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บทคัดยอ 

การนาํเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) และ nucleotide sequencing มาใชศึกษา 

และวิเคราะหดานระบาดวทิยาระดับโมเลกุลของไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ ที่ระบาดในประเทศไทย 

ระหวางป พ.ศ.2547-2548  ไวรัสไทปเอ จํานวน 15 ตัวอยาง ถกูนาํมาเพิ่มปริมาณ cDNA ดวยเทคนิค 

PCR โดยใช specific primer 1C-612/NK61 ใหผล PCR product band ที่ 813 bp เมื่อเทียบกับ DNA 

มาตรฐาน (100 bp Ladder) นํา PCR product ที่ไดไปตรวจวิเคราะหดานระบาดวิทยาระดับโมเลกุล โดย

วิธี nucleotide sequencing เพื่อดูการเรียงลําดับเบสบนสาย cDNA ในสวนของ VP1 gene จนได 

complete genome ทีม่ีความยาวเทากับ 636 nucleotide ทําการวิเคราะหผลโดยแสดงในรูปของ 

phylogenetic tree  พบวาเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ  ที่ระบาดในประเทศไทยจัดอยูในกลุม

เดียวกนัทัง้หมด คือ Asia topotype โดยมีการเปลีย่นแปลงทางพันธกุรรมนอยมาก ซึ่งการศึกษาและ

วิเคราะหดานระบาดวิทยาระดับโมเลกุลในครั้งนี ้ นับวาเปนประโยชนสําหรับการสบืกลับถึงไวรัสตนกําเนิด

ที่ทาํใหเกิดโรคระบาดในพืน้ที่และใชสนบัสนุนการคัดเลอืก seed virus สําหรับผลิตวัคซีนใหมีประสิทธิภาพ

ตอไป 
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บทนํา 
 
 โรคปากและเทาเปอยเปนโรคระบาด ทีส่ามารถติดตอไดงายและระบาดรวดเร็วในสัตวกีบคูทุกชนิด 

ไดแก โค กระบือ แพะ แกะ สุกร กวาง (Thomson, 1994) ทําใหเกิดความสญูเสียทางเศรษฐกิจในดาน

อุตสาหกรรมปศุสัตวในประเทศไทยและทั่วโลก สาเหตุเกิดจากเชื้อไวรัสแอฟโทไวรัส (Aphthovirus) จัดอยูใน

กลุมพิคอรนาไวรัส (Picornavirus) มีสารพันธกุรรมเปน RNA สายเดี่ยว ไวรัสโรคปากและเทาเปอยที่พบทัว่

โลก มทีัง้หมด 7 ไทป (O, A, Asia1, C, SAT1, SAT2 และ SAT3)  ในประเทศไทยพบมีระบาดอยู 3 ไทป คือ 

O, A และ Asia1 ไวรัสแตละ ไทป ไมทําใหเกิดความคุมโรคขามซึ่งกนัและกัน 

 การชันสูตรโรคปากและเทาเปอยโดยการสังเกตอาการไมเพียงพอ เพราะไมสามารถบอกถึงไทป 

ของเชื้อไวรัสได จึงจาํเปนตองใชการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการรวมดวย การตรวจวินิจฉัยโรคที่ถูกตอง

และรวดเร็วมคีวามสาํคัญในการปองกนัการแพรกระจายของโรค การปองกันที่ไดผลดีที่สุด คือการฉีดวัคซีน 

และวัคซีนจะตองมีประสิทธิภาพ ใหความคุมโรคสูง ดงันัน้การทราบถึงไวรัสตนกําเนิดและการเปลี่ยนแปลง

คุณสมบัติทางดานพนัธกุรรมของเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย ที่เกิดการระบาดในพืน้ที่ของประเทศไทย 

จะมีประโยชนและมีความสาํคัญอยางยิ่งในการใชเปนขอมูลสนับสนนุในการคัดเลือก seed virus สําหรับ

ใชผลิตวัคซีนที่มีประสิทธิภาพได 

ปจจุบันการศึกษาระบาดวทิยาระดับโมเลกุล มีการนาํเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

มาใชในการเพิ่มปริมาณ cDNA เพื่อใชในการตรวจวินจิฉัยและศึกษาดานระบาดวทิยาของโรคปากและเทา

เปอย ไทปโอ ในประเทศไทย (Linchongsubongkoch et al., 2000; Thongtha et al., 2003) และมีการนํา

เทคนิค nucleotide sequencing มาใชศึกษาเกีย่วกับการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมเพื่อจําแนกไวรัสชนิด

ยอย (subtype) ของโรคปากและเทาเปอยที่ระบาดในทวีปยุโรป (Beck and Strohmaier, 1987; Weddel et 

al., 1985) โดยการศึกษาการเรียงลาํดบัเบสบนสาย cDNA ของไวรัสโรคปากและเทาเปอย ในสวน VP1 

gene ที่เปนสวนจาํเพาะ (conserve region) เนื่องจาก VP1 gene มีความสาํคัญในขบวนการยึดเกาะ  

กลไกการเขาสูเซลล รวมถงึความจําเพาะตอสายพนัธุของเชื้อ (Jackson et al., 2003) และยังเกี่ยวของกับ

การกอใหเกิดโรคดวย (Mason et al., 1994; McKenna et al., 1995) ดังนัน้การศึกษาระบาดวิทยาระดับ

โมเลกุลของไวรัสโรคปากและเทาเปอย จงึเปนสิง่สําคญัและจําเปนอยางยิ่ง เนื่องจากไวรัสที่ระบาดในพื้นที่

แตละครั้งนั้น มีโอกาสเกดิการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทั้งดานแอนติเจนและดานพันธกุรรมได โดยเฉพาะ

อยางยิ่งไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ (Linchongsubongkoch, 2003)  ในการศกึษาครั้งนี้มี

วัตถุประสงคเพื่อศึกษาและวิเคราะหทางดานระบาดวทิยาระดับโมเลกุลของไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทป

เอ ที่ระบาดในประเทศไทย ระหวางป พ.ศ.2547-2548 โดยแสดงผลในรูป phylogenetic tree ใหเห็นถึงกลุม

พื้นที่ของการระบาด (topotype) วาจัดอยูในกลุมใด 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

 ตัวอยางเช้ือไวรัส 
ตัวอยางเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ จํานวน 15 ตัวอยาง เปนตัวอยางเชื้อทองที่ที่เกิดการ

ระบาดในประเทศไทย ระหวางป 2547-2548 ซึ่งผานการตรวจจําแนกชนิดไวรัสแลว โดยวิธ ีELISA Typing  

โดยวิธีของ Roeder and LeBlanc Smith (1987) นํามาผานลงบนเซลลเพาะเลี้ยง BHK-21 เพื่อเพิ่ม

ปริมาณไวรัส สําหรับใชในการตรวจสอบทาง PCR และ nucleotide sequencing  ตาม table 1 

 

Table 1  Foot and Mouth Disease Virus  type A field outbreak in Thailand during 2004-2005 

Virus name Sample code. Province Region Host 
species 

Year 

 A/TAI/YSN/2/04 2/04R2 Yasothon NE Cattle 2004 

A/TAI/UDN/4/04 4/04R2 Udonthani NE Cattle 2004 

A/TAI/KLS/6-3/04 6-3/04 Kalasin NE Pig 2004 

A/TAI/SRN/8/04 8/04R2 Surin NE Cattle 2004 

A/TAI/PTL/11/04 11/04 Phattalung S Cattle 2004 

A/TAI/SRB/14-1/04 14-1/04 Saraburi C Cattle 2004 

A/TAI/SKL/24/04 28/04 Songkhla S Cattle 2004 

A/TAI/SRB/45/04 45/04 Saraburi C Cattle 2004 

A/TAI/ROT/48-2/04 48-2/04R2 Roi Et NE Cattle 2004 

A/TAI/NKM/66/04 66/04R1 Nakhon Sithammarat S Cattle 2004 

A/TAI/CHM/3507/47 3507/47R2 Chiangmai N Cattle 2004 

A/TAI/SKL/1/05 1/05R2BB2 Songkhla S Cattle 2005 
A/TAI/NKR/3-3/05 3-3/05 Nakhonratchasima NE Cattle 2005 

A/TAI/RAT/4/05 4/05R1 Ratchaburi W Cattle 2005 

A/TAI/YAL/6/05 6/05 Yala S Cattle 2005 
 

NE = North East, S = South, C = Central, N = North, W = West 

R = primary lamb kidney cell, B = BHK21 cell 
 

 การแยกสกัด RNA  
ตัวอยางเชื้อไวรัสจากน้าํเลี้ยงเซลล 750 μl สกัด RNA โดยการใช reagent kit สําเร็จรูป ไดแก 

Trizol LS reagent  (Gibco®, BRL) และละลายตะกอน RNA ดวยน้าํที่ปราศจากเอนไซม RNase 30 μl  

(วิธีการและขัน้ตอนตามขอบงใชของผูผลิต) 
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Reverse Transcription  (RT) 
 เปนขั้นตอนการเปลี่ยน RNA เปน cDNA โดยใชเอนไซม reverse transcriptase มีวิธีการดังนี้คือ  

ในปฏิกิริยา 25 μl ประกอบดวยตัวอยาง RNA 10 μl, 10 mM dNTPs 2.5 μl, 5X buffer 5 μl, 0.1 M DTT 

2.5 μl, RNasin Inhibitor 0.5 μl, เอนไซม M-MLV (200 U/μl, Promega, USA) 1 μl, primer NK61 (20 

pmol) 1μl เปน universal primer  (Knowles and Samuel, 1998) และเติมน้ําทีป่ราศจากเอนไซม RNase 

ใหปริมาตรครบ 25 μl ในขัน้ตอนนี้ RNA จะถูกเปลี่ยนเปน cDNA โดยเอนไซม M-MLV ในเครื่อง Thermal 

Cycler (Omnigene, Hybaid, UK) โดยตั้งโปรแกรมที ่42 ºC เปนเวลา 60 นาท,ี 95 ºC เปนเวลา 5 นาท ีจะ

ได RT product  

 

Polymerase Chain Reaction  (PCR) 
 เปนขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ cDNA โดยใชเครื่องเพิ่มปริมาณ มวีิธกีารดังนี้คือ  ในปฏิกิริยา 50 μl 

ประกอบดวย cDNA หรือ RT product 10 μl,  10 mM dNTPs 1.0 μl, 10X buffer 5 μl, 25 mM MgCl2  3 

μl, primer 1C-612 (20 pmol) 1 μl, primer NK61 (20 pmol) 1 μl, เอนไซม Taq DNA Polymerase  

(Promega, USA) 0.5 μl และเติมน้าํที่ปราศจากเอนไซม RNase ใหปริมาตรครบ 50 μl แลวหยดทับดวย 

mineral oil 10 μl ในขั้นตอนนี้เปนการเพิม่ปริมาณ cDNA โดยใชเอนไซม Taq DNA Polymerase และใช  

primer คู ในการสรางสาย cDNA ไดแก primer 1C-612 ที่จําเพาะกับเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ 

(Knowles and Samuel, 1998)  รวมกับ primer NK61 ในเครื่อง Thermal Cycler (Omnigene, Hybaid, 

UK)  โดยตั้งโปรแกรมที่  94 ºC  เปนเวลา 4 นาที  1 รอบ   ทาํขั้นตอน denaturation  ที ่94 ºC  เปนเวลา 1 

นาที,  annealing ที่ 55 ºC  เปนเวลา 1 นาที  และ extension ที่ 72 ºC  เปนเวลา 1.5 นาที  จํานวน 30 

รอบ และ 72 ºC  เปนเวลา 5 นาท ี อีก 1 รอบ จะได PCR product 

 

การตรวจวิเคราะหผล  PCR  product 
 ตรวจวิเคราะหผล PCR product โดยวิธ ีagarose gel electrophoresis โดยนํา PCR product ที่

ผานการเพิม่ปริมาณแลวมาแยกขนาดของ DNA ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต ผาน 1.2% agarose gel ใช

เวลาประมาณ 30 นาที เปรียบเทยีบขนาดกับ DNA มาตรฐาน (100 bp DNA Ladder, Promega, USA) ที่

ทราบขนาดแนนอน จากนัน้ยอม DNA บนแผน gel ดวยสาร ethidium bromide แลวนําไปสองดูดวยแสง

อัลตราไวโอเลต โดยใชเครื่อง UV Transilluminator 
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Nucleotide Sequencing 
 เปนการศึกษาการเรียงลาํดบัเบสบนสาย cDNA โดยการนาํ PCR product ที่ไดมาทาํใหบริสุทธิ์ 

โดยใช QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN®, UK) จากนัน้ตดิฉลากดวยสาร Big-Dye terminator 

labeling kit (ABI) กับการใช primer ทั้งหมด 4 primer ไดแก 1C-612, 1C-562, NK72 และ NK61 เพื่อให

ได complete VP1 ดังแสดงในตารางที่ 2 ในเครื่อง Thermal Cycler (Omnigene, Hybaid, UK)  โดยตั้ง

โปรแกรมที่ 96 ºC  เปนเวลา 5 นาที 1 รอบ, 96 ºC  เปนเวลา 30 วินาท ี   50 ºC  เปนเวลา 15 วินาท ี   

60ºC เปนเวลา 1 นาที  จาํนวน 25 รอบ แลวทาํใหบริสุทธิ์อีกครั้ง โดยใช Centri-Sep spin columns 

(Applied Biosystems) ทํา sequencing ในเครื่องวิเคราะหสารพนัธกุรรมแบบอัตโนมัต ิ(ABI 310 Genetic 

Analyzer V. 3.1) 
 

Table 2  The oligonucleotide primer used for RT-PCR and sequencing of foot and mouth   

               disease virus  type A 

Primer 
designation 

Primer sequence 5’-3’ Location Product length (bp) 

1C-612   TAGCGCCGGCAAAGACTTTGA 1C 813-816 

1C-562   TACCAAATTACACACGGGAA 1C 863-866 

NK72   GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC 2A Universal primer 

NK61   GACATGTCCTCCTGCATCTG 2B Universal primer 

 

การวิเคราะหผล Nucleotide Sequencing 
 อานผลการเรยีงลําดับเบส A, C, G และ T บนสาย cDNA ของตัวอยางเชื้อไทปเอทั้งหมดที่ไดจาก

การทาํ sequencing ดวยเครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ แลวทําการวเิคราะหผล nucleotide 

sequencing โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป GENETYX-WIN version 4 (Software development, Tokyo, 

Japan)  ในการทํา alignment 

 

การแสดงผล  Phylogenetic  tree 

 ทําการวิเคราะหผล alignment ของเชื้อไวรัสไทปเอ จํานวนทั้งหมด 15 ตัวอยาง แสดงในรูป 

phylogenetic tree  ดวยโปรแกรม MEGA version 3.1 (Kumar et al., 2004)  เพื่อหาความแตกตาง

จํานวนกลุมของ  nucleotide  บน VP1 gene ของไวรัสแตละตัวอยาง ทําใหทราบถึงการเปลี่ยนแปลงดาน

พันธุกรรมของไวรัสที่ระบาดในทองที่และใชเปนแนวทางในการสืบกลับถึงไวรัสตนกําเนิดที่ทําใหเกิดโรค

ระบาด  
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ผล 
 

 การตรวจหาเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ โดยวิธี PCR จํานวน 15 ตัวอยางใหผล PCR 

product band เปน positive ที่ตําแหนง 813 bp  ชัดเจน ดังแสดงใน Figure 1 

 

 M   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12  13 14 15 16 

813 bp 1000 bp 
 500 bp 

 100 bp 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Analysis of Foot and Mouth Disease Virus  field outbreak virus type A by PCR. The                

FMDV specific band is at 813 bp. 

M = 100 bp DNA Ladder marker (Promega, USA). 

No.1-15 = PCR product using 1C-612/NK61 primer set giving product band at 813 bp.  

O). No.16 = Negative control (RNase-Free H2

 

ผลการวิเคราะห nucleotide sequencing ในรูปของ phylogenetic tree พบวาการระบาดของเชือ้

ไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ จัดอยูในกลุมเดยีวกนัทัง้หมด คือ Asia topotype เมื่อทาํการเทียบผลกับ 

topotype อ่ืนๆ ที่เกิดขึ้นในประเทศตางๆ โดยการเชื่อมโยงขอมูลเขากบั GenBank  ดังแสดงใน Figure 2 

 

วิจารณ 
  

การนาํเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อตรวจหาเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย 

ไทปเอ จากตวัอยางเชื้อทองทีท่ี่เกิดการระบาดในพื้นทีต่างๆ ของประเทศไทย รวมทั้งหมด 15 ตวัอยาง โดย

ใช primer 1C-612/NK61 ที่มีความจาํเพาะตอเชื้อไวรัสไทปเอ แลวตรวจสอบผลโดยวิธ ี agarose gel 

electrophoresis พบวาให PCR product band เมื่อเทยีบกับ DNA มาตรฐานของ 100 bp DNA Ladder ที่

ตําแหนง 813 bp ไดชัดเจน (Knowles and Samuel, 1994) และพบวาไมมกีารปนเปอนในขั้นตอนการทํา 

เนื่องจาก negative control ไมมี product band เกิดขึ้น 
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 จากการทํา nucleotide sequencing ของตัวอยางเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ เมื่อใช 

primer 1C-612, 1C-562, NK72 และ NK61 (Knowles and Samuel, 1998) เพื่อหาการเรียงลําดับเบส

บนสาย cDNA  ที่เปน complete VP1 ทั้งสาย  โดยใชเครื่องวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ 

แสดงผลในรูปกราฟของการเรียงลําดับเบส A, C, G และ T   เมื่อใชโปรแกรมวิเคราะหสําเร็จรูป 

GENETYX-WIN version 4 (Software development, Tokyo, Japan) ในการทํา alignment ทําใหไดยีน

ในสวนที่เปน complete VP1 ของตัวอยางเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอย ไทปเอ ซึ่งมีความยาวทั้งหมด

เทากับ 636 nucleotide  จากนั้นทําการวิเคราะหหาเปอรเซ็นตความตางของ nucleotide ของเชื้อไวรัสที่

ระบาดในประเทศไทยแตละตัวอยาง รวมทั้งตัวอยางเชื้อไวรัสไทปเอ ที่ระบาดในตางประเทศบริเวณตาง ๆ 

ทั่วโลก โดยนําขอมูล sequence ทั้งหมดจาก GenBank มาทําการวิเคราะหในรูป phylogenetic tree 

ดวยโปรแกรม MEGA version 3.1 (Kumar et al., 2004)  เพื่อหาความแตกตางในจํานวนกลุมของ 

nucleotide บน VP1 gene ของไวรัสแตละตัวอยาง จากการศึกษาพบวาการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลง

ทางพันธุกรรมของไวรัสที่เกิดการระบาดในทองที่  สวนใหญยังจัดอยูในกลุมเดียวกัน คือในกลุมของ Asia 

topotype  ดังแสดงในรูปที่ 2   ซึ่งแสดงใหเห็นวาไวรัสไทปเอ จํานวน 15 ตัวอยาง ที่ระบาดในประเทศไทย 

ระหวางป 2547-2548 ยังไมมีการเปลี่ยนแปลงทางดานพันธุกรรม โดยดูจากการวัดคาเปอรเซ็นตความ

ตางของ nucleotide ของเชื้อไวรัสแตละสายพันธุนั้นมีเปอรเซ็นตความตางใกลเคียงกันมากหรือเกือบจะ

ไมแตกตางกันเลย แสดงวามีความเหมือนกันมาก หรืออาจจะเปนสายพันธุเดียวกัน หากจะสืบกลับถึง

ไวรัสตนกําเนิดที่ทําใหเกิดโรคระบาดในพื้นที่ชวงป 2547-2548 นั้น นาจะมาจากเชื้อไวรัสตัวเดียวกัน ซึ่ง

สอดคลองกับรายงานของสํานักควบคุมปองกันและบําบัดโรคสัตว กรมปศุสัตว ที่พบวาการระบาดของ

ไวรัสในพื้นที่ มีสาเหตุหลักมาจากการเคลื่อนยายสัตวถึง 70 % (เอกสารไมไดตีพิมพ)   จากการรายงาน

ของ Knowles et al., 2005  เปอรเซ็นตความตางของ nucleotide สูงเกิน 15 % แสดงวามีการ

เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมมากและจัดเปนไวรัสที่ตาง topotype กัน 

จากการศึกษาครั้งนี้ สรุปไดวาเชื้อไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปเอ ที่ระบาดในประเทศไทย 

ระหวางป 2547-2548 พบวามกีารเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมนอยมาก และจัดอยูในกลุมเดียวกันทั้งหมด 

คือ Asia  topotype ในขณะเดียวกนัศนูยอางอิงโรคปากและเทาเปอยฯ ไดสงไวรัส ทั้ง 15 ตัวอยาง ไปยงั

หนวยงาน World Reference Laboratory เมือง Pirbright ประเทศอังกฤษ เพื่อยนืยนัผลการวิเคราะห 

sequencing พบวาใหผลสอดคลองกัน (เอกสารไมไดตีพิมพ) หากจะสืบกลับถงึไวรัสตนกาํเนิดทีท่ําให

เกิดโรคระบาดในพื้นที่ในชวงนั้นนาจะเกดิจากไวรัสสายพนัธุเดียวกนั ซึง่ขอมูลจาก phylogenetic tree นี้

จะเปนประโยชนในการใชเปนขอมูลสนับสนุนการคัดเลอืก seed virus สําหรับผลิตวัคซีนเพื่อใหเกิด

ประสิทธิภาพสูงสุดแกวงการปศุสัตวของประเทศไทย 
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Figure 2  Phylogenetic tree of FMD type A field outbreak in Thailand from 2004-2005 (Underline). 
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สรุป 
 

 การนาํเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) และ nucleotide sequencing มาใชศึกษา 

และวิเคราะหดานระบาดวทิยาระดับโมเลกุลของไวรัสโรคปากและเทาเปอยไทปเอ ที่ระบาดในประเทศ

ไทย ระหวางป พ.ศ.2547-2548  พบวาไมมกีารเปลี่ยนแปลงทางพนัธุกรรมและจัดอยูในกลุมเดียวกนั

ทั้งหมด คือ Asia topotype และใหผลสอดคลองกับการตรวจวิเคราะหจาก World Reference 

Laboratory  เมือง Pirbright ประเทศองักฤษ 
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ในการศึกษาครั้งนี้ ขอขอบคุณ นายนิมติร ไตรวนาธรรม ผูอํานวยการสถาบนัสุขภาพสัตว
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อังกฤษ ที่ใหความชวยเหลอืในการตรวจยืนยนัผลการวิเคราะห nucleotide sequencing ในรูปของ 

phylogenetic tree และขอขอบคุณนางสาวรัตนีย จนัทะดี ที่ใหความชวยเหลือในการเตรียมสารและ

ดําเนนิการตรวจสอบทางดาน PCR และ sequencing  ตลอดจนการรวบรวมผล วิเคราะหและสรุปผล 
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ABTRACT 
 

 The Polymerase chain reaction (PCR) and nucleotide sequencing technique have been 

used to study on molecular epidemiological analysis of type A foot and mouth disease viruses 

(FMDV) causing outbreak in Thailand during 2004-2005. Totally fifteen virus isolates were 

amplified the cDNA by PCR technique using specific primer 1C-612/NK61. The 813 bp PCR 

products band which specific to FMDV were shown clearly when compared to DNA standard 

(100 bp Ladder). The PCR products were sequenced at VP1 genomic region  in order to study 

on molecular epidemiological analysis. The complete sequence of 636 bp VP1 genome from 

each virus isolate was compared and analyzed as phylogenetic tree. It was found that all of type 

A viruses were belonged to the Asia topotype.  The molecular epidemiological information in this 

study is useful for tracing back to the original virus causing outbreak in the field and can be used 

to support the seed virus selection to enhance the efficacy of vaccine production.  
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