
บทที่ 3
ว ิธ ีดำเน ิน การว ิจ ัย

เก ็บอ ุจจาระจากส ุน ัขท ี่ป ่วยด ้วยโรคลำไห ้อ ัก เสบท ี่แสดงอาการอาเจ ียนและถ ่ายเหลว 55 

ต ัวอย ่าง และ เก ็บอ ุจจาระจากส ุน ัขปกต ิ ท ี่จะมาร ับการฉ ีดว ัคซ ีน และ ไม,เคยได้ร ับวัคซ ีนมาก่อน 

55 ต ัวอย ่าง โดยการเก ็บอ ุจจาระจากส ุน ัขปกต ิ จะเล ือกเก ็บให ้ม ี จำนวนเพศ อาย ุ และพันธุ 

ใกล ้เค ียงก ันก ับต ัวอย ่างอ ุจจาระของส ุน ัขท ี่ป ่วยด ้วยโรคลำไห ้อ ัก เลบ โดยการเก ็บต ัวอย ่างอ ุจจาระ 

ในการค ีกษาคร ังน ีได ้มาจาก คล ีน ิคร ักษาส ัตว ์ และ โรงพยาบาลส ัตว ์เล ็กคณ ะอ ัตวแพทยศาสตร ์ 

จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิทยาล ัย  รวบรวมข ้อม ูลพ ื้นฐานเก ี่ยวก ับส ุน ัขป ่วย เช่น อาย ุ เพศ พันธุ และประวัต ิ 

การป ่วยด ้วยโรคลำไล ้อ ักเลบ ซ ึ่งเก ็บรวบรวม ระหว ่างเด ือนพฤษภาคม 2542 ถึง เด ือนก ุมภาพ ันธ ์ 

2543 เก ็บต ัวอย ่างอ ุจจาระเหลวจากส ุน ัขท ี่ป ่วยด ้วยโรคลำไห ้อ ัก เลบจำนวน 0.2 ม ิลล ิล ิตร  และ 

อ ุจจาระแข ็งจากส ุน ัขปกต ิจำนวน 0.2 กรัม เจ ือจางอ ุจจาระเป ็นสารแขวนลอย 10% โดยเต ิม 

Phosphate Buffered Saline ลงไป 2 ม ิลล ิล ิตร  (v/v และ w/v ตามลำด ับ) ป ันด ้วยความเร ็ว

3,000 รอบ/นาที นาน 10 นาท ี นำห้วนไล (supernatant) ที่ได้ แช่ไว้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ -70 C จนกว ่าจะ 

นำมาตรวจหา Canine Parvoviral DNA

Positive control ได ้มาจากการไข ้ Parvovirus vaccine (Modified Live Virus) ได้แก่ 

Parvodog (Rhone-Merieux)

Negative control ได ้มาจากอ ุจจาระของส ุน ัขปกต ิท ี่ไม ่เคยได ้ร ับว ัคซ ีนมาก ่อน

การลก ัดด ีเอ ็น เอ (DNA extraction) นำห้วนใลหรือว ัคซ ีน 15 ไมโครลิตรให้ลงในหลอด 

microtube เติม 0.1 M. NaOH 40 ไมโครลิตร Incubate ที่ 37 C นาน 1 ชั่วโมง จากน ั้น เต ิม 

0.1 M. HCI 50 ไมโครลิตร เขย ่าและป ันเหว ี่ยง

การเล ือก Primers โดยการด ึงลำด ับ เบลของ CPV แต ่ละขน ิดตาม accession number 

ที่ม ีอยู่'ใน Genbank นำมาเร ียงลำด ับเบสโดยใข ้โปรแกรม CLUSTAL X (NCBI) ผลท ี่ได ้ด ังแลดง 

ในรูปท่ี 6



า3

U 7 2 6 9 7
3 2 8 0  3 2 9 0  3 3 0 0  

TG TTTC AG AATC TG C TAC TC AG C C AC C AAC TAAAG TTTATAATAATG ATTTAAC TG C ATC
บ 7 2 6 9 6 TG TTTC AG AATC TG C TAC TC AG C C AC C AAC TAAAG TTTATAATAATG ATTTAAC TG C ATC
บ 7 2 6 9 5 TG TTTC AG AATC TG C TAC TC AG C C AC C AAC TAAAG TTTATAATAATG ATTTAAC TG C ATC
บ 7 2 6 9 8 ---------------------------------------------------------------------------------------------- TA A TA A TG A TTTA A C TG C A TC
M 2 4 0 0 3 TG TTTC AG AATC TG C TAC TC AG C C AC C AAC TAAAG TTTATAATAATG ATTTAAC TG C ATC
M 2 4 0 0 0 TG TTTC AG AATC TG C TAC TC AG C C AC C AAC TAAAG TTTATAATAATG ATTTAAC TG C ATC
M2 3 2 55 TG TTTC AG AATC TG C TAC TC AG C C AC C AAC TAAAG TTTATAATAATG ATTTAAC TG C ATC
M 1 9 2 9 6 TG TTTC AG AATC TG C TAC TC AG C C AC C AAC TAAAG TTTATAATAATG ATTTAAC TG C ATC

★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ ? 2 6 9 7
3 3 6 0

ATTG ATG G TTG CATTAG ATAG TAATAATACTATG CC ATTTACTCCAG CAG CTATG AG ATC
U 7 2 6 9 6 ATTG ATG G TTG CATTAG ATAG TAATAATACTATG CC ATTTACTCCAG CAG CTATG AG ATC
บ ? 2 6 9 5 ATTG ATG G TTG CATTAG ATAG TAATAATACTATG CC ATTTACTCCAG CAG CTATG AG ATC
บ 7 2 6 9 8 ATTG ATG G TTG CATTAG ATAG TAATAATACTATG CC ATTTACTCCAG CAG CTATG AG ATC
M 2 4 0 0 3 ATTG ATG G TTG CATTAG ATAG TAATAATACTATG CC ATTTACTCCAG CAG CTATG AG ATC
M 2 4 0 0 0 ATTAATG G TTG C ATTAG ATAG TAATAATACTATG C CATTTACTCC AG C AG C TATG AG ATC
M 23 2 5 5 ATTG ATG G TTG CATTAG ATAG TAATAATACTATG CC ATTTACTCCAG CAG CTATG AG ATC
M 1 9 2 9 6 ATTG ATG G TTG CATTAG ATAG TAATAATACTATG CC ATTTACTCCAG CAG CTATG AG ATC 

★  ★ไ*โ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ 7 2 6 9 7
3 4 2 0

TGAG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT
บ 7 2 6 9 6 TGAG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT
บ 7 2 6 9 5 TGAG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT
บ 7 2 6 9 8 TG AG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT
M 2 4 0 0 3 TG AG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT
M 2 4 0 0 0 TG AG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT

M 2 3 2 5 5 TG AG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT
M l 92 96 TG AG ACATTG G G TTTTTATCCATG G AAAC CAACC ATAC CAAC TCC ATG G AG ATATTATTT 

★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ ? 2 6 9 7
3 4 8 0

TCAATG G G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG G ACACCAACAAATAT
บ 7 2 6 9 6 TCAATG G G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG G ACACCAACAAATAT

บ 7 2 6 9 5 TCAATG G G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG G ACACCAACAAATAT
บ 7 2 6 9 8 TCAATGG G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG CACACCAACAAATAT

M 2 4 0 0 3 TCAATGG G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG CACACCAACAAATAT

M 2 4 0 0 0 TCAATGG G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG CACACCAACAAATAT
M 2 3 2 5 5 TCAATGG G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG CACACCAACAAATAT
M l 92 96 TCAATGG G ATAG AACATTAATACCATCTCATACTG GAACTAG TGG CACACCAACAAATAT 

★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ 7 2 6 9 7
■ 3 5 4 0

ATACCATG G C ACAG ATC CAG ATG ATG TTCAATTTTATAC TATTG AAAATTCTG TG CCAG T
บ 7 2 6 9 6 ATAC C ATG G TAC AG ATC C AG ATG ATG TTC AATTTTATAC TATTG AAAATTC TG TG C C AG T

บ 7 2 6 9 5 ATAC C ATG G TAC AG ATC C AG ATG ATG TTC AATTTTATAC TATTG AAAATTC TG TG C C AG T
บ 7 2 6 9 8 ATAC C ATG G TAC AG ATC C AG ATG ATG TTC AATTTTATAC TATTG AAAATTC TG TG C C AG T

M 2 4 0 0 3 ATAC C ATG G TAC AG ATC C AG ATG ATG TTC AATTTTATAC TATTG AAAATTC TG TG C C AG T
M 2 4 0 0 0 ATAC C ATG G TAC AG ATC C AG ATG ATG TTC AATTTTATAC TATTG AAAATTC TG TG C C AG T
M 2 3 2 5 5 ATAC C ATG G TAC AG ATC C AG ATG ATG TTC AATTTTATAC TATTG AAAATTC TG TG C C AG T

M l 92 96 ATAC C ATG G TAC AG ATC C AG ATG ATG TTC AATTTTATAC TATTG AAAATTC TG TG C C AG T 
★  ★ไ* ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
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บ 7 2 6 9 7
3 6 0 0

AC AC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C
บ 7 2 6 9 6 AC AC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C
บ 7 2 6 9 5 ACAC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C
บ 7 2 6 9 8 ACAC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C
M 2 4 0 0 3 ACAC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C
M 2 4 0 0 0 ACAC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C
M 2 3 2 5 5 AC AC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C
M 1 9 2 9 6 ACAC TTAC TAAG AAC AG G TG ATG AATTTG C TAC AG G AAC ATTTTTTTTTG ATTG TAAAC C  

★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ * ★ ★ ★ ★ ★  ไ * ' * * * * * *  ★ ★ ★ ไ * โ * ' * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

บ 7 2 6 9 7
3 6 6 0

ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA
บ ? 2 6 9 6 ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA
บ ? 2 6 9 5 ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA
บ 7 2 6 9 8 ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA
M 2 4 0 0 3 ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA

M 2 4 0 0 0 ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA

M2 3 2 5 5 ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA

M l 92 96 ATG TAG ACTAACACATACATG G CAAACAAATAG AG CATTG G G CTTACCACCATTTCTAAA 
★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ 7 2 6 9 7

3 6 8 0  3 6 9 0  3 7 0 0  3 7 2 0  

TTC TTTG CCTCAAG CTG AAG G AG G TACTAACTTTG G TTATATAG G AG TTCAACAAG ATAA

บ 7 2 6 9 6 TTC TTTG CCTCAAG CTG AAG G AG G TACTAACTTTG G TTATATAG G AG TTCAACAAG ATAA

บ 7 2 6 9 5 TTCTTTG CCTCAAG CTG AAG G AG G TACTAACTTTG G TTATATAG G AG TTCAACAAG ATAA

บ 7 2 6 9 8 TTC TTTG CCTCAAG CTG AAG G AG G TACTAACTTTG G TTATATAG G AG TTCAACAAG ATAA

M 2 4 0 0 3 TTC TTTG CC TC AATC TG AAG G AG G TACTAACTTTG G TTATATAG G AG TTC AACAAG ATAA

M 2 4 0 0 0 TTC TTTG CC TC AATC TG AAG G AG G TACTAACTTTG G TTATATAG G AG TTC AACAAG ATAA

M 2 3 2 5 5 TTC TTTG CC TC AATC TG AAG G AG C TAC TAAC TTTG G TG ATATAG G AG TTCAAC AAG ATAA

M l 92  96 TTC TTTG CC TC AATC TG AAG G AG C TAC TAAC TTTG G TG ATATAG G AG TTCAAC AAG ATAA 
★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ไ * โ *  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ 7 2 6 9 7

3 7 8 0

AAQ ^CG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG

บ 7 2 6 9 6 AAG ACG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG

บ 7 2 6 9 5 AAG ACG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG

บ 7 2 6 9 8 AAG ACG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG

M 2 4 0 0 3 AAG ACG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG

M 2 4 0 0 0 AAG ACG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG

M 2 3 2 5 5 AAG ACG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG

M l92 96 AAG ACG TG G TG TAACTCAAATG G G AAATACAAACTATATTACTG AAG CTACTATTATG AG  
★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ 7 2 6 9 7

3 8 4 0

ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC

บ 7 2 6 9 6 ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC

บ 7 2 6 9 5 ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC

บ 7 2 6 9 8 ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC

M 2 4 0 0 3 ACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC

M 2 4 0 0 0 ACCAGCTG AGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC

M 2 3 2 5 5 ACCAGCTG AGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC

M l92 96 ACCAGCTG AGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGCGTCTACACAAGGGCC 
★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
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U 7 2 6 9 7  

บ 7 2 6 9 6  

บ 7 2 6 9 5  

บ 7 2 6 9 8  

M 2 4 0 0 3  

M 2 4 0 0 0  

M 2 3 2 5 5  

M l 92 96

3 9 0 0

ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC 
ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC 

ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC 

ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC 

ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC 

ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC 

ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGATGAAAATCAAGCAGC 

ATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACATATGAAAATCAAGCAGC 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ * ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ * ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ * ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

บ 7 2 6 9 7  

บ 7 2 6 9 6  

บ 7 2 6 9 5  

บ 7 2 6 9 8  

M 2 4 0 0 3

3 9 6 0

AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG

AGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
AG ATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG

AG ATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
M 2 4 0 0 0 AG ATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
M 2 3 2 5 5 AGATGGTAATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG
M l 92 96 AG ATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAAAACTACCACAACAGG

★  ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

4 0 2 0
บ 7 2 6 9 7 AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
บ 7 2 6 9 6 AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
บ 7 2 6 9 5  

บ 7 2 6 9 8
AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG

AGAAACACCTGAG AG ATTTACATATATAG CACATCAAG ATACAG G AAGATATCCAG AAG G
M 2 4 0 0 3 AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG

M 2 4 0 0 0 AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
M2 3 2 5 5 AGAAACACCTGAG AG ATTTACATATATAG CACATCAAG ATACAG G AAGATATCCAG AAG G

M l 92 96 AGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGGAAGATATCCAGAAGG
★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

4 0 8 0

บ 7 2 6 9 7 A G A TTG G A TTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC AA ATG ATAATG TATTG C TA C C

บ 7 2 6 9 6 AG ATTG G ATTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC AG ATG A TAATG TATTG C TAC C

บ 7 2 6 9 5 A G A TTG G ATTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC AA ATG ATAATG TATTG C TA C C
บ 7 2 6 9 8 A G A TTG G ATTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC AA ATG ATAATG TATTG C TA C C

M 2 4 0 0 3 A G A TTG G ATTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC AA ATG ATAATG TATTG C TA C C

M 2 4 0 0 0 A G A TTG G A TTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC AA ATG ATAATG TATTG C TA C C

M2 32 55 A G A TTG G A TTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC AA ATG ATAATG TATTG C TA C C

M l 92 96 AG ATTG G ATTC AAAATATTAAC TTTAA C C TTC C TG TAAC G AATG A TAATG TATTG C TAC C
★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

4 1 4 0
บ 7 2 6 9 7 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTAAC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G

บ 7 2 6 9 6 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTA AC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G

บ 7 2 6 9 5 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTA AC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G
บ 7 2 6 9 8 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTAAC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G

M 2 4 0 0 3 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTA AC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G

M 2 4 0 0 0 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTAAC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G
M2 32 55 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTA AC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G

M l 92 96 AAC AG ATC C A ATTG G AG G TAAAAC AG G AATTA AC TATAC TAATATATTTAATAC TTATG G
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
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U 7 2 6 9 7
4 2 0 0

TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA
บ 7 2 6 9 6 TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA
บ 7 2 6 9 5 TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA
บ 7 2 6 9 8 TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA
M 2 4 0 0 3 TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA
M 2 4 0 0 0 TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA
M 23 2 5 5 TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA
M l 92 96 TC C TTTAAC TG C ATTAAATAATG TAC C AC C AG TTTATC C AAATG G TC AAATTTG G G ATAA 

★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ไ * : * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

บ 7 2 6 9 7
4 2 6 0

AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA
บ 7 2 6 9 6 AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA
บ 7 2 6 9 5 AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA
U 7 2 6 9 8 AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA
M 2 4 0 0 3 AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA
M 2 4 0 0 0 AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA
M 2 3 2 5 5 AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA
M 1 9 2 9 6 AG AATTTG ATAC TG AC TTAAAA C C AAG AC TTC ATG TAAATG C AC C ATTTG TTTG TC A AAA

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

บ 7 2 6 9 7
4 3 2 0

TAATTG TC C TG G TC AATTATTTG TG AAAG TTG C G C C TAATTTAAC AAATG AATATG ATC C
บ 7 2 6 9 6 TAATTG TC CTG G TCAATTATTTG TAA AAG TTG C G C C TAATTTA AC AAATG AATATG ATC C
บ 7 2 6 9 5 TAATTG TC CTG G TCAATTATTTG TAA AAG TTG C G C C TAATTTA AC AAATG AATATG ATC C
บ 7 2 6 9 8 TAATTG TC CTG G TCAATTATTTG TAA AAG TTG C G C C TAATTTA AC AAATG AATATG ATC C
M 2 4 0 0 3 TAATTG TC CTG G TCAATTATTTG TAA AAG TTG C G C C TAATTTA AC AAATG AATATG ATC C
M 2 4 0 0 0 TAATTG TC CTG G TC AATTATTTG TAA AAG TTG C G C C TAATTTA AC AAATG AATATG ATC C
M 2 3 2 5 5 TAATTG TC CTG G TCAATTATTTG TAA AAG TTG C G C C TAATTTA AC AAATG AATATG ATC C
M l 92 96 TAATTG TC CTG G TCAATTATTTG TAA AAG TTG C G C C TAATTTA AC AAATG AATATG ATC C  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

บ 7 2 6 9 7
4 3 8 0

TG ATG C ATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA
บ 7 2 6 9 6 TG ATG C ATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA

บ 7 2 6 9 5 TGATG CATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA
บ ? 2 6 9 8 TG ATG C ATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA

M 2 4 0 0 3 TG ATG CATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA
M2 4 0 0 0 TG ATG C ATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA

M 2 3 2 5 5 TG ATG C ATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA

M l 92 96 TG ATG C ATCTG C TAATATG TCAAG AATTG TAACTTAC TC AG ATTTTTG G TG G AAAG G TAA
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

บ ? 2 6 9 7
4 4 4 0

ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG

บ 7 2 6 9 6 ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG

บ 7 2 6 9 5 ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG

บ 7 2 6 9 8 ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG

M 2 4 0 0 3 ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG

M 2 4 0 0 0 ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG
M 2 3 2 5 5 ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG

M l92 96 ATTAG TATTTAAAG C TAAAC TAAG AG CC TC TCATAC TTG G AATCC AATTCAAC AAATG AG
* ★ ★ * * ★ * * * * * * * * * * * * * * * * * * ★ * * ★ ★ * * ★ * ★ ★ ★ * ★ * * ★ * ★ * * * ★ * ★ ★ ★ * * ★ * ★ * * * ★
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U 7 2 6 9 7  

บ 7 2 6 9 6  

บ 7 2 6 9 5  

บ 7 2 6 9 8  

M 2 4 0 0 3  

M 2 4 0 0 0  

M2 3 2 5 5 

M l 92 96

บ 7 2 6 9 7  

บ 7 2 6 9 6  

บ 7 2 6 9 5  

บ 7 2 6 9 8  

M 2 4 0 0 3  

M 2 4 0 0 0  

M2 3 2 55  

M l 92 96

TATTAATG TAG ATAAC C AATTTAAC TATG TAC C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAATTG T 

TATTAATG TAG ATAAC C AATTTAAC TATG TAC C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAATTG T 

TATTAATG TAG ATAAC C AATTTAAC TATG TAC C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAATTG T 
TATTAATG TAG ATAAC C AATTTAAC TATG TAC C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAATTG T 

TA TTA A TA TAG ATAAC C A ATTTAA C TA TG TA C C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAA TTG T 

TA TTA A TA TAG ATAAC C A ATTTAA C TA TG TA C C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAA TTG T 

TATTAATG TAG ATAAC C AATTTAAC TATG TAC C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAATTG T 

TATTAATG TAG ATAAC C AATTTAAC TATG TAC C AAG TAATATTG G AG G TATG AAAATTG T 
* * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

4 5 4 0  4 5 5 0  4 5 6 0
ATATG AA A A A TC TC A A C TA G C A C C TA G A A A A TTA TA TTA A ------------------------------------------------

ATATG A A A A A TC TC A A C TA G C A C C TA G A A A A TTA TA TTA A -----------------------------------------------

ATATG AA A A A TC TC A A C TA G C A C C TA G A A A A TTA TA TTA A ------------------------------------------------

ATATG AA A A A TC TC A A C TA G C A C C TA G A A A A TTA TA TTA A ------------------------------------------------

ATATG AAAAATCTCAACTAG CACCTAG  A A A A T T A T A T T A A C A T A C T T A C T A T G  -  T T T T T A  

ATATG AAAAATC TC AAC TAG C AC C TAG AAAA TTATATTAAC ATAC TTA C TA TG  -  T T T T T A  

A T A TG AAAAATC TC AAC TAG C AC C TAG AAAA TTATATTAAC ATAC TTA C TA TG  -  T T T T T A  

ATATG A A A A A TC TC A A C TA G C A C C TA G A A A A TTA TA TTA A C A TA C TTA C TA TG G TTTTTA  
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

4 5 0 0

บ 72697: CPV-2a ; บ 72696: CPV-2b ; บ 72695: CPV-2a ะ บ 72698: CPV-2a; M24003: 

CPV-2a(15) ; M24000: CPV-2a(31) ; M23255: CPV-2(d) ; M19296: CPV-2 

รูปที 6 CLUSTAL X (1,64b) multiple sequence alignment

แลดงการเปร ียบเท ียบลำด ับ  DNA จาก nucleotides 3,280 ถึง 4,540 ตำแหน่งที่ 

ลามารถแยก CPV-2 ออกจาก CPV-2a หรือ CPV-2b ได้แก่ 3,685 และ 3,699

ในการเล ือก primers จะเล ือกบร ิเวณ ท ี่ไม ่ม ีการเปล ี่ยนแปลงลำด ับ เบส (conserved 

region) และครอบคล ุมตำแหน ่ง nucleotides ที่ 3,685 และ 3,699 ในบริเวณ VP2 gene 

เพ ื่อสามารถใช้เอนไซม์ในการด ัดแยกชนิดของเช ื้อ CPV ได้ primers ควรม ีความยาวไม ่น ้อยกว ่า 

17 เบส และไม ่มากกว ่า 28 เบล ปร ิมาณ  GC 40-60 เปอร์เซ ็นต ์ melting temperature (Tm) 

ของแต ่ละ primers ใกล ้เค ียงก ันมากท ี่ล ุด  ด ังแลดงในตารางท ี่ 2

ตารางท ี่ 2 รายละเอ ียดของแต ่ละ primers

Primer Sequence 5’---------3’ Tm(°C) %G-C content

1 CT CCAGCAGCT AT GAG AT c 58 52.63

2 G AT CTGTTG GT AGC AAT AC 54 42.11

3 CAT CT GGAT CT GTACCAT GG 60 50.00

4 CT AGGT GCT AGTT GATAT G 54 42.11
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สำหรับ primers ท ี่ใช ้ในการส ืกษาน ี้ได ้แก ่

Primerl (Forward) ซ ึ่งม ีสำด ับเบสด ังน ี 5’-CTCCAGCAGCTATGAGATC-3’ ตรงกับตำแหน่ง 

เบสที 3,342 ถึง 3,360 ๓ ’

Primer2 (Reverse) ซ ึงม ลี ำด ับ เบสดังน ี 5’-GATCTGTTGGTAGCAATAC-3’ คู่สม 

(complementary) ก ับตำแหน ่งเบสท ี่ 4,070 ถึง 4,088 <31>

Primer3 (Reverse) ซ ึงม ีลำด ับเบสด ังน ี 5’-CATCTGGATCTGTACCATGG-3' คู่สม 

(complementary) ก ับตำแหน ่งเบสท ี่ 3,484 ถึง 3,503 (31)

Primer 4 (Reverse) ซ ึงม ีลำด ับเบสด ังน ี 5’-CTAGGTGCTAGTTGATATG-3’ คู่ลม 

(complementary) ก ับตำแหน ่งเบสท ี 4,570 ถึง 4,588 (3,)

การเล ือกใช ้ restriction enzyme ในการแยก CPV-2 ออกจาก CPV-2a หรือ CPV-2b 

บร ืเวณ ลำด ับ เบสท ี 3,685 และ 3,699 โดยใช ้ Graphic map / Table by enzyme name จาก 

internet web site Httpy/www.ccsi.coni/firstmarket/cutter ลำหร ับ restriction enzyme ทีใช้ใน 

การด ัดลำด ับ เบสท ี่ 3,686 และ 3,708 ได้แก่ Rsa  I (5’— G TV a C— 3') และ Hph I (5’— GGTGA 

(N)gV— 3’) ตามลำด ับ

การปรับสภาวะท ี่เหมาะสมในการทำ PCR (Optimization of PCR condition) โดยการ 

ปร ับพาราม ิเตอร์ต ่างๆ ดังนี้ ความเข้มช้นฃอง primers (16.5, 25 และ 50 pmole) ปร ิมาณด ีเอ ็นเอ 

ท ี่สก ัดออกมาจากอ ุจจาระ ( 5 และ 10 ไมโครลิตร) ป ร ิม าณ ผล ิตก ัณ ฑ ์จาก  PCR ช่วงแรก (1, 5 

และ 10 ไมโครลิตร) เอนไซม์ Taq DNA Polymerase (0.5, 1 และ 1.5 unit) และ primer 

annealing temperature (50°c และ 55°C)

ก ารตรวจหาเซ ึ่!อ CPV โดยว ิธ ี seminested Polymerase Chain Reaction

การเพ ิ่มปร ิมาณด ีเอ ็นเอ (DNA amplification) บร ิเวณ  VP2

1. 50 ไมโครลิตรของปฏิก ิร ิยา PCR ช่วงแรก ประกอบด ้วย 10 กาMTris-HCI (pH8.3),

5 0 ทาMKCI, 1 .5กาMMgCI2, 25 pmole ของ primer 1 และ primer 2, 200 uM dNTPs ,

0.5 unit ของ Taq DNA polymerase, ด ีเอ ็น เอท ี่สก ัดจากอ ุจจาระหร ือจากว ัคซ ีน  5 ไมโครลิตร 

และนำกล ั่น  นำหลอด microtubes ท ี่เตร ียมพร้อมแล้วไปใส่ในเครื่อง Programmable DNA

Thermal Cycler โดยกำหนดอ ุณ หภ ูม ิและเวลาของแต ่ละข ั้นตอนด ังน ี้

1.1 เร ิ่มด ้นท ี่อ ุณหภ ูม ิ 94 C เป ็น เวลาน าน 5 นาที

1.2 ในแต ่ละรอบของปฏ ิก ิร ิยา PCR กำหนดอ ุณ หภ ูม ิและเวลาด ังน ี้

Dénaturation 94 C 30 ว ินาท ี

Annealing 55 C 2 นาที

นาทีExtension 72 C 2

http://www.ccsi.coni/firstmarket/cutter
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ทำชา 30 รอบ

1.3 เม ื่อครบรอบส ุดท ้ายตามด ้วยอ ุณ หภ ูม ิ 72 C เป ็น เวลานาน 1 0 นาที 

2. 50 ไมโครลิตรของปฏิก ิร ิยา PCR ช ่วงสอง ประกอบด ้วย 10 mMTris-HCI (pH8.3),

50 ทาMKCI, 1.5 ทาMMgCI2, 25 pmole ของ primer 1 และ primer 3, 200 uM dNTPs ,

0.5 unit ของ Taq DNA polymerase, ผล ิตภ ัณ ฑ ์จาก PCR ช่วงแรก 1 ไมโครลิตรและ น ํ้ากล ั่น  

นำหลอด microtubes ท ีเตรียมพร้อมแล้วไปใส่ในเครือง Programmable DNA Thermal Cycler 

โดยกำหนดอ ุณ หภ ูม ิและ เวลาของแต ่ละข ั้นตอนและจำนวนรอบเหม ือนกับการทำ PCR ช่วงแรก 

การตรวจหาผลผล ิตของปฏ ิก ิร ิยา (Product detection)

โดยการใส ่ผลผล ิตของปฏ ิก ิร ิยา 10ไมโครลิตรลงบน 2% agarose gel electrophoresis 

ใน 1X TBE buffer ที่ 100 โวลต ์ นาน 40 นาที ย ้อมล ีด ้วย ethidium bromide ด ูด ้วยกล ้อง UV 

light ขนาดของผลผล ิต  PCR ว ัดโดยเท ียบก ับ molecular weight marker 100 bp DNA Ladder 

(New England, Biolabs)

ผลล ัพธ ์ลบปลอมจากการทำ seminested PCR ในการศ ึกษาน ี้อาจเก ิดข ึ้นจาก ม ืลาร 

ย ับย ั้งปฏ ิก ิร ิยา PCR (inhibitory substances) อย ู่ในต ัวอย ่างอ ุจจาระ หรือ ไม ่ลามารถแยกด ีเอ ็นเอ 

จากต ัวอย ่างอ ุจจาระ ภายหล ังจากการลก ัดแยกด ีเอ ็น เอด ้วยกรด-ด ่าง จ ึงจำเป ็นต ้องม ีการตรวจ 

หาผลล ัพ ธ ์ลบปลอมโดย

1. ทดลอบหาสารย ับย ั้งปฏ ิก ิร ิยา PCR ในต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลลบจากการทำ seminested 

PCR โดยการทำ seminested PCR อ ีกคร ั้งหล ังจากการสก ัดแยกด ีเอ ็น เอในต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลลบ 

ในหลอดหน ึ่ง และ อ ีกหลอดหน ึ่งม ีต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลลบรวมก ับต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลบวก ถ ้าในหลอดที่ 

เต ิมต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลบวกเข ้าไปลามารถขยายเพ ิ่มจำนวนด ีเอ ็น เอแล ้วให ้ผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR ในขนาดที่ 

ต ้องการ แลดงว ่าไม ่ม ีสารย ับย ั้งปฏ ิก ิร ิยา PCR แต ่ถ ้าในหลอดท ี่เต ิมต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลบวกเข ้าไปไม ่ 

ลามารถขยายเพ ิ่มจำนวนด ีเอ ็น เอใต ้ แสดงว ่าม ีลารย ับย ั้งปฏ ิก ิร ิยา PCR อย ู่ในต ัวอย ่างอ ุจจาระน ั้น  

ภายหล ังจากการสก ัดแยกด ้วยว ิธ ีกรด-ด ่าง

2. ทดสอบหาปร ิมาณ ด ีเอ ็น เอ ทำได ้โดยว ัดการด ูดกล ืนคล ื่นแลงท ี่ความยาวคล ื่นแลง (X) 

260 นาโนเมตร
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ก าร แ ย ก ช น ิด ข อ ง เช ื้อ  CPV โด ยว ิธ ี seminested Polymerase Chain Reaction และ 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Analysis

เน ื่องจากผล ิตภ ัณ ฑ ์ท ี่ได ้จากการตรวจหาเช ื้อ  CPV ด ังกล ่าวข ้างต ้น  ไม,ม ีตำแหน ่งลำด ับ 

น ิวคล ีโอไทต ์ครอบคล ุมตำแหน ่งท ี่สามารถใช ้เอนไซม์ที่ใช ้ในการส ืกษาน ี้ ด ังน ั้นจ ึงม ีความจำเป ็น

ต ้องม ีการขยายเพ ิ่มจำนวนขนาดด ีเอ ็น เอให ้ครอบคล ุมพ ื้นท ี่ท ี่ลามารถใช ้ว ิธ ี RFLP ในการแยกชนิด 

ของเชื้อ CPV ไต้ โดยนำต ัวอย ่างและวัคซ ีนท ี่ให ้ผลบวกท ั้งหมดในการทำ seminested PCR มา 

ทำการแยกชน ิดของเช ื้อ CPV โดย

ทา?เพ ิ่ม!]รมาณดีเอ ็นเอ (DNA amplification) บร ิเวณ VP2

1. 45 ไมโครลิตรของปฏิก ิร ิยา PCR ช่วงแรก ประกอบด ้วย 5 ทาMTris-FiCI (pH8.3),

25 mMKCI, 0.75 mMMgCI2, 16.5 pmole ของ primer 1 และ primer 4, 250 uM dNTPs 1 

1.5 unit ของ Taq DNA polymerase, ด ีเอ ็น เอท ี่ลภ ัดจากอ ุจจาระ หรือวัคซีน 5 ไมโครลิตร และ 

นำกล ัน  นำหลอด microtubes ท ีเตรียมพร้อมแล้วไปใส่ในเครือง Programmable DNA Thermal 

Cycler โดยกำหนดอ ุณ หภ ูม ิและเวลาของแต ่ละข ั้นตอนด ังน ี้

1.1 เร ิ่มต ้นท ี่อ ุณหภูม ิ 94 C เป ็นเวลานาน 5 นาที

1.2 ในแต ่ละรอบของปฏ ิก ิร ิยา PCR กำหนดอ ุณ หภ ูม ิและเวลาด ังน ี้

Dénaturation 94 c 30 ว ินาท ี
o

Annealing 50 c 2 นาที
o

Extension 72 c 2 นาที

ทำซ ํ้า 30 รอบ

1.3 เม ื่อครบรอบส ุดท ้ายตามด ้วยอ ุณ หภ ูม ิ 72 C เป ็น เวลานาน 10นาที

2. 45 ไมโครลิตรของปฏิก ิร ิยา PCR ช ่วงลอง ประกอบด ้วย 5 ทาMTris-HCI (pH8.3),

25 mMKCI, 0.75 mMMgCI2, 16.5 pmole ของ primer 1 และ primer 2, 250 uM dNTPs 1

1.5 unit ของ Taq DNA polymerase, นำผล ิตภ ัณ ฑ ์จาก PCR ช่วงแรก 5 ไมโครลิตร และน ํ้ากล ั่น  

นำหลอด microtubes ท ีเตรียมพร้อมแล้วไปไล่ในเครือง Programmable DNA Thermal Cycler 

โดยกำหนดอ ุณหภ ูม ิและเวลาของแต ่ละข ั้นตอนและจำนวนรอบเหม ือนก ับการทำ PCR ช่วงแรก 

การตรวจหาผลผล ิตของปฏ ิก ิร ิยา (Product detection)

โดยการใส ่ผลผล ิตของปฏ ิก ิร ิยา 10 ไมโครลิตรลงบน 2% agarose gel electrophoresis 

ใน 1X TBE buffer ที่ 100 โวลต ์ นาน 40 นาที ย ้อมล ีด ้วย  ethidium bromide ด ูด ้วยกล ้อง UV 

light ขนาดของผลผล ิต PCR ว ัดโดยเท ียบก ับ molecular weight marker 100 bp DNA Ladder 

(New England, Biolabs)
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การต ัดผล ิตภ ัณ ฑ ์ CPV DNA โดยใช ้ Restriction Enzymes

แยก CPV-2 ออกจาก CPV-2a และ CPV-2b โดยใช ้ Restriction Enzyme Rsa I 

ซ ึ่งประกอบด ้วย ผล ิตภ ัณ ฑ ์จาก PCR ช ่วงลอง 20 ไมโครลิตร, 'นากลั่น 1.5 ไมโครลิตร, 

10X NEBuffer 1 2.5 ไมโครลิตร และ Rsa I (10 units/ul) 1 ไมโครลิตร incubate 37°c นาน 3 

ชั่วโมง และ ใช้ Restriction Enyme Hph I ซ ึ่งประกอบด ้วย ผล ิตภ ัณ ฑ ์จาก  PCR ช ่วงลอง 20 

ไมโครลิตร, น ํ้ากล ั่น  0.5 ไมโครลิตร, 10X NEBuffer 4 2.5 ไมโครลิตร และ Hph I (5 units/ul) 2 

ไมโครลิตร incubate 37°c นาน 3 ชั่วโมง

การตรวจหาผลผล ิตของปฏ ิก ิร ิยา (Product detection)

โดยการใส ่ผลผล ิตของปฏ ิก ิร ิยา (restriction fragments) 25 ไมโครลิตรลงบน 2% 

agarose gel electrophoresis ไน 1X TBE buffer ที 80 โวลต ์ นาน 90 นาท ี ย ้อมล ีด ้วย  ethidium 

bromide ด ูด ้วยกล ้อง u v  light ขนาดของผลผล ิต PCR ว ัดโดยเท ียบกับ molecular weight

marker 100 bp DNA Ladder (New England, Biolabs)

คาดว ่าเอนไซม ์ Rsa I ต ัดผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR จากต ัวอย ่าง (CPV-2a หริอ CPV-2b) ขนาด 

747 เบส ออกเป ็น  149, 50, 146 และ 402 เบล และ ต ัดผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR จากว ัคซ ีน  (CPV-2) 

ขนาด 747 เบล ออกเป ็น  149, 50 และ 548 เบส ตังแสดงในรูปที่ 7 ส ่วนเอนไซม ์ Hph I ตัด

ผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR จากต ัวอย ่าง (CPV-2a หรือ CPV-2b) ขนาด 747 เบส ออกเป ็น  220, 348 และ 

179 เบส และ ต ัดผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR จากว ัคซ ีน (CPV-2) ขนาด 747 เบส ออกเป ็น  220, 147 และ 

380 เบส ต ังแสดงในรูปท ี่ 8
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บ = ผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบสองก ่อนต ัดด ้วยเอนไซม ์ 

ร = ผล ิตภ ัณ ฑ ์จากต ัวอย ่าง PCR รอบสองหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์ 

V = ผล ิตภ ัณ ฑ ์จากว ัคซ ีน  PCR รอบสองหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์

รูปที่ 8 ร ูปแบบ RFLP ของ CPV Products ท ี่ถ ูกต ัดโดยเอนไซม ์ Hph I 

บ = ผล ิต ภ ัณ ฑ ์ PCR รอบสองก ่อนต ัดด ้วยเอนไซม ์ 

ร = ผล ิตภ ัณ ฑ ์จากต ัวอย ่าง PCR รอบสองหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์ 

V = ผล ิตภ ัณ ฑ ์จากว ัคซ ีน  PCR รอบสองหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์
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นำข ้อม ูลท ี่ผ ่านการตรวจสอบแล ้ว นำมาว ิเคราะห ์ในร ูปของสถ ิต ิการว ิจ ัยเพ ื่อประเม ินความช ุก

ของโรค (prevalence) หร ืออ ัตราการตรวจพบและชน ิดของเช ื้อ CPV ท ี่ทำให ้เก ิดโรคลำไล ้อ ักเสบ 

ในสุนัข และนำเสนอเป ็นตารางเท ียบเปอร ์เซ ็นต ์ท ี่ตรวจพบ
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