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Polymerase Chain Reaction (PCR) เร ิ่มต ้นข ึ้นในราวปลายป ี 1985 เป ็นเทคนิคท ี่ม ี 

ความจำเพาะและความไวส ูงมาก โดยอาศ ัยหล ักการเพ ิ่มปร ิมาณ ของด ีเอ ็น เอ จนลามารถตรวจพบ 

ด ีเอ ็นเอ หรือ อาร ์เอ ็น เอท ี่ม ี!/ร ิม 'าณน ้อยมาก ยากท ี่จะตรวจพบโดยว ิธ ีอ ื่น   ๆ จ ึงอำนวยประโยชน ์ใน 

งานทางต ้านอณ ูช ีวว ิทยาเป ็นอย ่างย ิ่ง  ไม ่ว ่าจะเป ็นการด ีกษาว ิจ ัยในแง'ต ่าง  ๆ ตลอดจนประโยชน ์ 

ทางการแพ ทย ์ เช่น การตรวจวิน ิจฉ ัยโรคติดเข ึ้อ การวิเคราะห ์โรคหรือความผ ิดปกต ิทางพ ันธุกรรม 

ของท ั้งพ ืชและส ัตว ์ นอกจากน ี้ย ์งลามารถประย ุกต ์ใช ่ในงานพ ิส ูจน ์หล ักฐานทางโบราณ คด ี

และทางน ิต ิเวชว ิทยาได ้อ ีกด ้วย

การใช่เทคนิค PCR เพ ื่อประโยชน ์ทางการแพทย์ คือ อาศ ัยการตรวจหาช ิ้นส ่วน

ลารพันธุกรรม (nucleic acid sequence) ของต้นเหตุของโรคโดยตรง ไม ่ว ่าจะเป ็นแบคท ีเร ีย ไวริ'ล 

เชื้อรา หรือลารพ ันธุกรรมในร่างกาย เช่น โครโมโซมที่ม ีความผิดปกติ ฯลฯ

nested PCR เป ็นอ ีกว ิธ ีการหน ึ่งท ี่จะเพ ิ่มความจำเพาะของปฎ ิกร ิยา PCR โดยทำ PCR 

ซํ้อ ีกครั้ง แต่ใช้ primers อ ีกค ู่ช ึ่งไม ่ใช ่ค ู่เด ิม แต ่ม ีตำแหน ่งของการเกาะต ิด (anneal) บน

ด ีเอ ็น เอเป ้าหมาย (target DNA) อย ู่ถ ัด เข ้ามาจากตำแหน ่งของ primers คู่นอก ดังนั้น ถ้า

primers ค ู่นอกขยายเพ ิ่มจำนวนด ีเอ ็น เอมาแบบไม ่จำเพาะ (non specific) ซึ่งไม่ใช่ target DNA 

จริง เม ือเอา product มาทำ PCR ชำ โดยไข้ primers คู่ในเข้าไป anneal จะไม่ม ี product 

ออกมา ว ิธ ีการน ี้แม ้ว ่า การทำ PCR ในครั้งแรกจะมี non specific amplification ด้วย แต่ 

primers คู่ใน จะเพ ิ่มจำนวนเฉพาะ specific sequence ว ิธ ี nested PCR นอกจากจะเพ ิ่ม  

ความจำเพาะแล ้ว ย ังเพ ิ่มความไว (sensitivity) ของปฏ ิก ิร ิยา PCR อ ีกประมาณ  103 เท่า เพราะ 

บางคริง ถ้า target DNA ม ีน ้อยมาก การทำ PCR ครั้งเดียว อาจตรวจไม ่พบ product ด้วยวิธี 

gel electrophoresis และ ethidium bromide staining ต้องทำ PCR ชำ โดยวิธ ี nested PCR 

ซ ึ่งจะทำให ้ตรวจพบ product ได้

seminested PCR ม ีหล ักการคล ้าย nested PCR เพียงแต่ primers คู่ใน เล ้นหนึ่งใช่

primer เล ้นใดเล ้นหน ึ่งจาก primers คู่นอก ส ่วนค ู่ในเล ้นท ี่เหล ือเป ็น primer ท ี่ม ีตำแหน ่งการ 

anneal บน target อย ู่ถ ัด เข ้ามาจากตำแหน ่ง primers ค ู่นอกและม ีท ีศทางลวนถ ัน  ด ังน ั้นเป ็นการ 

ประหย ัดการเตร ียม primers
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Polymerase Chain Reaction (PCR) technique เป ็นเคร ื่องม ือท ี่ใช ้ก ันอย ่างแพร่หลาย 

สำหรับการวิน ิจฉ ัยการต ิดเช ื้อไวร ัส เป ็นว ิธ ีการซ ึ่งใช ้การขยายเพ ิ่มจำนวน (amplify) โดยใช้ 

primers ท ี่จำเพาะต ่อสำด ับด ีเอ ็น เอ  <30) โดยใช ้ข ้อม ูลลำด ับด ีเอ ็น เอของ CPV จ ีโนมท ั้งหมด <31)

ท ีม ือย ู่ใน Genbank accession number M19296

ออกแบบ primers ท ี่บร ิเวณ VP2 ซ ึ่งเป ็นส ํวนใหญ ่ของ capsid protein ของ CPV VP2 gene 

ม ืผลต ่อ host range ของ CPV แ3,32> ดังแสดงในตารางที, 1

ตารางท ี่ 1 ตำแหน ่งการเร ียงต ัวของกรดอะม ิโนท ี่ม ืความแตกต ่างก ันในบริเวณ VP2 gene ระหว่าง 

FPLV, CPV-2 และ CPV-2a/2b

Amino acid difference 

(VP2)

Comparison Associated function

80 FPLV vs CPV Antigenicity, feline host range

87 CPV-2 vs CPV-2a/2b Antigenicity

93 FPLV vs CPV Antigenicity, canine host range

101 CPV-2 vs CPV-2a/2b Unknown

103 FPLV vs CPV Viability in presence of changes

of residues 93 and 323

300 CPV-2 vs CPV-2a/2b Antigenicity

305 CPV-2 vs CPV-2a/2b Antigenicity

323 FPLV vs CPV Antigenicity, canine host range,

pH of hemagglutination

375 CPV-2 vs CPV-2a/2b pH of hemagglutination

426 CPV-2 vs CPV-2a/2b Antigenicity

564 FPLV vs CPV Feline host range (?)

568 FPLV vs CPV Feline host range (?)

CPV-2 ไม ่ลามารถแบ ่งต ัวเพ ิ่มจำนวนในแมวได ้ เป ็น เพ ราะความแตกต ่างของ nucleotides บร ิเวณ

capsid gene (VP2) ของ CPV-2 และ FPLV <33) ด ังแสดงในร ูปท ี่ 4
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Nucleotide 3025
I

3065
I

3094
I

3753
1

4477
1

4489
1

I I I 1 1 1

FPLV A A T G A c
Lys Lys Va I Asp Asn Ala

CPV-2 G c c A G G

Arg Asn Ala Asn Ser Gly

Amino acid 80 93 103 323 564 568
เก VP2

รูปที่ 4 การเปล ี่ยนแปลงของลำด ับ เบสและกรดอะม ิโนบร ิเวณ  VP2 gene ระหว่าง FPLV

และ CPV-2

Mochizuki (1993) ได้นำเทคนิค PCR มาใช ้ในการตรวจหาเช ื้อ CPV ในอ ุจจาระของส ุน ัข 

โดยการขยายเพ ิ่มจำนวน (amplifies) บร ิเวณ capsid gene (VP1 และVP2) ด ้วยการทำปฏ ิก ิร ิยา 

2 ขั้นตอน หรือ seminested PCR ขนาดผลผล ิตจากปฏ ิก ิร ิยาม ีความยาวประมาณ  1.2 กิโลเบส 

ผลท ี่ได ้นำมาเปรยบเท ียบก ับการตรวจหาเช ื้อ  CPV ด ้วยวิธ ี virus isolation บน Crandeli feline 

kidney (CRFK) หรือ Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells และ ว ิธ ี fecal 

haemagglutination (HA) ย ืนย ันผลโดยว ิธ ี fecal haemagglutination inhibition (HI) พบว่า 

มีความไว (sensitivity) เท ่าก ับ virus isolation โดยใช ้ MDCK cells และ ม ีความไวมากกว ่า 

virus isolation โดยใช ้ CRFK cells หรือ วิธี HA แม ้ว ่าจะได ้ผลล ัพธ ์ลบปลอม (false-negative) 

1 ใน 59 ราย (1.7%) ผลล ัพธ ์ลบปลอมท ี่ได ้อาจเน ื่องมาจากม ีสารย ับย ั้งปฏ ิก ิร ิยา PCR อย ู่ใน

อ ุจจาระ (34)

ในปี 1995 Schunck และคณ ะ ได้ประยุกต ์ใช ้เทคน ิค simple touch-down PCR ลำหร ับ 

การตรวจหา CPV และ FPLV ในอ ุจจาระ โดยการ pretreatment อ ุจจาระด ้วยคล ื่น เส ียงความถ ี่ส ูง  

(sonification) และ ต้ม (boiling) เพ ื่อกำจ ัดสารท ี่ไปย ับย ั้งปฏ ิก ิร ิยา PCR เป็นการทำ PCR

เพ ียงรอบเด ียวได ้ขนาดผลผล ิตม ีความยาว 221 เบส ซ ึ่งอย ู่ภายใน VP2 ผลที่ได ้ม ีความไว

(sensitivity) มากกว ่าว ิธ ี EM 10-100 เท่า (27)

Parrish และคณ ะ (1991) ได ้ส ืกษาการแทนท ี่ทางแอนต ิเจน และ การว ิว ัฒนาการทาง 

ลำด ับด ีเอ ็น เอของ CPV พบความแตกต ่างบร ิเวณ  VP2 gene ระหว่าง CPV-2, CPV-2a และ 

CPV-2b ด ังแสดงในรูปที่ 5
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Nucleotide 3045 3088 3685 3699 4062 4449

CPV-2 A T c G A G

Met lie Ala Asp Asn Val

CPV-2a T c G T A A

Leu Thr Gly Tyr Asn lie

CPV-2b T c G T G G

Leu Thr Gly Tyr Asp Val

Amino acid 87 101 300 305 426 555

เก VP2

รูปที่ 5 การเปล ี่ยนแปลงของลำด ับLบลและกรดอะม ิโนบร ิเวณ  VP2 gene ระหว่าง CPV-2, 

CPV-2a และ CPV-2b

Greenwood (1995) ได้ใช้ restriction enzymes 21 ชนิด ในการต ัด Canine Parvoviral 

DNA ขนาด 5.3 ก ิโลเบส พบว่า Mbo I และ Hph I สามารถแยก CPV-2 ออกจาก CPV-2a 

และ CPV-2b ส่วน restriction enzymes Hae III, Hinf\, Dra I และ Hha I จะลามารถ 

แยก CPV-2b ออกจาก CPV-2 และ CPV-2a <35)

ในปี 1998 Sagazio และคณ ะ ได้ใช้ restriction enzymes (RE) ได้แก่ Rsa I, Hpa II, 

Hind III และ Pvu II ดัด Canine Parvoviral DNA ขนาด 2.2 ก ิโลเบสซ ึ่งอย ู่ในส ่วน VP1 และ VP2 

พบว ่าม ีเพ ียง Rsa I ชน ิดเด ียวท ี่ลามารถแยก CPV-2 ออกจาก CPV-2a และ CPV-2b ประโยชน์ 

ท ี่ได้ค ือ ลามารถแยกการต ิดเช ื้อ CPV ท ี่เก ิดจากการให ้ว ัคช ีน (CPV-2) ออกจากการต ิดเช ื้อตาม 

ธรรมชาติ (CPV-2a หรือ CPV-2b)<36)
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