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ก าร ต ร ว จ ห า เช ื้อ  CPV โด ย ว ิธ ี seminested Polymerase Chain Reaction

การตรวจหาเช ื้อ CPV โดยวิธ ี seminested PCR ในการทำปฏ ิก ิร ิยา PCR รอบแรกใช้ 

primers P1 และ P2 และ ปฏ ิก ิร ิยา PCR รอบลองใช ้ primers P1 และ P3 ด ังแลดงในรูปท ี่ 9

◄

P1: 3342-3360 
--------------------- ►

P3: 3484-3503

◄
P2: 4070-4088

รูปที่ 9 ตำแหน่ง primers ท ี่ใช ้ในการตรวจหาเชื้อ CPV

primers คูนอก ได้แก่ P1 และ P2 ส่วน primers คู่ใน ได้แก่ P1 และ P3

ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์หล ังจาก  seminested PCR ได้แก่ 162 เบส ด ังแสดงในรูปท ี่ 10

M ร 1  ร 2  ร 3  ร 4 ร 5  ร 6  P  N
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รูปท ี่ 10 ผ ลของการตรวจห า CPV DNA โดยว ิธ ี seminested PCR

M = Marker 100 เบส ; S1-6 = ต ัวอย ่างท ี 1-6 ; N = Negative control ;

P = Positive control
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ผลของการตรวจหาเซ ือ CPV โดยวิธ ี seminested PCR ในต ัวอย ่างอ ุจจาระส ุน ัขท ี่ม ี 

อาการท ้องเส ียและอาเจ ียน จำนวน  55 ต ัวอย ่าง ให ้ผลบวก 34 ต ัวอย ่าง และ ในกล ุ่ม เปร ียบเท ียบ 

คือ ส ุน ัขปกต ิท ้งหมด 55 ต ัวอย่างตรวจไม ่พบเช ื้อ CPV รายละเอ ียดต ังแลดงในตารางท ี่ 3

ในต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลลบจากการทำ seminested PCR หล ังจากการตรวจหาสารย ับย ั้ง  

ปฏ ิก ิร ิยา PCR (inhibitory substances) ด้วยการทำ seminested PCR อ ีกครัง ปรากฏว่าไม ่พบ 

สารย ับย ั้งปฏ ิก ิร ิยา PCR ในท ุกต ัวอย ่างอ ุจจาระหล ังจากทำการสก ัดด ีเอ ็น เอด ้วยกรด-ด ่าง

ก ารตรวจห าป ร ิม าณ ด ีเอ ็น เอใน ต ัวอย ่างอ ุจจาระห ล ังจากท ำก ารสก ัด ด ีเอ ็น เอด ้วยกรด - 

ด่าง โดยว ัดการด ูดกล ืนคล ื่นแลงท ี'ความยาวคล ื่นแลง 260 นาโนเมตร โดยทำการ วัดในกลุ่ม

ต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลบวก (positive), ผลลบ (negative) และกล ุ่มควบค ุม  (control) จำนวน 31, 20 

และ 26 ต ัวอย ่างตาม ลำต ับ  ปร ิมาณ ด เีอน็เอเฉล ี่ยท ี่วัดได้ใน แตล่ะกล ุ่มม ีต ังน ี้ 

กล ุ่มส ุน ัขป ่วยท ี่ให ้ผลบวก 206.8 (41.25-377.5) ±  110.5

กล ุ่มส ุน ัขป ่วยท ี่ให ้ผลลบ 190.8(27.5-442.5) ±111.2

กล ุ่มส ุน ัขปกต ิ 86.49 (27.5-า83.75)± 37.2

ปร ิมาณ ด ีเอ ็น เอท ี่ว ัดได ้ม ีหน ่วยเป ็น  นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

ตารางท ี่ 3 ผลของการตรวจหา Canine Parvoviral DNA โดยวิธ ี seminested PCR

Canine Parvoviral DNA

เปอร์เซ ็นต ์ผลบวกจำนวนต ัวอย ่าง ผลบวก

กล ุ่มค ืกษา 55 34 61.8

กล ุ่ม เปร ียบ เท ียบ 55 0 0

ผลของการตรวจหาเช ื้อ CPV โดยวิธ ี seminested PCR ในต ัวอย ่างอ ุจจาระส ุน ัขท ี่ม ี 

อาการท ้องเส ียและอาเจ ียน จำนวน  55 ต ัวอย ่าง ให ้ผลบวก 34 ต ัวอย ่าง จำแนกตามเพศ อาย ุ 

และ พันธุ รายละเอ ียดต ังแสดงในตารางท ี่ 4, 5 และ 6 ตามลำด ับ
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ตารางท ี 4 ผลของการตรวจหา Canine Parvoviral DNA โดยวิธ ี seminested PCR 

จำแนกตามเพศ

จำนวนต ัวอย ่าง ผลบวก เปอร์เซ ็นต ์ผลบวก

เพศผ้ 29 19 65.5

เพศเมีย 20 12 60

ไม่ระบุเพศ 6 3 50

Chi-Squares = 0.01 p-values > 0.05

ดารางท ี 5 ผลของการตรวจหา Canine Parvoviral DNA โดยวิธ ี seminested PCR 

จำแนกตามอาย ุ

จำนวนต ัวอย ่าง ผลบวก เปอร์เซ ็นต ์ผลบวก

1-2 เดือน 8 5 62.5

3-6 เดือน 30 22 73.3

>6 เดือน 4 0 0

ไม ่ระบ ุอาย ุ 13 7 53.8
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ตารางท ี่ 6 ผลของการตรวจหา Canine Parvoviral DNA โดยวิธ ี seminested PCR 

จำแนกตามพ ันธ ุ

จำนวนต ัวอย ่าง ผลบวก เปอร์เซ ็นต ์ผลบวก

พันธ ุผสม 27 16 59.3

พันธุแท้ 17 12 70.6

ไม'ระบุพันธุ 11 6 54.5

พ ันธ ุแท ้ในการส ืกษาน ี้ได ้แก ่ พ ุดเด ิ้ล ด ัลเมเช ี่ยน ชิสุ และม ิเนเจอร ์ 

Chi-Squares = 0.01 p-values >0.05

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

การตรวจหาเช ือ CPN/โดยวิธ ี seminested PCR ในการทำปฎ ิก ๊ร ิยา PCR รอบแรก ใช้ 

primers P1 และ P4 และ ปฏ ิก ิร ิยา PCR รอบลองใช ้ primers P1 และ P2 ด ังแสดงในรูปท ี่ 11

______ P2:4070-4088

P1: 3342-3360
-------------------► <■

P4:4570-4588

รูปที่ 11 ตำแหน่ง primers ที่ใช้ในการแยก'ชนิดเชื้อ CPV

primers ค ู่นอกได ้แก ่ P1 และ P4 ส่วน primers คู่ใน ได้แก่ P1 และ P2

ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบแรก ได้แก่ 1,247 เบส และ ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบลอง 

ได้แก่ 747 เบส หล ังจากน ั้นนำผล ิตภ ัณ ฑ ์จาก PCR รอบลองไปด ัดด ้วยเอนไซม์ Rsa I และ Hph I 

ผลท ี่ได ้แสดงในรูปท ี่ 12 และ 13 ตามลำด ับ

พบว ่า ร ูปแบบของการด ัดด ้วยเอนไซม ์ Rsa I และ Hph I ของเชื้อ CPV ที่ตรวจพบใน 

ต ัวอย ่างอ ุจจาระจำน วน  34 ต ัวอย ่างและในวัคซ ีน ด ูเป ็นร ูปแบบเด ียวในท ุกต ัวอย ่างอ ุจจาระและ 

ม ีความแตกต ่างจากร ูปแบบของเช ื้อ  CPV ที่พบได้ในวัคซีน
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M บ ร  1 ร  2 ร  3 V

รูปที่ 12 รูปแบบ RFLP ของ CPV Products ท ี่ถ ูกต ัดโดยเอนไซม ์ Rsa I

M = Marker 100 เบส ;

บ ะ= ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบลองก ่อนต ัดด ้วยเอนไซม ์

S1-3 = ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบลองของต ัวอย ่างหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์

V = ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบลองของว ัคซ ีนหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์
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รูปที่ 13 ร ูปแบบ RFLP ของ CPV Products ท ี่ถ ูกต ัดโดยเอนไซม ์ Hph I 

M = Marker 100 เบส ;

บ = ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบลองก ่อนต ัดด ้วยเอนไซม ์

S1-3 = ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบลองของต ัวอย ่างหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์

V = ขนาดของผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR รอบสองของวัคซ ีนหล ังต ัดด ้วยเอนไซม ์
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