
บทที่ 5
สรุปผลการวิจ ัย อภ ิปรายผล และข ้อเสนอแนะ

การวิเคราะห์เปรียบเทียบลำดับสารพันธุกรรม

การวิเคราะห์ลำดับสารพันธุกรรมในส่วน gp55 ของไวรัสอหิวาต์สุกรสายพันธุ 

ต่าง ๆ ที่มีรายงานใน Genebank ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ ให้ผลการวิเคราะห์ที่ทำให้เห็นถึง 

ความใกล้เคียงของลำดับสารพันธุกรรมของไวรัสในแต่ละกลุ่ม โดยจะเห็นว่าในระว่างลายพันธุที่ใช้ 

ในการผลิตวัคซีน (จำนวน 3 ลายพันธุ) จะมีความใกล้เคียงกันของลำดับสารพันธุกรรมมากกว่า 

ระหว่างสายพันธุ่ในกลุ่มอื่น คือ กลุ่มสายพันธุที่ใช้ในการผลิตวัคซีนจะมีค่าความเหมือนกันของ 

ลำดับสารพันธุกรรมคิดเป็นร้อยละ 91.7 ส่วน ระหว่างสายพันธุต่างประเทศและสายพันธุที่พบใน 

ประเทศไทยจะมีค ่าเป็นร้อยละ 71.3 (จำนวน 7 สายพันธุ) และ 85.8 (จำนวน 4 สายพันธุ)ตาม 

ลำดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าลายพันธุที่เป็นไวรัสจากพื้นทีน้ั่นมีลำดับสารพันธุกรรมที่มีหลากหลายสูง 

แต่เมื่อนำข้อมูลของทุกลายพันธุมาเปรียบเทียบกัน พบว่าค่าความใกล้เคียงกันของลำดับสารพันธุ 

กรรมที่ได้มีค่ามากขึ้น แสดงให้เห็นว่าลำดับสารพันธุกรรมในบริเวณ gp55 ของไวรัสอหิวาต์สุกร 

ระหว่างสายพันธุไนแต่ละกลุ่มอาจมีความใกล้เคียงกัน

เนื่องจากบริเวณ gp55 เป็นบริเวณที่มีความหลากหลายสูง เม ื่อนำมาวิเคราะห์ 

หาบริเวณที่จำเพาะต่อเอนไซม์ดัดจำเพาะด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ จ ึงพบบริเวณที่จำเพาะต่อ 

เอนไซม์ดัดจำเพาะชนิดเดียวกัน และให้รูปแบบการดัดที่ใช้ในการจำแนกกลุ่มของไวรัสอหิวาต์ลุกร 

ตามที่ต้องการไม1มากนัก ซึ่งในงานวิจัยครั้งนี้ชนิดของเอนไซม์ดัดจำเพาะที่เลือกนำมาวิเคราะห์ 

เพื่อจำแนกความแตกต่างของไวรัสอหิวาต์สุกรระหว่าลายพันธุที่ใช้ในการผลิตวัคซีนและสายพันธุ 

ที่พบว่าก่อให้เกิดโรคในประเทศไทย คือ Xho II และ Ppu Ml โดยถ้าตัวอย่างที่นำมาวิเคราะห์มี 

ความจำเพาะต่อเอนไซม์ดัดจำเพาะทั้ง 2 ชนิด แสดงว่าจัดอยู่ในกลุ่มของสายพันธุของไวรัสจาก 

พื้นที่ที่แยกได้ในประเทศ แต่ถ้าตัวอย่างนั้น1ไม่'จำเพาะต่อเอนไซม์Xho II ตัวอย่างดังกล่าวจะจัดว่า 

เป ็นสายพันธุท ี่ม ีล ักษณะใกล้เค ียงก ับสายพันธุ ALD ส่วนเมื่อตัวอย่างที่นำมาวิเคราะห์น ั้นไม' 

จำเพาะต่อเอนไซม์ดัดจำเพาะทั้ง 2 ชนิด ตัวอย่างดังกล่าวนั้นจะถูกจัดว่าอยู่ในกลุ่มที่ม ีล ักษณะ 

คล้ายกลุ่มของสายพันธุที่ใช้ในการผลิตวัคซีน
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การเพาะแยกเส ั'อไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกร

การเพาะแยกเชื้อไวรัสอหิวาต์สุกรจากตัวอย่างซีรั่มหรือ tissue suspension โดย 

ทำการเพาะเลี้ยงในเซลล์เพาะเลี้ยง SK-6 และทำการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Immunoperoxidase 

Test นั้น พบว่าจำนวนตัวอย่างทั้งหมด 35 ตัวอย่างที่ได้จากสุกรที่มีอาการของการติดเชื้อไวรัสอหิ 

วาต์สุกรนันสามารถนำมาทำการเพาะแยกเชื้อไวรัลอหิวาต์สุกรได้เพียง 30 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างที่ 

ให้ผลลบต่อการทดสอบด้วยวิธ ีด ังกล่าวน ั้นอาจเป ็นลุกรที่ม ีการติดเช ื้อไวรัสอหิวาต์ล ุกรแบบแฝง 

หรืออาจเนื่องมาจากขั้นตอนในการเก็บ และขนล่งตัวอย่างที่ไม,เหมาะสม ทำให้ไม่สามารถตรวจ 

พบ

การตรวจหา RNA ของไวรัสอห ิวาต ์ส ุกรโดยว ิธ ี RT-PCR

การตรวจหาและเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมในส่วน gp55 ของไวรัสอหิวาต์สุกร 

โดยใช้เทคนิค RT-PCR นั้น ในเบื้องต้นของการวิจัย คู่ของ primers ที่นำมาใช้ในการวิจัย คือ 

gp55.1 และ gp55.2 ซึ่งเป็น primers ที่ถูกออกแบบมาให้จำเพาะต่อส่วนของ gp55 โดยจะ 

สามารถเพิ่มจำนวน DNA ของยีนที่ควบคุมการสร้างโปรตีน E2 ทั้งหมด (Kitikoon, 1998) ทำให้ 

ขนาดของผลิตภัณฑ์ที่ค่อนช้างใหญ่ คือ 1,143 ค ู่เบสนอกจากนั้น primers ท้ัง 2 สายนี้ได้มีการต่อ 

เติมเบสบางส่วนเช้าไปในด้าน 5’ เพื่อประโยชนในการนำสาย DNA ที่ได้จากการเพิ่มจำนวนไปทำ 

การโคลนนิ่ง (cloning) ต่อไป ดังนั้นจึงเห็นว่าขนาดของ primers ทั้งลองจึงมีความยาวมาก ทำให้ 

ความจำเพาะของ primers คู่นี้ลดลง (วสันต์, 2539) ต่อมาจึงได้มีการนำ primer gp55.3 มาใช้ใน 

การเพิ่มจำนวนแทน gp55.1 เนื่องจาก primer เส์นนี้มีความยาวของลำดับเบสน้อยกว่า gp55.1 

มาก ซึ่งในเบื้องต้นคาดว่าจะช่วยเพิ่มความจำเพาะต่อการเพิ่มจำนวน DNA ในบรืเวณ gp55 ของ 

ไวรัสอหิวาต์สุกรได้ ซึ่งเมื่อใช้ primers gp55.3 ร่วมกับ gp55.2 ในการเพิ่มจำนวนแล้ว ผลิตผลที่ 

ได้จะมีขนาด 696 คู่เบส จะเห็นว่าสามารถลดขนาดของผลผลิตที่ได้ลง ซึ่งจะทำให้สามารถลด 

เวลาในขั้นตอนการทำ RT-PCR และ อาจช่วยลดปริมาณสัปลเตรท (Substrate) ที่ใช้เติมลงใน 

ปฏิกิริยาได้
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ปริมาณ MgCI2 ในปฏิกิริยา PCR นั้นมีความสำคัญต่อการเพิ่มจำนวนลาย DNA 

โดยความเข้มข้นของ Mg2, จะสัมพ ันธ์ก ับปริมาณ dNTPs ในปฏิกิริยา และส่งผลกระทบโดยตรง 

ต่อประสิทธิภาพการทำงานเอนไซม์ Taq DNA polymerase คือ ถ้าในปฏิกิริยามีปริมาณ Mg2* 

และ dNTPs มาก Mg2* และ dNTPs จะคับตัวกันและเกิดการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ Taq 

DNA polymerase ต่อกระบวนการสังเคราะห์สาย DNA ที่เรียกว่า “Substrate inhibition” ทำให้ 

ประสิทธิภาพการทำงานของ Taq DNA polymerase ลดลง (Gelfand, 1990) ผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก 

การเพิ่มจำนวนจึงมีปริมาณน้อย แต่ในปฏิกิริยา PCR ที่ทำการวิจัยนั้น ปริมาณ dNTPs ที่เหมาะ 

สมถูกกำหนดมาให้จำเพาะต่อชนิดของเอนไซม์ที่ใช้ คือ 0.2 mM ดังนั้นจึงมีความจำเป็นในการหา 

ปริมาณ MgCI2 ที่เหมาะสมต่อการทำปฏิกิร ิยา PCR โดยใช้ primers gp55.3 และ gp55.2 ซึ่งพบ 

ว่ามีค่าอยู่ระหว่าง 1.5ถึง 2.5 mM

การหาปริมาณ MgCI2 ท่ีเหมาะสมในการทำ PCR

ความไวของเทคนิค RT-PCR

เมื่อทดสอบหาความไวของเทคนิค RT-PCR โดยอ้างอิงจากไวรัสอหิวาต์ลุกรสาย 

พันธ์ ALD ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยทำการเจือจางทีละ 10 เท่าของความเข้มข้น พบว่าเทคนิคดัง 

กล่าวเมื่อใช้คู,ของ primers gp55.3 และ gp55.2 ในการตรวจสอบจะสามารถตรวจพบเมื่อตัว 

อย่างมีปริมาณไวรัสเทียบเท่า 103 TCI□50 ต่อ 50 ไมโครลิตร ซึ่งคัดว่าเป็นปริมาณไวร้สที่ค่อนข้าง 

สูง ดังนั้นในการวิจัยเบื้องต้นจึงจำเป็นต้องทำการเพิ่มจำนวนไวรัสอหิวาต์สุกรจากตัวอย่างโดยการ 

นำมาเพาะเลี้ยงผ่านเซลล์เพาะเลี้ยง SK-6 จำนวน 2 passages ก่อนจะนำมาทำการตรวจ 

ว ิเคราะห ์ แต่เนื่องจากการเพิ่มจำนวนผ่านเซลล์เพาะเลี้ยงนั้นทำให้เวลาที่ใช้ในการตรวจผลล่าช้า 

ลงไปอีกมาก และมีผลกระทบคือเมื่อนำไวรัสอหิวาต์สุกรที่แยกได้จากสุกรที่แสดงอาการป่วยเป็น 

โรคอหิวาต์สุกรมาทำการเพาะเลี้ยงผ่านเซลล์เพาะเลี้ยงนั้นจะเป็นการคัดเลือกไวรัลด้วย เพราะไว 

รัสบางลายพันธุอาจไม1จำเพาะต่อเชลล์เพาะเลี้ยงท ี่ใช ้ จ ึงไม่สามารถเพ ิ่มจำนวนได้ หรือเพิ่ม 

จำนวนได้เพียงเล็กน้อย (พิไลพันธ์, 2540) ดังนั้นวิธีการตรวจโดยตรงจากตัวอย่างล่งตรวจจึงเป็น 

วิธ ีท ี่เหมาะสมกว่า การพยายามเพิ่มความไวของปฏิกิริยา RT-PCR จึงมีความจำเป็นอย่างมาก
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การเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรมของตัวอย่างด้วยเทคนิค RT-PCR และการวิเคราะห์ด้วย 
เอนไซม์ตัดจำเพาะ

การใช้ primers gp55.3 และ gp55.2 ในการเพิ่มจำนวนไวรัลอหิวาต์ลุกรสาย 

พันธุอ้างอิง ALD และกลุ่มของลายพันธุที่ใช้ในการผลิตวัคซีนนั้นให้ผลผลิตในการเพิ่มจำนวน 

อย ่างจำเพ าะและให ้ร ูปแบบการต ัดด ้วย เอนไซ ม ์ต ัดจำเพ าะตามท ี่ว ิเคราะห ์ด ้วยโปรแกรม 

คอมพิวเตอร์ แตเ่มื่อทำการเพิ่มจำนวนตัวอย่างโดยใช้ primers คู่ตังกล่าว พบปัญหาคือผลิตภัณฑ์ 

DNA ที่ได้จากการเพิ่มจำนวนด้วยเทคนิค RT-PCR นั้นให้ผลของผลิตภัณฑ์หลากหลาย และ DNA 

ท ี่ต ้องการนำมาว ิเคราะห ์ด ้วยเอนไซม ์ต ัดจำเพาะม ีปร ิมาณน้อยมาก ไม'เพียงพอต่อการนำมา 

วิเคราะห์ความจำเพาะต่อเอนไซม์ตัดจำเพาะได้ อาจเนื่องจาก primer gp55.3 นั้นสามารถจับกับ 

ลายนิวคลีโอไทด์ของไวรัสอหิวาต์สุกรได้หลายบริเวณ และ primer gp55.2 ที่นำมาใช้ร่วมในการ 

เพิ่มจำนวนนั้นยังมีปัญหาในด้านความยาวของขนาด primer ที,เกิดจากการต่อเติมเบสเพื่อที่ใช้ใน 

การโคลน

จากปัญหาที่พบจึงจำเป็นต้องทำการออกแบบ primers ใหม่ที่เหมาะลมต่อการ 

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค RT-PCR ของบริเวณ gp55 นี้ใหม่ เพื่อแก้ปัญหาต่างๆ ที่พบในเบื้องต้น

ก ารออกแบบและต ัด เล ือก  primers

การออกแบบ primers นั้นคำนึงถึงหลักเกณฑ์สำคัญคร่าว ๆ ต่อไปนี้ คือ primers 

ที่ใช้ควรมีขนาดประมาณ 1 8 - 2 5  เบส ประกอบด้วยปริมาณของเบส Guanine และ Cytosine 

ร้อยละ 40 -  60 ไม่มีการจับตัวเป็นโครงสร้างทุติยภูมิเกิดขึ้นในลายของ primer (internal

secondary structure) นั้นเอง การเรียงสำตับนิวคลีโอไทด์ตรงบริเวณปลาย 3’ ของ primers คู่ท่ี 

นำมาใช้ทำปฏิกิริยาร่วมกัน ไม่ควรมีเบสคู่ลมกัน (complementary) เพื่อป้องกันการเกิด primer- 

dimers และ primers นั้นควรมีค่า Tm อยู่ในช่วง 55 -  65°c และ ค่า Tm ของ primers ที่เลือก 

มาใช้ในการทำปฏิกิริยาร่วมกันควรมีค่าใกล้เคียงกัน (Gelfand, 1990)

จากเกณฑ์ตังกล่าวลามารถออกแบบ primers ได้ทั้งหมด 8 เล้น โดยแบ่งเป็น 

Forward primers 4 เล้น และ Reverse primers 4 เล้น ซึงสามารถนำ primers ทัง 2 กลุ่มตัง 

กล่าวมาทำการจับคู่เพื่อใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR ร่วมกันได้ 13 คู่ คือ 1F: 1 R, 1F:4R, 1F:6R,
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6F :2R , 6F :4R , A 8:1R , A 8:2R , A 8:4R , A 8:6R , A 1 2 :1R , A 12 :2R , A 1 2 :4R  และ A 1 2:6R  เม ื่อ 

ทดลองนำ p r im e rs  ทั้ง 13 ค ู่ม าท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น  ค ู่ท ี่ให ้ผลบ วกเม ื่อท ดส อบ  ได ้แก ่ 6F -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  โด ยพ บ 1ว่า p r im e rs  ท่ี 

เห ม าะ ส ม ใน ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ม ีท ั้งห ม ด  4 คู่ ค ือ A 8-1R , A 8-4R , A 1 2-1R  และ A 1 2-4R  และได้ทำ 

ก าร ค ัด เล ือ ก  p r im e r  เพ ีย ง ค ู่เด ีย ว ค ือ  A 8-1R  ม าใช ้ใน ก ารเพ ิ่ม จำน วน

p r im e rs  A8 และ 1 R ล าม ารถ เพ ิ่ม จำน วน ส ารพ ัน ธ ุก รรม ใน บ ร ิเวณ  g p 5 5  ของ 

ไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก รไ ด ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ข น าด  71 7  ค ู่เบส เม ื่อ น ำม าท ำก าร ห า!]ร ิม าณ  M gC I2 ท ี่เห ม าะส ม ใน  

การทำ P C R  พ บ ว ่าม ีค ่าอ ย ู่ท ี่ 2 .0  mM และม ีค วาม ไวใน ก ารท ด ส อ บ ด ้วย เท ค น ิค  R T -PC R  ม าก ก ว ่า  

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  10 เท ่า ค ือ ส าม ารถ ต รว จว ัด ได ้เม ื่อ ม ี 

ป ร ิม าณ ไวร ัล  102 TC ID 50 ต่อ 5 0 ไมโครลิตร

จ าก ต ัว อ ย ่างท ี่ให ้ผ ล บ ว ก ต ่อ ก าร เพ าะ แ ย ก เช ื้อ ไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร  ได ้น ำต ัว อ ย ่างต ัง  

ก ล ่าว ม าท ำก าร ท ด ส อ บ ย ืน ย ัน ผ ล ก าร ป ราก ฏ ข อ ง RNA ไวร ัสอห ิวาต ์ส ุกร โด ย ท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ส าร  

พ ัน ธ ุกรรมของไวร ัลด ้วย p rim e r 3 2 4  และ 3 2 6  ซ ึ่งจะได ้ผ ลผ ล ิต ข น าด  2 8 4  ค ู่เบส (V ilcek a n d  

B elak , 1 9 9 8 ) การนำ p r im e rs  ค ู่ต ัง ก ล ่าว น ี้ม าท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น เพ ื่อ ท ด ส อ บ ค ว าม ผ ิด พ ล าด ท ี่อ าจ  

เก ิด จ าก ข ั้น ต อ น ก าร ส ก ัด แ ย ก  RNA พ บ ว ่าจ ำน ว น ต ัว อ ย ่างท ี่ให ้ผ ล บ ว ก เม ื่อ น ำม าท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น  

ด ้วย p r im e rs  ค ู่ต ัง ก ล ่าว ม ีจ ำน ว น  20  ต ัว อ ย ่างจ าก ต ัว อ ย ่างท ี่ให ้ผ ล บ ว ก ต ่อ ก าร เพ าะ แ ย ก เช ื้อ ไ ว ร ัล  

อ ห ิวาต ์ส ุกรท ั้งส ิ้น  3 0  ต ัว อ ย ่าง  ส าเห ต ุของการท ี่ไม ,ส าม ารถ เพ ิ่ม จ ำน วน ส ารพ ัน ธ ุก รรม ข อ งต ัวอ ย ่าง  

ท ี่ใ ห ้ผ ล บ ว ก ต ่อ ก า ร เพ า ะ แ ย ก เช ื้อ ไ ว ร ัล อ ห ิว า ต ์ล ุก ร ไ ด ้น ั้น อ า จ เน ื่อ ง จ า ก ก า ร เก ็บ แ ล ะ ก า ร ข น ล ่ง ต ัว  

อ ย ่า ง  เพ ราะ บ างต ัว อ ย ่างม ีก ารร าย งาน ว ่าผ ล ก าร ท ด ล อ งเพ าะ แ ย ก เช ื้อ ไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร เป ็น บ ว ก ใน  

ข ณ ะ ท ี่ท ำก าร เก ็บ ต ัว อ ย ่าง จ าก ส ุก ร ท ี่ม ีอ าก าร ป ่ว ย  แ ต ่ไม ่ได ้ม ีก ารท ด ส อ บ ซ ํ้าฃ ณ ะท ี่จ ะน ำม าท ำก าร  

ส ก ัด แ ล ะ เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ้ว ย เท ค น ิค  R T -PC R  จ ึง อ าจ เป ็น ไ ป ไ ด ้ว ่าล า เห ต ุจ าก ร ะ ย ะ เว ล าใน ก าร เก ็บ ต ัว  

อ ย ่างแ ล ะ ก าร ป น เป ีอ น ข อ ง N u c le a s e  อาจท ำให ้ไม ่พ บ  RNA จ า ก ต ัว อ ย ่าง ต ัง ก ล ่าว

ภ าย ห ล ัง จ ึง น ำต ัว อ ย ่าง ท ี่ใ ห ้ผลบ วกต ่อ การเพ ิ่ม จำน วน ด ้วยน ำ RNA ข อ งต ัว อ ย ่าง  

ไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรท ี่ให ้ผลบ ว ก เม ื่อ ท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ้ว ย  primers 324 และ 326 ท ั้งห ม ด 20 ตัว 

อ ย ่าง น ี้ ม าท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ้ว ย  primers A8 และ R1 ซ ึ่งพ บ ว ่าส าม ารถ ท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ไ ด ้ท ั้ง

ห มด 15 ต ัว อ ย ่าง
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เน ื่อ งจาก  p r im e rs  3 2 4  และ 3 2 6  เป ็น  p r im e rs  ท ี่จ ำ เพ า ะ ต ่อ บ ร ิเว ณ  5 ’ n o n ­

c o d in g  re g io n  ซ ึ่งบ ร ิเ'ว ณ ฃ อ งส ารพ ัน ร ุก รรม ด ังก ล ่าว น ี้ม ีค 'วาม ห ล าก ห ล ายต ํ่า  แล ะส าม ารถ พ บ ได ้ 

ได ้ไวร ัลช น ิดอ ื่น ท ี่จ ัดอย ู่ใน กล ุ่ม ของ Flaviviridae (V iicek e t  al., 1994 ) จ ึง จ ัด ว ่า ม ีค ว า ม จ ำ เพ า ะ ต ํ่า  

ก ว ่า เม ื่อ พ ิจ าร ณ าเป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ใน ส ่ว น ข อ ง  g p 5 5  ใน ข ณ ะ เด ียวก ัน ก ็พ บ ว ่าส ่วน ข อ ง g p 5 5  ท ี่พบ 

แต ่เฉ พ าะใน ไวร ัส  อ ห ิวาต ์ส ุก ร เท ่าน ั้น เป ็น ส ่ว น ท ี่ค วาม ห ล าก ห ล ายส ูงม าก  (P a to n  e t  al., 2 0 0 0 ) การ 

อ อ ก แบ บ  p r im e r  ท ี่จ ำ เพ าะ ต ่อ บ ร ิเว ณ ด ัง ก ล ่าว จ ึง ท ำไ ด ้ย าก  และ p r im e rs  ท ี่ท ำก ารอ อ ก แบ บ ใน งาน  

ว ิจ ัย ค ร ั้ง น ี้ต ้อ ง ส าม าร ถ ท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ส าร พ ัน ธ ุก ร ร ม ใน บ ร ิเว ณ  g p 5 5  ท ี่ค ร อ บ ค ล ุม บ ร ิเว ณ ท ี่ 

ว ิเค ร า ะ ห ์ว ่า ม ีค ว า ม จ ำ เพ าะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ด ัด จ ำ เพ าะ ด ้ว ย  เพ ร าะ ผ ล ผ ล ิต ท ี่ไ ด ้จ าก ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ด ้ว ย  

p r im e rs  ค ู่ด ัง ก ล ่าว จ ะ ต ้อ งถ ูก น ำม าว ิเค ร าะ ห ์ต ่อ ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ด ัด จ ำ เพ าะ เพ ื่อ ท ำก าร จ ำแ น ก ก ล ุ่ม ข อ ง  

ไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุกรให ้ได ้ด ังว ัต ถ ุป ระส งค ์ข องงาน ว ิจ ัย

จ าก ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ผ 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  A 8 และ 1R 

ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ด ัด จ ำเพ าะ  Xho II และ Ppu Ml พ บ ว ่าต ัว อ ย ่าง ท ี่ม ีป ร ะ ว ัต ิต ่าง   ๆ ก ัน ให ้ร ูป แบ บ ค วาม  

จ ำ เพ า ะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ด ัด จ ำ เพ า ะ แ ต ่ล ะ ช น ิด ท ี่ต ่า ง ก ัน อ อ ก ไ ป  โ ด ย ล า ม า ร ถ จ ำ แ น ก ร ูป แ บ บ ค ว า ม  

จ ำ เพ าะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ด ัด จ ำ เพ าะ ไ ด ้ 3 ร ูปแบบ ค ือ ร ูป แบ บ ข อ งก ล ุ่ม ส ายพ ัน ธ ุท ี่ใช ใน ก ารผ ล ิต ว ัค ซ ีน  ซึ่ง 

ไม ่ส าม ารถ ด ัด ได ้ด ้ว ย เอ น ไซ ม ์ด ัด จ ำเพ าะ ท ั้ง  2 ช น ิด ท ี่น ำม าท ด ส อ บ  ร ูป แบ บ ข อ งส ายพ ัน ธ ุ ALD ซึ่ง 

จ ะ ม ีค ว าม จ ำ เพ าะ แ ต ่เฉ พ าะ เอ น ไ ซ ม ์ Ppu Ml เท ่าน ั้น  แ ล ะร ูป แ บ บ ข อ งกล ุ่ม ส ายพ ัน ธ ุท ี่แยก ได ้ใน  

ป ร ะ เท ศ ไ ท ย ซ ึ่งม ีค ว าม จ ำเพ าะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ด ัด จ ำเพ าะ ท ั้ง  2 ชน ิด โ ด ย ผ ล จ าก ก าร ท ด ล อ ง เม ื่อ น ำม า  

ว ิเค ร าะ ห ์ด ้ว ย เท ค น ิค  R FL Ps ป ระก อ บ ก ับ ป ระว ัต ิข อ งต ัวอ ย ่าง  อ าจ ก ล ่าว ไ ด ้ว ่าแ ต ่ล ะ ช ่ว งป ีแ ล ะ แ ต ่ 

ล ะ พ ื้น ท ี่ท ี่พ บ ก ารระบ าด ข อ งไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รน ั้น ม ีค วาม ห ล าก ห ล ายข อ งส ายพ ัน ธ ุซ ึ่ง เป ็น ส าเห ต ุข อ ง 

ก าร ร ะ บ าด แ ต ่ล ะ ค ร ั้ง  ค ือ จะพ บ ล ัก ษ ณ ะข อ งพ ัน ธ ุก รรม ข อ งไวร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก รอ ย ่างห ล าก ห ล าย  ซึ่ง 

อ าจ ก ล ่าว ไ ด ้ว ่า เช ื้อ ไ ว ร ัส อ ห ิว าต ์ส ุก ร ท ี่พ บ ว ่าก ่อ ให ้เก ิด ก าร ร ะ บ าด ใน ป ร ะ เท ศ ไ ท ย น ั้น ม ีค ว าม ห ล าก  

ห ล าย ท าง ล าย พ ัน ธ ุค ่อ น ข ้าง ส ูง  อ าจ เน ื่อ งจ าก เม ื่อ พ บ ก าร ร ะ บ าด ห ร ีอ พ บ ป ัญ ห าข อ งก าร ต ิด เช ื้อ โ รค  

อ ห ิวาต ์ส ุก รข ึ้น ม ัก จะค วบ ค ุม โรค โด ยก ารใช ้ว ัค ซ ีน  ซ ึ่งว ัค ซ ีน ส ่วน ให ญ ่ท ี่น ำม าใช ้น ั้น เป ็น ชน ิดท ี่น ำป ร ับ  

ป ร ุงจ าก ส าย พ ัน ธ ุว ัค ซ ีน เด ิม แ ล ะ ท ำก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ผ ่าน เซ ล ล ์เพ าะ เล ี้ย ง  (cell c u l tu re  a d a p t e d  

s t r a i n )  จ ึง อ า จ ต ร ว จ พ บ ส า ย พ ัน ธ ุว ัค ซ ีน จ า ก ส ุก ร ท ี่ต ิด เช ื้อ ไ ด ้เช ่น เด ีย ว ก ับ ท ี่ม ีร า ย ง า น โ ด ย

S u v in ta ra k o rn  และ T h u n p im o n  ใน ป ีค .ศ . 19 9 8  ซ ึ่งส าม ารถ แยก ไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รส ายพ ัน ธ ุว ัค ซ ีน  

ได ้จากส ุกรท ี่ได ้ร ับ ว ัค ซ ีน  แ ล ะก ารใช ้ว ัค ซ ีน อ าจ ท ำให ้เก ิด ก ารต ิด เช ื้อ อ ห ิว าต ์ส ุก รแ บ บ แ ฝ ง โดยไวรัสอ 

ห ิว าต ์ส ุก ร ส า ม า ร ถ เพ ิ่ม จ ำ น ว น อ ย ู่ใ น ส ุก ร ไ ด ้น าน จ ึง อ า จ เก ิด ก า ร ก ล า ย พ ัน ธ ุ (m u ta tio n )  ขอ งเช ื้อ  

ไวร ัส อห ิวาต ์ส ุกรได ้ ส ่ว น ล าเห ต ุจ าก ก าร น ำเข ้าส ุก ร จ าก ต ่างป ร ะ เท ศ น ั้น เป ็น ส าเห ต ุย ่อ ย
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เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง น ี้ก ับ ง า น ว ิจ ัย ต ่า ง   ๆ ท ี่ม ีร ูป แ บ บ ก า ร ว ิจ ัย ท ี่ 

ค ล ้าย ค ล ึงก ัน  ใน ป ีค .ศ . 1998 Vilcek แ ล ะ ค ณ ะ  ได ้จำแน กไวร ัส อหิวาต ์ส ุก รส ายพ ัน ธ ุท ี่ใช ้ใน ก าร 

ผ ล ิต ว ัค ซ ีน อ อ กจากล ายพ ัน ธ ุท ี่พ บ ว ่าก ่อ ให ้เก ิด โรค ใน ป ระท ศ แถ บ ย ุโรป  โดยใช ้เท คน ิค  RT-PCR ร่วม 

กับ RFLPs เช ่น ก ัน  แ ต ่ท ำการว ิเค ราะห ์ใน ส ่วน ของ 5 ’ NC ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ  Bbr PI เพ ียง 

ช น ิด เด ีย ว  แ ล ะ พ บ ว ่าส าย พ ัน ธ ุว ัค ซ ีน จ ะ ส าม าร ถ ถ ูก ต ัด ไ ด ้ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ด ัง ก ล ่าว ซ ึ่ง ต ร ง ก ัน ข ้าม ก ับ  

ก ล ุ่ม ข อ งส าย พ ัน ธ ุท ี่แ ย ก ไ ด ้ใน ย ุโ ร ป  ซ ึ่งก าร ท ด ล อ งค ร ั้งน ี้ให ้ผ ล ก าร ท ด ล อ งแ ล ะ ร ูป แ บ บ ท ี่ค ล ้าย ก ับ  

งาน ว ิจ ัย ท ี่ไ ด ้ แ ต ก ต ่างก ัน ท ี่บ ร ิเวณ ท ี่น ำม าว ิเค ราะห ์ซ ึ่งใช ้เป ็น ส ่วน ข อ ง g p 5 5

Z a b e r re z h n y  แ ล ะ ค ณ ะ  (1999)ได ้จำแ น ก ไวร ัส อ ห ิวาต ์ล ุก รส ายพ ัน ธ ุท ี่ใข ้ใน ก าร  

ผลิตว ัค ซ ีน อ อ ก จ าก ไว ร ัล อ หิวาต ์ส ุก รท ี่แ ยก ไ ด ้จ าก ส ุก รท ี่ป ่ว ยแ ล ะ แ ส ด งอ าก ารข อ งโรค อ ห ิว าต ์ส ุก รท ี่ 

พ บ ใน ร ัล เช ียโดยใช ้ว ิธ ี R T-PC R  ร ่ว ม ก ับ ก าร ท ด ส อ บ ก าร ต ัด ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำเพ าะ  พ บ ว ่าส าย พ ัน ธ ุ 

ว ัค ซ ีน เท ่าน ั้น ท ี่ม ีบ ร ิเว ณ ท ี่จ ำ เพ าะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ  14 ชน ิด (Afl II, Ava I, Cfo I, £co47 II, 

Hae II, Kpn I, Mun I, Nsp I, Pst I, Sea I, Sma I, Spe  I, sty  I, Vsp I) ส ่วน ส ายพ ัน ธ ุ้อ ีน   ๆ จะพ บ  

บ ร ิเว ณ ท ี่จ ำ เพ าะ ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ  Bgl I และ Nde I ซ ึ่งเอนไซม ์ท ั้ง 2 ชน ิดน ี้ไม ่ส าม ารถต ัด  

ส าย  DNA ท ี่ไ ด ้จ าก ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น ส าย พ ัน ธ ุท ี่ใช ้ใน ก ารผลิตวัคซ ีนได้

P a rc h a r iy a n o n  แ ล ะ ค ณ ะ  (2 0 0 0 ) ใช ้เท ค น ิค  R FL Ps ว ิเค ราะห ์ส ารพ ัน ธ ุก รรม  

บ ร ิเว ณ  g p 5 5  ใน ก ารจำแน ก ไวร ัส อ ห ิวาต ์ส ุก รอ อ ก เป ็น  g e n o g r o u p s  และ s u b g e n o g r o u p s  ต าม  

ข ้อ ม ูล ท างด ้าน  P h y lo g e n y  ข อ งต ัว อ ย ่าง ด ังก ล ่าว ท ั้งห ม ด  6 0  ต ัว อ ย ่าง  เป ็น ต ัวอ ย ่างท ี่แ ยก ได ้ใน  

ป ระเท ศ ไท ย 54  ต ัว อ ย ่าง  ส ายพ ัน ธ ุว ัค ซ ีน  4 ต ัว อ ย ่าง  แ ล ะส ายพ ัน ธ ุอ ้างอ ิง  2 ต ัว อ ย ่าง  โด ยส าม ารถ  

จ ำแ น ก อ อ ก เป ็น  3 g e n o g r o u p s  และ 7 s u b g e n o g r o u p s  ค ือ 1.1, 1 .2 , 1 .3 , 2 .1 , 2 .2 , 2 .3  และ

3 .3  ซ ึ่งส าม ารถ แ บ ่งย ่อ ย ไ ด ้อ ีก ค ือ  3 .3 .1 , 3 .3 .2  และ 3 .3 .3  จ าก ก ารว ิจ ัย ค ร ั้งน ี้พ บ ว ่าร ูป แ บ บ ข อ งก าร  

ต ัด ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ ท ั้ง  3 ชน ิด ค ือ Ava II, Ban II และ Pvu II ใน ร ูป แ บ บ ท ี่แต ก ต ่างก ัน  จะ 

ส า ม าร ถ จ ำ แ น ก ส า ย พ ัน ธ ุต ่า ง   ๆ แ ล ะ ให ้ข ้อ ม ูล ท ี่ล อ ด ค ล ้อ งก ับ ผ ล ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ด ้ว ย  P h y lo g e n y  

A n a ly s is

ผ ล ก า ร ว ิจ ัย ใ น ก า ร จ ำ แ น ก ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ร ะ ห ว ่า ง ส า ย พ ัน ธ ุท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ผ ล ิต ว ัค ซ ีน  

แ ล ะ ส าย พ ัน ธ ุท ี่แ ย ก ไ ด ้ใ น ป ร ะ เท ศ ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ต ัด จ ำ เพ าะ ข อ ง ว ิท ย าน ิพ น ธ ์น ี้ม ีค ว าม ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ  

ผ ล ก า ร ว ิจ ัย ข ้า ง ต ้น  ค ือ ส า ม า ร ถ จ ำ แ น ก ก ล ุ่ม ข อ ง ไ ว ร ัล อ ห ิว า ต ์ส ุก ร ไ ด ้เช ่น ก ัน  แ ต ่ม ีร ูป แ บ บ แ ล ะ  

ล ัก ษ ณ ะ ใน ก าร ว ิน ิจ ฉ ัย ท ี่แ ต ก ต ่าง ก ัน  อ ย ่างไ รก ็ต าม  ผ ล ค ว าม ห ล าก ห ล าย ข อ งก ล ุ่ม ส าย พ ัน ธ ุท ี่พ บ ว ่า  

เป ็น ส าเห ต ุข อ งโรค อ ห ิวาต ์ส ุก รท ี่ได ้น ั้น พ บ ว ่าม ีค ว าม ส อ ด ค ล ้อ งก ับ งาน ว ิจ ัยข ้างต ้น เช ่น ก ัน  เน ื่อ งจาก
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ตัวอย่างที่ใช้ในการวิเคราะห์ 54 ตัวอย่างนั้นถูกจำแนกออกเป็น genogroups ต่าง  ๆ ซึ่งเป็นกลุ่ม 

ของสายพ ันธ ุท ี่ใช ้ในการผล ิตวัคซ ีน และกล ุ่มท ี่พบการระบาดในบร ิเวณ ต ่าง ๆ ของโลก 

(Parchariyanon et al., 1998a)

จากการพัฒนาเทคนิค RT-PCR และ RFLPs เพื่อใช้ในการวิเคราะห์สายพันธุของ 

ไวรัสอหิวาต์สุกรนี้จะเป็นประโยชน์ในการศึกษาถึงข้อมูลทางด้านระบาดวิทยาของโรค เนื่องจากมี 

ขันตอนที่ไม่ยุ่งยากและใช้เวลาน้อยจึงเหมาะสำหรับการวินิจฉัยที่ไม'ต้องการข้อมูลทางด้านพันธุ 

กรรมมากนัก และบริเวณ gp55 นี้เป็นบริเวณที่เหมาะลมที่จะนำมาใช้ในการจำแนก เนื่องจากเป็น 

บริเวณที่ม ีความหลากหลายสูงที่ล ุดบริเวณหนึ่งของไวรัลอหิวาต์สุกร (Paton, 1995) แต่ควร 

พิจารณาถึงความหลากหลายที่อาจเกิดฃึนตามธรรมชาติของบริเวณ gp55 ซึ่งอาจทำให้พบผลการ 

ทดลองที่ไม่เป็น'ไปดังที่คาด1ไวใด้ ส่วนผลที่ได้จากการวิเคราะห์นี้จึงมีประโยชน์ในแง่ของการศึกษา 

ถึงระบาดวิทยา และการควบคุมโรค
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