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In 2004, canine influenza A virus (H3N8) has been reported to infect and cause respiratory illness in 

dogs in Florida as a result of direct transmission from equine influenza virus (H3N8) to greyhounds. In 2005, 

canine influenza viruses (H3N8) were also isolated from non-greyhound dogs with respiratory disease in 

Florida. Although, no report of canine influenza virus transmission to human but influenza A virus has high rate 

of mutation and dogs are also closely contact with human. Thus, inter-transmission of canine influenza virus 

between dog and human should be considered. This study described the molecular characterization of canine 

influenza virus in Thailand and prevalence of canine respiratory viruses including Canine Ademvirus (CAV), 

Canine Parainfluenza Virus (CPIV), Canine Distemper Virus (CDV) and Canine Influenza Virus (CIV). Nasal 

swab samples collected from 102 healthy dogs and 109 dogs with respiratory disease and then canine 

respiratory viruses were detected by nested PCR and further confirmed by nucleotide sequencing. The 

prevalence of CAV, CIV, CDV and CPIV in healthy dogs was W/i, 2.94%, 2.94% and 0.98%; whereas that 
, . 

found in dogs with respiratory diseases was 9.17%, 2.75 %, 1.83% and 11.93%, respectively. In healthy dogs, 

co-infection with CPIV and CDV was detected in only 0.98%. On the other hand, dogs with'respiratory 

symptoms showed multiple infections with CAV and CIV in 1.83%, CIV and CPIV in 0.92%, CAV and CPIV 

in 1.83% and CAV, CDV and CPlV in 0.92%. Furthermore, 9 samples of CIV were characterized by nested 

PCR using primer specific to H 1, H3 and H5 subtypes. The result showed that 3 samples from normal dogs and 

2 samples from sick dogs were unclassified subtype; whereas another 4 samples from dogs with respiratory 

disease can be classified into HI (3 samples) and H3 (1 sample) subtypes. Phylogenetic analysis and sequence 

identity matrix showed that each of CIV subtype HI was closely related to seasonal human influenza virus 

(HINI) whereas CIV subtype H3 was highly similar with canine influenza virus (H3N8). Finally, analysis of 

! amino acids within the receptor binding site and cleavage site implied that CIV subtype HI and H3 were low 

pathogenic (LPAI) and can be localized only in the respiratory system. However, CIV subtype HI had receptor 

binding site that can interact with receptor on human host cells implying the possibility of inter-transmission 

between human and dogs. The results obtained from this study are useful for preparation in order to prevent or 

control the outbreak of this virus in the future. 
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 บทที ่1 
บทนํา 

 
ความสําคญัและทีม่าของปัญหาการวจัิย 
 
ในปี พ.ศ. 2548 มีรายงานการขา้มสายพนัธุ์ของเชือไขห้วดัใหญ้ ่ (Influenza A virus) สายพนัธุ ์

H3N8 จากมา้มาสูสุนขัพนัธุ์เกรยฮ์่ าว (greyhounds) ท่ีรัฐฟลอริดา ในประเทศสหรัฐอเมริกา เรียกเชือ้
ไขห้วดัใหญสายพนัธ์ุนีวา ่ ่้ canine influenza virus subtype H3N8 อาการของสุนขัท่ีติดเชือมีลกัษณะ ้
มีไข ้ไอเป็นเวลา 10 – 14 วนั จากนนับางรายหายจากอาการป่วย ้ (recovery) หรือเสียชีวิต (1) ตอมา่
ในปี พ.ศ. 2551 มีรายงานการแพรกระจายของเชือ่ ้  canine influenza virus ในประชากรสุนขัพนัธ์ุ
อ่ืน นอกจากสุนัขพนัธุ์เกรยฮ์าว (2)  ถึงแมย้งัไมมีการรายงานของการขา้มสายพนัธุ์จาก ่ canine 
influenza virus subtype H3N8 ของสุนขัมาสูมนุษย ์นอกจากนีในปีเดียวกนมีรายงานการพบ ่ ั้ canine 
influenza virus subtype H3N2 ท่ีประเทศเกาหลีใต ้ซ่ึงเป็นการขา้มสายพนัธ์ุจาก avian influenza 
virus subtype H3N2 มาสูสุนขั ่ (3) แตเชือไวรัสชนิดนีมีอตัราการกลายพนัธ์ุท่ีคอนขา้งสูง ทาํใหมี้่ ่้ ้
โอกาสการขา้มสายพนัธุ์ของไวรัสจากสิงมีชีวิตหน่ึงไปสูอีกสิงมีชี่ ่่ วิตหน่ึงไดด้ว้ยการสัมผสัและการ
ใกลชิ้ดกน ซ่ึงสุนขัเป็นสัตวเ์ลียงท่ีมีโอกาสใกลชิ้ดกบมนุษยม์าก จึงอาจเกดการขา้มสายพนัธุ์ของ ั ั ิ้
canine influenza virus มาสูมนุษยไ์ด ้โดยท่ี ่ canine influenza virus มี H3 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีสามารถ
ติดเชือในมนุษยไ์ด ้จึงควรเฝ้า้ ระวงัสุนขัซ่ึงอาจจะเป็นพาหะในการนาํเชือ ้ canine influenza A virus 
subtype H3N8 มาสูมนุษย์่  ในประเทศไทยไดน้าํเขา้สุนขัมาจากตางประเทศเป็นจาํนวนมาก ่
โดยเฉพาะอยางยงิจากประเทศอเมริกา จึงอาจมีการแพรกระจายของเชือไวรัสไขห้วดัใหญสุนขัสาย่ ่ ่่ ้
พนัธุ์ H3N8 มายงัประเทศไทยได ้ 

 
นอกจากเชือ ้ canine influenza virus ยงัมีไวรัสท่ีกอใหเ้กดโรคระบบทางเดินหายใจในสุนขั ่ ิ

ไดแ้ก ่ canine adenovirus, canine parainfluenza virus, canine distemper virus เป็นตน้ สุนขัท่ีเป็น
โรคระบบทางเดินหายใจอาจไมแสดงอาการ หรือมีอาการไอแห้ง ปอดบวม และมีโอก่ าสเสียชีวิต
ได ้ ดงันนัโครงการวิจยันีจึงมุงเนน้ท่ีจะศึกษาการติดเชือและระบาดวิทยาของเชือ ้ ้ ้ ้่ canine influenza 
A virus ของสุนขัในประเทศไทย เพื่อเป็นการเฝ้าระวงัการระบาดของเชือไวรัสในประชากรสุนขัทงั้ ้
สุนขัป่วยและสุนขัปกติ และการจาํแนกสายพนัธ์ุระดบัโมเลกุล เพื่อเปรียบเทียบโอกาสการติดเชือ้
ขา้มสายพนัธุ์มายงัมนุษย ์นอกจากนีไดท้าํการตรวจสอบเชือไวรัสชนิดอ่ืนท่ีอาจกอให้เกดโรคทาง้ ้ ่ ิ
ระบบทางเดินหายใจในสุนขัดว้ย ไดแ้ก ่ canine adenovirus, canine parainfluenza virus และ canine 
distemper virus เป็นตน้ 



  2 

 
คาํถามของการวจัิย (Research Question) 

• คาํถามหลกั 
1. สุนขัในประเทศไทยเป็นพาหะของเชือ ้ canine influenza virus หรือไม อยางไร่ ่  
2. สายพนัธุ์ของเชือไขห้วดัสุนขัท่ีพบในประเทศไทย เป็นสายพนัธุ์ใด ้  

• คาํถามรอง 
1. สุนขัในประเทศไทยมีอาการป่วยจากการติดเชือ ้ canine influenza virus หรือไม อยางไร่ ่  
2. สายพนัธุ์ของเชือไขห้วดัสุนัขประเทศไทยมีความใกลเ้คียงกบท่ีระบาดในตางประเทศ ้ ั ่

หรือไม อยางไร่ ่  
3. สายพนัธุ์ของเชือไขห้วดัสุนัขท่ีพบในประเทศไทย มีความใกลเ้คียงกบเชือไวรัสไขห้วดั้ ้ั

ใหญท่ีพบในมนุษย์หรือไม และมีโอกาสติดเชือข้ามสายพนัธ์ุมาสูมนุษย์ได้มากน้อย ่ ่ ่้
เพียงใด 

4. อตัราการติดเชือ ้ respiratory virus ชนิดอ่ืน ๆ ไดแ้ก ่ canine distemper virus, canine 
parainfluenza virus และ canine adenovirus ของสุนขัในประเทศไทยเป็นอยางไร่  

 
วตัถประสงค์ของการวจัิยุ  

• วตัถประสงค์หลกัุ  
1. ศึกษาการติดเชือและความเป็นพาหะของเชือ ้ ้ canine influenza virus ของสุนขัในประเทศ

ไทย 
2. จาํแนกสายพนัธุ์ระดบัโมเลกุลของเชือ ้ canine influenza virus ท่ีแยกไดจ้ากสุนขัใน

ประเทศไทย 

• วตัถประสงค์รองุ  
1. ศึกษาระบาดวิทยา อตัราการกอโรค และลกัษณะอาการท่ีเกดขึนจากการติดเชือ ่ ิ ้ ้ canine 

influenza virus ของสุนขัในประเทศไทย 
2. เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางระดับโมเลกุลระหวางสายพันธุ์ ่ ่ canine 

influenza virus ท่ีพบในประเทศไทย และสายพนัธ์ุท่ีพบในตางประเทศ่  
3. วิเคราะห์และทาํนายความเส่ียงในการติดเชือ ้ canine influenza virus ขา้มสายพนัธ์ุมาสู่

มนุษย ์
4. ศึกษาการติดเชือและระบาดวิทยาของ ้ respiratory virus ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีอาจกอใหเ้กดอาการ่ ิ

ของโรคระบบทางเดินหายใจในสุนขัท่ีคลา้ยคลึงกบการติดเชือ ั ้ canine influenza virus 
ไดแ้ก่ canine distemper virus, canine parainfluenza virus และ canine adenovirus 
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สมมติฐาน (Hypothesis)  

• สมมติฐานหลกั 
1. ถา้พบการติดเชือ ้ canine influenza virus ในสุนขัปกติแลว้แสดงวาสุนขัในประเทศไทย่

สามารถเป็นพาหะของเชือ ้ canine influenza virus ได ้
2. ถา้สามารถหาลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นสวนของยนี ่ hemagglutinin (HA) ได ้แลว้สามารถนาํ

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกบฐานขอ้มูล ั NCBI เพื่อจาํแนกสายพนัธ์ุของเชือ้
ไขห้วดัใหญสุนขัท่ีพบในประเทศไทย่  

 

• สมมติฐานรอง 
1. ถา้พบการติดเชือ ้ canine influenza virus ในสุนขัท่ีป่วยเป็นโรคระบบทางเดินหายใจแลว้

สามารถศึกษาระบาดวิทยา อตัราการกอโรค และลกัษณะอาการท่ีเกดขึนจากการติดเชือเชือ่ ิ ้ ้ ้  
canine influenza virus ได ้

2. ถา้สายพนัธุ์ canine influenza virus ท่ีพบในประเทศไทย และสายพนัธ์ุท่ีพบในตางประเทศ ่
มีความเหมือน (% Similarity) ในระดบัโมเลกุลของ HA คอนขา้งมากแลว้ แสดงวา การติด่ ่
เชือ ้ canine influenza virus ท่ีพบในประเทศไทยอาจมีตน้กาเนิดมาจากการนาํเขา้สุนขัจากํ
ตางประเทศ่  

3. ถา้สายพนัธ์ุ canine influenza virus ท่ีพบในสุนขั และสายพนัธ์ุไขห้วดัใหญท่ีพบในมนุษย ์่
มีความเหมือน (% Similarity) ในระดบัโมเลกุลของ HA คอนขา้งมากแลว้ แสดงวาอาจมี่ ่
ความเส่ียงในการติดเชือ ้ canine influenza virus ขา้มสายพนัธุ์มาสูมนุษย์่  

4. ถา้พบการติดเชือ ้ canine distemper virus, canine parainfluenza virus และ canine 
adenovirus  ในสุนัขท่ีป่วยเป็นโรคระบบทางเดินหายใจแลว้สามารถศึกษาระบาดวิทยา 
อตัราการกอโรค และลกัษณะอาการท่ีเกดขึนจากการติดเชือเชือ่ ิ ้ ้ ้  canine distemper virus, 
canine parainfluenza virus และ canine adenovirusได ้
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ขอบเขตของการวจัิย 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 • ตรวจสอบ Canine influenza A virus ดว้ยวธีิ PCR 

 • ตรวจสอบ Canine distemper virus ดว้ยวธีิ PCR 
• ตรวจสอบ Canine parainfluenza virus ดว้ยวธีิ PCR  

 
 
 
 
 
 
 

สกด ั DNA 

การเตรียม Positive controls 
ของเชือแตละชนิด้ ่  

สกด ั RNA 

Reverse Transcription  
โดยใช ้Random hexamers 

ตรวจสอบ Canine adenovirus ดว้ยวธีิ PCR 

ตวัอยางท่ีใหผ้ลบวกตอ ่ ่ M gene  
 ของ Canine influenza virus 

Group 2: สุนขัท่ีมีอาการระบบทางเดินหายใจ (N=109) 
Group 1: สุนขัปกติ (N=102)  

เกบ็ตวัอยาง ่ Nasal swab ใสใน ่ viral transport media 

 
 
 

จาํแนกสายพนัธ์ุ ระดบัโมเลกลุ ของ 
Canine influenza virus โดยการวเิคราะห์

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี HA  

Virus isolation โดยใช ้MDCK cells และ
ตรวจสอบ titers ดว้ย Hemagglutination test  

ข้อจํากดัของการวจัิย  
 เน่ืองจากตวัอยาง่ ท่ีไดต้อ้งอาศยัเจา้หนา้ท่ีท่ีมีประสบการณ์ในการ swab เอาเยือ่เมือกในโพรงจมูก

สุนขัเพื่อหาการติดเชือไวรัส ตวัอยางท่ีทาํการทดสอบจึงอาจมีจาํนวนไวรัสนอ้ย และมีปริมาณจาํกด ้ ่ ั  
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คาํจํากดัความทีใ่ช้ในการวจัิย  

Subtype คือ สายพนัธ์ุของเชือไวรัสไขห้วดัใหญ ซ่ึงจาํแนกโดย้ ่ การตรวจทางซีรัมวิทยา 
(Antigen-Antibody) แตในปัจจุบนันิยมการถอดรหัสพนัธุกรรมในสวนของยีน ่ ่ Hemagglutinin 
(HA) และ Neuraminidase (NA) แลว้เปรียบเทียบกบสายพนัธ์ุในฐานขอ้มูล ั NCBI เพื่อใชใ้นการ
จาํแนกสายพนัธุ์ ซ่ึงเป็นวิธีท่ียอมรับ และสะดวกกวา ่ Serology test  
 
คาํสําคญั 

Influenza A virus, Canine, Respiratory disease และ Detection 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1. ทราบระบาดวิทยาของเชือไขห้วดัใหญสุนขัในประเทศไทย้ ่  
2. ทราบถึงขอ้มูลโอกาสการขา้มสายพนัธ์ุจากไขห้วดัใหญสุนัขมายงัมนุษย  ์เพื่อเฝ้าระวงั และ่

ป้องกน การเกดไวรัสสายั ิ พนัธุ์ใหม่ 
3. สามารถนาํขอ้มูลมาใชเ้พื่อพิจารณาการวางแผนเพื่อเลือกใช ้และพฒันาวคัซีนเชือไวรัสไขห้วดั้

ใหญตอไปในอนาคต่ ่  
4. ผลงานตีพิมพร์ะดบันานาชาติอยางนอ้ย ่ 1 เร่ือง โดยตีพิมพใ์นวารสารท่ีเกยวกบดา้นไวรัสวิทยา ี่ ั

หรือโรคอุบติัใหม เชน ่ ่ Virus Research, Infection หรือ Emerging Infectious Diseases 
5. ผล nucleotide sequences ท่ีไดจ้ากงานวิจยันีจะถูกเผยแพรในฐานขอ้มูล ้ ่ GenBank database เพื่อ

ใชเ้ป็นแหลงอา้งอิงตอไป่ ่  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

การค้นพบ Canine influenza virus 
Canine influenza virus subtype H3N8 จดัอยใูน ่ influenza A virus พบครังแรกในสุนขัพนัธ์ุ้

เกรยฮ์าว (greyhounds) ในปี พ.ศ. 2548 ท่ีรัฐฟลอริดา ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงมีลาํดบันิวคลีโอ
ไทดเ์หมือนกบ ั equine influenza virus subtype H3N8 มากกวา ่ 96% สันนิฐานวาเกดการขา้มสาย่ ิ
พนัธ์ุจากมา้ equine influenza virus มาสูสุนขั นอกจากนีในปี พ่ ้ .ศ. 2551 มีรายงานการพบ canine 
influenza virus subtype H3N2 ท่ีประเทศเกาหลีใต ้ซ่ึงเป็นการขา้มสายพนัธ์ุจาก avian influenza 
virus subtype H3N2 มาสูสุนขั่  
 

ไวรัสวทิยาของเช้ือ Influenza A Virus 
อยใูนตระกลู่  Orthomyxoviridae แบงออกไดเ้ป็น ่ influenza A, B และ C viruses เป็นไวรัสท่ี

มีเปลือกหุม้มี ขนาดเสน้ผาศูนยก์ลางของอนุภาคประมาณ ่ 80-120 nm  ลกัษณะจีโนมเป็น negative-
single strand RNA (-ssRNA) ลกัษณะเป็นทอน ่ (segment) ซ่ึง influenza A, B และ C viruses แบง่
ออกโดยใชห้ลกัความแตกตางของแอนติเจนบน ่ nucleoprotein (NP) และ matrix (M) proteins โดย 
influenza A virus ยงัแบงออกเป็น ่ Subtype โดยใชห้ลกัความแตกตางของไกลโคโปรตีน ่ 2 ชนิดท่ี
อยบูนผวิอนุภาคไวรัส คือ ่ hemaglutinin (HA) และ neuraminidase (NA) influenza A virus สามารถ
กอใหเ้ก่ ิดโรคไดห้ลายสิงมีชีวิต เชน สัตวปี์กหลายชนิด และสัตวเ์ลียงลูกดว้ยนมอีกหลายชนิดอยาง ่ ่ ่้
มนุษย,์ หมู. มา้ และสุนขั เป็นตน้ (4) 

Influenza A virus รอบนอกของอนุภาคไวรัสถูกลอ้มรอบดว้ยลิปิด (lipid envelope) ซ่ึงไดม้า
จาก plasma membrane ในขนัของการ ้ budding ออกจากของเซลลเ์จา้บา้น (host cell) (5) ท่ีผวิ lipid 
envelope มีแทงไกลโคลโปรตีน ่ 2 ชนิดท่ียื่นออกมานอกอนุภาค เรียกวา ่ spikes ชนิดท่ีหน่ึงคือ 
hemaglutinin (HA) มีลกัษณะแทงเรียว และชนิดท่ีสองคือ ่ neuraminidase (NA) ท่ีมีลกัษณะเป็น
แทงคลา้ยเห็ด โดยอตัราสวนของ ่ ่ HA: NA คือ 4:1 หรือ 5:1 นอกจากนียงัมี ้ M2 ซ่ึงเป็น integral 
membrane proteins อยดูา้นนอกอนุภาคไวรัส ถดัเขา้มาจากชนัลิปิดเป็นชนัของโปรตีน ่ ้ ้ matrix (M1) 
เป็นโครงสร้างหลกัภายในอนุภาคไวรัส และมีสวนเกยวขอ้งกบการรวมตวัของสารพนัธุกรรมและ่ ี่ ั ่
โปรตีนตางๆ ในขนั ่ ้ viral assembly ภายในสุดของอนุภาคไวรัสประกอบดว้ย ribonucleoproteins 
(RNP) ซ่ึงเป็นการรวมตวัของสาย ่ negative single strand RNA และโปรตีนตางๆ มีลกัษณะเป็น่
ทอนท่ีมีขนาดตางกนจาํนวน ่ ่ ั 8 ทอน แตเม่ือแปลรหสัพนัธุกรรมจะสร้างโปรตีนได ้่ ่ 10 ชนิดดงันี ้
Polymerase basic 2 (PB2), Polymerase basic 1 (PB1), Polymerase acid (PA), Hemagglutinin 
(HA), Nucleoprotein (NP), Neuraminidase (NA), Matrix (M1), M2-Ion channel (M2), 
Nonstructural protein 1 (NS1) และ Nuclear export protein (NEP หรือ NS2) เป็นตน้  
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• Hemagglutinin (HA) เป็นไกลโคโปรตีนท่ีอยบูริเวณเปลือกผวิชนันอกของอนุภาคไวรัส ่ ้          
มีความเกยวขอ้งในการจบักบ ี่ ั Sialic acid receptor ท่ีอยบูนผวิเซลล ์ ซ่ึงลกัษณะการจบันี่ ้
คอนขา้งมีความจาํเพาะสูง หากโปรตีน ่ HA ของไวรัสไมสามารถจบักบ ่ ั receptor บนผวิเซลล์
ไดอ้ยางจาํเพาะ ไวรัสกจะไมสามาร่ ็ ่ ถผานเขา้สูเซลลไ์ดก้จะไมเกดการติดเชือ ในทางกลบักนถา้่ ่ ็ ่ ิ ั้
โปรตีน HA ของไวรัสสามารถจบักบ ั receptor บนผวิเซลลไ์ดดี้ ไวรัสกจะสามารถผานเขา้สู็ ่ ่
เซลลไ์ดง้ายดว้ย ดงันนัลกัษณะความจาํเพาะนีเองท่ีเป็นตวักาหนดการติดเชือไวรัสในสิงมีชีวิต่ ํ้ ้ ้ ่
ชนิดตาง ๆ เชน มนุษย ์สตั่ ่ วปี์ก สุกร เสือ แมว หรือสุนขั เป็นตน้ เน่ืองจากสิงมีชีวิตแตละชนิดก่ ่ ็
จะมีลกัษณะของ receptor บนผวิเซลลท่ี์แตกตางกนไป ตอจากนนัจะมีการเหน่ียวนาํใหเ้กดการ่ ั ่ ิ้
รวมตวัของเยือ่หุม้อนุภาคไวรัส (Viral envelop) และเยือ่หุม้เซลล ์ (Cell membrane) ซ่ึงเป็น
ขนัตอนเริมต้้ ่ นท่ีทาํใหไ้วรัสติดเชือเขา้สูเซลลใ์นรูปของ ้ ่ Endosomeโดยอาศยักลไกท่ีเรียกวา ่
Receptor-mediated endocytosis 

 

• M2-ion channel เป็น transmembrane protein ขนาดเลก็ซ่ึงทาํหนา้ท่ีปัมโปรตอน ๊ (H+) เขา้สู่
อนุภาคของไวรัสทาํใหภ้ายในอนุภาคของไวรัสมีความเป็นกรดมากขึนเร่ือย้  ๆ จนกระทงัมีการ่
เปล่ียนแปลงโครงสร้างและเกดการแตกตวัของอนุภาคของไวรัส ิ (Uncoating) ทาํใหส้าร
พนัธุกรรมและโปรตีนตาง ๆ ของไวรัสลองลอยอยใูนไซโตพลาสซึมของเซลล์่ ่ ่  
 

• Nucleoprotein (NP) เป็นโปรตีนท่ีหอหุม้สารพนัธุกรรม ่ (RNA) ของไวรัส รวมเรียกวา ่
ribonucleoproteins (RNPs) เพื่อเพิมเสถียรภาพของสารพนัธุกรรม นอกจากนี ่ ้ NP เป็นโปรตีนท่ี
ชวยในการขนสงสารพนัธุกรรมของเชือไวรัสใหเ้คล่ือนท่ีจากไซโตพลาสซึมเขา้สูนิวเคลียส่ ่ ่้
ของเซลลด์ว้ย และยงัชวยทาํให ้่ Polymerase complex สามารถแยกความแตกตางระหวาง ่ ่ RNA 
ของไวรัสและ RNA ของเซลลเ์จา้บา้นได ้
 

• Polymerase complex ประกอบดว้ยโปรตีน 3 ชนิดคือ PB2, PB1 และ PA ซ่ึงรวมกนทาํหนา้ท่ี่ ั
ในกระบวนการลอกรหสัพนัธุกรรม (transcription) เพื่อสร้าง messenger RNA (mRNA) ซ่ึงจะ
ถูกแปลรหสัพนัธุกรรม (translation) สร้างเป็นโปรตีนชนิดตาง ๆ ตอไป่ ่  นอกจากนี ้
Polymerase complex ยงัทาํหนา้ท่ีในการจาํลองตวัของสารพนัธุกรรม เพื่อสร้างสารพนัธุกรรม
ของเชือไวรัส ้ (Viral RNA) เพิมขึน ซ่ึงจะเป็นสวนประกอบในอนุภาคไวรัสท่ีจะเกดขึนใหม่ ้ ้่ ิ ่ 

 

• Nuclear export protein (NEP หรือ NS2) ทาํหนา้ท่ีขนสงและชกันาํสารพนัธุกรรมของเชือไวรัส่ ้
ท่ีอยูใ่นรูป Ribonucleoproteins (RNPs) ซ่ึงถูกสร้างขึนใหม จากนิวเคลียสออกสูไซโตพลาสซึม้ ่ ่
ของเซลล ์
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• M1-matrix protein เป็นโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกับริเวณผนงัชนัในของอนุภาคไวรัส้  ทาํ
หนา้ท่ีเกยวขอ้งในการรวมตวักนของสารพนัธุกรรมและโปรตีนชนิดตาง ๆ ของเชือไวรัส ี่ ั ่ ้
(Viral assembly) บริเวณเยือ่หุม้ชนัในของเซลล ์เพื่อเกดเป็นอนุภาคไวรัสตวัใหม้ ิ ่ 

 

• Neuraminidase (NA) หรือเรียกวาเอนไซม ์่ Sialidase ทาํหนา้ท่ีตดั Sialic acid ซ่ึงยดึอนุภาค
ไวรัสไวท่ี้เยือ่หุม้เซลล ์ เป็นผลทาํใหมี้การปลดปลอยอนุภาคไวรัสตวัใหม่ ่ (Budding) ออกจาก
เซลลต์งัตน้ และแพรกระจายไปติดเชือสูเซลลข์า้งเคียงตอไป้ ่ ่ ่้  
 

• Non-structural protein 1 (NS1) เป็นโปรตีนท่ีไมปรากฏอยใูนอนุภาคของเชือไวรัส แตจะพบ่ ่ ่้
การแสดงออกของโปรตีนชนิดนีในเซลลท่ี์มีการติดเชือ ซ่ึงโปรตีนชนิดนีมีหนา้ท่ีหลายอยางท่ี้ ้ ้ ่
เกยวขอ้งกบการควบคุมกระบวนี่ ั การ RNA splicing และ translation นอกจากนียงัมีผลในการ้
ยบัยงัระบบ ้ interferon response ซ่ึงเป็นกลไกตา้นการติดเชือไวรัสของเซลลอี์กดว้ย้  

 
 

การจําแนกสายพนัธ์และการกลายพนัธ์ของเช้ือ ุ ุ Influenza A virus  
ในปัจจุบนัสามารถแบงสายพนัธุ์ของเชือไวรัสไขห้วดัใหญชนิด เ่ ่้ อ ได้โดยอาศยัความ

แตกตางของไกลโคโปรตีนสําคัญ  ่ 2 ชนิดท่ีอยูบนเปลือกผิวชันนอกของเชือไวรัส  ได้แก ่ ้ ้ ่
Hemagglutinin (HA) ซ่ึงแบงออกเป็น ่ 16 ชนิด (H1-H16) และ Neuraminidase (NA) ซ่ึงแบง่
ออกเป็น 9 ชนิด (N1-N9) ดงันนัในการระบุสายพนัธุ์ของเชือไวรัสไขห้วดัใหญชนิด ้ ้ ่ เอ จึงตอ้งมีการ
ระบุทงัชนิดของ ้ HA และ NA ควบคูกน เชน ่ ั ่ H1N1, H3N2 หรือ H5N1 เป็นตน้ ซ่ึงแตละสายพนัธ์ุ่
จะมีความจาํเพาะในการติดเชือในสิงมีชนิดตาง ๆ แตกตางกนออกไป โดยทวัไปแลว้เชือไวรัส้ ้่ ่ ่ ั ่
ไขห้วดัใหญชนิด เอ่  ทุกสายพนัธ์ุ (H1-H16 และ N1-N9) สามารถพบไดใ้นสัตวปี์กจาํพวกนกนาํ้
สาํหรับในมนุษยพ์บวาตงัแตอดีตถึงปัจจุบนัมีการติดเชือไวรัสไขห้วดัใหญชนิด เอ่ ่ ่้ ้  สายพนัธ์ุตาง ๆ ่
ไดแ้ก ่ H1N1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N7 และ H9N2 เป็นตน้ ซ่ึงโดยทวัไปแลว้ไขห้วดัใหญตาม่ ่
ฤดูกาลท่ีระบาดในมนุษยเ์ป็นประจาํทุกปี (Seasonal human influenza A virus) นนัจะเป็น ้ H1N1 
และ H3N2 เทานนั สวนสายพนัธ์ุ ่ ่้ H5N1, H7N7 และ H9N2 นนัพบวาเป็นการติดเชือขา้มสายพนัธ์ุ้ ่ ้
จากสตัวปี์กมาสูคน แตโอกาสการติดเชือนนัคอนขา้งยาก สาํหรับเชือไวรัสไขห้วดัใหญสุกร ่ ่ ่ ่้ ้้ (Swine 
influenza A virus) ซ่ึงในท่ีนีหมายถึงเชือไวรัสไ้ ้ ขห้วดัสุกรท่ีมีการระบาดโดยทวัไปในสุกร ่
ประกอบดว้ยสายพนัธ์ุตาง ๆ ดงันี ่ ้ H1N1, H1N2, H3N2 และ H4N6 เป็นตน้ เม่ือเปรียบเทียบ
ระหวางสายพนัธ์ุ ่ H1N1 ท่ีพบในมนุษยแ์ละสุกร หรือสายพนัธ์ุ H3N2 ท่ีพบในมนุษยแ์ละสุกรนนัก้ ็
จะมีความแตกตางกนอยางชดัเจน ดงันนัมิใชวาเ่ ั ่ ่ ่้ ชือไวรัสทุกสายพนัธ์ุในสุกรจะสามารถติดเชือขา้ม้ ้
สายพนัธ์ุมาสูมนุษย์ได้ อยางไรกตามเมื่อเวลาผานไปความจาํเพาะในการติดเชือนีอาจมีการ่ ่ ็ ่ ้ ้
เปล่ียนแปลงได ้เน่ืองจากเชือไวรัสไขห้วดัใหญชนิด เอ้ ่  สายพนัธ์ุตาง ๆ มีอตัราการกลายพนัธ์ุและ่
วิวฒันาการคอนขา้งรวดเร็ว ่  
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กระบวนการกลายพนัธ์ของเช้ือ ุ Influenza virus แบงออกได ้่ 2 กระบวนการไดแ้ก่ 

• Antigenic drift เป็นกระบวนการท่ีเกดขึนเน่ืองจากเชือไวรัสไขห้วดัใหญมีสารพนัธุกรรมเป็น ิ ่้ ้
RNA จึงมีอตัราการกลายพนัธุ์เปล่ียนแปลงสารพนัธุกรรมไดง้าย เม่ือไวรัสมีการสะสมการ่
กลายพนัธุ์เพิมมา่ กขึนกจะทาํใหมี้โปรตีนท่ีมีคุณสมบติัเปล่ียนแปลงไป ้ ็ (โดยเฉพาะอยางยงิ ่ ่ HA 
และ NA ซ่ึงมีบทบาทเกยวขอ้งในการติดเชือี่ ้ ) จึงทาํให้เชือไวรัสสามารถหลบเล่ียงระบบ้
ภูมิคุม้กน และกอให้เกดการติดเชือระบาดเป็นประจาํทุกปี ดงัท่ีพบในกรณีไขห้วดัใหญตามั ิ ่่ ้
ฤดูกาล นอกจากนีการก้ ลายพนัธุ์แบบนีสามารถทาํใหเ้ชือไวรัสติดเชือขา้มสายพนัธ์ุจากสัตวปี์ก้ ้ ้
มาสูคนได้่  ดงัท่ีพบในกรณีของไวรัสไขห้วดันก เป็นตน้  

• Antigenic shift เป็นกระบวนการท่ีเกดขึนเน่ืองจากเชือไวรัสไขห้วดัใหญมีสารพนัธุกรรมท่ีมีิ ่้ ้
ลกัษณะเป็นทอน ๆ จาํนวน ่ 8 ทอนท่ีเป็นอิสระตอกน่ ่ ั  ดงันนัเม่ือมีการติดเชือไวรัส ้ ้ 2 สายพนัธ์ุ 
ในเซลล์เดียวกน กจะทาํให้ไวรัสสามารถแลกเปล่ียนชินสวนของสารพนัธุกรรม ั ็ ่้ (Genetic 
reassortment) กลายเป็นเชือไวรัสสายพนัธุ์ลูกผสม ้ (Reasssortant virus) ท่ีมีสารพนัธุกรรมแบบ
ผสมผสาน ทาํใหมี้คุณสมบติัแตกตางไปจากเชือไวรั่ ้ สตงัตน้้  เป็นผลทาํใหอ้าจมีการระบาดของ
เชือไวรัสไดอ้ยางกวา้งขวาง้ ่  (6) 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 1: ลกัษณะสารพนัธุกรรมและโปรตีน ท่ีเป็นองคป์ระกอบของเชือ้  Influenza A virus  
วงชีวิตของไวรัส Influenza A virus 

[ภาพจาก http://www.flucentre.org/files/Model-of-influenza-virus.jpg,  
สืบคน้ ณ วนัท่ี 4 เมษายน 2553] 
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วฏัจักรการจําลองตัวเองของเช้ือ influenza A virus (Viral replication) ประกอบดว้ย 6 ขนัตอนไดแ้ก ้ ่  
 

• การยดึเกาะระหวางโปรตีน ่ HA ของไวรัส และ Sialic acid receptor ซ่ึงเป็นการเรียงตวัของ
นาํตาลกาแลคโตสบน ้ sialic acid บนผวิเซลลเ์จา้บา้น ดงันนัการจบัของ ้ HA จึงมีความจาํเพราะ
คอนขา้งสูง ถา้ ่ HA ของไวรัสไมสามารถจบัการ ่ receptor ของเซลลเ์จา้บา้นได ้ไวรัสกไม็ ่
สามารถเขา้สูเซลลแ์ละไมกอใหเ้กดโรคได ้่ ่ ิ่  Sialic acid receptor ในมนุษยพ์บในระบบทางเดิน
หายใจสวนตน้เป็น ่ α-2,6 (SA α2,6 Gal) และทางเดินหายใจสวนลางเป็น ่ ่ α-2,3 (SA α2,3 Gal)  
และสตัวปี์กสวนใหญเป็น ่ ่ α-2,3 (SA α2,3 Gal) (7) 

 

• การเขา้สูเซลลข์องเชือไวรัส ดว้ยกระบวนการ ่ ้ endocytosis (Receptor mediated endocytosis) 
 

• การแตกตวัของอนุภาคไวรัส (Uncoating) เม่ือไวรัสเขา้สูเซลลเ์จา้บา้น่  อนุภาคของไวรัสจะถูก
ลอ้มรอบดว้ย endosome โดยภายใน endosome มีภาวะความเป็นกรด และ M2 ion channel ทาํ
หนา้ท่ีปัม๊  H+ ion จาก endosome เขา้สูภายในอนุภาคไวรัส  สงผลใหโ้ครงสร้างหลกัภายใน่ ่
อนุภาคไวรัสนนัคือโปรตีน ้ M1 เสียสมดุลการยึดติดกนระหวางโปรตีน ทาํให้อนุภาคไั ่ วรัส
กลายเป็นอนุภาคเปิด (uncoating)  ดงันนั ้ vRNAs (viral ribonucleoproteins complexes) หลุด
ออกมายงัไซโตรพลาสซึม และเคล่ือนยา้ยไปยงันิวเคลียสของเซลลเ์จา้บา้น (8,9) 

 

• การสงัเคราะห์สารพนัธุกรรมและโปรตีนของเชือไวรัส ้ (Transcription and translation) vRNAs 
ประกอบดว้ย –ssRNA ท่ีมี NP (nucleoprotein) เกาะตลอดสาย RNA และมี polymerase 
complex อยท่ีูปลายสาย เม่ือเขา้มาสูนิวเคลียส จะเกดกระบวนการ ่ ่ ิ transcription สร้าง+ssRNA 
ซ่ึงกคือ ็ mRNA โดยมี -ssRNA เป็นแมแบบ ดว้ย ่ viral polymerase complex ไดแ้ก ่ PB1, PB2 
และ PA ซ่ึงเป็นเอนไซมใ์นกระบวนการ transcription (10) กระบวนการนีแบงออก ้ ่ 2 ขนั คือ ้
early transcripts เม่ือเริมจาํลองสารพนัธุกรรมได ้่ mRNA แลว้เกดการแปลรหสัพนัธุกรรมสร้างิ
โปรตีน (translation) จะสร้างโปรตีนจาํพวก inner proteins เชน ่ PB1, PB2, PA, NP เป็นตน้
กลบัเขา้ไปสูนิ่ วเคลียสเพื่อชวยในการจาํลองสารพนัธุกรรมให้มีจาํนวนมากขึนทงัท่ีเป็น ่ ้ ้ –
ssRNA และ mRNA ของไวรัส(11) ขนัตอมาคือ ้ ่ late transcripts เม่ือมีสารพนัธุกรรมของไวรัส
ทงัสองแบบมากขึน สงผลให้มีการแปลรหัสพนัธุกรรม้ ้ ่  (translation) มากขึน้  มีการสร้าง
โปรตีนทงั ้ 10 ชนิดของไวรัส โดยโปรตีน PB1,PB2,PA และ NP จะกลบัเขา้ไปในนิวเคลียส
เพื่อรวมตวักน่ ั     –ssRNA สวนโปรตีนโครงสร้างไวรัสอยางเชน ่ ่ ่ HA, NA และM2 จะถูกสร้างท่ี 
ER เคล่ือนตอไปยงั ่ Golgi apparatus และสงไปยงั ่ plasma membrane 
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• การรวมตวักนของสารพนัธุกรรมและโปรตีนของเชือไวรัสั ้  (Assembly) สารพนัธุกรรม 
(vRNAs) ทงั ้ 8 ทอนของไวรัสเคล่ือนจากนิวเคลียสมายงั ่ plasma membrane เพื่อรวมตวักบ่ ั
โปรตีนโครงสร้างอยาง ่ HA, NA และM2 ทางดา้น apical plasma membrane (12) 

 

• การปลดปลอยอนุภาคไวรัสตวัใหมไปสูเซลลข์า้งเคียง่ ่ ่  (Budding) โดยการเรียงตวัของโปรตีน 
M1 โครงสร้างหลกัภายในของอนุภาค (virion core) (13) เป็นปัจจยัหลกัของการเกด ิ bud 
formation เพื่อปลอยอนุภาคไวรัสของจากเซลล์เจ้าบา้น โดยเกดการรวมตวัของ ่ ิ ่ lipid 
membrane ลอ้มรอบ virion core เม่ือไวรัสกาลงัหลุดออกจากเซลลเ์จา้บา้น โปรตีน ํ HA จะจบั
กบ ั sialic acid receptors บน plasma membrane ทาํใหโ้ปรตีน NA ทาํหนา้ท่ีตดั  sialic acid 
receptors จึงทาํใหไ้วรัสหลุดออกจากเซลลเ์จา้บา้น และเคล่ือนยา้ยไปติดยงัเซลลข์า้งเคียงตอไป่
(14) 

 

 

3 

1 
6 

2 4 5 

ภาพท่ี 2 วฏัจกัรการจาํลองตวัเองของเชือ้  Influenza A virus  
[ภาพจาก http://www.reactome.org/cgi-bin/eventbrowser?DB=gk_current&ID=168255,  

 สืบคน้ ณ วนัท่ี 27 มีนาคม 2553]  
การติดเช้ือ Influenza A virus 

โดยทวัไปแลว้เชือไวรัสไขห้วดัใหญ ่ ้ ่ (Influenza virus) สามารถแพรกระจายติดเชือในสัตว์่ ้
เลียงลูกดว้ยนมไดผ้านละอองนาํ ในอากาศ ้ ่ ้ (Droplet) ทางการไอ จาม หรือสัมผสักบสารคดัหลงัั ่
ของระบบทางเดินหายใจ เชน นาํมูก และนาํลาย เป็นตน้ ซ่ึง ่ ้ ้ influenza virus สามารถดาํรงอยไูดใ้น่
สารคดัหลงัเป็นเวลาหลายชวัโมง โดยไวรัสจบักบ ่ ่ ั mucoprotein ซ่ึงพบในเมือกท่ีซิเลีย (cilia) ของ
ระบบทางเดินหายใจเชน ่ epithelial cells และ goblet cells  เมือกมีหนา้ท่ีป้องกนไมใหไ้วรัสเขา้สูั ่ ่
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รางกาย แตเม่ือไวรัสเขา้มาจบัท่ี ่ ่ mucoprotein แลว้  neuraminidase บนผวิของไวรัสจะยอยใหเ้มือกมี่
ความหนืดลดลง สงผลใหไ้วรัสเขา้ไปเกาะบนผวิเซลลท่ี์ ่ sialic acid receptor ดว้ย hemagglutinin 
สงผลให้ไวรัส่ เขา้สูเซลล ์และเขา้ไปเพิมจาํนวน่ ่  ในนิวเคลียสของเซลลเ์จา้บา้น จากนนักออกจาก้ ็
เซลลเ์จา้บา้นดว้ยการ budding ไปติดเซลลข์า้งเคียงตอไป  สาํหรับการแพรกระจายของเชือไวรัส่ ่ ้
ไขห้วดัสุนขั (canine influenza virus) กถูกสัณนิฐานวามีกลไกเป็นเชนเดียวกบการแพรกระจายตวั็ ่ ่ ั ่
ของเชือไวรัสไขห้วดัใหญ ้ ่ (Influenza virus) โดยสามารถตรวจพบเชือไวรัสในสุนขัได ้้ 7-10 วนั 
หลงัจากมีการติดเชือ ประมาณ ้ 20-25 % ของสุนขัท่ีติดเชือจะไมแสดงอาการป่วยแตจะเป็นพาหะใน้ ่ ่
การแพรกระจายเชือไวรัสได ้สวนระยะฟักตวัของเชือไวรัสไขห้วดัสุนขัใชเ้วลาประมาณ ่ ่้ ้ 2-5 วนั 

 
พยาธิสภาพจากการติดเช้ือ canine influenza virus 

ลกัษณะอาการของสุนัขท่ีติดเชือมีหลายรูปแบบ ไดแ้ก ไมแสดงอาการ มีอาการทางระบบ้ ่ ่
ทางเดินหายใจแบบไมรุนแรง และมีอาการทางระบบทางเดินหายใจแบบรุนแรง เป็นตน้ ในกรณีท่ีมี่
อาการทางระบบทางเดินหายใจแบบไมรุนแรง ่ (Mild respiratory disease) จะมีอาการคลา้ยกบ ั
infectious tracheobronchitis (kennel cough) โดยขนัตน้จะมีไข ้ตามดว้ยอาการไออยางตอเน่ืองเป็น้ ่ ่
เวลา 10-14 วนั และในบางครังกจะมีเสมหะออกมาดว้ย สวนในกรณีท่ีมีอาการทางระบบทางเดิน้ ็ ่
หายใจแบบรุนแรง (Severe respiratory disease) จะมีไขสู้งประมาณ 40-41 องศาเซลเซียส มีอตัรา
การหายใจถ่ีขึน และมีอาการปอดบวมรวมดว้ย ซ่ึงอาจทาํใหถึ้งขึนเสียชีวิตได ้โดยมีอตัราการตายใน้ ้่
สุนขัท่ีติดเชืออยท่ีูประมาณ ้ ่ 1-5 % จากการผาพิสูจน์ซากสุนขัท่ีเสียชีวิตจากการติดเชือไวรัสไขห้วดั่ ้
สุนขั (canine influenza virus) พบวา มีเลือดออกตามอวยัวะภายใน ไดแ้ก ปอด ่ ่ mediastinum และ 
pleural cavity เป็นตน้ อาจพบลกัษณะปอดบวมอยางรุนแรงดว้ย จากการตรวจทางดา้น ่ histology 
ของอวยัวะในระบบทางเดินหายใจ พบวามี ่ tracheitis, bronchitis, bronchiolitis และ severe 
interstitial หรือ bronchointerstitial pneumonia ดว้ย จากอาการของโรคที่กลาวขา้งตน้นอกจากการ่
ติดเชือจาก ้ Influenza A virus ในสุนขัแลว้ยงัอาจเกดจากการติดเชือ ิ ้  canine adenovirus (CAV), 
canine parainfluenze virus (CPIV) และ canine distemper virus (CDV) ในสุนขัดว้ย 

 
วธีิการตรวจเพือ่วนิิจฉัยเช้ือไวรัส Influenza A virus 
 เม่ือสุนัขติดเชือใน ้ 7 วนัแรกและแสดงอาการของโรคระบบทางเดินหายใจ สามารถ
ตรวจสอบแอนติบอดีท่ีมีตอเชือ ่ ้ CIV, viral isolation ดว้ยวิธี tissue culture และการทาํ reverse 
transcription (RT)-PCR หรือ real time PCR detection โดยในงานวิจยันีใชว้ิธี ้ Polymerase Chain 
Reaction (PCR) เป็นหลกัในการตรวจสอบเชือไวรัส ้  
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หลกัการของ Polymerase Chain Reaction (PCR)  
เป็นการจาํลองหลกัการเพิมจาํนวนสารพนัธุกรรม ่ (replication) โดยท่ีมี DNA หรือ cDNA 

เป็นแมแบบ่  (template), เอนไซม ์Taq DNA polymerase, ไพเมอร์ (primrer) อยางนอ้ย่  1 คู่, dNTP 
ไดแ้ก ่ dATP, dGTP, dCTP และ dTTP  รวมถึงสารละลายบฟัเฟอร์ เพื่อทาํหนา้ท่ีเพิมจาํนวนสาร่ ่
พนัธุกรรมท่ีเราตอ้งการจะศึกษา เทคนิคนีมีความจาํเพาะเน่ืองจากไพเมอร์ท่ีใช้ในการจับกบ้ ั
แมแบบนัน ตอ้งจบัเฉพาะกบแมแบบ่ ั ่้  (template) ท่ีเราตอ้งการศึกษาเทานัน ซ่ึงประกอบดว้ย ่ ้ 3 
ขนัตอนหลกั คือ้  

1. การแยกสาย DNA จากสายคูเป็นสายเด่ียว ่ (Denaturation) โดยใชค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ
ระหวาง ่ 90-95oC  

2. การจบัระหวางไพเมอร์กบแมแบบ ่ ั ่ (annealing) ใชอุ้ณหภูมิในชวงระหวาง ่ ่ 45-60oC ซ่ึง
เป็นขั้นตอนท่ีสาํคญัตอการเพิมจาํนวนสารพนัธุกรรม ถา้อุณหภูมิในการจบัของไพเมอร์กบแมแบบ่ ั ่่
สูงเกนไป จะสงผลใหก้ารจบัระหวางไพเมอร์กบแมแบบเกดไดย้าก แตถา้อุณหภูมิตํ่าเกนไปสงผลิ ่ ่ ั ่ ิ ่ ิ ่
ใหค้วามจาํเพาะตอการจบัลดลงไป่  

3. การเพิมความยาวของสายพนัธุกรรม ่ (extension) เม่ือไพเมอร์จบักบแมแบบไดอ้ยางคูสม ั ่ ่ ่
(complement) แลว้ dNTP ทงั ้ 4 ชนิด (dATP, dGTP, dCTP และ dTTP) จะเขา้มาเขา้คูกบสาย่ ั
แมแบบ สงผลใหส้ายพนัธุกรรมใหมยาวขึนในทิศทาง ่ ่ ่ ้ 5’ไปทาง 3’ของสายพนัธุกรรมใหม ในขนั่ ้
นีใชอุ้ณหภูมิประมาณ ้ 70-75oC  

โดยแตละขนัตอนจะเกดขึนซาํประมาณ่ ิ้ ้ ้  40 รอบ โดยแตละรอบเกดการเพิมจาํนวนของสาร่ ิ ่
พนัธุกรรมใหมเป็น ่ 2 เทา ดงันนัปริมาณของสารพนัธุกรรมใหมหลงัจากสินสุดเทากบ ่ ่ ่ ั้ ้ 2 ยกกาลงัํ
ดว้ยจาํนวนรอบของการทาํ PCR 

เม่ือทาํการตรวจหาระบาดวิทยาของเชือไวรัสไขห้วดัสุนขั ้ (Canine influenza virus) แลว้
จากนันทาํการวิเคราะห์้ ท่ียีน HA เพื่อจาํแนกสายพนัธุ์ของเชือไวรัสไขห้วดัสุนัขท่ีพบในประเทศ้
ไทย, เปรียบเทียบความใกลเ้คียงกบเชือไวรัสไขห้วดัใหญท่ีพบในมนุษย ์และมีโอกาสติดเชือขา้มั ่้ ้
สายพนัธุ์มาสูมนุษยไ์ดม้ากนอ้ย โดยการวิเคราะห์ยนี ่ HA ท่ีบริเวณ Receptor binding site  

 
Canine parainfluenza virus 
ไวรัสวทิยาของเช้ือ Canine Parainfluenza Virus (CPIV) 
 เชือ ้ parainfluenza virus จดัอยใูน่  family Paramyxoviridaes ซ่ึงเป็นไวรัสท่ีมีเปลือกหุม้ มี
ขนาดเส้นผาศูนยก์ลางของอนุภาคไวรัสประมาณ ่ 150-200 nm ลกัษณะจีโนมเป็น negative single 
strand RNA สายเด่ียวแบบ helix ยึดจบักบโปรตีน ั nucleocapsid ตลอดสาย RNA และเอนไซม ์
polymerase ของไวรัส รวมเรียกวา ่ nucleocapsid (15) ประกอบดว้ย 7 gene เม่ือเกดการแปลรหัสิ
พนัธุกรรมสร้างโปรตีนได ้8 ชนิด ดงัน้ี 
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• Nucleoprotein (NP) gene สร้างโปรตีน nucleoprotein ท่ีเกาะตลอดสายพนัธุกรรมของไวรัส 
เพื่อป้องกนสายพนัธุกรรมไมใหเ้อนไซม ์ั ่ nuclease มายอยสารพนัธุกรรม่  

• V/phosphoprotein (V/P) gene สร้างโปรตีน phosphoprotein ท่ีจบัระหวางโปรตีน ่
nucleoprotein (NP) กบั large protein (L) ซ่ึงการรวมตวัของโปรตีนเหลานีเพื่อทาํหนา้ท่ีเป็น่ ่ ้
เอนไซม ์RNA polymerase complex 

• Matrix (M) gene สร้างโปรตีน maxtrix ซ่ึงเป็นโปรตีนโครงรางหลกัของไวรัสและยงัทาํหนา้ท่ี่
รวมตวักนของสารพนัธุกรรม กบ ่ ั ั envelope (assembly) 

• Fusion (F) gene สร้างโปรตีน fusion ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ียืน่ออกนอกอนุภาคไวรัส ทาํหนา้จบัยดึ
กบผนงัั เซลลเ์จา้บา้น เพื่อใหผ้นงัของไวรัส (envelope) รวมตวักบผนงัเซลลเ์จา้บา้นั   

• Small hydrophobic (SH) gene สร้างโปรตีน small hydrophobic ทาํหนา้ท่ีใหไ้วรัสหลบระบบ
ภูมิคุม้กนของเซลลเ์จา้บา้นั  

• Hemagglutinin–neuraminidase (HN) gene สร้างโปรตีน hemagglutinin–neuraminidase ซ่ึงเป็น
โปรตีนท่ียืน่ออกนอกอนุภาคไวรัส ทาํหนา้ท่ีจบักน ั sialic acid receptor ของเซลลเ์จา้บา้น 

• large (L) genes สร้างโปรตีน large ทาํหนา้ท่ีเป็น catalytic ของเอนไซม ์RNA dependent RNA 
polymerase (RDRP) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3 ลกัษณะสารพนัธุกรรมและโปรตีน ท่ีเป็นองคป์ระกอบของเชือ ้ canine parainfluenza virus 
[ภาพจาก http://www.jci.org/articles/view/25669/figure/1, สืบคน้ ณ วนัท่ี 27 มีนาคม 2553] 

 

http://www.jci.org/articles/view/25669/figure/1
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วฏัจักรการจําลองตัวเองของเช้ือ parainfluenza virus (Viral replication) ประกอบดว้ย 5 ขึนตอนไดแ้ก้ ่ 

• โปรตีน HN (hemagglutinin-neuraminidase) บนผิวอนุภาคของไวรัสยึดเกาะกบ ั sialic acid  
receptor บนผวิเซลลเ์จา้บา้น จากนนั ้ lipid envelope ของไวรัสจะรวมตวักบ ่ ั plasma membrane 
ของเจา้บา้นดว้ยโปรตีน F (Fusion protein) (16,17) 

• สารพนัธุกรรมของไวรัส (nucleocapsid) หลุดออกมาสูไซโตซอล ่ (cytosol)  

• การสังเคราะห์สารพนัธุกรรมของไวรัส nucleocapsid ของไวรัส ประกอบดว้ย -ssRNA 
(negative single strand RNA) รวมกบโปรตีนตางๆ ดงันี ่ ั ่ ้ large RNA polymerase (L), 
phosphoprotein (P), nucleoprotein (NP) เกาะอยท่ีูสายของ ่ RNA เม่ือเกดการสังเคราะห์สาริ
พนัธุกรรม (transcription) สร้างสาย mRNA (+ssRNA) โดยมี –ssRNA เป็นสายแมแบบ ่
จากนนั ้ mRNA เป็นแมแบบในการถอดรหัสพนัธุกรรมสร้างโปรตีนทงั ่ ้ 8 ชนิดออกมา โดย
โปรตีน L, P และ NP ท่ีสร้างใหมจะเขา้ไป่ จบักบสาย ั mRNA เพื่อเพิมจาํนวนโปรตีน และ่
จาํลองสารพนัธุกรรมของไวรัส (Replication) ไดเ้ป็นสาย –ssRNA สายใหม สวนโปรตีน่ ่
โครงสร้างของไวรัสเชน ่ M และ F จะถูกสงไปยงั ่ plasma membrane สวน ่ HN จะถูกสงไปยงั ่
Gogi apparatus กอนแลว้จึงไปท่ี ่ plasma membrane   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 4 วฏัจกัรการจาํลองตวัเองของเชือ้  canine parainfluenza virus  
[ภาพจาก http://www.jci.org/articles/view/25669/figure/2, สืบคน้ ณ วนัท่ี 27 มีนาคม 2553] 

 

http://www.jci.org/articles/view/25669/figure/2
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• การรวมตวัของไวรัสตวัใหม ่ เม่ือไดส้ารพนัธุกรรม nucleocapsid เส้นใหม จะเคล่ือนยา้ยไปยงั ่
plasma membrane  ท่ีมีการรวมตวัของโปรตีน M, HN และ F จากนนัโปรตีน ้ M จบักบั 
nucleocapsid  เพื่อยดึเหน่ียวสารพนัธุกรรมของไวรัสเขา้ในอนุภาคไวรัส และเกดการเรียงตวัิ
ของโปรตีน M เป็นโครงสร้างภายในของอนุภาคไวรัส (18) 

• เกดการปลอยไวรัสออกจากเซลลเ์จา้บา้น ดว้ยวิธีการ ิ ่ budding ออก โดยเกดการรวมตวัของ ิ ่
lipid membrane ลอ้มรอบ virion core เม่ือไวรัสกาลงัหลุดออกจากเซลลเ์จา้บา้น โปรตีน ํ HN จะ
จบักบ ั sialic acid receptors บน plasma membrane ทาํให ้ neuraminidase ทาํหนา้ท่ีตดั sialic 
acid receptors จึงทาํใหไ้วรัสหลุดออกจากเซลลเ์จา้บา้น และเคล่ือนยา้ยไปติดยงัเซลลข์า้งเคียง
ตอไป ่ (19, 20) 

 
การติดเช้ือ canine parainfluenza virus 

การแพรกระจายของเชือ ่ ้ canine parainfluenza virus เกดขึนไดสู้งเม่ือจาํนวนประชากรสุนขัิ ้
อยอูยาง่ ่ หนาแนน โดย ่ CPIV ขบัออกมาจากระบบทางเดินหายใจของสุนขัท่ีติดเชือนีแลว้ ้ ้ 8-10 วนั 
โดยติดตอผานทางละอองอากาศ ่ ่ (aerosol) (21) เม่ือ CPIV เขา้ไปในสิงมีชีวิตจะเขา้ไปติดท่ีระบบ่
หายใจสวนบน ่ (upper respiratory tract) ถา้สุนขัมีการติดเชือ ้ CPIV พร้อมกบเชือชนิดอ่ืนั ้  จะเกดิ
การแพรกระจายของ ่ CPIV ไปยงัอวยัวะตางๆ เชน ปอด่ ่ , มา้ม, ไต และตบั เป็นตน้ (16) ลกัษณะ
อาการเม่ือติดเชือ ้ CPIV อาจไมแสดงอาการหรือมีอาการเชน ตวัร้อน่ ่ , ไอแห้ง,นาํมูกไหล้ , เยื่อบุคอ
หอย และตอมทอนซิลอกัเสบ่  (21) ถา้มีการติดเชือรวมกบเชือชนิดอ่ืนจะมีอาการ้ ้่ ั เซ่ืองซึม, มีไข,้ ไม่
เจริญอาหาร และปอดบวม เป็นตน้ 

 

พยาธิสภาพเมื่อติดเช้ือ canine parainfluenza virus 
เม่ือสุนขัติดเชือ ้ canine parainfluenza virus จะมีอาการ มีไข,้ ไอแหง้ (dry cough), มีนาํมูก ้  

ซ่ึงอาการทงัหมดนีจะแสดงเพียงไมกวนั้ ้ ่ ี่  (22,23,24) แตถา้ ่ CPIV มีการติดเชือรวมกบ้ ่ ั ไวรัสชนิดอ่ืน
หรือแบคทีเรียสงผลใหอ้าการของโรคทางระบบทางเดินหายใจรุนแรงมากขึน่ ้  
 

วธีิการตรวจเพือ่วนิิจฉัยเช้ือ canine parainfluenza virus 
 วิธี virus isolate ดว้ย primary cells หรือ cell line จากไตสุนขั (MDCK cell) จากตวัอยางท่ี ่

swabs มาจากโพรงจมูกบริเวณคอหอยหรือ ท่ีกลองเสียง ท่ี ่ passage แรกจะยงัไมเห็นพยาธิสภาพ่
ของ cell line (cytopathic effect) แตสามารตรวจสอบเชือไดจ้ากการทาํ ่ ้ hemadsorption หรือ 
immunofluorescence  นอกจากนียงัสามารถตรวจดว้ยวิธี ้ RT-PCR จากสารคดัหลงัของระบบ่
ทางเดินหายใจและเนือเยื่อจากหลอดลมหรือปอด ้ (25) หรือวิเคราะห์เชือจากตวัอยางท่ีเป็นเลือด้ ่  
(Serological) ดว้ยวิธี hemagglutination inhibition (HI test) และ virus neutralization test ดว้ย
แอนติบอดีท่ีจาํเพาะตอไวรัส่  
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Canine adenoviruses 
ไวรัสวทิยาของเช้ือ Canine Adenovirus (CAV) 

จดัอยใูน ่ family Adenoviridae มีขนาดอนุภาคเส้นผาศูนยก์ลาง ่ 70 nm เป็นไวรัสท่ีไมมี ่
envelope ลกัษณะเป็น icosahedral ท่ีมีประกอบดว้ย capsid protein 2 ชนิดคือ hexon กบ ั penton 
base โดยท่ี hexon เป็นโปรตีนหลกัของ viral capsid สวน ่ penton base โปรตีนท่ีเป็นฐานของ fiber 
ท่ียนืออกนอกตวัไวรัส และ fiber โดยท่ีปลายของสายสร้าง knob domain ทาํหนา้ท่ีจบักบ ั receptor 
ของเซลลเ์ป้าหมาย (target cells) ลกัษณะของสารพนัธุกรรม เป็น dsDNA (double strand DNA) 
สายเดียว (linear) inverted terminal repeat อยบูริเวณนิวคลีโอไทดร์ะ่ หวาง ่ 36-200 bp ทาํหนา้ท่ีเป็น
จุดเริมตน้ของการจาํลองรหสัพนัธุกรรม ่ (origin of replicaiton), E1 gene เป็น intermediate genes 
ของ IX, E2B gene เป็นแมแบบในการแปลรหสัพนัธุกรรมสร้าง ่ pre-termianl protein (pTP) และ 
DNA polymerase, E2A gene เม่ือแปลรหสัพนัธุกรรมสร้าง DNA-binding protein (DBP), E3 gene 
ทาํหนา้ท่ียบัยงัการทาํงานของ ้ early gene , E4 gene เป็น intermediate genes ของ IVa2 และท่ีปลาย 
5’ ของสายจีโนมมี terminal proein (TP) เกาะอย ู่(26)  

 
ภาพท่ี 5 ลกัษณะสารพนัธุกรรมและโปรตีน ท่ีเป็นองคป์ระกอบของเชือ้  canine adnevirus 

[ภาพจาก http://education.expasy.org/images/adenoviridaevirion.jpg, 
  สืบคน้ ณ วนัท่ี 22 เมษายน 2553]  

http://education.expasy.org/images/adenoviridaevirion.jpg
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Canine adenovirus (CAV) แยกออกไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ CAV-1 และCAV-2 แตกต่างท่ีชนิด
ของเนือเยื่อท่ี้  CAV จะทาํให้เกดโรคโดย ิ CAV-1 ยึดเกาะกบเยื่อบุผนงัหลอดเลือด ตบั และไต ั
ในขณะท่ี CAV-2 ยดึเกาะกบเนือเยือ่บุผวิระบบทางเดินทางหาย และลาํไส้เลก็ นอกจากนีทงั ั ้ ้ ้ 2 ชนิด
มีกระบวนการสร้าง hemagglutinin ท่ีตางกนออกไป่ ั  (27)  
 
วฏัจักรการจําลองตัวเองของเช้ือ Adenovirus (Viral replication) แบงออกเป็น ่ 2 ขนัตอน ้  

Early phase 
1) การยดึเกาะดว้ยไฟเบอร์ (fiber) ของไวรัสกบโปรตีนตวัรับ ั (receptor) ของเซลลเ์จา้บา้น 

สงผลใหไ้วรัสเขา้สูเซลลเ์จา้บา้นดว้ยวิธี ่ ่ endocytosis เกด ิ endosome ลอ้มรอบอนุภาคไวรัสเขา้สูไซ่ -
โตซอล โดยภายใน endosome มีสภาวะความเป็นกรด สงผลใหไ้วรัสตอ้งหลบหนีออกจากภายใน ่
endosome กอนท่ี ่ endosome จะเขา้ไปยงั lysosome ท่ีทาํหนา้ท่ีทาํลายสิงแปลกปลอมท่ีเขา้มายงั่
เซลล ์โดยท่ีอนุภาคไวรัสยงัคงสภาพของอนุภาคไวไ้ด ้จากนนัอนุภาคไวรัสเคล่ือนตวัจากไซโตซ้ อล
ไปยงันิวเคลียส 

2) การเริมสังเคราะห์สารพนัธุกรรม ่ (early transcription) ดว้ย RNA polymerase ของเจา้บา้น 
ในการสังเคราะห์สาย mRNA ของ early gene ภายในนิวเคลียส จากนนั สาย ้ mRNA ของ early 
gene เคล่ือนตวัออกไปยงัไซโตซอล เพื่อแปลรหสัพนัธุกรรมไดเ้ป็นโปรตีน ท่ีเกยวกบกระบวนการี่ ั
สังเคราะห์สารพนัธุกรรม เชน ่ E1A, การจาํลองสารพนัธุกรรม (DNA synthesis) เชน ่ DNA 
polymerase และโปรตีนท่ียงัยงัการเกด ้ ิ apoptosis, ยบัยงัการขนสง ้ ่ mRNA ของเซลลเ์จา้บา้นเป็นตน้ 

 
Late phase 
มีการจาํลองสารพนัธุกรรมของไวรัสมากขึน ้ (DNA replication) ดว้ย DNA polymerase ของ

ไวรัสจากขนั ้ early phase โดยมีโปรตีน terminal (TP) ท่ีปลาย 5’ของสาย DNAทาํหนา้ท่ีเป็นไพร์
เมอร์ในการจําลองสารพันธุกรรม เพื่อเพิมประสิทธิภาพในการจาํลองสารพนัธุกรรม่ (DNA 
replication) และในขนัการสร้างสารพนัธุกรรมของไวรัส้  (late transcription) ของสาย mRNA ของ 
late gene ซ่ึงจะแปลรหัสพนัธุกรรมไดโ้ปรตีนโครงสร้างอนุภาคไวรัส (capsids) และโปรตีนท่ี
เหน่ียวนาํใหเ้ซลลเ์จา้บา้นแตก (cell lysis) ท่ีบริเวณไซโตซอล แลว้โปรตีนโครงสร้างกลบัเขา้มายงั
นิวเคลียส ในขนันีมีการสร้างโปรตีนโครงสร้างของไวรัสมากเกนค้ ้ ิ วามตอ้งการของไวรัสสงผลให้่
เกดการสะสมของโปรตีนไวรัสภายในนิวเคลียสจาํนวนมาก ทาํใหเ้กด ิ ิ inclusion bodies เป็นพยาธิ
สภาพของเซลลท่ี์ติดเชือไวรัสชนิดนี เม่ือเกดการรวมตวัของสารพนัธุกรรมของไวรัสกบโปรตีน้ ้ ิ ั
ตางๆของไวรัส ่ (virion assembly) ขึนไดเ้ป็นไวรัสตวัใหม ้ ่ (progeny virus) และออกจากเซลลเ์จา้
บา้นดว้ยการทาํใหเ้ซลลแ์ตก (cell lysis) (28) 
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ภาพท่ี 6 วฏัจกัรการจาํลองตวัเองของเชือ้  canine adenovirus  
[ภาพจาก http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/dna1.htm, สืบคน้ ณ วนัท่ี 12 เมษายน 2553] 

 

 
การติดเช้ือ canine adenovirus 

พบมากในสุนขัท่ีไมมีภูมิคุม้กนตอเชือ ่ ั ่ ้ CAV-1 หรือ CAV-2 (29) ในสถานท่ีท่ีมีประชากร
สุนขัอยกูนอยางหนาแนนเชน ร้านขายสุนขั หรือหอ้งทดลอง โดยเชือจะเขา้ไปติดท่ีเซลลข์องระบบ่ ั ่ ่ ่ ้
ทางเดินอาหารและระบบทางเดินหายใจ เชน เยื่อเมือกท่ีจมูก่ , คอหอย, หลอดลม, ถุงลม, กระเพาะ
อาหาร และ ลาํไสเ้ลก็ เป็นตน้  

 

พยาธิสภาพเมื่อติดเช้ือ canine adenovirus 
ลกัษณะอาการเมื่อติดเชือ ้ CAV จะมีทงัไมแสดงอาการหรือเกดการอกัเสบท่ีหลอดลม้ ่ ิ , 

หลอดลมฝอย และ ถุงลมในปอด (30,31,32) เนือเยือ่ปอดจะ้ ถูกทาํลายเป็นบริเวณกวา้ง ถา้สุนขัติด
เชืออ่ืนรวมกบ ้ ่ ั CAV ดว้ย (21,33) 

 

วธีิการตรวจวนิิจฉัยเช้ือ canine adenovirus 
ดว้ยวิธี hemagglutination inhibition (HI test), virus precipitation, complement fixation, 

neutralization หรือ PCR นอกจากนี ้ CAV สามารถ isolated ดว้ย MDCK cell culture จากตวัอยางท่ี ่
swab ได ้(34)  

 
 

http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/dna1.htm
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Canine distemper virus 
ไวรัสวทิยาของเช้ือ Canine Distemper Virus (CDV) 

จดัอยใูน ่ family Paramyxoviridae มีขนาดอนุภาคเส้นผาศูนยก์ลาง ่ 100-300 nm เป็น 
envelope virus ลกัษณะของสารพนัธุกรรมเป็น –ssRNA (negative single strand RNA) แบบ helical 

เม่ือแปลรหสัพนัธุกรรมสร้างโปรตีนได ้6 ชนิดดงัน้ี 

• Fusion Protein (F) เป็นโปรตีนท่ีอยบูนผวิอนุภาคไวรัส ทาํหนา้ท่ีรวม ่ lipid envelope ของไวรัส
กบ ั plasma membrane ของเซลลเ์จา้บา้นเขา้ดว้ยกน ั  

• Hemagglutinin (H) เป็นโปรตีนท่ีอยบูนผวิอนุภาคไวรัส ทาํหนา้ท่ียดึจบักบ ่ ั receptor ของเซลล์
เจา้บา้น 
โปรตีนโครงสร้าง 2 ตวันีถูกสร้างท่ี ้ ER จากนนัเพิมนาํตาล ้ ่ ้ (glycosylation) บนโปรตีนท่ี 

golgi apparatus และสงไปยงั ่ plasma membrane เพื่อรอการรวมตวักบสารพนัธุกรรมของไวรัสและ่ ั
เกดเป็นไวรัสตวัิ ใหม ่  

• Matrix protein (M) เป็นโปรตีนโครงสร้างท่ีลอ้มรอบอนุภาคไวรัสอยถูดัมาจากชนั ่ ้ envelope 
และยงัทาํหนา้ท่ีในการรวมตวัของไวรัสใหม ่   

• Phosphoprotein (P) โปรตีนท่ีเกาะอยูบนสายพนัธุกรรมของไวรัส ทาํหน้าท่ีควบคุม่
กระบวนการสังเคราะห์สารพนัธุกรรม และการจาํลองสารพนัธุกรรม นอกจากนียงัเป็น้
องคป์ระกอบของ nucleocapsid ดว้ย 

 

 
 

ภาพท่ี 7 ลกัษณะสารพนัธุกรรมและโปรตีน ท่ีเป็นองคป์ระกอบของเชือ้  canine distemper virus  
[ภาพจาก http://www.nature.com/nrmicro/journal/v4/n12/images/nrmicro1550-i1.jpg, 

สืบคน้ ณ วนัท่ี 28 มีนาคม 2553] 

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v4/n12/images/nrmicro1550-i1.jpg
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• Large protein (L) โปรตีนท่ีเกาะอยบูนสายพนัธุกรรมของไวรัส่  ทาํหนา้ท่ีเป็นตวัเรงการทาํงาน่
ของ viral polymerase ในกระบวนการสังเคราะห์สารพนัธุกรรม, การจาํลองสารพนัธุกรรม 
และยงัรวมตวักบ ั phosphoprotein เพื่อจบักบสายพนัธุกรรมของไวรัส ั (-ssRNA) ไดเ้ป็น 
nucleocapsid 

• Nucleocapsid protein (N) โปรตีนท่ีเกาะตลอดสายพนัธุกรรมของไวรัส ทงัท่ีเป็น ้ +ssRNA 
และ-ssRNA  

 
เน่ืองจาก canine distemper virus จดัอยใูนตระกลู่  Paramyxoviridae จึงมีวฏัจกัรการจาํลอง

ตวัเองเหมือนกบเชือ ั ้ parainfluenza virus 
 

การติดเช้ือ canine distemper virus 
สุนขัติดเชือ ้ CDV โดยผานทางละอองนาํในอากาศ เม่ือ ่ ้ CDV เขา้สูสิงมีชีวิตจะเขา้ไปยดึเกาะ่ ่

กบเยือ่บุผวิและเนือเยือ่นาํเหลืองบริเวณระบบทางเดินหายใจ เพื่อจาํลองตวัไวรัสใหมั ้ ้  เม่ือมีการเพิม่ ่
จาํนวนไวรัสแลว้ ไวรัสจะแพรกระจายทางระบบไหลเวียนเลือดไปยงัอวยัวะอ่ืนๆ เชน ท่ีระบบ่ ่
ทางเดินหายใจสวนลาง่ ่ , ระบบทางเดินอาหาร, ระบบนาํเหลือง้ , ระบบทางเดินปัสสาวะ และระบบ
ประสาท (35) 
 
พยาธิสภาพเมื่อติดเช้ือ canine distemper virus 

ลกัษณะอาการเม่ือติดเชือ ้ CDV คือ ไอ, มีไข,้ อาเจียน, ทอ้งเสีย, ไมอยากอาหาร่ , ผวิท่ีบริเวณ
จมูก, ปาก, เปลือกตา, หู และท่ีอุม้เทา้ผวิหนงัจะหนาขึน ้ (36) ถา้มีการติดเชือ ้ CDV เรือรังจะแสดง้
อาการของระบบประสาทขึน้  

 
วธีิการตรวจเพือ่วนิิจฉัยเช้ือ canine distemper virus 

Immunofluorescence จากเนือเยือ่ปอด้ , virus neutralization test หรือการทาํ RT-PCR 
 
 

 
 
 
 
 
 



  

บทที ่3 
วธีิดาํเนินการวจิยั 

 
รปแบบการวจัิยู  

การวิจยัครังนีเป็นการวจิยัเชิงพรรณนา ้ ้ (Cross-sectional, descriptive research)  
 

 วสัด อปกรณ์ และสารเคมีุ ุ  
1. อปกรณ์และสารเคมีสําหรับการุ เกบ็ตัวอย่าง Nasal swab 

• Dry cotton or polyester swab 
• Polypropylene conical tube: 15 mL (AxyGen® Scientific) 
• Phosphate Buffered Saline (PBS Tablets) (Bio Basic Inc., Cat no. D0435) 
• Penicillin-Streptomycin (10,000 units/mL) (GIBCO, Cat no. 15140-122) 
 

2. สารเคมีสําหรับการสกดั nucleic acid  
• SDS (Pharmacia Biotech, Cat no. 17-1313-01) 
• Sodium acetate anhydrous (SIGMA, Cat no. S-2889) 
• TRIZMA Hydrochloride (SIGMA, Cat no. T-7149) 
• Glycogen (USB, Cat no. 16445) 
• Guanidine Thiocyanate Ultrapure (USB, Cat no. 75818) 
• Sodium chloride (BDH Laboratory Supplies, Cat no. 102415K) 
• EDTA Tetrasodium Dihydrate (USB, Cat no. 15700) 
• Tris, Ultra Pure, Molecular Biology Grade (Research Organics, Cat no. 9680T) 
• Boric acid, ACS Reagent (Research Organics, Cat no. 1748B) 
• Phenol, Saturated (PIERCE, Cat no. 17914) 
• Ethanol (BDH Laboratory Supplies, Cat no. 10107) 
• Isopropanol (SIGMA, Cat no. I-9516) 
• Chloroform (SIGMA, Cat no. C-2432) 
• Iso-Amyl alcohol (BDH Labolatory Supplied, Cat no. 27212) 
• Mercaptoethanol (Phamacia Biolab, Cat no. 17-1317-01) 
• Diethylpyrocarbonate (DEPC) 
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3. สารเคมีสําหรับการเปลีย่น RNA เป็น cDNA ด้วยวธีิ Reverse Transcription 
• M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, Cat no. M1705) 
• RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, Cat no. N2115) 
• Set of dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Promega, Cat no. U1240) 
• Random Primers (Promega, Cat no. C1181) 
 

4. สารเคมีสําหรับการตรวจสอบและเพิม่จํานวนยนีทีจํ่าเพาะด้วยวธีิ PCR  
• Eppendorf MasterMix (2.5X) (Eppendorf, Cat no. 0032 002.250) 
• SuperScript III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Cat 
no. 11732-020) 
• GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Cat no. SM0321) 
• Agarose, low EEO, Molecular Biology Grade (Research Organics, Cat no. 1170A) 
• SeaKem LE agarose (BioWhittaker Molecular Applications, Cat no. 50004) 
• Ethidium Bromide (SIGMA, Cat no. E-1510) 
 

5. วสัดและสารเคมีสําหรับุ  cloning และ transformation ใน E.coli 
• One Shot TOP10 Chemically Competent E.Coli (Invitrogen, Cat no. C4040-03) 
• pGEM-T Easy Vector System for T/A cloning strategy (Promega, Cat no. A1360) 
• X-Gal (Promega, Cat no. V3941) 
• IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoside) (Eppendorf, Cat no. 0032006.353) 
• Tryptone powder (BIO BASIC INC., Cat no. G211) 
• Yeast Extract (GIBCO, Cat no. 20047-056) 
• Agar Bacteriological (GIBCO, Cat no. 20001-020) 
• FastPlasmid Mini (Eppendorf, Cat no. 955150601) 
 

7. สารเคมีสําหรับการหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ (nucleotide sequencing) 
• Perfectprep Gel Cleanup (Eppendorf, Cat no. 955152000) 
• ABI PRISM Bigdye Terminator v3.1 Kits (Applied Bisystems, Cat no. 4336917) 
• 310 Genetic Analyzer Performance Optimized Polymer 6 (ABI, Cat no. 402837) 
• Buffer (10X) with EDTA (Applied Biosystems, Cat no. 402824) 
• Template Suppression Reagent (TSR) (Applied Biosystems, Cat no. 401674) 
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8. วสัดและสารเคมีสําหรับการแยกและเพิม่จํานวนไวรัสุ  (virus isolation) 
• MDCK (Madin-Darby canine kidney) cell lines  
• Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM) (GIBCO, Cat no. 11965-084) 
• Fetal Bovine Serum EU Approved Origin (GIBCO, Cat no. 10270-098) 
• 0.05% Trypsin-EDTA (1X) (GIBCO, Cat no. 25300-054) 
• Trypsin, TPCK treated, from bovine pancreas (SIGMA, Cat no. T-8642) 
• Penicillin-Streptomycin (10,000 units/mL) (GIBCO, Cat no. 15140-122) 
• Phosphate Buffered Saline (PBS Tablets) (Bio Basic Inc., Cat no. D0435) 
• Bovine Albumin Fraction V Solution 7.5% (GIBCO, Cat no. 15260-037) 
• Trypan blue solution 0.4% (SIGMA, Cat no. T8154) 
• V-shaped 96-well microtiter plates (Costar, Cat no. 3897) 
• Sterile 6-well cell culture cluster, flat bottom with lid (Costar, Cat no. 3516) 
• Tissue Culture Flask 75 cm2, phenolic style cap (Corning, Cat no. 430725) 
• Tissue Culture Flask 25 cm2, phenolic style cap (Corning, Cat no. 430372) 
• Sterile pipette 2mL, 5 mL and 10 ml (Costar, Cat no. 4486, 4487 and 4488) 
 

9. โปรแกรมสําหรับ bioinformatic และการวเิคราะห์ข้อมลู  
• CLUSTAL X program (version 1.8) 
• OLIGOS primer design software (version 9.1) 
• BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.4.1) 
• Chromas Lite (version 2.01) 
• TreeView (version 1.5.2) 
• Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 3.1) 
• SPSS for Windows (version 11.5.0) 
 

10. วสัดทีใ่ช้สําหรับการวจัิยุ  
• MicroAmp PCR tube (Perkin Elemer) 
• Microcentrifuge tube: 0.5 and 1.5 mL (AxyGen® Scientific) 
• Polypropylene conical tube: 50 and 15 mL (AxyGen® Scientific) 
• Pipette tip: 10 μL, 200 μL and 1000 μL (AxyGen® Scientific) 
• Microscope slide and cover slit (Sail brand) 
• Glassware: Beaker, Flask, Cylinder and reagent bottles (Pyrex) 
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11. อปกรณ์สําหรับงานวจัิยุ  
• Centrifuge (Beckman GS-6R) 
• Refrigerated microcentrifuge (Universal 16R Hettich) 
• – 70 oC freezer (Forma Scientific) 
• – 20 oC freezer (Philco) 
• Inverted Light Microscopy (Nikon) 
• Mastercycler personal (Eppendrof) 
• Gel Doc 1000 UV transilluminator (Biorad) 
• Bio Photometer (Eppendorf) 
• Class II Microbiological Safety Cabinet (Envair) 
• PCR Cabinet (Augusta) 
• Orbital incubator S150 (Stuart) 
• Perkin-Elmer 310 Sequencer (PE Applied Biosystems) 
• CO2 humidified incubator (TC2323 Shellab) 
• Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey) 
• Hot air oven (Memmert) 
• Multi-block heater (Lab-line) 
• Balance (PB1502 Mettler Toledo) 
• Microwave oven (Sanyo) 

 
วธีิการดําเนินวจัิย 
การเกบ็ตัวอย่าง Nasal swab 
1. เกบตวัอยาง ็ ่ Nasal Swab จากจมูกสุนขั  โดย 102 ตวัอยางจากสุนขัปกติ และ ่ 109 ตวัอยางจาก่
สุนขัท่ีป่วยเป็นโรคระบบทางเดินหายใจ ในชวงเวลา ่ 1 ปี โดยขอความรวมมือจากโรงพยาบาลสัตว์่
เล็กและแผนกสัตวป่์วยฉุกเฉิน คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และโรงพยาบาล
สัตวท์องหลอ ในสวนของการเกบตวัอยาง ่ ่ ็ ่ swab จมูกสุนขั โดยเกบตวัอยาง ็ ่ swab  ใสใน ่ transport 
media และบนัทึกประวติัของสุนขัดว้ย เกบตวัอยาง ็ ่ Nasal swab โดยใชไ้มพ้นัสาํลี สอดเขา้ไปใน
โพรงจมูกของสุนขั ปลอยทิงไวป้ระมาณ ่ ้ 2-3 วินาที จากนนัหมุนไปมาเบา ๆ แลว้นาํออกจากโพรง้
จมูกสุนขั จากนนัเกบลงใน ้ ็ Viral transport media 2 mL ขนสงตวัอยางมายงัหอ้งปฏิบติัการโดยแช่ ่ ่
ใน Bio safety ice box  
2. Mix ดว้ยการ vortex 15 นาที จากนนั ้ Centrifuge 3,000 rpm 10 นาที แลว้ดูดเกบ ็ supernatant ใส่
ใน microtube 1.5 mL ใหไ้ดป้ระมาณ 1 หลอด เกบในตูแ้ชแขง็อุณหภูมิ ็ ่ -70oC 
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การสกดั RNA 
สกด ั RNA จากตวัอยาง ่ swab ดว้ยวิธี Guanidium-isothiocyanate method  

− เตรียม tubes ขนาด 1.5 mL ใส่  500 μL GTC Mix (GTC+2ME) [GTC 9000 μL เติม ME 
70 μL] จากนนัใสตวัอยาง ้ ่ ่ 100 μL แลว้นาํไป vortex 15 วินาที 

− เติม 50 μL 2M NaOAC, 500 μL Phenol, 100 μL CH3Cl3 : IAA (49:1) ลงใน tubes 

− Invert แตละ ่ tubes แลว้นาํไปแชท่ีอุณหภูมิ่  -20 oC  เป็นเวลา 15 นาที 

− นาํ tubes ไป Centrifuge 13,500 rpm  ท่ีอุณหภูมิ 4 oC   เป็นเวลา 20 นาที 

− เตรียม tube ใหม  เติม่  4 μL glycogen (20mg/mL) และเติม Isopropanol 600 μL 

− ผสมใหส้ารภายใน tube เขา้กนดว้ยการ ั invert 15 วินาที แลว้นาํไปแช่ -70 oC  ขา้มคืน 

− นาํ tube ท่ีไปแช ่ -70 oC  ออกมา ทิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งใหจ้นละลายใหห้มด้  

− จากนนันาํไป้  Centrifuge 13,500 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  เป็นเวลา 30 นาที 

− เทสวน่  supernatant ทิง เกบ ้ ็ pallet ไว ้

− เติม 500 μL 70 % EtOH  ลงใน pellet, กลวัไปมา แลว้ปัน ้ ่ Speed centrifuge 5 นาที 

− เทส่วน supernatant ทิง แลว้ ้ Spin 5 นาที 

− ดูด 70% EtOH ออกใหห้มด แลว้Dry ดว้ย Vacuum 5 นาที 

− ละลาย RNA ดว้ย DepC water 12 μL และ Mix ได ้12 μL of RNA solution 
 

การเปลีย่น RNA เป็น cDNA ด้วยวธีิ Reverse Transcription โดยใช้ Random hexamer 
เตรียม mixture ของ Reverse Transcription ในแตละ ่ tube ดงัน้ี 
− 5x MMLV Buffer   5.0 μL 
− 10 uM  dNTP    5.0 μL 
− Random hexamer           1.0 μL 
− RNA inhibit      1.0 μL 
− MMLV   1.0 μL 
จากนนัเติม ้ RNA 12.0 μL แลว้บมท่ีอุณหภูมิ่  37oC เป็นเวลา 3 ชวัโมง่  

 
การสกดั DNA  
สกด ั DNA extraction จากตวัอยาง ่ swab ดว้ยวิธี Phenol/Chloroform extraction  

− เตรียม tubes ขนาด 1.5 mL แลว้ใส่ 400 μL Lysis buffer (Tris-HCl+EDTA+SDS),       
10 μL Proteinase K จากนนัใสตวัอยาง ้ ่ ่ 100 μL 

− นาํไป vortex  และบมท่ีอุณหภูมิ ่ 50oC, 1 ชวัโมง่  

− เติม 250 μL Phenol, 250 μL CH3Cl3 : IAA (49:1) 
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− นาํไป vortex และ centrifuge 13,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

− เตรียม tube ใหม  เติม่  4 μL glycogen(20mg/mL), 40 μL 2M NaOAc, 800 μL AbEtOH 

− นาํไปแช่  -70 oC  เป็นเวลา 1 ชวัโมง่  

− นาํ tube ท่ีไปแช ่ -70 oC  ออกมา ทิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งใหจ้นละลายใหห้มด้  

− จากนนันาํไป ้ Centrifuge 13,500 rpm, อุณหภูมิ 4 oC, 30 นาที 

− เทสวน่  supernatant ทิง เกบ ้ ็ pallet ไวแ้ลว้เติม 1 mL 70 % EtOH  ลงใน pellet, กลวัไปมา้  

− Centrifuge 13,500 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  เป็นเวลา 20 นาที 

− เทสวน่   supernatant  ทิง ้ Spin 5 นาที  

− ดูด 70% EtOH ออกใหห้มด แลว้ Dry ดว้ย Vacuum 5 นาที  

− ละลาย DNA ดว้ย DW 30 μL และ Mix จะได ้30 μL of DNA solution 
 
การเตรียม Positive control ด้วยวธีิ cloning  
1. Ligation ระหวาง ่ PCR product กบ ั plasmid (pGEM-T) เตรียม mixture ดงัน้ี 

− 2x buffer   5.0 μL 

− T4 DNA ligase  1.0 μL 

− pGEM-T   1.0 μL 

− PCR product   3.0 μL 
จากนนับมท่ีอุณหภูมิ ้ ่ 37oC เป็นเวลา 3 ชวัโมง ่   
   

2. Transformation 

− เตรียม complement cells ปริมาตร 50 μL ใน tube 1.5 mL  

− เติมสารละลาย ligation มาปริมาตร 2 μL 

− นาํ tube ไป chill ice เป็นเวลา 20 นาที 

− นาํ tube ไป heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42oC เป็นเวลา 50 วินาที 

− แลว้กลบัมา chill ice อีกครังเป็นเวลา ้ 2 นาที 

− เติม SOC medium ปริมาตร 950 μL 

− Shaking ท่ีประมาณ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1.5 ชวัโมง่  

− จากนนันาํ ้ tube ไป centrifuge 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

− เท supernatant ทิง จะเหลื้ อ pallet ประมาณ 45 μL 

− เติม x-gal 15 μL และ IPGL 5 μL mix ใหเ้ขา้กนั 

− Spread plate นาํ plate ไปบมท่ีอุณหภูมิ ่ 37oC ขา้มคืน 
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3. Colony selection 

− สงัเกตดู colony ท่ีขึนบน ้ plate โดยจะเลือก colony ท่ีใส 

− Pick colony ใส ลงใน LB broth 

− Shaking 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 16 ชวัโมง่  
 

4.    Plasmid extraction 

− นาํ bacterial culture 1.5 mL มาใสลงใน ่ tube 2 mL 

− นาํ tube ไป Centrifuge 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

− เท supernatant ทิง จะเหลือ ้ pallet  

− เติม lysis solution (แชเยน็่ ) ปริมาตร 400 μL 

− Vortex 30 วินาที 

− บมท่ีอุณหภูมิ่ หอ้ง เป็นเวลา 3 นาที 

− นาํสารละลาย lysate ลงใน spin column 

− นาํ spin column ไป centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 1 นาที 

− เติม diluted wash buffer ปริมาตร 400 μL 

− นาํ spin column ไป centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 1 นาที 

− เทสวน ่ filtrate ทิง และนาํไป้  centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 1 นาที 

− จากนนันาํ ้ spin column ลงใน collection tube  

− เติม elution buffer ปริมาตร 50 μL 

− Centrifuge (maximum speed) เป็นเวลา 1 นาที 

− ไดส้ารละลาย positive control เป็นปริมาตร 50 μL 
 
การออกแบบไพรเมอร์ (primer) 
1. การออกแบบไพรเมอร์สําหรับการตรวจสอบ canine influenza virus ทีบ่ริเวณยนี matrix (M) 
 การออกแบบไพรเมอร์เพื่อจาํแนกเชือไขห้วดัสุนขัออกจากตวัอยาง โดยทาํการเพิมจาํนวน้ ่ ่
ท่ีบริเวณยีน matrix (M) เน่ืองจากเป็นยีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทด์ต ํ่า ดงันนั้
matrix (M) จึงใชส้าํหรับการตรวจสอบ influenza virus โดยนาํยนี matrix (M) มาจากในฐานขอ้มูล 
Genbank เพื่อเป็นขอ้มูลในการออกแบบไพร์เมอร์ โดยเลือกบริเวณชวงท่ีมีการเปล่ียนแปลงของ    ่
นิวคลีโอไทดน์อ้ยท่ีสุด, มีคา ่ GC content ประมาณ 50-60% และ คา ่ melting temperature (Tm)   
ของไพร์เมอร์ควรมีคา่ อยูระหวาง ่ ่ 55-75oC โดยท่ีไพร์เมอร์คูเดียวกนควรมีคา ่ ั ่ Tm เทากนหรือ่ ั
ใกลเ้คียงกน โดยคา ั ่ Tm มีสูตรในการคาํนวณดงัน้ี Tm  = 2oC x (A+T) + 4oC x (G+C) 
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 ในงานวิจัยใช้ไพร์เมอร์ 2 คู่สําหรับการตรวจหา CIV ดังนี ้ 1’PCR: CDC_MF3’/ 
CDC_MR3’ มีขนาด 1027 bp และ 2’PCR: M_F56/M/R256 มีขนาด 207 bp ซ่ึงเป็นไพร์เมอร์ท่ีมี
การออกแบบสาํหรับงานวิจยักอนหนา้นี่ ้  

เม่ือตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ดว้ยโปรแกรม ั ่ Oligo 1999-2001 v.9.1 ไดผ้ล
ดงัน้ี (ภาพท่ี 8-9) 

 
 

 
ภาพท่ี 8 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ CDC_MF3’กบ ั CDC_MR3’ 

 
 
 

 
ภาพท่ี 9 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ M_F5 กบ ั M_R256 

 
 
 

3’UT 5’UTM 

CDC_MF3 M_F56 

M_R256 CDC_MR3

1027 bp 
207 bp 

 
 
 
 

ภาพท่ี 10 ตาํแหนงของไพรเมอร์สาํหรับการทาํ ่ nested PCR ของ canine influenza virus 
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2. การออกแบบไพรเมอร์สําหรับการตรวจสอบ canine distemper virus ทีบ่ริเวณยนี 
nucleoprotein (NP)   
 การออกแบบไพรเมอร์เพื่อจาํแนกเชือ้  canine distemper virus ออกจากตวัอยาง โดยทาํการ่
เพิมจาํนวนท่ีบริเวณยนี ่ nucleoprotein (NP)  โดยในการศึกษาการระบาดของ CDV กอนหนา้ได้่
ทาํการศึกษาท่ีบริเวณยนี nucleoprotein (NP)  จึงไดเ้ลือกจาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง nucleoprotein 
(NP)   มาจากในฐานขอ้มูล Genbank เพื่อเป็นขอ้มูลในการออกแบบไพร์เมอร์ (ภาพท่ี 15) 
 
a) CDV_F768 

 
 

b) CDV_F838 
 
 
 
 
 
 

c) CDV_R1057 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 11 แสดงการเลือกบริเวณของนิวคลีโอไทดส์าํหรับการออกแบบไพร์เมอร์ โดยท่ี a), b) และ 
c) แสดงบริเวณท่ีใชเ้ป็นตน้แบบในการออกแบบ CDV_F768, CDV_F838 และ CDV_R1057 

ตามลาํดบั ดว้ยโปรแกรม BioEdit sequence alignment editor 
 
 ซ่ึงไดอ้อกแบบไพร์เมอร์ 2 คู ดงันี ่ ้ 1’PCR: CDV_F768/CDV_R1057 มีขนาด 289 bp และ 

2’PCR: CDV_F838/CDV_R1057  มีขนาด 220 bp เม่ือตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ดว้ยั ่
โปรแกรม Oligo 1999-2001 v.9.1 ไดผ้ลดงัน้ี (ภาพท่ี 12-13) 
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ภาพท่ี 12 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ CDV_F768 กบ ั CDV_R1057 

 

 
ภาพท่ี 13 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ CDV_F838 กบ ั CDV_R1057 

 
 
 

 
 
 
 

NP 

CDV_F768 CDV_F838 

CDV_R1057 

289 bp 
220 bp 

P/C/V M F H L 5’UTR 3’UTR 

ภาพท่ี 14 ตาํแหนงของไพรเมอร์สาํหรับการทาํ ่ semi-nested PCR ของ canine distemper virus 
  
 
3. การออกแบบไพรเมอร์สําหรับการตรวจสอบ canine parainfluenza virus ทีบ่ริเวณยนี 
nucleoprotein (NP)   
 การออกแบบไพรเมอร์เพื่อจาํแนกเชือ้  canine parainfluenza virus ออกจากตวัอยาง โดยทาํ่
การเพิมจาํนวนท่ีบริเวณยนี ่ nucleoprotein (NP) โดยในการศึกษาการระบาดของ CIPV กอนหนา้ได้่
ทาํการศึกษาท่ีบริเวณยนี nucleoprotein (NP)  จึงไดเ้ลือกจาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง nucleoprotein 
(NP)  มาจากในฐานขอ้มูล Genbank เพื่อเป็นขอ้มูลในการออกแบบไพร์เมอร์ (ภาพท่ี 15) 
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a) CPIV_F363   

 
 
b) CPIV_F428 

 
 
c) CPIV_R614 

 
 

ภาพท่ี 15 แสดงการเลือกบริเวณของนิวคลีโอไทดส์าํหรับการออกแบบไพร์เมอร์ โดยท่ี a), b) และ 
c) แสดงบริเวณท่ีใชเ้ป็นตน้แบบของ CPIV_F363, CPIV_F428 และ CPIV_R614 ตามลาํดบั 

 
  ซ่ึงไดอ้อกแบบไพร์เมอร์ 2 คู ดงันี ่ ้ 1’PCR: CPIV_F363/CPIV_R614 มีขนาด 251 bp และ 
2’PCR: CPIV_F428/CPIV_R614 มีขนาด 180 bp เม่ือตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ดว้ยั ่
โปรแกรม Oligo 1999-2001 v.9.1 ไดผ้ลดงัน้ี (ภาพท่ี 16-17) 
 

 
ภาพท่ี 16 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ CPIV_F363 กบ ั CPIV_R614 

 

 
ภาพท่ี 17 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ CPIV_F428 กบ ั CPIV_R614 
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ภาพท่ี 18 ตาํแหนงของไพรเมอร์สาํหรับการทาํ ่ semi-nested PCR ของ canine parainfluenza virus 

5’UTR NP 

CPIV_F363 CPIV_F428 

CPIV_614 

251 bp 
180 bp 

3’UTR L H F M P/C/V 

 
4. การออกแบบไพรเมอร์สําหรับการตรวจสอบ canine adenovirus ที่บริเวณยนี E3 
 การออกแบบไพรเมอร์เพื่อจาํแนกเชือ้  canine adenovirus ออกจากตวัอยาง โดยทาํการเพิม่ ่
จาํนวนท่ีบริเวณยนี E3 โดยในการศึกษาการระบาดของ CAV กอนหนา้ไดท้าํการศึกษาท่ีบริเ่ วณยนี 
E3  จึงไดเ้ลือกจาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี E3 มาจากในฐานขอ้มูล Genbank เพื่อเป็นขอ้มูลใน
การออกแบบไพร์เมอร์ (ภาพท่ี 19) 
 

a) CAV_F73 

 
 

b) CAV_ F249 

 
 

c) CAV_R629 

 
 

ภาพท่ี 19 แสดงการเลือกบริเวณของนิวคลีโอไทดส์าํหรับการออกแบบไพร์เมอร์ โดยท่ี a), b) และ 
c) แสดงบริเวณท่ีใชใ้นการออกแบบ CAV_F73, CAV_ F249 และ CAV_R629 ตามลาํดบั 

 
 ซ่ึงไดอ้อกแบบไพร์เมอร์ 2 คู ดงันี ่ ้ 1’PCR: CAV_F73/CAV_R629มีขนาด 525 bp และ 

2’PCR: CAV_ F249/CAV_R629 มีขนาด 350 bp เม่ือตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ดว้ยั ่
โปรแกรม Oligo 1999-2001 v.9.1 ไดผ้ลดงัน้ี (ภาพท่ี 20-21) 
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ภาพท่ี 20 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ CAV_F73 กบ ั CAV_R629 

 

 
ภาพท่ี 21 ผลการตรวจสอบการจบักนระหวางไพร์เมอร์ ั ่ CAV_ F249 กบ ั CAV_R629 

  
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 22 ตาํแหนงของไพรเมอร์สาํหรับการทาํ ่ semi-nested PCR ของ canine adenovirus 

E1 E2B E2A E3 E4

CAV_F73 CAV_ F249 

525 bp 
350 bp 

CAV_ R629 
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การเพิม่จํานวนยนีทีจํ่าเพาะด้วยวธีิ PCR amplification  
a) Canine influenza virus 

ตารางท่ี 1 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine influenza virus (M gene) 
 

PCR 
Primer’s 

name 
Sequence(5’ 3’) Position 

Size 
(bp) 

CDC_MF3’ 5’-GATCGCTCTTCAGGGAGCGAAAGCAGGTAG-3’ 1-30 1’PCR 
 CDC_MR3’ 5’-ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGTAGTTTTT-3’ 1027-985 

1027 

M_F5 5’-TCAGGCCCCCTCAAAGCCG-3’ 49-67 
2’PCR 207 

M_R256 256-233 5’-AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA-3’ 
 

ปิเปตสารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมสวนผสมสาํหรับทาํ ่ PCR ดงัตารางท่ี 2 
ตารางท่ี 2 แสดงชนิดและปริมาตรของสารเคมีท่ีใชท้าํ PCR 

ปริมาตร (μL/tube) สารเคมี 
Master mix (Eppendorf) 5 
DW 6 
MgCl2 0.5 
10 μM Forward primer 0.25 
10 μM Reverse primer 0.25 
Template 1 
Total 13 

  

จากนันนาํ ้ microtube ท่ีใสสวนผสมสารเคมีทงัหม่ ่ ้ ดใสในเคร่ือง ่ Thermal cycler 
(Eppendorf Mastercycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดงัตารางท่ี 3 

 

ตารางท่ี 3 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine influenza virus 

PCR cycle อุณหภูมิ (ºC ) เวลา (นาที) 

Pre-denaturation 94 3.00 
Denaturation 
Annealing 
Extention 

94 
50 
72 

0.30 
0.30 
1.30 

Post-extention  

ทาํซาํ ้ 40 รอบ 

72 7.00 
Hold 25 10.0 
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b) Canine distemper virus 
ตารางท่ี 4 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine distemper virus (NP gene) 
 

PCR 
Primer’s 

name 
Sequence(5’ 3’) Position 

Size 
(bp) 

CDV_F768 5’-AACAGRATTGCTGAGGACYTAT-3’ 768-782 
1’PCR 

CDV_R1057 5’-TCCARRATAACCATGTAYGGTGC-3’ 1057-1035 
289 

CDV_F838 5’-CAGGGAACAAGCCTAGAATTGC-3’ 837-859 
2’PCR 220 

5’-TCCARRATAACCATGTAYGGTGC-3’ CDV_R1057 1057-1035 
 

ปิเปตสารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมสวนผสมสาํหรับทาํ ่ PCR ดงัตารางท่ี 5 
ตารางท่ี 5 แสดงชนิดและปริมาตรของสารเคมีท่ีใชท้าํ PCR ของ canine distemper virus 

สารเคมี ปริมาตร (μL/tube) 
Master mix (Eppendorf) 5 
DW 6 
MgCl2 0.5 
10 μM Forward primer 0.25 
10 μM Reverse primer 0.25 
Template 1 
Total 13 

  
 จากนันนาํ ้ microtube ท่ีใสสวนผสมสารเคมีทงัหมดใสในเคร่ือง ่ ่ ่้ Thermal cycler 
(Eppendorf Mastercycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดงัตารางท่ี 6 
 

ตารางท่ี 6 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine distemper virus 
 

PCR cycle อุณหภูมิ (ºC ) เวลา (นาที) 

Pre-denaturation 94 3.00 
Denaturation 
Annealing 

94 
55 
72 

0.30 

Extention 
0.30 
0.30 

ทาํซาํ ้ 40 รอบ 

Post-extention  72 7.00 
Hold 25 10.0 
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c) Canine parainfluenza virus 
ตารางท่ี 7 แสดงลาํดบัของไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine parainfluenza virus (NP gene) 
 

PCR 
Primer’s 

name 
Sequence(5’ 3’) Position 

Size 
(bp) 

CPIV_F363 5’-GGGTAGAGATCGATGGCTTTGA-3’ 363-386 
1’PCR 

CPIV_R614 5’- GCGCAGTCATGCACTTGCAAGT -3’ 614-593 
251 

CPIV_F428 5’-GCCGTGGAGAGATCAATGCCTAT-3’ 428-451 
2’PCR 180 

5’- GCGCAGTCATGCACTTGCAAGT -3’ CPIV_R614 614-593 
 

ปิเปตสารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมสวนผสมสาํหรับทาํ ่ PCR ดงัตารางท่ี 8 
ตารางท่ี 8 แสดงชนิดและปริมาตรของสารเคมีท่ีใชท้าํ PCR ของ canine parainfluenza virus 
 

สารเคมี ปริมาตร (μL/tube) 
Master mix (Eppendorf) 5 
DW 6 
MgCl2 0.5 
10 μM Forward primer 0.25 
10 μM Reverse primer 0.25 
Template 1 
Total 13 

 

 จากนันนาํ ้ microtube ท่ีใสสวนผสมสารเคมีทงัหมดใสในเคร่ือง ่ ่ ่้ Thermal cycler 
(Eppendorf Mastercycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดงัตารางท่ี 9 
 

ตารางท่ี 9 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine parainfluenza virus 
 

PCR cycle อุณหภูมิ (ºC ) เวลา (นาที) 

Pre-denaturation 94 3.00 
Denaturation 
Annealing 
Extention 

94 
55 

0.30 
0.30 
0.30 72 

ทาํซาํ ้ 40 รอบ 

Post-extention  72 7.00 
Hold 25 10.0 
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d.) Canine adenovirus 
 

ตารางท่ี 10 แสดงลาํดบัของไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine adenovirus (E3 gene) 
 

PCR 
Primer’s 

name 
Sequence(5’ 3’) Position 

Size 
(bp) 

CAV_F73 5’- TATTCCAGACTCTTACCAAGAGG-3’ 25073-25095 
1’PCR 

CAV_R629 5’- ATAGACAAGGTAGTARTGYTCAG -3’ 25623-25601 
525 

CAV_F249 5’- AGGCRGCCTGTTCTATGTATAAC-3’ 25249-25271 
350 2’PCR 

CAV_R629 5’- ATAGACAAGGTAGTARTGYTCAG -3’ 25623-25601 
 

ปิเปตสารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมสวนผสมสาํหรับทาํ ่ PCR ดงัตารางท่ี 11 
ตารางท่ี 11 แสดงชนิดและปริมาตรของสารเคมีท่ีใชท้าํ PCR ของ canine adenovirus 

ปริมาตร (μL/tube) สารเคมี 
Master mix (Eppendorf) 5 
DW 6 
MgCl2 0.5 
10 μM Forward primer 0.25 
10 μM Reverse primer 0.25 
Template 1 
Total 13 

 

จากนนันาํ ้ microtube ท่ีใสสวนผสมสารเคมีทงัหมดใสในเคร่ือง ่ ่ ่้ Thermal cycler (Eppendorf 
Mastercycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดงัตารางท่ี 12 
 

ตารางท่ี 12 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ canine adenovirus 

PCR cycle อุณหภูมิ (ºC ) เวลา (นาที) 

Pre-denaturation 94 3.00 
Denaturation 
Annealing 
Extention 

94 
55 
72 

0.30 
0.30 
0.30 

ทาํซาํ ้ 40 รอบ 

Post-extention  72 7.00 
Hold 25 10.0 
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การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ 

− หาขนาด PCR product (ผลิตภณัฑ ์PCR) ท่ีตอ้งการดว้ยวิธี agarose Gel Electrophoresis 
โดยใช ้2% agarose gel ในการแยกขนาดของ PCR product และใช ้100 bp DNA Ladder 
เป็น marker เพื่อตรวจสอบขนาดของ cDNA ท่ีตอ้งการ และยอ้มดูแถบ cDNA ท่ีตอ้งการ
ดว้ย ethidium bromide 

− ตดั gel โดยเลือกตดัในบริเวณท่ีมีแถบ PCR product ขนาดท่ีตอ้งการ ดงัน้ี 

− สกด ั PCR product จาก gel ท่ีตดัออกมาดว้ย HiYieldTM  Gel/PCR DNA Fragment 
Extraction Kit (Bioscience) 

− หาลาํดบัเบสโดยสงตรวจกบบริษทั ่ ั First base laboratories SDN BHD 
 

การแยกและเพิม่จํานวนไวรัสด้วย MDCK cell culture  
a) เตรียม cell line ลงใน 24-wells plate 

− เท media เกาออกจาก ่ flask 

− ลา้งเซลลด์ว้ย 5 mL PBS (ลา้ง 2 ครัง้ ) 

− ใส ่ 1 mL trypsin ลงใน flask  

− บมท่ีตูเ้ลียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ ่ ้ 37oC, 5% CO2, 5 นาที 

− ตรวจสอบเซลลด์ว้ยกลอ้ง microscope ทุกๆ 5 นาที จนกระทงัเซลลห์ลุด้  

− เติม media ลงไป 5 mL, ปิเปตขึน้ -ลง เพื่อใหไ้ด ้เซลลเ์ด่ียวๆ 

− นาํเซลลแ์ตละ ่ flask รวมอยใูนขวดเดียว และเติม ่ ่ media ใหไ้ดป้ริมาตรตามท่ีตอ้งใช ้

− ปิเปตเซลล ์1 mL ลงในแตละ ่ well  

− เขา้ตูเ้ลียงเซลล์้  บมท่ีอุณหภูมิ ่ 37oC ท่ีประกอบดว้ย 5% CO2  ขา้มคืน 
 
b) นาํไวรัสลง MDCK cells 

− ทาํ 2- fold serial dilution ของตวัอยาง่  : ปิเปตตวัอยาง ่ 200 μL ใสลงใน ่ infect media     
200 μL 

− ลา้งเซลลใ์น 24 well plate ดว้ย PBS 3 ครัง้  

− นาํตวัอยางท่ีทาํ ่ 2- fold serial dilution มาลงใน wells 

− ปลอยใหไ้วรัส ่ adsorb เขา้สูเซลลโ์ดยการบมท่ี ่ ่ 37oC, 5% CO2, 40-60 นาที 

− เติม infect media 1 mL แตละ ่ wells 

− เขา้ตูเ้ลียงเซลล์้  ท่ีอุณหภูมิ 37oC, 5% CO2, 48 ชวัโมง่  

− ตรวจสอบ Cytopathogenic effect (CPE) ของ MDCK 
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c) เกบไวรัส็  

− นาํ 24-wells plate ลงไปแชใน ่ -20oC, ขา้มคืน 

− นาํ 24- wells plate ออกจากตูแ้ช และใหทุ้ก ่ well ละลายใหห้มด 

− จากนั้นนาํแตละ ่ well ของตวัอยางมารวมกนใน ่ ่ ั tube เดียว 

− Centrifuge 4,000 rpm, 20 นาที  

− เกบ ็ supernatant ลงใน tube ใหม่ 
 

Hemagglutination test  

− ปิเปต 1x PBS pH 7.4  50 μL  ลง 96 well plate  

− เติมตวัอยาง ่ 50 μL โดยปิเปตขึน้ -ลง  

− แลว้ปิเปตออก 50 μL 

− เติม 0.5% เมด็เลือดแดงของไกลง ่ 50 μL  

− ตงัทิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ้ ้ 40-60 นาที และสงัเกตผล  
 

Immunostaining test  
a) transfect cell ดว้ย lived-virus จาก nasal-swab 

− เติมตวัอยาง ่ 50 μL ลง 96 well plate 

− เติม infection media ลง well ละ 50 μL โดยใช ้multichannel pipette 

− แลว้ปิดดว้ย Paraffin ใสถุง ่ incubate ท่ี 37 oC เป็นเวลา 48-72 ชวัโมง จนเริมเกด ่ ่ ิ CPE 
b) การ fix เซลล ์ใน 96-well plate 

 − สะบดั media เกาออกใหห้มด ลงใน ่ chlorox 

 − เติม 4% formalin ลงใน well ละ 100 μL โดยใช ้multichannel pipette 

 − incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 25 นาที 

 − ลา้งดว้ย PBS-0.5% tween 20 3 ครัง โดยใช ้้ washing machine โดยเอียง plate แลว้ใสไล่ ่
จาก dilution สูงไปตํ่า 

 − สะบดั plate ใหแ้หง้ แลว้ปิดดว้ย paraffin ใสถุง เกบท่ีอุณหภูมิ ่ ็ 4oC 
 c) ใสแอนติบอดี่  (monoclonal anti- NP protein) 

 − เติม monoclonal anti- NP protein ใน PBS-Tween 20 0.5%ท่ีมี 1% BSA well ละ 50 μL 

− ลา้งดว้ย PBS-0.5% tween 20 3 ครัง โดยใช ้้ washing machine โดยเอียง plate แลว้ใสไล่ ่
จาก dilution สูงไปตํ่า 

− incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชวัโมง่   
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d) ใส ่ secondary mouse anti-IgG conjugated with peroxidase enzyme 

− เติม secondary mouse anti-IgG conjugated with peroxidase enzyme ใน PBS-0.5% tween 
20 ท่ีมี 1%BSA ลง well ละ 50 μL 

− ลา้งดว้ย PBS-Tween 20 0.5% 3 ครัง โดยใช ้้ washing machine โดยเอียง plate แลว้ใสไล่ ่
จาก dilution สูงไปตํ่า 

− เติม substrate AEC ลง well ละ  50 μL 

− incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที 

− ลา้งดว้ย tap water 3 ครัง สะบดั ้ plate แลว้นาํไปผึ่งใหแ้หง้ 

− สงัเกตสีท่ีเกดขึนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ผลบวกจะใหสี้สม้ สวนผลลบไมเกดสีิ ่ ่ ิ้  
 

การทาํ Real-time PCR เพือ่หา viral load ของไวรัส 
ตารางท่ี13 แสดงไพร์เมอร์และโพรบ (prob) ท่ีใชใ้นการทาํ real-time PCR ของ M gene 
 

Oligos Sequence(5’ 3’) Position Size (bp) 
FluA_M_F 5’- CATGGARTGGCTAAAGACAAGACC-3’ 56-75 

220 
FluA-M-R 276-258 5’- AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA-3’ 

FluA-M-P  FAM-ACGCTCACCGTGCCCAGT-BHQ1 151-170  
 

ปิเปตสารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมสวนผสมสาํหรับทาํ ่ real-time PCR ดงัตารางท่ี 14 
 

ตารางท่ี 14 แสดงชนิดและปริมาตรของสารเคมีท่ีใชท้าํ real-time PCR ของ M gene 
 

สารเคมี ปริมาตร (μL/tube) 
2x reaction buffer (invitrogen) 5  
SuperScript III RT Platinum® Taq Mix 0.2   
10 μM Forward primer  0.33  
10 μM Reverse primer  0.33  
probe (5 μM) 0.35  
MgSO4 (50 mM) 0.75  
Template 1  

 
 จากนนันาํ ้ microtube ท่ีใสสวนผสมสารเคมีทงัหมดใสในเคร่ือง ่ ่ ่้ Thermal cycler (Eppendorf 
Mastercycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดงัตารางท่ี 15 
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ตารางท่ี 15 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการทาํ real-time PCR ของ M gene 
 

ขนัตอน้  อุณหภูมิ ( ºC ) เวลา  
Reverse transcription 50 45 min  

Initial denaturation 95 3 min  
 Denature 95 10 sec  

 
 
 
 

 
การเพิม่จํานวนยนี HA และ NA ทีจํ่าเพาะด้วยวธีิ PCR amplification  

a) HA gene: H1 
 

ตารางท่ี 16 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ H1 gene 
 

PCR Primer’s name Sequence(5’ 3’) Position 
Size 
(bp) 

SWF/HMF_H1_717F 5’- CCRGAAATAGCMAWAAGACCCAA-3’ 717-740 
1’PCR 

SWF_R1126 5’- CATCCATCTACCATCCCTGTCCA-3’ 1126-1148 
409 

SWF/HMF_H1_717F 5’-CCRGAAATAGCMAWAAGACCCAA- 3’ 717-740 
2’PCR 

SWF/HMF_H1_890R 5’- ATYTGAARTGATRATWCCWGATCC-3’ 890-866 
173 

 
 

b) HA gene: H3 
 

ตารางท่ี 17 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ H3 gene 

 
 

 Annealing 55 10 sec 
 Extension 60 40 sec ทาํซาํ ้ 40 รอบ 

 Fluorescent Detection FAM  
Final extension 72 7 min 

PCR Primer’s name Sequence(5’ 3’) Position 
Size 
(bp) 

AvHmEqSw_H3_F384 5’- GCGCTTWCAGCAAYTGYTACCC-3’ 384-410 
1’PCR 

AvHmEqSw_H3_R1314 5’- CTGAGAATTCYTTYTCDATYTGATG-3’ 1290-1314 
930 

AvHmEqSw_H3_F384 384-410 5’- GCGCTTWCAGCAAYTGYTACCC-3’ 
2’PCR 747 

AvHmEqSw_H3_R1131 1113-1131 5’- GTTTTCTATGAANCCHGCKATTGC-3’ 
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c) HA gene: H5 
 
ตารางท่ี 18 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ H5 gene 
 

PCR Primer’s name Sequence(5’ 3’) Position 
Size 
(bp) 

H5_F3 5’- ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 902-922 
1’PCR 

H5_R2 5’- ACACTCAGTTTGAGGCCGTTG-3’ 1252-1231 
350 

H5_F3 902-922 5’- ACTCCAATGGGGGCGATAAAC-3’ 
2’PCR 230 

H5_R2+ 1132-1110 5’’- GGATGGCAGGGAATGGTAGATG -3’ 
 
 

d) NA gene: N1 
 

ตารางท่ี 19 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ N1 gene 
 

PCR Primer’s name Sequence(5’ 3’) Position 
Size 
(bp) 

N1_F671 5’- TRAGRACHCARGAGTCTGAATGTG-3’ 671-695 
1’PCR 

NA_all_R3’ 5’- CCAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT-3’ 1436-1413 
765 

N1_F671 671-695 5’- TRAGRACHCARGAGTCTGAATGTG-3’ 
218 2’PCR 

N1_R889 889-867 5’- GCCARTTRTCYCTGCAHACACA-3’ 
 

 
e) NA gene: N2 

 
ตารางท่ี 20 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ N2 gene 
 

PCR Primer’s name Sequence(5’ 3’) Position 
Size 
(bp) 

AvHuSw_N2_F540 5’- AGCAAGTATGYATAGCATGGTC-3’ 540-561 
1’PCR 

AvHuSw_N2_R1128 5’- TTGCTGATTGTYCKTCCCATCCA-3’ 1106-1128 
688 

AvHuSw_N2_F744 744-766 5’-GTRATGACTGATGGRAGTGCATCA-3’ 
484 2’PCR 

AvHuSw_N2_R1128 5’- TTGCTGATTGTYCKTCCCATCCA-3’ 1106-1128 
 

 



44   

f) NA gene: N8 
ตารางท่ี 21 แสดงไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ N8 gene 
 

PCR Primer’s name Sequence(5’ 3’) Position 
Size 
(bp) 

AvEq_N8_F571 5’- ATGCCATGAYGGRAARAARTGGAT-3’ 571-595 
1’PCR 

AvEq_R1371 5’- ACTCCACACATYACAAYRGAGCT-3’ 1348-1371 
800 

AvEq_F723 732-755 5’- CARGARTCDTCMTGCACCTGCAT-3’ 
2’PCR 639 

AvEq_R1371 5’- ACTCCACACATYACAAYRGAGCT-3’ 1348-1371 
 
ปิเปตสารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมสวนผสมสาํหรับทาํ ่ PCR ดงัตารางท่ี 22 
ตารางท่ี 22 แสดงชนิดและปริมาตรของสารเคมีท่ีใชท้าํ PCR ของ HA และ NA gene 
 

สารเคมี ปริมาตร (μL/tube) 
Master mix (Eppendorf) 5 
DW 6 
MgCl2 0.5 
10 μM Forward primer 0.25 
10 μM Reverse primer 0.25 
Template 1 
Total 13 

 

จากนนันาํ ้ microtube ท่ีใสสวนผสมสารเคมีทงัหมดใสในเคร่ือง ่ ่ ่้ Thermal cycler (Eppendorf 
Mastercycler personal) ในสภาวะอุณหภูมิ ดงัตารางท่ี 23 
 

ตารางท่ี 23 แสดงอุณหภูมิและเวลาท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของ HA และ NA gene 

PCR cycle อุณหภูมิ (ºC ) เวลา (นาที) 

Pre-denaturation 94 3.00 
Denaturation 
Annealing 
Extention 

94 
50 
72 

0.30 
0.30 
1.30 

ทาํซาํ ้ 40 รอบ 

Post-extention  72 7.00 
Hold 25 10.0 
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การทาํ phylogenetic analysis ในส่วนของยนี HA ของ canine influenza virus สายพนัธ์ทีพ่บในุ
ประเทศไทย เปรียบเทยีบกบัสายพนัธ์ต่างๆุ  

การวิเคราะห์นีใชโ้ปรแกรม ้ BioEdit Sequence Alignment Editor และ Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis, Version 3.1 โดยนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง HA จากตวัอยางท่ีพบ ่
CIV ในประเทศไทยมาเปรียบเทียบกบ ั HA กบสายพนัธ์ุท่ีพบในตางประเทศ และนาํั ่ มาเปรียบเทียบ
กบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง ั human influenza virus เพื่อวิเคราะห์ความใกลเ้คียงกนระหวางไขห้วดัั ่
ใหญในสุนขักบมนุษย ์โดยในการศึกษานีกาหนดใหใ้ชค้าพารามิเตอร์ดงัตอไปนี ่ ั ํ ่ ่้ ้ Neighbor-joining 
method, Model แบบ Nucleotide: Maximum Composite Likelihood และคา ่ bootstrapping เทากบ ่ ั
1,000 

 
การทาํ Sequence Identity Matrix ในส่วนของยนี HA ของ canine influenza virus สายพนัธ์ทีพ่บุ
ในประเทศไทย เปรียบเทยีบกบัสายพนัธ์ต่าง ๆุ  

ดว้ยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor โดยนาํลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิ
โนของ HA จากตวัอยางท่ีพบ ่ CIV ในประเทศไทยมาเปรียบเทียบกบ ั HA กบสายพนัธ์ุท่ีพบในั
ตางประเทศ และนาํมาเปรียบเทียบกบ ่ ั human influenza virus ทงัลาํดบันิวคลีโอไทด ์เพื่อวิเคราะห์้
ออกมาเป็นคาตวัเลขแสดงเป็นคาความใกลเ้คียงกนระหวางไขห้วดัใหญสุนัขในประเทศไทยกบ่ ่ ั ่ ่ ั
ตางประเทศ รวมถึง่ ่ ความใกลเ้คียงกบมนุษย์ั   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

1) ผลการตรวจสอบไวรัสก่อโรคระบบทางเดินหายใจในสนัขด้วยวธีิ ุ nested PCR 
เม่ือสกดตวัอยางได ้ั ่ DNA หรือ cDNA จากนนัเพิมจาํนวนยนีท่ีจาํเพาะดว้ยวิธี ้ ่ nested PCR 

โดยมีขนาดท่ีถูกตอ้งของ PCR product มีคาเทา่ ่ กบ ั 350, 207, 220 และ 180 bp ของ CAV, CIV, 
CDV และ CPIV ตามลาํดบั (ภาพท่ี 23) จากผลการตรวจสอบไวรัสในระบบทางเดินหายใจในสุนขั
จากตวัอยาง ่ nasal swab พบวามีขนาด ่ PCR product ตรงตามขนาดของ positive control ท่ีไดม้าจาก
วคัซีน NOBIVAC DHPPi (Intervet International B.V., Boxmeer, Holland) โดยท่ีไมมี ่ PCR 
product ท่ีเป็น non-specific ขึนซ่ึงเป็นการบงบอกถึงความจาํเพาะของ ้ ่ primer ท่ีมีตอการตรวจสอบ่
ไวรัสในระบบทางเดินหายใจในสุนขั ดว้ยวิธี nested PCR   
 

350 bp 

207 bp 220 bp 180 bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 23 ผลการตรวจสอบ canine respiratory viruses ดว้ยวิธี nested PCR ของ CAV, CIV, 

CDV และ CPIV ตามลาํดบั หมายเหตุ: S=sample, P= positive control และ N=negative control 
 

2) การหาลาํดบันิวคลโีอไทด์จาก positive PCR product ของแต่ละตัวอย่าง 
หลงัจากท่ีตรวจสอบไวรัสในระบบทางเดินหายใจในสุนขัดว้ยวิธี nested PCR และนาํ PCR 

product มาทาํ agarose gel electrophoresis โดยไวรัสท่ีผลของ PCR product เป็น positive จะนาํมา
ทาํให ้DNA บริสุทธ์ิ ดว้ย HiYieldTM  Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit(Bioscience) และ 
หาลาํดบันิวคลีโอไทดโ์ดยสงตรวจกบบริษทั ่ ั First base laboratories SDN BHD เม่ือไดล้าํดบันิวคลี-
โอไทดใ์ชโ้ปรแกรม Chromas Lite version 2.01 และ BioEdit Sequence Alignment Editorในการ
แกไขลาํดบันิวคลีโอไทด ์ซ่ึงลาํดบันิวคลีโอไทดไ์ดรั้บการยนืยนัและบงชีวาเหมือนกบลาํดบันิวคลี้ ่ ่ ั้ -
โอไทดใ์ดในฐานขอ้มูล โดยผลของการหาลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นการยนืยนัถึงผล PCR product 
จากการทาํ nested PCR  
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3) การยนืยนัผลการตรวจ CIV ด้วยเทคนิคอืน่ ๆ  
ผลการแยกและเพิม่จํานวนไวรัส (Virus isolation) ด้วย MDCK cell culture  

เม่ือนาํ nasal swabs จากตวัอยางท่ีตรวจพบ ่ CIV ดว้ยวิธี nested PCR มาทาํการแยกและเพิม่
จาํนวนไวรัสดว้ย MDCK cell culture พบวาไมเกด ่ ่ ิ Cytopathic effect (CPE) จากนนัจึงเกบเอา ้ ็
supernatant มาทาํสอบ Hemagglutination test (HA test) เพื่อตรวจสอบวาการทาํ ่ cell culture ดว้ย 
MDCK cell แลว้นนัมีไวรัสท่ีมี ้ hemagglutinin เป็นองคป์ระกอบบนอนุภาคไวรัสเพิมขึนหรือไม ่ ้ ่
จากผลการทดลอง HA test พบวาทุกตวัอยางท่ีทาํการตรวจสอบนนั่ ่ ้  ไมเกดการ ่ ิ agglutinate ของเมด็
เลือดแดงและใหผ้ลเป็นจุดท่ีกน ้ well รูปทรงวี ซ่ึงบงชีวาไมมีไวรัสเพิมจาํนวนหลงัจากการทาํ ่ ่ ่้ ่ virus 
isolation 

 
ผลการตรวจ Immunostaining test   
 จากการนาํ nasal swabs จากตวัอยางท่ี่ ตรวจพบ CIV ดว้ยวิธี nested PCR มาทาํ virus 
infection เขา้สู ่ MDCK cell culture แลว้ตรวจสอบการติดเชือดว้ย ้ immunostaining test โดยใช ้
primary monoclonal antibody ท่ีจาํเพาะตอ ่ NP protein ของเชือ ้ influenza A virus เพื่อตรวจสอบหา
เชือ ้ CIV จากนนัติดตามสัญญาณโด้ ยใช ้secondary mouse anti-IgG conjugated with peroxidase 
enzyme แลว้ใส ่ ACE substrate เพื่อใหเ้กดการเปล่ียนแปลงเป็นสีส้ม จากผลการทดลองพบวาทุกิ ่
ตวัอยางท่ีนาํมาเพื่อตรวจสอบ ไมเกดสีส้มบริเวณเซลล์่ ่ ิ  ซ่ึงบงชีวาไมมีการติดเชือของ ่ ่ ่้ ้ CIV จาก
ตวัอยาง ่ nasal swabs ลงใน MDCK cell  
 
ผลการตรวจสอบปริมาณไวรัส (viral load) ด้วยวธีิ real-time PCR 
 จากการนาํ cDNA ของตวัอยางท่ีตรวจพบ ่ CIV ดว้ยวิธี nested PCR เป็น template ในการทาํ 
real-time PCR เพื่อตรวจสอบยนืยนัผลการทดสอบใหมี้ความจาํเพาะมากขึน โดยกาหนดคา ้ ํ ่ cut off 
ท่ีคา ่ Ct เท่ากบ ั 40 ถา้ตวัอยางใดเสน้กราฟขึนไมถึงคา ่ ่ ่้ cut off ท่ีกาหนดไว ้ถือวาตวัอยางนนัใหผ้ลวาํ ่ ่ ่้
ไมมีสารพนัธุกรรมของ ่ influenza A virus พบวาคา ่ ่ Ct (threshold cycle) ของตวัอยางท่ีตรวจพบ ่
CIV สวนใหญจะมีคาเฉล่ียประมาณ ่ ่ ่ 35.61 (ภาพท่ี 24) ซ่ึงสามารถคาํนวณหาปริมาณ viral load ดว้ย
วิธี relative quatitation โดยเม่ือนาํคา ่ Ct ของตวัอยางเทียบกบ ่ ั standard curve ซ่ึงแสดง
ความสมัพนัธ์ระหวางคา ่ ่ Ct และ ความเขม้ขน้ของสารพนัธุกรรมของเชือ ้ influenza A virus พบวามี่
คาประมาณ ่ 10 copies/μL (ภาพท่ี 25) ซ่ึงบงชีวามีจาํนวน ่ ่้ copy สารพนัธุกรรมของตวัอยางมี่
ปริมาณนอ้ยมาก เน่ืองจากท่ี HA titer เทากบ ่ ั 1 นนัมีคาความเขม้ขน้ของสารพนัธุกรรมของเชือ ้ ่ ้
influenza A virus ประมาณ 106 copies/μL จึงจะสามารถตรวจสอบหาเชือ ้ influenza A virus ได ้จึง
อาจเป็นสาเหตุให้การตรวจสอบดว้ยวิธีอ่ืน ๆ เชน ่ virus isolation, Hemagglutination และ 
immunostaining test แลว้ไดผ้ลเป็นลบ  
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Positive control  
 
 
 
 
 Negative control 
 
 

ภาพท่ี 24 แสดงผล real-time PCR จากตวัอยางท่ีตรวจสอบพบ ่ canine influenza virus 
Ct ≈ 35.61 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Ct ≈ 35.61 

      ภาพท่ี 25 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวางคา ่ ่ Ct กบจาํนวน ั viral load ของ Influenza A virus 
 
4) ระบาดวทิยาของไวรัสระบบทางเดินหายใจในสนัขทีพ่บในประเทศุ  

 การติดเช้ือไวรัสในระบบทางเดินหายใจชนิดเดียวในสนัข ุ (Single infection with canine 
respiratory viruses) 

จากการเพิมจาํนวนยนี ่ DNA หรือ cDNA จากตวัอยางของสุนขั ดว้ยวิธี ่ nested PCR และการ
ยนืยนัผลโดยการหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์พบวาไมมีการติดเชือของ ่ ่ ้ CAV ในสุนขัปกติ แตพบใน่
สุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดินหายใจ 10 ตวัอยางคิดเป็น ่ 9.17% จากสุนขัป่วย 109 ตวัอยาง่
การติดเชือ ้ CIV พบทงัในสุนขัปกติ ้ 3 ตวัอยางจาก ่ 102 ตวัอยาง คิดเป็น ่ 2.94% และสุนขัท่ีมีอาการ
ของโรคระบบทางเดินหายใจ 3 ตวัอยาง จาก ่ 109 ตวัอยาง คิดเป็น ่ 2.75% ของสุนขัป่วย ในขณะท่ี
พบการติดเชือของ ้ CDV 3 ตวัอยาง คิดเป็น ่ 2.94% ของสุนขัปกติและ 2 ตวัอยางคิดเป็น ่ 1.83% ของ 
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สุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดินหายใจ และ CIPV พบในสุนขัปกติ 1 ตวัอยาง จึงคิด่ เป็น 
0.98% และในสุนขัท่ีมีอาการของโรคทางระบบทางเดินหายใจ 13 ตวัอยางคิดเป็น ่ 11.93% 

 
 การติดเช้ือไวรัสในระบบทางเดินหายใจอย่างน้อยสองชนิดในสนัข ุ (Multiple infections 

with canine respiratory viruses) 
การติดเชือรวมในสุนขัปกติเพียง ้ ่ 1 ตวัอยางจาก ่ 102 ตวัอยางคิ่ ดเป็น 0.98% ซ่ึงเป็นการติดเชือ้

รวมระหวาง ่ ่ CPIV กบ ั CDV ในขณะท่ีสุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดินหายใจ พบการติดเชือ้
รวมระหวาง ่ ่ CIV กบ ั CAV 2 ตวัอยางจาก ่ 109 ตวัอยางคิดเป็น ่ 1.83%, การติดเชือรวมระหวาง ้ ่ ่ CIV 
กบ ั CPIV พบ 1 ตวัอยางคิดเป็น ่ 0.92% จาก 109 ตวัอยา่ง และพบ 2 ตวัอยางจาก ่ 109 ตวัอยางคิด่
เป็น 1.83% เป็นการติดเชือรวมระหวาง ้ ่ ่ CAV กบ ั CPIV นอกจากนียงัมีการติดเชือไวรัสในระบบ้ ้
ทางเดินหายใจสามชนิดรวมกนซ่ึงพบไดเ้ฉพาะสุนัขท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดินหายใจ ่ ั 1 
ตวัอยางคิดเป็น ่ 0.92% โดยเป็นการติดรวมกนระหวาง ่ ั ่ CAV, CDV และ CPIV (จากตารางท่ี 24) 

  
ตารางท่ี 24 แสดงผลการระบาดวิทยาของ canine respiratory viruses ในสุนขัปกติ และสุนขัป่วย 
 

 Normal dogs  
(n=102) 

Dogs with respiratory 
disease (n=109) 

Single infection 
CAV 0 10 (9.17%) 
CIV 3 (2.94%) 3 (2.75%) 
CDV 3 (2.94%) 2 (1.83%) 
CPIV 1 (0.98%) 13 (11.93%) 
Dual-infection 
CIV+CAV 0 2 (1.83%) 
CIV+CPIV 0 1 (0.92%) 
CAV+CPIV 0 2 (1.83%) 
CPIV+CDV 1 (0.98%) 0 
Triple infection 
CPIV+CAV+CDV 0 1 (0.92%) 
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5) ลกัษณะอาการของสนัขทีมี่อาการของโรคในระบบทางเดินหายใจุ  
ลกัษณะอาการของสุนขัท่ีมีอาการของโรคในระบบทางเดินหายใจ จากการติดเชือของไวรัส้

ชนิดเดียวไมวาจะเป็นเชือ ่ ่ ้ CAD, CIV, CAD และ CPIV จะมีลกัษณะคลา้ยกนนนัคือ อาการป่วย ั ้
เชน มีนาํมูก่ ้ , จาม, ไอ หรือมีการอกัเสบของระบบทางเดินหายใจ เชนเดียวกบการติดเชือรวมของ่ ั ่้
ไวรัสในระบบทางเดินหายใจมีลกัษณะอาการป่วยเหมือนกบการติดเชือของไวรัสชนิดเดียวแตั ่้
รุนแรงมากกวา่ 
 

6) การตรวจสอบ HA Subtype จากตัวอย่างทีพ่บ canine influenza A virus 
จากผลการตรวจสอบ CIV ดว้ยวิธี nested PCR และ real-time PCR โดยใช ้primers และ 

probe ท่ีจาํเพาะกบ ั M gene พบวามีจาํนวนตวัอยางทงัสิน ่ ่ ้ ้ 9 ตวัอยางท่ีให้ผลบวก จากนนัจึงนาํ่ ้
ตวัอยางดงักลาวมาตรวจสอบหาสายพนัธ์ุ ่ ่ (subtypes) ดว้ยวิธี nested-PCR โดยใช ้primers ท่ีจาํเพาะ
ตอ ่ subtype H1, H3 และ H5 โดยมี positive control จากการทาํโคลนนิงพลาสมิดของทงั ่ ้ H1, H3 
และ H5 พบวามี่  CIV ท่ีพบในสุนขัปกติ 3 ตวัใหผ้ลลบทงั ้ H1, H3 และ H5 subtypes จึงจาํแนกเป็น 
unclassified subtype ในสุนขัป่วยจาํนวน 6 ตวัอยางพบวามี ่ ่ 3 ตวัอยางจาํแนกเป็น ่ H1 subtype 
ไดแ้ก ่ A/canine/Thailand/3/2008, A/canine/Thailand/5/2008 และ A/canine/Thailand/16/2008 เม่ือ
นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากการทาํ nucleotide sequencing มาวิเคราะห์ดว้ยวิธี BLAST analysis 
เปรียบเทียบกบในฐานขอ้มูลใน ั GenBank database พบวาทงั ่ ้ 3 ตวัอยางมีความคลา้ยคลึงกบสาย่ ั
พนัธ์ุ  A/Thailand/395/2006 (H1N1) ถึง 100% ของคา ่ Query coverage และ 99% ของคา ่ Max 
identity (ภาพท่ี 26) และพบ 1 ตวัอยางจากสุนัขป่วยจาํแนกเป็น ่ H3 subtype คือ 
A/canine/Thailand/74/2009 เม่ือนาํลาํดบั   นิวคลีโอไทด์ BLAST เทียบกบในฐานขอ้มูลพบวาั ่
เหมือนกบ ั A/Canine/Florida/2003 (H3N8) ถึง 99% ของคา ่ Query coverage และ 99% ของคา ่ Max 
identity (ภาพท่ี 27)  นอกจากนีจากสุนขัป่วยอีก ้ 2 ตวัอยางถูกจาํแนกเป็น ่ unclassified subtype 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 26 ผลการ BLAST ของตวัอยางท่ีตรวจพบ ่ H1 
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ภาพท่ี 27 ผลการ BLAST ของตวัอยางท่ีตรวจพบ ่ H3  

 
7) ผลการวเิคราะห์ phylogenetic tree (HA gene) ของไข้หวดัสนัขในปุ ระเทศไทยเปรียบเทยีบกบั 
สายพนัธ์ต่างๆุ  
 

การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลิโอไทดโ์ดยอาศยั phylogenetic analysis ทาํใหส้ามารถจาํแนกสาย
พนัธ์ุและศึกษาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของเชือไวรัสได ้ในการศึกษาลาํดบันิวคลิโอไทดข์อง้
เชือไวรัสไขห้วดัสุนัขท่ีไดจ้ากงานวิจยันีเปรียบเทีย้ ้ บกบลาํดบันิวคลิโอไทด์ของเชือไวรัสไขห้วดัั ้
ใหญสายพนัธ์ุตาง ๆ ่ ่ (H1-H15) โดยใชค้าพารามิเตอร์ดงัตอไปนี ่ ่ ้ Neighbor-joining method, Model 
แบบ Nucleotide: Maximum Composite Likelihood และตงัคา ้ ่ bootstrapping เทากบ ่ ั 1,000 ทาํให้
สามารถจาํแนกไขห้วดัสุนขัท่ีพบในประเทศไทย ไดด้งัน้ี เชือ ้ CIV จาํนวน 3 ตวัอยางท่ีตรวจสอบวา่ ่
เป็น H1 ไดแ้ก ่ A/canine/Thailand/3/2008, A/canine/Thailand/5/2008 และ A/canine/Thailand 
/16/2008 ถูกจดัจาํแนกใหอ้ยใูนกลุมท่ีมีความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการใกลเ้คียงกบ ่ ่ ั seasonal human 
influenza virus (H1N1) (ดงัรูปท่ี 28) เม่ือพิจารณาดว้ยคา ่ % sequence identity matrix ของลาํดบั    
นิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนในตวัอยาง่  H1 ทงัสามตวันีมีคาเฉล่ียเทากบ ้ ้ ่ ่ ั 98.1% และ 97.18% เม่ือ
เทียบกบ ั seasonal human influenza virus (H1N1)  

 
สวนตวัอยาง ่ ่ CIV ท่ีตรวจสอบวาเป็นสายพั่ นธ์ุ H3 มีหน่ึงตวัอยางคือ ่ A/canine/ 

Thailand/74/2009 ถูกจดัให้อยูในกลุมท่ีมีความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการใกลเ้คียงกบ ่ ่ ั equine 
influenza virus (H3N8) และ canine influenza virus (H3N8) (ดงัภาพท่ี 28) และเม่ือพิจารณาคา ่       
% sequence identity matrix ของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนในตวัอยางดงักลาวเปรียบเทียบ่ ่
กบั canine influenza virus (H3N8) พบวามีคาเฉล่ียประมาณ่ ่   98.82% และ 97.75% ตามลาํดบั  

 
 
 



ภาพท่ี 28 แสดงการวิเคราะห์ phylogenetic tree ของ canine influenza A virus subtype H1 และ H3 
เปรียบเทียบกบั influenza A virus subtype H1-H15 ท่ีมีรายงานใน GenBank Database ดว้ยโปรแกรม MEGA 
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ตารางที่ 25 ผลการเปรียบเทียบคา ่ % sequence identity matrix ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี H1 และ H3 ของไขห้วดัสุนขัในประเทศไทย เปรียบเทียบกบ ั Influenza 
A virus สายพนัธุ์ตาง ๆ ที่มีรายงานในฐานขอ้มูล ่ GenBank  
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 26 ผลการเปรียบเทียบคา ่ % sequence identity matrix ของลาํดบักรดอะมิโนของยนี H1 และ H3 ของไขห้วดัสุนขัในประเทศไทย เปรียบเทียบกบ ั Influenza A 
virus สายพนัธุ์ตาง ๆ ที่มีรายงานในฐานขอ้มูล ่ GenBank  

 H1N1 H3N2/H3N8 H5N1 
Canine  

Avian 
Seasonal 
Human 

influenza 

Pandemic 
influenza  

2009 
Swine Avian H3N2 H3N8 Equine Human Swine Avian Canine Human Swine Tiger 

H1N? 72.20 98.1 74.00 76.40 52.67 52.90 52.96 52.90 52.24 51.85 57.75 57.70 58.00 58.00 57.70 
H3N? 48.80 46.54 48.46 49.40 75.57 77.50 98.82 98.30 72.10 73.05 46.22 46.00 46.20 46.00 46.00 

 H1N1 H3N2/H3N8 H5N1 
Canine  

Avian 
Seasonal 
Human 

influenza 

Pandemic 
influenza  

2009 
Swine 

 
 
 

Avian H3N2 H3N8 Equine Human Swine Avian Canine Human Swine Tiger 

H1N? 73.06 97.18 71.30 73.20 52.67 

 
 

52.90 52.96 52.90 52.24 51.85 54.58 55.20 55.20 55.20 73.60 
H3N? 25.03 22.90 21.73 22.25 51.42 

 
53.00 97.75 95.65 51.75 50.35 21.41 21.70 21.50 21.10 21.40 
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ภาพที่ 29 ผลการวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโนที่ตาํแหนง ่ Receptor binding site และ Cleavage site ของ HA จากตวัอยางสายพนัธุ์ตาง ๆ่ ่  
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8) ผลการวเิคราะห์กรดอะมิโนในส่วน Receptor binding site ของ HA 
บริเวณ Receptor biding site บนโมเลกุล HA ของเชือไวรัสมีความสาํคญัในการเกาะจบักบ ้ ั

Sialic acid receptor ของเซลล ์ซ่ึงเป็นตวักาหนดความจาํเพาะในการติดเชือของไวรัสแตละสายพนัธุ์ํ ่้
ในสิงมีชีวิตชนิดตาง ๆ จากการศึกษาวิเคราะห์เชือไวรัสไขห้วดันกสายพนัธุ์ ่ ่ ้ H5N1 พบวามี่ สวน ่
receptor binding site ท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน QSG (Glutamine-Serine-Glycine) ซ่ึงทาํใหเ้ชือ้
ไวรัสไขห้วดันก สามารถจบักบ ั Sialic acid receptor ท่ีมีอนุพนัธ์ของนาํตาลกาแลกโทสแบบ ้ α 2, 3  
(SAα2,3Gal) ไดดี้กวา่  Sialic acid receptor ท่ีมีอนุพนัธ์ของนาํตาลกาแ้ ลกโทสแบบ α2, 6  
(SAα2,6Gal) ดงันนัเชือไวรัสไขห้วดันกจึงติดตอสูคนไดค้อนขา้งยากเน่ืองจากเซลลบ์ริเวณระบบ้ ้ ่ ่ ่
ทางเดินหายใจสวนบนของคนจะมี ่ receptor แบบ SAα2,6Gal เป็นสวนใหญ และเซลลใ์นระบบ่ ่
ทางเดินหายใจสวนลางของคนจะมี ่ ่ receptor แบบ SAα2,3Gal ดงันนัคนท่ีไดรั้บเชื้ ้อไวรัสไขห้วดั
นกในปริมาณมาก หรือมีการสัมผสัใกลชิ้ดและสูดลมหายใจเขา้อยางรุนแรงทาํให้อนุภาคไวรัสเขา้่
ไปสูระบบทางเดินหายใจสวนลาง จึงจะมีโอกาสติดเชือได ้แตสําหรับในสัตวปี์กจะมีการติดเชือ่ ่ ่ ่้ ้
ไวรัไขห้วดันกไดง้ายกวา เน่ืองจากเซลลใ์นระบบทางเดินหายใจของสัตวปี์กส่ ่ ่วนใหญมี ่ receptor 
แบบ SAα2,3Gal  

จากการศึกษาวิเคราะห์เชือไวรัสไขห้วดัสุกรสายพนัธ์ุ ้ H1N1 พบวามีสวน ่ ่ receptor binding 
site ท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน QAG (Glutamine-Alanine-Glycine) ซ่ึงจะมีความจาํเพาะกบ ั Sialic 
acid receptor ท่ีพบในเซลลร์ะบบทางเดินหายใจของสุกร สาํหรับเชือไขห้วดัใหญตามฤดูกาลใน้ ่
มนุษย ์(Seasonal human flu) สายพนัธุ์ H1N1 มีสวน ่ receptor binding site ท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิ-
โน QEG (Glutamine-Glutamic acid-Glycine) ซ่ึงสามารถจบักบั Sialic acid receptor แบบ 
SAα2,6Gal ท่ีพบในเซลลร์ะบบทางเดินหายใจสวนบนข่ องคนไดดี้ จึงทาํให้มีการติดเชือในคนได้้
งาย จากการเปรียบเทียบบริเวณ ่ receptor binding site บนโมเลกุล HA ของเชือไวรัสไขห้วดัใหญ้ ่
สายพนัธ์ุใหม ่ 2009 (H1N1) ท่ีระบาดในประเทศตาง ๆ พบวาทุก ่ ่ isolates มีสวน ่ receptor binding 
site ท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน QEG (Glutamine-Glutamic acid-Glycine) ซ่ึงเหมือนกบท่ีพบในั
เชือไขห้วดัใหญในมนุษย ์้ ่ (Seasonal human flu) สายพนัธุ์ H1N1 ดงันนัจึงบงชีไดว้า เชือไวรัส้ ่ ่้ ้
ไขห้วดัใหญสายพนัธ์ุใหม ่ ่ 2009 (H1N1) มี receptor binding site บนโมเลกุล HA (รูปท่ี 29) ท่ี
สามารถจบักบ ั Sialic acid receptor บนเซลลร์ะบบทางเดินหายใจสวนบนของคนไดดี้ จึงทาํใหติ้ด่
เชือในคนไดง้าย้ ่  

จากภาพท่ี 29 พบวาลาํดบักรดอะมิโนท่ีชวงระหวาง ่ ่ ่ 226-228 ซ่ึงเป็นบริเวณ binding site 
ของ HA ตอการจบักบ ่ ั sialic acid receptor ของเซลลเ์จา้บา้น เม่ือวเิคราะห์จากตวัอยาง ่ H1 ท่ีพบใน
สุนขัคือ A/canine/Thailand/3/2008, A/canine/Thailand/5/2008 และ A/canine/Thailand/16/2008 
พบวาลาํดบักรดอะมิโนท่ีตาํแหนง ่ ่ 226-228 คือ QEG ซ่ึงเหมือนกบ ั receptor binding site ของ 
Seasonal human influenza virus (H1N1) ท่ีสามารถจบักบั Sialic acid receptor แบบ SAα2,6Gal ท่ี
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พบในเซลลร์ะบบทางเดินหายใจสวนบนของคนไดดี้่  ดงันนัจึงบงชีวาเชือไวรัส ้ ่ ่้ ้ CIV สายพนัธุ์ H1 ท่ี
พบในสุนขัมีความสามารถในการติดเชือขา้มสายพนัธุ์มาสูมนุษยไ์ด้้ ่   

สวนตวัอยางท่ีมีการติดเชือ ่ ่ ้ CIV สายพนัธุ ์H3 คือ A/canine/Thailand/74/ 2009 มีการเรียง
ตวัของกรดอะมิโนท่ีตาํแหนง ่ 226-228 คือ QSG ซ่ึงเหมือนกบั receptor binding site ของ canine 
influenza virus (H3N8), equine influenza virus (H3N8) และ avian influenza A virus (H5N1) 
(ภาพท่ี 29) ดงันนัจึงบงชีวาเชือไวรัส ้ ่ ่้ ้ CIV สายพนัธุ์ H3 ท่ีพบในสุนขัมีความสามารถในการติดเชือ้
ขา้มสายพนัธุ์มาสูมนุษยไ์ดค้อนขา้งยาก่ ่  
 
9) ผลการวเิคราะห์กรดอะมิโนในส่วน Cleavage site ของ HA 

จากการศึกษาเชือไวรัสไขห้วดันก พบวาสามารถแบงตามความรุนแรงของการกอโรคได้้ ่ ่ ่
เป็น 2 ชนิดคือ ชนิดกอโรคไมรุนแรง ่ ่ (Low pathogenic avian influenza, LPAI) และชนิดกอโรค่
รุนแรง (High pathogenic avian influenza, HPAI) ซ่ึงมีลกัษณะท่ีแตกตางกนในสวนของ ่ ั ่ Cleavage 
site บนโมเลกลุของ HA ซ่ึงโดยทวัไปแลว้โปรตีน ่ HA ตงัตน้ ้ (HA0) บนเปลือกผวิชนันอกของ้
อนุภาคไวรัส ชนิดกอโรคไมรุนแรง ่ ่ (LPAI) จะถูกตดัโดยเอนไซม ์ Tissue specific trypsin-like 
protease ซ่ึงพบบริเวณระบบทางเดินหายใจ ดงันนัจึงมีการติดเชือแบบไมรุนแรงและมีการ้ ้ ่
แพรกระจายของเชือไวรัสบริเวณระบบทางเดินหายใจเทานนั ่ ่้ ้ (Mild localized infection) แตถา้หาก่
เป็นเชือไวรัสชนิดท่ีกอโรครุนแรง ้ ่ (HPAI) จะมี polybasic amino acid insertion (RRRKK) ท่ี
บริเวณ cleavage site ของโปรตีน HA ตงัตน้ ซ่ึงสงผลใหโ้ปรตีน ้ ่ HA ตงัตน้นีถูกตดัดว้ยเอนไซม ์้ ้
Furin (Ubiquitious proteases) ซ่ึงจะพบไดใ้นทุกอวยัวะของรางกาย เป็นเหตุใหมี้การติดเชือแบบ่ ้
รุนแรงและมีการแพรกระจายของเชือไวรัสไปทวัทุกอวยัวะ่ ้ ่ ของรางกาย ่ (Systemic infection) จาก
การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนในสวนบริเวณ ่ Cleavage site ของโปรตีน HA พบวา เชือไวรัส่ ้
ไขห้วดัสุกร เชือไวรัสไขห้วดัใหญตามฤดูกาล และเชือไขห้วดัใหญสายพนัธุ์ใหม ้ ้่ ่ ่ 2009 (H1N1) ไม่
มีลกัษณะของ Polybasic amino acid insertion ท่ีบริเวณ cleavage site ดงักลาว จึงบงชีไดว้าเชือ่ ่ ่้ ้
ไวรัสไขห้วดัสุกร เชือไวรัสไขห้วดัใหญตามฤดูกาล รวมทงัเชือไขห้วดัใหญสายพนัธุ์ใหม ้ ้่ ่ ่้ 2009 
(H1N1) เป็นเชือไวรัสชนิดกอโรคไมรุนแรง และจะมีการแพรกระจายของเชือไวรัสในบริเวณ้ ้่ ่ ่
ระบบทางเดินหายใจเทานนั่ ้  

จากการเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนในสวนบริเวณ ่ Cleavage site ของโปรตีน HA พบวา ่
เชือไวรัสไขห้วดัสุนขัทงั ้ ้ H1 และ H3 ท่ีพบในประเทศไทย ไมมีลกัษณะของ ่ polybasic amino acid 
insertion ท่ีบริเวณ cleavage site ดงักลาวเชนกน จึงบงชีไดว้าเชือไวรัสไขห้วดัสุนขั เป็นเชือไ่ ่ ั ่ ่้ ้ ้ วรัส
ชนิดกอโรคไมรุนแรง และจะมีการแพรกระจายของเชือไวรัสในบริเวณระบบทางเดินหายใจเทานนั่ ่ ่ ่้ ้  

 
 



 

บทที ่5 
สรปผลและวจิารณ์ผลการทดลองุ  

 

งานวิจยันีได้ศึกษาระบาดวิทยาของไวรัสกอโรคในระบบทางเดินหายใจของสุนัขได้แก ้ ่ ่
canine influenza virus (CIV), canine adenovirus (CAV), canine distemper virus (CDV) and 
canine parainfluenzavirus (CPIV) จากตวัอยางท่ีเป็น ่ nasal swab ของสุนขัปกติจาํนวน 102 ตวัอยาง่
และสุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดินหายใจจาํนวน 109 ตวัอยาง่  วิธีท่ีใชใ้นการตรวจสอบ
ไวรัสในระบบทางเดินหายใจท่ีมีความไวและความจาํเพาะคือ nested PCR นอกจากนีใชก้ารหา้
ลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พื่อยนืยนัผลของ nested PCR พบวาผลของการทาํ ่ nested PCR นนัแสดงวา ้ ่
primer ท่ีออกแบบมาสาํหรับงานวิจยันีมีความจาํเพาะในการเพิมจาํนวนยีนของไวรัสแตละชนิด ้ ่ ่
และไมมี่  non-specific amplification นอกเหนือจาก PCR band ท่ีคาดไว ้ นอกจากนีลกัษณะของ ้
Band PCR product ท่ีไดจ้ากการทาํ electrophoresis นนัมีความชดัเจน และทาํใหส้ามารถนาํไปหา้
ลาํดบันิวคลีโอไทด์นันทาํไดโ้ดยตรง ไมตอ้งทาํ ้ ่ DNA cloning นอกเหนือจากนนั ้ primer ท่ี
ออกแบบสาํหรับการเพิมจาํนวนยีนของ เชือไวรัสแตละชนิด ยงัสาม่ ้ ่ ารถใชส้ภาวะ (สารเคมีตาง ๆ ่
และ อุณหภูมิ) ของระบบในการทาํ PCR รวมกนได ้กลาวคือสามารถทาํ ่ ั ่ PCR พร้อมกนในเคร่ืองั
เดียวกนได ้ดงันนั ั ้ primer และระบบในการทาํ nested PCR ท่ีออกแบบในงานวิจยันีสามารถเป็น้
ประโยชน์ในการตรวจสอบไวรัสกอโรคระบบทางเดินหายใจในสุนขัตอไปได้่ ่  

หลงัจากท่ีตรวจสอบพบเชือไวรัส ้ CIV ในตวัอยางตาง ๆ ดว้ยวิธี ่ ่ nested PCR แลว้ผูท้าํการ
ทดลองไดท้าํการตรวจสอบเพิมเติมเพื่อยนืยนัผลดว้ยเทคนิคอ่ืน ๆ ไดแ้ก ่ ่ Virus isolation และ real-
time PCR ซ่ึงการเพิมจาํนวนไวรัส ่ (Virus isolation) ดว้ย MDCK cell culture แลว้ตรวจสอบ
ปริมาณไวรัสท่ีเพิมขึนโดย ่ ้ Hemagglutination test และ immunostaining test นนัเป็นการพิสูจน์วา้ ่
ตวัอยาง ่ Nasal swab ท่ีเกบไดจ้ากสุนขันนัมีเชือเป็น ็ ้ ้ (live virus) อยหูรือไม และถา้หากยงัมีเชือ่ ่ ้
เป็นอยแูลว้มีการเพิมจาํนวนขึนกจะสามารถตรวจสอบและวดัปริมาณไ่ ็่ ้ ดด้ว้ยวิธี Hemagglutination 
test หรือ immunostaining test สวนการทาํ ่ real-time PCR เป็นการตรวจสอบเพื่อวดัปริมาณสาร
พนัธุกรรมของเชือไวรัสท่ีมีอยใูนตวัอยาง ้ ่ ่ nasal swab ของสุนขัวามีปริมาณสารพนัธุกรรมอยเูทาไร่ ่ ่
จากผลการนาํ nasal swabs จากตวัอยางท่ีตรวจพบ ่ CIV ดว้ยวิธี nested PCR มาทาํการแยกและเพิม่
จาํนวนไวรัสดว้ย MDCK cell culture พบวาไมเกด ่ ่ ิ Cytopathic effect (CPE) ซ่ึงเป็นตวับงชีวาไมมี่ ่ ่้
การติดเชือไวรัสในเซลล์ และเม่ือนาํ ้ supernatant จากการทาํ cell culture มาทดสอบ 
Hemagglutination test (HA test)  เพื่อตรวจสอบว่าการทาํ cell culture ดว้ย MDCK cell แลว้นนัมี้
ไวรัสท่ีมี hemagglutinin เป็นองคป์ระกอบบนอนุภาคไวรัสเพิมขึนหรือไม จากผลการทดลอง่ ้ ่  HA 
test พบวาทุกตวัอยางท่ีทาํการตรวจสอบนนั่ ่ ้  ไมเกดการ ่ ิ agglutinate ของเมด็ผลเลือดแดงเลย ดงันนั้
จึงสรุปวาไมมีเชือไวรัสเพิมจาํน่ ่ ้ ่ วนหลงัจากการทาํ virus isolation 
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 ผลจากการทาํ immunostaining test โดยใช ้primary monoclonal antibody ท่ีจาํเพาะตอ ่ NP 
protein ของเชือ ้ influenza A virus เพื่อตรวจสอบหาเชือ ้ CIV ท่ีติดเชืออยใูน ้ ่ MDCK cell  พบวาไม่ ่
มีการติดเชือของ ้ CIV จากตวัอยาง ่ nasal swabs ใน MDCK cell ดงันนัจากผลการทดลองพบแตสาร้ ่
พนัธุกรรมของเชือไวรัสแตไมสามารถตรวจสอบการติดเชือหรือเพิมจาํนวนไวรัสได้ ซ่ึงอาจมี้ ้่ ่ ่
สาเหตุมาจาก nasal swabs ท่ีเกบไวน้นัไมมีไวรัสท่ีมีชีวิต ็ ่้ (lived virus) เหลืออย ูเน่ืองจากเกบ่ ็
ตวัอยางไวท่ี้ ่ -70ºC แลว้นาํตวัอยาง่ เขา้และออกจากตูบ้อย ่ (multiple freeze-thaw) สงผลใหเ้ชือไวรัส่ ้
ในตวัอยางท่ีเกบในสารละลายนนัถูกเกลด็นาํแขง็แทงเขา้ไปในอนุภาคไวรัส สงผลใหไ้วรัสตาย จึง่ ็ ่้ ้
ไมสามารถติดเชือเขา้สูเซลลแ์ละไมสามารถเพิมจาํนวนได ้หรือเป็นเพราะในการเกบตวัอยางจาก่ ่ ่ ็ ่้ ่
สุนขันนัไวรัสอา้ จมีปริมาณนอ้ยเน่ืองจาก influenza A virus จะมีปริมาณมากในชวง ่ 3 วนัแรก
หลงัจากท่ีไวรัสเขา้สูเจา้บา้น จึงอาจสงผลให้ตวัอยางท่ีเกบมานนัมีปริมาณไวรัสนอ้ยเกนกวาท่ีจะ่ ่ ่ ็ ิ ่้
ตรวจสอบดว้ยวิธีดงักลาว แตยงัคงมีสารพนัธุกรรมของไวรัสอยูในสารละลายตวัอยาง ดงันันจึง่ ่ ่ ่ ้
สามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค nested PCR และ real-time PCR  

จากผลการทาํ real-time PCR เพื่อหาปริมาณสารพนัธุกรรมของไวรัส (viral load) ท่ีมีใน
ตวัอยาง พบวาตวัอยางสวนใหญท่ีตรวจพบ ่ ่ ่ ่ ่ CIV นนั จะมีคา้ ่  Ct เฉล่ียประมาณ 35.61 ซ่ึงเม่ือนาํคา ่
Ct ของตวัอยางเทียบกบ ่ ั standard curve ซ่ึงแสดงความสัมพนัธ์ระหวางคา ่ ่ Ct และ ความเขม้ขน้ของ
สารพนัธุกรรมของเชือ ้ influenza A virus พบวามีคาประมาณ ่ ่ 10 copies/μL เทานนั่ ้  ซ่ึงถือวามี่
ปริมาณนอ้ยมากจนอาจทาํให้การตรวจสอบดว้ยวิธีอ่ืน ๆ เชน ่ virus isolation, Hemagglutination 
test และ immunostaining test แลว้ไดผ้ลเป็นลบดว้ย  

ในการศึกษาระบาดวิทยาของเชือไวรัสกอโรคระบบทางเดินหายใจชนิดตาง ๆ พบวาไมมีการ้ ่ ่ ่ ่
ติดเชือของ ้ CAV ในสุนขัปกติ ในขณะท่ีพบการติดเชือ ้ CAV ในสุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบ
ทางเดินหายใจประมาณ 9.17% โดยเชือ ้ CAV ท่ีพบในประเทศไทยนนัมีความชุ้ กมากกวาที่พบใน่
ประเทศญ่ีปุ่น (37) ซ่ึงมีคาประมาณ ่ 2.9% แสดงวาสุนขัในประเทศไทยนนัมีความเส่ียงตอการติด่ ่้
เชือ ้ CAV มากกวาท่ีญ่ีปุ่น่  อาจเน่ืองจากตวัอยางท่ีเกบมาจากสุนขันนั ระบาดวิทยาของเชือ ่ ็ ้ ้ CDV ใน
ประเทศไทย พบวา ่ 2.94% ของสุนขัปกติและ 1.83% ของสุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดิน
หายใจมีการติดเชือ ้ CDV และเม่ือเปรียบเทียบขอ้มูลระบาดวิทยาของ CDV กบรายงานกอนหนา้นีั ่ ้
พบวา ่ 1.5% ของสุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดินหายใจท่ีญ่ีปุ่นซ่ึงมีคาใกลเ้คียงกน ่ ั (37)  สวน่
ระบาดวิทยาของ CPIV พบวา ่ 0.98% ของสุนขัปกติและ 11.93% ของสุนขัท่ีมีอาการของโรคทาง
ระบบเดินหายใจในประเทศไทยมีการติดเชือ ้ CPIV จากการศึกษากอนหนา้นีพบวาระบาดวิทยาของ ่ ้ ่
CPIV มีคาประมาณ ่ 7.4% ของสุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบทางเดินหายใจในประเทศญี่ปุ่น (37) 
และ 19.09% ในสหรัฐอเมริกา (38) โดยจากรายงานของทงัสองประเทศกลา้ ่ ววา ่ CPIV นนัมีการ้
ระบาดสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกบไวรัสในระบบทางเดินหายใจอ่ืนๆท่ีกอใหเ้กดโรคในสุนขัั ิ่  ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบขอ้มูลท่ีไดจ้ากงานวิจยันีเชนกนั ่ ั้  
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งานวิจยันียงัรายงานถึงระบาดวิทยาของ ้ CIV ซ่ึงพบประมาณ 2.94% ในสุนขัปกติ โดยเป็น
สุนขัท่ีติดเชือ ้ CIV แตไมแส่ ่ ดงอาการของโรคออกมา จึงกลายเป็นพาหะ (carrier) นาํเชือ ้ CIV ไป
ติดยงัสุนขัตวัอ่ืนๆได ้ นอกจากนียงัพบ ้ CIV ประมาณ 2.75% ของสุนขัท่ีมีอาการของโรคระบบ
ทางเดินหายใจ ซ่ึงมีลกัษณะอาการดงันี มีนาํมูกแบบ ้ ้ mucous nasal discharge, จาม, ไอ หรือมีการ
อกัเสบของระบบทางเดินหายใจ ซ่ึงลกัษณะอาการของสุนขัท่ีติดเชือ ้ CIV ในประเทศไทยนนั้
รุนแรงนอ้ยกวาท่ีพบในรัฐ ่ Florida ประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศเกาหลีใต ้(1,2,3)  

จากผลการตรวจสอบ CIV ดว้ยวิธี nested PCR และ real-time PCR โดยใช ้primers และ 
probe ท่ีจาํเพาะกบ ั M gene พบวามีจาํนวนตวัอย่ า่งทงัสิน ้ ้ 9 ตวัอยางท่ีให้ผลบวก จากนนัจึงนาํ่ ้
ตวัอยางดงักลาวมาตรวจสอบหาสายพนัธ์ุ ่ ่ (subtypes) ดว้ยวิธี nested-PCR โดยใช ้primers ท่ีจาํเพาะ
ตอ ่ subtype H1, H3 และ H5 แลว้ทาํการยนืยนัผลโดยทาํ nucleotide sequencing, BLAST analysis 
และ phylogenetic analysisโดยพบวา่มี 3 ตวัอยางจากสุนขัปกติและ ่ 2 ตวัอยางจากสุนขัป่วยท่ีใหผ้ล่
ลบทงั ้ H1, H3 และ H5 subtypes จึงจาํแนกเป็น unclassified subtype ซ่ึงอาจตอ้งทาํการศึกษาในเชิง
ลึกเพื่อจาํแนกสายพนัธุ์ตอไป่   

ในสุนขัป่วยพบวา มี ่ 3 ตวัอยางถูกจาํแนกเป็น ่ H1 subtype เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้าก
การทาํ nucleotide sequencing มาวิเคราะห์ดว้ยวิธี BLAST analysis เปรียบเทียบกบลาํดบันิวคลีโอั
ไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank database พบวาทงั ่ ้ 3 ตวัอยางมีความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการคลา้ยคลึง่
กบสายพนัธ์ุ  ั A/Thailand/395/2006 (H1N1) ถึง 100% ของคา ่ Query coverage และ 99% ของคา ่
Max identity จากผลการจาํแนกไขห้วดัสุนขัในประเทศไทย ดว้ยวิธี phylogenetic analysis ของยนี 
HA พบวาทงั ่ ้ 3 ตวัอยางนีถูกจดัอยใูนกลุมของ ่ ่ ่้ seasonal human influenza virus (H1N1) และคา ่ % 
sequence identity matrix ของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน มีคาเทากบ ่ ่ ั 98.1% และ 97.18% 
ตามลาํดบั เม่ือเปรียบเทียบกบ ั seasonal human influenza virus (H1N1)  นอกจากนีเม่ือพิจารณา้
ลาํดบักรดอะมิโนในสวน ่ receptor binding site (ตาํแหนง ่ 226-228) และท่ีตาํแหนง ่ cleavage site 
ของ HA ใน CIV subtype H1 พบวาทงั ่ ้ 3 ตวัอยา่งนีมีการเรียงตวัของกรดอะมิโนในสวนของ ้ ่
receptor binding site เป็นแบบ QEG (Glutamine-Glutamic acid-Glycine) ซ่ึงเป็นลกัษณะเดียวกบท่ีั
พบในเชือไขห้วดัใหญตามฤดูกาลในมนุษย ์้ ่ (Seasonal human flu) สายพนัธ์ุ H1N1 ท่ีมีสวน ่
receptor binding site ซ่ึงสามารถจบักบั Sialic acid receptor แบบ SAα2,6Gal ท่ีพบในเซลลร์ะบบ
ทางเดินหายใจสวนบนของคนไดดี้ จึงทาํให้มีการติดเชือในคนไดง้าย่ ่้  สาํหรับตาํแหนง ่ cleavage 
site นนั ไมมีลกัษณะของ ้ ่ Polybasic amino acid insertion ท่ีบริเวณ ดงักลาวซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะ่
ของเชือไวรัสไขห้วดัใหญชนิ้ ่ ดท่ีกอโรคไมรุนแรง่ ่  ดงันนั จึงอาจสรุปไดว้าเชือไวรัส ้ ่ ้ CIV สายพนัธ์ุ 
H1 ท่ีพบในประเทศไทยน้ี นาจะเกดจากการที่มนุษยน์าํเชือไวรัสขา้มติดมายงัสุนขั นอกจากนียงัมี่ ิ ้ ้
โอกาสติดเชือขา้มสายพนัธ์ุจากสุนัขไปติดยงัมนุษยไ์ด้ แต้ ่อาจกอโรคไมรุนแรง และจะมีการ่ ่
แพรกระจายขอ่ งเชือไวรัสในบริเวณระบบทางเดินหายใจเทานนั้ ่ ้  
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นอกจากนีพบ ้ 1 ตวัอยางจากสุนขัป่วยซ่ึงถูกจาํแนกเป็น่  CIV สายพนัธุ์ H3 เม่ือนาํลาํดบันิว-
คลิโอไทดม์าวเิคราะห์ดว้ยวธีิ BLAST analysis เปรียบเทียบกบลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล ั
GenBank database พบวามีความสมัพนัธ์ใกล้่ เคียงกบ ั A/Canine/Florida/2003 (H3N8) ถึง 99% ของ
คา ่ Query coverage และ 99% ของคา ่ Max identity จากผลการจาํแนกไขห้วดัสุนขัในประเทศไทย 
ดว้ยวิธี phylogenetic analysis ของยนี HA พบวา่ A/canine/Thailand/74/2009 มีความสมัพนัธ์ทาง
วิวฒันาการคลา้ยคลึงกบ ั canine influenza virus (H3N8) และเม่ือพิจารณาคา ่ % sequence identity 
matrix สาํหรับลาํดบัของนิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของ CIV subtype H3 มีคาเฉล่ียเทากบ ่ ่ ั
98.82% และ 97.75% ตามลาํดบัเม่ือเปรียบเทียบกบ ั canine influenza virus (H3N8) ซ่ึงพบการ
ระบาดครังแรกท่ีรัฐฟลอริดา ปร้ ะเทศสหรัฐอเมริกา ในปีพ.ศ. 2548 เน่ืองจากประเทศไทยมีการ
นาํเขา้สุนขัจากประเทศสหรัฐอเมริกาเขา้มา จึงบงชีไดว้าสุนขัท่ีนาํเขา้มานนัอาจมีการติดเชือและ่ ่้ ้้
เป็นพาหะนาํเชือ ้ CIV ชนิดนีเขา้มาในประเทศไทย และทาํใหสุ้นขัในประเทศไทยติดเชือ ้ ้ canine 
influenza virus (H3N8) ได ้นอกจากนีเม่ือพิจารณาลาํดบักรดอะมิโนในสวน ้ ่ receptor binding site 
(ตาํแหนง ่ 226-228) และท่ีตาํแหนง ่ cleavage site ของ HA ใน CIV subtype H3 พบวาตวัอยางนีมี่ ่ ้
การเรียงตวัของกรดอะมิโนในสวนของ ่ receptor binding site เป็นแบบ QSG (Glutamine-Serine-
Glycine) ซ่ึงเป็นลกัษณะเดียวกบท่ีพบในั  canine influenza virus (H3N8) และ equine influenza 
virus (H3N8) ท่ีมีสวน ่ receptor binding site เป็น QSG ซ่ึงไมสามารถจบักบ่ ั  Sialic acid receptor 
แบบ SAα2,6Gal ท่ีพบในเซลลร์ะบบทางเดินหายใจสวนบนของคนได ้ จึงทาํใหมี้การติดเชือในคน่ ้
ไดย้าก สาํหรับตาํแหนง ่ cleavage site นนั ไมมีลกัษณะของ ้ ่ Polybasic amino acid insertion ท่ี
บริเวณ ดงักลาวซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของเชือไวรัสไขห้วดัใหญชนิดท่ีกอโรคไมรุนแรง่ ่ ่้ ่  ดงันนั จึง้
อาจสรุปไดว้าเชือไวรัส ่ ้ CIV สายพนัธุ์ H3 ท่ีพบในประเทศไทยน้ี เป็นเชือไวรัสกอโ้ ่ รคไมรุนแรง ่
โดยจะมีการแพรกระจายของเชือไวรัสในบริเวณระบบทางเดินหายใจเทานนั และมีโอกาสติดเชือ่ ่้ ้้
ขา้มสายพนัธุ์ไปติดยงัมนุษยไ์ดน้อ้ยมาก  

โดยสรุป ผลจากงานวิจยัครังนีทาํให้ทราบขอ้มูลระบาดวิทยาของเชือไวรัสกอโรคระบบ้ ้ ้ ่
ทางเดินหายใจในสุนขั ไดแ้ก ่ canine influenza virus (CIV), canine adenovirus (CAV), canine 
distemper virus (CDV) and canine parainfluenzavirus (CPIV) โดยอาศยัการตรวจดว้ยวิธี nested 
PCR และยืนยนัผลโดยการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ ซ่ึงการศึกษาระบาดวิทยาของไวรัสในระบบ
ทางเดินหายใจในสุนัขมีประโยชน์ตอการวางแผนรับ่ มือ และการวางมาตรการเพื่อป้องกนหรือั
ควบคุมการระบาดของไวรัสในอนาคต นอกจากนีการแยกสายพนัธุ์ของไขห้วดัสุนัขในประเทศ้
ไทยพบวาประกอบดว้ยสายพนัธ์ุ ่ H1 และ H3 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีกอโรคชนิดไมรุนแรง อยางไรก่ ่ ่ ็
ตามสายพนัธ์ุ H1 นีนาจะเกดจากที่มนุษยน์าํเชือไวรัสขา้ม้ ้่ ิ ติดมายงัสุนขั และอาจมีแนวโนม้ในการ
ติดเชือขา้มสายพนัธุ์มาสูมนุษยไ์ดเ้ชนกน ดงันันผูเ้ลียงสุนัขจึงควรมีความตระหนกัและระวงัการ้ ้่ ่ ั ้
สมัผสัอยางใกลชิ้ดกบสุนขัเพื่อหลีกเล่ียงการติดเชือมาสูมนุษย์่ ั ่้  
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การเตรียมสารเคมี 
1. การเตรียม Viral transport media  
1) วสัดุสาํหรับเกบ ็ nasal swabs และ 0.1% Phosphate Buffer Saline (PBS): เตรียมโดยละลาย PBS 

10 เมด็ (Phosphate 10 mM/tablet) ในนาํกลนั ้ ่ 1,000 mL 
2) แลว้นาํไปผานการ ่ autoclave  
3) จากนนัเติม ้ Penicillin G (2x106 U/liter) และ Septomycin (200 mg/liter)  
4) แลว้แบงใสหลอดขนาด ่ ่ 15 mL หลอดละ 2 mL 
 

2. การเตรียมสารเคมีสําหรับสกดั RNA  และ DNA 
1) นาํกลนัปราศจากเชือ เตรียมโดยนาํขวดนาํบรรจุ นํากลนัท่ีต้้ ้ ้่ ่้ องการใชไ้ปผานการ ่ autoclave 
2) นาํปราศจากเอน็ไซม ์้ RNase หรือ DEPC water เตรียมโดยเติม 0.1%DEPC ในนาํกลนัปราศจาก้ ่

เชือ จากนนับมท่ีอุณหภูมิ ้ ้ ่ 70°C เป็นเวลา 12 ชวัโมง แลว้จึงนาํไปผานการ ่ ่ autoclave 
3) Guanidine thiocyanate (GTC) : ชงั ่ GTC 20 g เติมนาํกลนั ้ ่ 24.85 mL, เติม 0.75 M NaOAC 1.4 

mL, 30% N-lauryl Sarcosine 0.71 mL และอุนท่ี ่ 65oC 1 ชวัโมง จากนนัตงัทิงไวท่ี้่ ้ ้ ้
อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที เกบท่ี ็ 4°C  

4) 2M Sodium Acetate (2M NaOAC): ชงั ่ Sodium acetate 4.92 g เติมนาํกลนั ้ ่ 30 mL 
5) Chloroform (CHCl3) : Isoamyl Alcohol (IAA), 49:1 เตรียมโดยปิเปต Isoamyl Alcohol 1 mL 

เติม Chloroform ใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 50 mL 
6) 70% Ethanol : Absolute Ethanol 70 mL เติมนาํใหมี้ปริมาตรรวมเป็น ้ 100 mL 
 

3. วธีิการเตรียมสารเคมีในการทาํ cloning 
1) LB agar 100 mL : agar 1.5 g, yeast extract 0.5 g, peptone 1 g และ NaCl 0.5 g เติมนาํกลนั้ ่

ปราศจากเชือใหมี้ปริมาตรรวมเป็น ้ 100 mL แลว้นาํไปผานการ ่ autoclave จากนนัรอให้้
อุณหภูมิลดลง เติม ampicilin 100 μg/mL แลว้เตรียมเทปริมาณ 35 mLใส ่ plate  

2) LB broth 50 mL : yeast extract 0.25 g, peptone 0.5 g และ NaCl 0.25 g เติม นาํกลนัปราศจาก้ ่  
เชือ้ ใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 50 mL แลว้นาํไปผานการ ่ autoclave 

3) SOC medium 100 mL : yeast extract 0.5 g, peptone 2 g, NaCl 1 mL และ KCl 0.25 mK เติม     
นาํกลนัปราศจากเชือใหมี้ปริมาตรเป็น ้ ่ ้ 100 mL จากนนัเติมกลูโคส ้ 100 μL และ Mg2+

ปริมาตร100 μL  
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4) วคัซีนสาํหรับทาํ positive control ของเชือ ้ canine distemper, parainfluenza และ canine 
adenovirus ผลิตจาก Intervet International B.V., Boxmeer, Holland 

4. วธีิการเตรียมสารเคมีสําหรับ cell culture และ Virus isolation 
1. เตรียม media (1% MEM): 5x MEM 40 mL, DW 150 mL, 1% L-Glutamine 2 mL, FBS 10 mL, 

7% Na2CO3 6 mL และ Genta 260 μL เขยาใหเ้ขา้กน่ ั  
2) เตรียม infect media 200 mL: 5x MEM 40 mL, DW 150 mL, BSA 12 mL, 7% Na2CO3 6 mL, 

Genta 260 μL และเพิม ่ 0.3% BSA MEM 194 μL, ABO 6 μL ตอ ่ 1 well, trysin 2 μL ตอ ่
media 5 mL 

 
5. การเตรียม 4% formalin ใน PBS-0.5% tween 20  
โดย 1 plate ของ 96-well plate ใช ้PBS-0.5% tween 20 ปริมาตร 9.6 mL เติม 40% formalin 

ปริมาตร 0.4 mL 
 
6. การเตรียม 1% BSA ในอตัราส่วน 1 กรัมต่อ PBS-Tween 20 0.5% ปริมาตร 100 mL  
โดย 1 plate ของ 96-well plate ใช ้PBS-0.5% tween 20 ปริมาตร 10 mL ใช ้BSA powder 0.1 g 
 
7. การเตรียม monoclonal anti- NP protein ใน PBS-0.5% tween 20 ทีมี่ 1% BSA  
โดย 1 plate ของ 96-well plate ใช ้PBS-0.5% tween 20ท่ีมี 1% BSA ปริมาตร 5 mL เติม 

monoclonal anti- NP protein ปริมาตร 0.05 mL 
 
8. การเตรียม conjugate mouse anti-IgG ใน PBS-0.5% tween 20 ทีมี่ 1%BSA  
โดย 1 plate ของ 96-well plate ใช ้PBS-0.5% tween 20ท่ีมี 1%BSA ปริมาตร 5 mL เตรียม 

conjugate mouse anti-IgG ปริมาตร 0.016 mL 
 
9. การเตรียม substrate AEC ใน acetate buffer  
โดย 1 plate ของ 96-well plate ใช ้acetate buffer 4.75 mL เติม ACE ปริมาตร 0.25 mL และ 
         30% H2O2 ปริมาตร 5 μL 
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แสดงรายงานการตีพิมพบ์างสวนของวิทยานิพนธ์ในวารสาร่  
1. ผลงานวิจยัไดรั้บการตอบรับเพื่อตีพิมพใ์นวารสาร Asian Biomedicine ซ่ึงเป็นวารสารระดบั
นานาชาติ ท่ีอยใูนฐานขอ้มลู ่ ISI หวัขอ้เร่ือง Prevalence of respiratory viruses isolated from dogs 
in Thailand during  2008-2009 
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ประวตัผ้ิเขยีนวทิยานิพนธ์ู  
 
ช่ือ-นามสกลุ นวรัตน์ โพธิสุวรรณ์    เพศ หญิง  
อายุ 24 ปี   เกด ิ 26 สิงหาคม 2528 
สถานทีเ่กดิ โรงพยาบาลรามาธิบดี จงัหวดักรุงเทพมหานคร 
ทีอ่ยู่ 5/54 ถนนสามคัคี ตาํบลบางตลาด อาํเภอปากเกร็ด จงัหวดันนทบุรี 11120 
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