่ 4 .2  แ ส ด ง ผ ล ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ค ว าม จ ำ เพ าะ ต ่อ ก าร ต ัด ส าย  DNA ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำเพ าะ ต ่อ  

ไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรแต ่กล ุ่ม

ชน ิดข องเอน ไซ ม ์ 

ต ัด จ ำ เพ า ะ

กล ุ่มของไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกร

ส ายพ ัน ธ ุว ัค ซ ีน  แ ล ะล ายพ ัน ธ ุ ALD ส ายพ ัน ธ ุท ี่แยก ได ้ใน ป ระเท ศไท ย

ต ่างป ระเท ศ

Xho พ - - +
Ppu Ml - +  +

การเพาะแยกเสัอไวรัสอหิวาต์สุกร

จ าก ต ัว อ ย ่างท ั้งห ม ด  3 5  ต ัว อ ย ่าง  เป ็น ท ี่ได ้จาก ส ุก รป วยแ ล ะแ ส ด งอ าก ารข อ งก าร  

ต ิด เช ื้อ ไว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก รจ าก บ รเว ณ ต ่าง   ๆ ของป ระเท ศไท ย ม ีป ระว ัต ิด ังแ ส ด งใน ต ารางท ี่ 4 .3
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ตารางที่ 4.3 ต าร างก าร จ ำแ น ก ก ล ุ่ม ข อ ง ต ัว อ ย ่างต าม ป ร ะ ว ัต ิ

ป ีท ี่เก ็บ ต ัว อ ย ่าง  (ค .ศ .) จ ำน ว น ต ัว อ ย ่าง

1 9 5 0 - 1 9 9 8 9

19 99 6

2 0 0 0 8

2001 12

ใน ก าร เพ าะ แ ย ก เช ื้อ ไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร จ าก ต ัว อ ย ่างซ ีร ั่ม แ ล ะ  t i s s u e  s u s p e n s io n  

ท ั้งห ม ด จ ำน ว น  3 5  ต ัว อ ย ่าง  พ บ ว ่า  30  ต ัวอ ย ่างให ้ผ ล บ วก ต ่อ ก าร เพ าะแ ยก เช ื้อ ไ วร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก ร  

เม ื่อ ท ด ส อ บ ด ้วย ว ิธ ี Im m u n o p e ro x id a s e  T e s t และอ ีก  5 ต ัวอ ย ่างให ้ผ ล ล บ ต ่อ ก ารท ด ส อ บ  ซึ่ง 

จำแ น ก ผ ล ต าม ป ระ ว ัต ิไ ด ้ต ังแ ส ด งใน ต ารางท ี่ 4 .4

ตารางที่ 4.4 ต าร างก าร จ ำแ น ก ก ล ุ่ม ข อ ง ต ัว อ ย ่างต าม ป ร ะ ว ัต ิ จ าก ผ ล ก าร ท ด ส อ บ เม ื่อ ท ำก าร เพ าะ  

แยก เช ือ ไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รด ้วยว ิธ ี Im m u n o p e ro x id a s e  T e s t

ป ีท ี่เก ็บ ต ัว อ ย ่าง  (ค .ศ .) จ ำน ว น ต ัว อ ย ่าง ผลบวก ผลลบ

1 9 5 0 -  19 9 8 9 7 2

19 9 9 6 5 1

2 0 0 0 8 7 1

2001 12 11 1

รวม 35 30 5
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การตรวจหา RNA ของไวรัสอหิวาต์สุกรโดยวิธึ RT-PCR 

Primer gp55.1 และ gp55.2

จ าก ก าร เพ าะ เล ี้ย งไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร ส าย พ ัน ธ ุม าต ร ฐ าน  ALD น ำม าส ก ัด แ ย ก  RNA 

แ ล ะท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน วน ส ารพ ัน ธ ุก รรม ด ้วยว ิธ ี R T -PC R  โดยใช ้ p r im e r  g p 5 5 .1  และ g p 5 5 .2  ใน การ 

เพ ิ่ม จ ำน ว น  ซ ึ่งม ีล ำด ับ เบ ส ด ังน ี้

G p 5 5 .1 5 ' G C C  G C C  G AA TTC ATG C G G  CTA G C C  T G C  AAG G AA G A  3 ’

(35 m e rs )

G p 5 5 .2  5 ’ G G C  G G C  G TC  G A C  TCA G G C  G A G  TTG TTC TGT TAY AA C TA 3 ’

(38 m e rs )

เน ื่อ งจาก  p r im e r  ค ู่ด ัง ก ล ่าว ถ ูก อ อ ก แ บ บ ม าให ้จ ำ เพ าะ ต ่อ บ ร ิเว ณ ข อ ง  g p 5 5  (E2) 

แ ละม ีก ารด ัด แป ลงเพ ื่อ เพ ิ่ม ส ่วน ข อ งเบ ส ท ี่ใช ้ใน ก ารโค ลน น ิ่ง  (K itikoon, 19 98 ) p r im e rs  ค ู่น ี้จ ึงม ี 

ความไว (sen sitiv ity ) ต ํ่า  แ ล ะ ให ้ข น าด ข อ งผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ค ่อ น ข ้างให ญ ่ ค ือ 1 ,1 4 3  ค ู่เบส จ ึง ท ำก าร  

เป ล ี่ยน ค ู่ข อ ง p r im e rs  เพ ื่อ ล ด ข น าด ข อ งผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ โดยนำ p r im e r  g p 5 5 .3  ม าใช ้แ ท น  p rim e r 

g p 5 5 .1  ซ ึ่งผ ล จ าก ก าร เพ ิ่ม จำน ว น ส ารพ ัน ธ ุก รรม ระห ว ่าง  p r im e r g p 5 5 .3  และ g p 5 5 .2  จะได ้ผล ิต  

ภ ัณ ฑ ์ท ี่ม ีข น าด  6 9 6  ค ู่เบส

G p 5 5 .3  5 ’ AC A  A CT C TG  A G A  A C A  G C C  G TG  G 3 ’

(22 m e rs )
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1,000 ค ู่เบส  

700 ค ู่เบส

1143 ค ู่เบส  

696 ค ู่เบส

รูปที่  4.1 แ ส ด งก าร เป ร ีย บ เท ีย บ ข น าด ข อ งผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ไ ด ้จ าก ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ้ว ย  p r im e rs  2 คู่ คือ 

g p 5 5 .1  :g p 5 5 .2  (1 1 4 3  ค ู่เบส) และ g p 5 5 .3 :g p 5 5 .2  (6 9 6  ค ู่เบ ส ) n o n - in fe c te d  SK -6 cell 

c u ltu re  เป ็น ต ัวค วบ ค ุม ผ ล ล บ  (M = 10 0  b p  la d d e r  m a rk e r , 2 -3  =  R T -PC R  g p 5 5 .1  :g p 5 5 .2 , 4 

=  ค ว บ ค ุม ผ ล ล บ  และ 5 -6  =  R T-PC R  g p 5 5 .3 :g p 5 5 .2  และ 7 =  ค วบ ค ุม ผล ล บ  ต าม ล ำด ับ )

ก. การหาความเข้มข้นของ MgCI2 ท่ีเหมาะสมในการทำ PCR

ก าร ห าป ร ิม าณ  M gCI2 ท ี'เห ม าะส ม ใน ป ฏ ิก ิร ิยา P C R  ใน ก ารต รวจห าบ ร ีเวณ ท ี่ 

จ ำ เพ า ะ ต ่อ  g p 5 5  ของไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกร โดยใช ้ p r im e r  g p 5 5 .3  และ g p 5 5 .2  น ั้น ท ำโ ด ย ก าร เต ิม  

M gCI2 ใน แ ต ่ล ะ ป ฏ ิก ิร ิย า  P C R  ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้าย ท ี่แ ต ก ต ่างก ัน  ค ือ 1.0, 1 .5 , 2 .0  และ 2 .5  mM 

ใน ส ภ าว ะ ก าร ท ด ล อ งเด ีย ว ก ัน  โดยใช ้ RNA ของไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรส ายพ ัน ธ ุ ALD ใน การท ดส อบ  

โดยม ี n o n - in fe c te d  S K -6 ce ll c u l tu re  เป ็น ต ัวค วบ ค ุม ผ ล ล บ  พ บ ว ่าค ว าม ป ร ิม าณ เข ้ม ข ้น ข อ ง  

M gCI2 ท ี่เห มาะสมในการทำ P C R  โดยใช ้ p r im e r  g p 5 5 .3  และ g p 5 5 .2  น ั้น อ ย ู่ระ ห ว ่าง  1 .5  ถึง

2 .5  mM ด ังแสดงในร ูปท ี่ 4 .2



700 ค ู่เบส ► ◄ 696 ค ู่เบส

รูปที่ 4.2 แ ส ด งก าร ห าป ร ิม าณ  M gCI2 ท ี่เหมาะสมในการทำ P C R  ด ้วย p r im e r  g p 5 5 .3  และ 

g p 5 5 .2  ใน ก ารต รวจห า RNA ขอ งไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รส ายพ ัน ธ ์ ALD เม ื่อ ท ำก าร เต ิม  M gCI2 ลงใน 

ป ฏ ิก ิร ิย า  P C R  ใน ป ร ิม าณ ท ี่แ ต ก ต ่างก ัน  (M = 100  b p  la d d e r  m a rk e r, 2 -  5 =  ALD ใน ป ฏ ิก ิร ิยา  

ท ี่เต ิม  M gC I2 1.0 , 1 .5 , 2 .0  และ 2 .5  mM ต าม ล ำด ับ , 6 =  ค ว บ ค ุม ผล ลบ )

ข. ความไวของเทคนิค RT-PCR

ป ระเม ิน ค วาม ไวข อ งเท ค น ิค  R T-PC R  ใน ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น บ ร ิเว ณ  g p 5 5  ข อ งไวร ัส อ ห ิวาต ์ 

ส ุกรโดยใช ้ p r im e rs  g p 5 5 .3  และ g p 5 5 .2  ซ ึ่งจ ะ ได ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ข น าด  6 9 6  ค ู่เบส น ั้น ท ำโด ยก าร เจ ือ  

จางไ วร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รส ายพ ัน ธ ์ ALD ท ีละ 10 เท ่าข อ งค ว าม เข ้ม ข ้น  ต ั้งแต ่ 1 0 5 T C ID fin ต ่อ 50  

ไมโครล ิตร จน ถ ึง 1 T C I□ 50 ต่อ 50  ไมโครลิตร และต รวจห า RNA ของไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกรโดยว ิธ ี RT- 

PC R  ซ ึ่งม ี n o n - in fe c te d  SK -6 cell c u l tu re  เป ็น ต ัวค วบ ค ุม ผ ล ล บ  พ บ ว ่าว ิธ ีด ังก ล ่าว ม ีค ว าม ไ ว ใน  

การตรวจ RNA ของไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกรได ้ 1 0 3 TC ID 50 ต่อ 50  ไมโครล ิตร ผลท ี่ได ้ด ังแสดงในร ูปท ี่ 4 .3
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700 ค ู่เบส

M  2 3  4 5 6 7 8

696 ค ู่เบส

รูปท่ี 4.3 แส ด งค วาม ไวข อ งเท ค น ิค  R T -PC R  เม ื่อ ท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ้ว ย  p r im e rs  g p 5 5 .3  และ 

g p 5 5 .2  ใน ก ารต รวจห า RNA ของไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรส ายพ ัน ธ ุ ALD ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น เจ ือ จ างท ีล ะ  10 

เท ่า จ าก  1 0 5 T C I□ 50 ต ่อ 50  ไมโครลิตร ถึง 1 T C I□ 50 ต ่อ 50  ไมโครล ิตร เป ร ียบ เท ียบ ก ับ  ก0ก- 

in fe c te d  SK -6 ce ll c u l tu re  (M = 100  b p  la d d e r  m a rk e r, 2 - 6 = g p 5 5 .3 : g p 5 5 .2  R T-PC R  

p r o d u c t  ข อ งส ายพ ัน ธ ุอ ้างอ ิง  ALD ท ี่ปร ิมาณ 'ไวร ัส 1 0 5, 104, 1 0 3, 1 0 2 และ 10 T C ID 50 ต ่อ 50 

ไมโครล ิตร ต าม ล ำด ับ , 7 =  ค วบ ค ุม ผล ลบ  และ 8 =  ค วบ ค ุม ผล บ วก )

ค. การเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมของด้วอย่างด้วยเทคนิค RT-PCR

เม ื่อ ท ำ ก าร น ำ ต ัว อ ย ่า ง  RNA ข อ งไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รท ี่ให ้ผ ล ก ารท ด ส อ บ ก าร เพ าะ  

แ ยก เช ื้อ ไ วร ัส เป ็น บ ว ก ม าท ำก าร เพ ิ่ม จำน ว น ส ารพ ัน ธ ุก รรม ใน บ ร ิเว ณ  g p 5 5  ด ้ว ย เท ค น ิค  R T-PC R  

โดยใช ้ p r im e rs  g p 5 5 .3  และ g p 5 5 .2  ซ ึ่งจะได ้ผลผล ิต ข อ งส ารพ ัน ธ ุกรรม ข น าด  6 9 6  ค ู่เบส แต ่พบ 

ว,าผ ล ข อ ง ก าร เพ ิ่ม จ ำ น ว น ส า ร พ ัน ธ ุก ร ร ม ข อ ง ไ ว ร ัส ต ัว อ ย ่าง จ า ก พ ื้น ท ี่ไ ด ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ม ีค ว า ม ห ล า ก  

ห ล า ย ม า ก ก ว ่า ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์เป ้า ห ม า ย  แ ล ะ ให ้ป ร ิม าณ ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ต ้อ งก าร ค ่อ น ข ้างต ํ่าซ ึ่งไ ม ่ล าม าร ถ  

น ำม าว ิเค ร าะ ห ์ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ ไ ด ้ ผลการท ดลองแส ดงใน ร ูป ท ี่ 4 .4
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รูปที่ 4.4 แ ส ด งก ารเพ ิ่ม จำน วน ส ารพ ัน ธ ุก รรม ใน บ ร ิเวณ  g p 5 5  ข อ งต ัวอ ย ่างไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รด ้วย  

p r im e rs  g p 5 5 .3  และ g p 5 5 .1  (M = 100  b p  la d d e r  m a rk e r , 2 - 1 2  = g p 5 5 .3 :g p 5 5 .2  R T-PC R  

p r o d u c t  ข อ งต ัวอ ย ่างไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รต ่าง  ๆ, 13 = ค ว บ ค ุม ผ ล ล บ  และ 14 = ค ว บ ค ุม ผ ล บ วก )

ง. การตัดสาย DNA ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ

ท ด ส อ บ ผ ล ค ว า ม จ ำ เพ า ะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ า ะ ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ด ้ว ย  

โป ร แ ก ร ม ค อ ม พ ิว เต อ ร ์โ ด ย น ำผ ล ผ ล ิต ท ี่ไ ด ้จ าก ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น  DNA ใน บ ร ิเวณ  g p 5 5  ข น าด  6 9 6  คู่ 

เบส ของไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรส ายพ ัน ธ ุ ALD แ ล ะ ล ายพ ัน ธ ุ C h in e s e  พ บ ว ่าให ้ร ูป แ บ บ ก ารต ัด ต าม ท ี่ 

ค าด ไว ้ ด ังแสดงในร ูปท ี่ 4 .5

T
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700 ค ู่เบส

M 2 3 4 5 6 7

696 ค ู่เบส  

427 ค ู่เบส  

269 ค ู่เบส

รูปท่ี 4.5 แ ส ด งผ ล ก ารต ัด ส าย  DNA ใน บ ร ิเวณ  g p 5 5  ข อ งส ่วน ผ ลผ ล ิต ข น าด  6 9 6  ค ู่เบส 

ข อ งไวร ัส อ ห ิวาต ์ล ุกรส ายพ ัน ธ ุ ALD และ C h in e s e  ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ  Xho II และ Ppu Ml 

ต าม ล ำด ับ  (M = 10 0  b p  la d d e r  m a rk e r, 2 - 4  ALD u n c u t, ต ัด ด ้วย  Ppu Ml และ Xho II ตาม  

ล ำด ับ , 5 - 7  -  ส ายพ ัน ธ ุว ัค ซ ีน  u n c u t, ต ัด ด ้วย  Ppu Ml และ Xho II ต าม ล ำด ับ )

การออกแบบและคัดเลือก primers

ท ำก าร เล ือ ก อ อ ก แ บ บ  p r im e ra s  จ าก บ 'ร ิเวณ  g p 5 5  ของไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกร โดยนำ 

ล ำด ับ ส ารพ ัน ธ ุก รรม ใน บ ร ิเว ณ ด ังก ล ่าว ข อ งส าย พ ัน ธ ุต างๆ  ม าท ำก าร เป ร ีย บ เท ีย บ แ ล ะ ว ิเค ร าะ ห ์ห า  

ก ารอ อ ก แ บ บ  p r im e rs  ด ้วยโปรแกรม O lig o s  v e rs io n  8 .0  ได ้ p r im e rs  ท ีจ ำ เพ า ะ ต ่อ บ ร ิเว ณ  g p 5 5  

แ ล ะ ค ร อ บ ค ล ุม บ ร ิเว ณ ท ี่ท ำก าร ว ิเค ร าะ ห ์ว ่าจ ำ เพ าะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำเพ าะ ท ั้ง  2 ชน ิด ค ือ Xho II 

และ Ppu Ml ท ั้งห มด 8 ส าย  คือ

F o rw ard  p r im e rs

1 F: 5 ' C G G C T A G C C T G C A A G G A A G A Y Y A C A  3 ’

6F: 5 ’ G A TG A C T T C G G G T T C G G D C T G T G C C  3 ’

A8: 5 ’ C C A Y T T C C G T G A C A T T C G A G C T C C T  3 ’

A 1 2: 5 ’ A A A T G G G A G A T G A C T T C G R G T T C G G  3 ’
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R e v e rs e  p r im e rs

1 R: 5 ’ T A G C T G T C C C T G G G C T C A T A R T A C T T  3'

2R: 5' T C A A A C C A G TA C T GAT A CT C G C C C T T  3'

4R: 5 ’ C C A C C A C C A A G A C A A C R A A T T C T G C G  3'

6R: 5 ' T T C C T C C Y A A C A G T G C T A C C A C C A C C  3 ’

ห ม าย เห ต ุ: U n iv e rsa l d e g e n e r a t e  c o d e :  M =A /C , R =A /G , พ =A/T, S = G /C , Y = c /T , 

K =G /T , V =A /C /T, H =A /C /T , D =A /G /T , N =A /G /C /T

ท ด ล อ งท ำก าร เพ ิ่ม จำน วน ไวร ัล อ ห ิวาต ์ล ุก รส ายพ ัน ธ ุ ALD ด ้วย  tw o - s te p s  RT- 

P C R  โดยใช ้ p r im e r  ทั้ง 13 คู่ โดยใช ้ co n d itio n  ด ังต ่อไปน ี้

RT c o n d itio n  : E x ten s io n 42 c 3 0  m in u te s

D e n a tu re 94°c 2 m in u te s

P C R  c o n d itio n  : D e n a tu re 94°c 3 0  s e c o n d s ■ร

A n n e a lin g 55°c 3 0  s e c o n d s ►  3 5  c y c le s

E x ten s io n 72°c 1 m in u te s

L ast e x te n s io n  72°c 10 m in u te s  1 c y c le s

หล ังจากการทำ R T-PC R  ด ้วย  c o n d itio n  ด ังก ล ่าว  พ บ ว ่าค ู่ท ี่ให ้ผ ล บ วก เม ื่อ  

ทดสอบ ได ้แก ่ 6 F -2R , 6F -4R , A 8-1R , A 8-2R , A 8-4R , A 8-6R , A 12-1R , A 12-2R , A 1 2-4R  และ 

A 1 2 -6 R  โ ด ย ม ีก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ข อ ง p rim e r g p 5 5 .3  และ g p 5 5 .2  เป ็น ต ัวค วบ ค ุม ผ ล บ วก  และ n o n - 

in fe c te d  SK- 6 cell c u ltu re  เป ็น ต ัวค วบ ค ุม ผ ล ล บ  ด ังแสดงในร ูปท ี่ 4 .6
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1,000 ค ู่เบส

500 ค ู่เบส

M  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

รูปทึ 4.6 แ ส ด ง  P C R  p r o d u c t  ข อ ง  p r i m e r  1 3  ค ู ่  ต า ม ล ำ ด ั บ  โ ด ย ม ี  P C R  p r o d u c t  ข อ ง  p r i m e r  

g p 5 5 . 3  แ ล ะ  g p 5 5 . 2  เ ป ็ น ต ั ว ค ว บ ค ุ ม  ( M  =  1 0 0  b p  l a d d e r  m a r k e r ,  2 - 1 4  =  P C R  p r o d u c t  ข อ ง  

p r i m e r  1 F - 1 R ,  1 F - 4 R ,  1 F - 6 R ,  6 F - 2 R ,  6 F - 4 R ,  A 8 - 1 R ,  A 8 - 2 R ,  A 8 - 4 R ,  A 8 - 6 R ,  A 1 2 - 1 R ,  A 1 2 -  

2 R ,  A 1 2 - 4 R  แ ล ะ  A 1 2 - 6 R  ต า ม ล ำ ด ั บ ,  1 5  =  ค ว บ ค ุ ม ผ ล ล บ  แ ล ะ  1 6  =  ค ว บ ค ุ ม ผ ล บ ว ก )

จ า ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ท ี ่ ไ ด ้  พ บ ว ่ า  p r i m e r s  ท ี ่ เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร เ พ ิ ่ ม จ ำ น ว น ม ี ท ั ้ ง ห ม ด  4  

ค ู ่  ค ื อ  A 8 - 1 R ,  A 8 - 4 R ,  A 1 2 - 1 R  แ ล ะ  A 1 2 - 4 R  แ ล ะ ไ ด ้ ท ำ ก า ร ค ั ด เ ล ื อ ก  p r i m e r  เ พ ี ย ง ค ู ่ เ ด ี ย ว ค ื อ  A 8 -  

1 R  ม า ใ ช ้ ใ น ก า ร เ พ ิ ่ ม จ ำ น ว น ไ ว ร ั ส อ ห ิ ว า ต ์ ล ุ ก ร  แ ล ะ ด ำ เ น ิ น ก า ร ค ื ก ษ ' า ต ่ อ ' ไ ป

ก. การหาความเข้มข้นของ MgCL, ท่ีเหมาะสมในการทำ PCR

ก าร ห าป ร ิม าณ  M gCI2 ท ี่เห ม าะส ม ใน ป ฏ ิก ิร ิยา  P C R  ใน ก ารต รวจห าบ ร ิเวณ ท ี่ 

จ ำ เพ า ะ ต ่อ  g p 5 5  ของไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกร โดยใช ้ p r im e r  A 8 และ 1 R นั้น ท ำโ ด ย ก าร เต ิม  M gC I2 ใน 

แ ต ่ล ะ ป ฏ ิก ิร ิย า  P C R  ท ี่ค ว าม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้าย ท ี่แ ต ก ต ่างก ัน  ค ือ 0 .5 , 1 .0, 1.5, 2 .0  และ 2 .5  ทาM ใน 

ส ภ าว ะ ก าร ท ด ล อ ง เด ีย ว ก ัน  โดยใช ้ RNA ขอ งไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรส ายพ ัน ธ ุ ALD ใน การท ดส อบ  โดยม ี 

n o n - in fe c te d  SK -6 ce ll c u ltu re  เป ็น ต ัวค วบ ค ุม ผ ล ล บ  พ บ ว ่าค ว าม ป ร ิม าณ เข ้ม ข ้น ข อ ง  M gC I2 ท่ี 

เหนาะสมในการทำ P C R  โคยใช ้ p r im e r  A3 และ 1R น้ัน ม ีค ่า เท่ากัน 2.0 ทาM คงแสดงใใ.(รูปที่
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700 ค ู่เบส

M  2 3 4 5

717 ค ู่เบส

รูปที่ 4.7 แ ส ด ง ก า ร ห า ป ร ิ ม า ณ  M g C I 2  ท ี ่ เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ท ำ  P C R  ด ้ ว ย  p r i m e r  A 8  แ ล ะ  1 R  ใ น  

ก า ร ต ร ว จ ห า  R N A  ข อ ง ไ ว ร ั ล อ ห ิ ว า ต ์ ส ุ ก ร ส า ย พ ั น ธ ุ  A L D  เ ม ื ่ อ ท ำ ก า ร เ ต ิ ม  M g C I 2  ล ง ใ น ป ฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  P C R  

ใ น ป ร ิ ม า ณ ท ี ่ แ ต ก ต ่ า ง ก ั น  ( M  =  1 0 0  b p  l a d d e r  m a r k e r ,  2  -  5  =  A L D  ใ น ป ฏ ิ ก ิ ร ิ ย า ท ี ่ เ ต ิ ม  M g C I 2  

1 . 0 ,  1 . 5 ,  2 . 0  แ ล ะ 2 . 5 ท า M  ต า ม ล ำ ด ั บ )

ข. ความไวของเทคนิค RT-PCR

ป ร ะ เ ม ิ น ค ว า ม ไ ว ข อ ง เ ท ค น ิ ค  R T - P C R  ใ น ก า ร เ พ ิ ่ ม จ ำ น ว น บ ร ิ เ ว ณ  g p 5 5  ข อ ง ไ ว ร ั ส อ ห ิ ว า ต ์  

ส ุ ก ร โ ด ย ใ ช ้  p r i m e r s  A 8  แ ล ะ  1 R  ซ ึ ่ ง จ ะ ไ ด ้ ผ ล ิ ต ภ ั ณ ฑ ์ ข น า ด  7 1 7  ค ู ' เ บ ส  น ั ้ น ท ำ โ ด ย ก า ร เ จ ื อ จ า ง ไ ว ร ั ส อ  

ห ิ ว า ต ์ ส ุ ก ร ส า ย พ ั น ธ ุ  A L D  ท ี ล ะ  1 0  เ ท ่ า ข อ ง ค ว า ม เ ข ้ ม ข ้ น  ต ั ้ ง แ ต ่  1 0 5  T C I □ 5 0  ต ่ อ  5 0  ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร  จ น ถ ึ ง  

1 T C I D 5 0  ต ่ อ  5 0  ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร  แ ล ะ ต ร ว จ ห า  R N A  ข อ ง ไ ว ร ั ส อ ห ิ ว า ต ์ ส ุ ก ร โ ด ย ว ิ ธ ี  R T - P C R  ซ ึ ่ ง ม ี  ท 0 ท -  

i n f e c t e d  S K - 6  c e l l  c u l t u r e  เ ป ็ น ต ั ว ค ว บ ค ุ ม ผ ล ล บ  พ บ ว ่ า ว ิ ธ ี ด ั ง ก ล ่ า ว ม ี ค ว า ม ไ ว ใ น ก า ร ต ร ว จ  R N A  

ข อ ง ไ ว ร ั ส อ ห ิ ว า ต ์ ส ฺ ก ร ไ ด ้  1 0 2  T c I □ 5 ก ต ่ อ  5 0 ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร  ผ ล ท ี ่ ไ ด ้ ด ั ง แ ส ด ง ใ น ร ป ท ี ่  4 . 8จ ว บ  ข
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700 คู่เบส

M 2 3 4 5 6 7

รูปท่ี 4.8 แสดงความไวของเทคนิค RT-PCR เมื่อทำการเพิ่มจำนวนด้วย primers A8 และ 1R ใน 

การตรวจหา RNA ของไวรัสอหิวาต์ลุกรสายพันธุ ALD ที่ความเข้มข้นเจือจางทีละ 10 เท่า จาก 

105 TCID50 ต่อ 50 ไมโครลิตร ถึง 1 Tc I□50 ต่อ 50 ไมโครลิตร เปรยบเทียบกับ non-infected 

SK-6 cell culture (M = 100 bp ladder marker, 2 - 6 = A8: 1R RT-PCR product ของลาย 

พันธุอ้างอิง ALD ที่ปริมาณไวริ'ส 105, 104, 103, 102 และ 10 TCI๐50 ต่อ 50ไมโครลิตรตามลำดับ, 

7 = ควบคุมผลลบ)

ค. การเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมของตัวอย่างด้วยเทคนิค RT-PCR

เมื่อทำการนำตัวอย่าง RNA ของไวรัสอหิวาต์ลุกรท่ีให้ผลการทดสอบการเพาะ 
แยกเช้ือไวริสเป็นบวกมาทำการเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมในบริเวณ gp55 ด้วยเทคนิค RT-PCR 

ในเบื้องต้นได้ทำการคัดเลือกตัวอย่างที่ให้ผลบวกเมื่อทำการทดสอบด้วย primers 3 2 4  และ 3 2 6  

ที่จำเพาะต่อส่วน 5’ non-coding region (Vilcek and Belak, 1998) ได้จำนวน 2 0  ตัวอย่าง เพ่ือ 
ทดสอบยืนยันว่าตัวอย่างนั้นทำการสกัดแล้วมี RNA อยู่จริง โดยผลผลิตทีไ่ด้จะมีขนาด 2 8 4  คู่เบส 
ดังแสดงในรูป ท่ี 4 .9

3 2 4  5 ’ ATG c c c  WTA GTA G G A  CTA G C A  3 ’ (21 m e rs )

326 5' TCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC 3’ (21 mers)
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M  2 3 4 5 6 7 8  9 10 1112 131415161718 19 20

284 คู่เบส

รูปที่ 4.9 แสดงการเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมของตัวอย่างไวรัสอหิวาต์สุกรด้วย primers 324 และ 

326 ซึ่งให้ผลผลิตขนาด 284 คู่เบส โดยมีสายพันธุ ALD และ non-infected SK-6 cell culture 

เป ็นควบคุมผลบวกและลบตามลำตับ (M = 100 bp ladder marker, 2 - 18 = 324:326 RT-PCR 

product ของตัวอย่างที่แยกได้ในประเทศไทย, 19 = ควบคุมผลลบ และ 20 = ควบคุมผลบวก)

เม่ือนำ RNA ของตัวอย่างไวรัสอหิวาต์ลุกรที่ให้ผลบวกเมื่อทำการเพิ่มจำนวนด้วย 

primers 324 และ 326 ทั้งหมด 20 ตัวอย่าง มาทำการเพิ่มจำนวนด้วย primers A8 และ R1 พบ 

ว่าสามารถทำการเพิ่มจำนวนได้ทั้งหมด 15 ตัวอย่าง
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M  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1 9 2 0

700 คู่เบส

รูปที่ 4.10 แสดงการเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมในบริเวณ gp55 ของตัวอย่างไวรัสอหิวาต์ลุกรด้วย 

primers A8 และ 1R ซึ่งให้ผลผลิตขนาด 717 คู่เบส โดยมีสายพันธุ ALD และ non-infected 

SK-6 cell culture เป ็นควบคุมผลบวกและลบตามลำดับ (M = 100 bp ladder marker, 2 - 18 = 

A8:1 R RT-PCR product ของตัวอย่างที่แยกได้ในประเทศไทยตัวอย่างที่ 1 ถึง 17 ตามลำดับ, 

19 = ควบคุมผลลบ และ 20 = ควบคุมผลบวก)

717 คู่เบส

ง. การด้ดสาย DNA ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ

ท ดสอบผ ลความจำเพ าะต ่อ เอนไซ ม ์ต ัดจำเพ าะท ี่ได ้จากการว ิเคราะห ์ด ้วย  

โปรแกรมคอมพิวเตอร์ โดยนำผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มจำนวน DNA ในบริเวณ gp55 ด้วย 

primers A8 และ 1R ขนาด 717 คู่เบส ของไวรัสอหิวาต์สุกรสายพันธุ ALD และลายพันธุ 

Chinese และจากตัวอย่างมาทำการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ พบว่าให้รูปแบบการตัดดังแสดง 

ในตารางที่ 4.5
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700 คู่เบส

400 คู่เบส

M  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

717 คู่เบส 

414 คู่เบส

ร ูป ท่ี 4.11 แสดงผลการตัดสาย DNA ในบรเวณ gp55 ของไวรัสอหิวาต์สุกรลายพันธุ ALD ตัว 

อย่างที่เพิ่มจำนวนได้ และลายพันธุ Chinese ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ Xho II และ Ppu Ml ตาม 

ลำดับ (M = 1 0 0  bp ladder marker, 2 -  4 = ALD uncut, ตัดด้วย Ppu Ml และ Xho II ตาม 

ลำดับ, 5 -  7 = ตัวอย่างที่ 1 uncut, ตัดด้วย Ppu Ml และ Xho II ตามลำดับ, 8  — 10 = ตัวอย่างที่ 

4 uncut, ตัดด้วย Ppu Ml และ Xho II ตามลำดับ, 11 -  13  = ตัวอย่าง 13 uncut, ตัดด้วย Ppu 
Ml และ Xho II ตามลำดับ, 14 -  16 = ตัวอย่าง 13 uncut, ตัดด้วย Ppu Ml และ Xho II ตาม 

ลำดับ และ 1 7 - 19 = ลายพันธุวัคซีน uncut, ตัดด้วย Ppu Ml และ Xho II ตามลำดับ)
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ตารางที่ 4.5 แสดงผลของการตัดสาย DNA ของตัวอย่างด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ

ชนิดของรูปแบบ*
RT-PCR RFLPs

(primers A8:1 R) Xho II Ppu Ml
จ เพ(เพห J □ ย N

1 + - - 4

2 + - + 2

3 + + + 9

ND** - - 5

รวม 20

‘ ร ูป แ บ บ ท ี1 คือ กลุ่มของลายพันธุวัคซีนและสายพันธุต ่างประเทศ 

รูปแบบที่ 2 คือ สายพันธุ ALD 

รูปแบบที่ 3 คือ กลุ่มของสายพันธุที่พบในประเทศไทย 

** ND คือ ตัวอย่างที่ไม่สามารถเพิ่มจำนวนด้วย primer A8 และ 1R ได้

ตารางที่ 4.6 แสดงตัวอย่างที่เก็บได้ในปีต่าง ๆ และรูปแบบการตัดด้วย Restriction enzyme ของ 

ตัวอย่าง

ปีที่เก็บตัวอย่าง (ค.ศ.)
รูปแบบการตัดด้วย Restriction enzyme

รวม
1 2 3

1950-1998 - - 2 2

1999 1 1 1 3

2000 1 1 2 4

2001 2 1 3 6

รวม 4 3 8 15
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