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The C-terminal part of nucleocapsid protein gene from 13 canine distemper virus (CDV) isolates 

in Thailand were analyzed for nucleotide and amino acid sequences. All of the canine distemper virus 
infected dog histories wrer recorded for age, clinical findings, pathological lesions, inclusion bodies 
appearances, evidences of antigen by immunohistochemistry and evidences of CDV-specific RNA by 
reverse transcriptase polymerase chain reaction. The result revealed that the nucleotide sequences 
were divided into 2 groups. One exhibited greater homology closely related to vaccine strain 
(Onderstepoort strain), of total 2 samples, at 99.10% and 97.61% respectively. Another one exhibited 
greater homology closely related to the other virulent strain reported in GeneBank database (Yanaka, 
Ueno, Adachi, Hamamatsu and 2544/Han95) and the virulent reference strain (A75/17), of total 11 
samples, at 94.63-99.10% at the same position. The deduced amino acid sequences were divided into 
2 groups that correlated to the nucleotide sequences. However, there were no association among these 
CDV groups to their vaccination histories, sex, ages, clinical findings and tissue presentation 
evidences of viral antigen. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Canine Distemper Virus : CDV) โรคไขหัดสุนัข 
เปนโรคติดตอรายแรงที่สําคัญโรคหนึ่งในสุนัข และตระกูลสัตวกินเนื้อ  (carnivore) อื่นๆ (Appel,1987) 
ไวรัสไขหัดสุนัขเปน single stranded RNA, nonsegmented และ negative sense RNA virus  จัดอยูใน
ตระกูล Paramyxoviridae สกุล Morbillivirus มีความสัมพันธกับ measles virus (MV), rinderpest virus 
(RPV), peste des petits ruminants virus (PPRV) และ phocid distemper virus (PDV)    ซึ่งกอใหเกิด
โรคติดตอรายแรงในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมชนิดอ่ืนๆ โดยสัตวที่ไดรับเชื้อและเปนโรคจะแสดงอาการทาง
ระบบทางเดินหายใจ และระบบทางเดินอาหาร ท่ีผิวหนังพบตุมหนองหรือผดผื่นเกิดขึ้นมากที่ผิวหนัง
หนาทอง นอกจากนี้สัตวปวยบางตัวยังสามารถพบอาการทางระบบประสาท (Appel, 1987) การรักษา
โดยท่ัวไปในสัตวท่ีรับการติดเชื้อเปนการรักษาตามอาการ สําหรับการควบคุมและปองกันโรคทําได
โดยการฉีดวัคซีน ซึ่งมีการรายงานวาเริ่มมีการนํา Attenuated CDV vaccine มาใชตั้งแตปค.ศ.1950 ซึ่ง
ไดผลในการควบคุมท่ีดี แตตอมาพบวาเริ่มมีการแพรระบาดของเชื้อไวรัสในกลุมประชากรสุนัขที่ไดรบั
วัคซีนมากขึ้นในหลายประเทศ เชน ประเทศแถบยุโรป (Blixenkrone-Möller et al., 1993) รวมทั้งในเอ
เชีย เชน ประเทศญี่ปุน (Kai et al., 1993 ; Shin et al., 1995 ; Gemma et al., 1996)  ซึ่งสอดคลองกับการ
แพรระบาดของโรคหัดในเด็กที่ไดรับวัคซีน (Rota et al., 1992) 

 
โรคไขหัดสุนัขนอกจากจะพบการแพรระบาดในประชากรสุนัขแลว ยังพบการรายงานถึงการ 

แพรระบาดของโรคไขหัดสุนัขในสัตวอ่ืนๆ มีผลทําใหมีสัตวปวยและตายเปนจํานวนมาก เชน แมวน้ํา 
สิงโต เสือ จากัวร แรคคูน มิ้งค ไฮยีนา เปนตน จากปญหาดังกลาวไดมีการตั้งสมมติฐานวานาจะมีความ 
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของตัวเชื้อไวรัสที่พัฒนาปรับตัว จึงทําใหสัตวอ่ืนสามารถติดเชื้อและกอ
ให เกิดโรคได ทําใหมีผูใหความสนใจในการศึกษาถึงระดับโครงสรางยีโนมของไวรัส โดยมีสมมติฐาน
วา ถาเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสก็จะกอใหเกิดความหลากหลายในกลุมไวรัสในธรรมชาติที่
แตกตางไปจากไวรัสวัคซีน ทําใหการฉีดวัคซีนปองกันโรคในสุนัขไมไดผลในการปองกันโรค ทําใหมี
ผูทําการศึกษาถึงความแตกตางระหวางไวรัสท่ีกอโรคทางธรรมชาติ และไวรัสวัคซีนจากในประเทศ
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ตางๆ โดยนําเชื้อไวรัสที่แยกไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดพบวามีความแตกตางกัน
ของเชื้อไวรัส (Stettler and Zurbriggen, 1995 ; Haas, 1997 ; Iwatsuki et al., 1998 ; Ohashi et al., 1998 ; 
Yoshida et al., 1998 ; Frisk et al., 1999 ; Wakasa et al., 2000) 
  

สําหรับในประเทศไทย มีการตั้งขอสังเกตุจากสัตวแพทยจากโรงพยาบาลสัตว และคลินิกวามี
การแพรระบาดของไวรัสไขหัดสุนัขในสุนัขท่ีไมไดรับวัคซีนเปนจํานวนมากเชนกัน และแมจะมีการ
ปองกันโดยการฉีดวัคซีนก็ยังพบวาสุนัขยังสามารถติดเชื้อและเปนโรคไขหัดสุนัขไดอีก โดยพบวามี
รายงานการวิจยัในดานระบาดวิทยา (epidemiology) ซีรั่มวิทยา (serology) และจุลพยาธิวิทยา 
(histopathology) ในญี่ปุน (Gemma et al., 1996) พบวาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขสเตรนใหมๆ จะมีการ
เปลี่ยนแปลง antigenicies และ/หรือ pathogenicities ใหตางไปจากสเตรนเดิม (Yoshida et al., 1998) ซึ่ง
อาจเปนไปไดวา ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตัวเชื้อไวรัสเปลี่ยนแปลงไปทําใหมีอวัยวะเปา 
หมายแตกตางกัน จึงทําใหสัตวแสดงอาการของโรคที่แตกตางกัน อีกทั้งในประเทศไทยยังไมมีผูที่ทํา
การศึกษาวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทด เพื่อหาความแตกตางระหวางเชื้อไวรัสที่แยกไดจากธรรม
ชาติและไวรัสวัคซีน จึงมีแนวคิดวานาจะมีการทําการศึกษาโดยเลือกสวนของนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน
ยีนมาทําการศึกษา    เนื่องจากเปนสวนสําคัญที่มีการเปรียบเทียบขอมูลพันธุกรรมกันมากเปนสวน
สําคัญทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของไวรัส และโครงสรางของยีนสวนนี้มีสวนที่มีความหลากหลาย 
(variable region) อยูระหวางสวนที่มีความอนุรักษสูง (conserved region) จึงเปนเปาหมายท่ีนาสนใจใน
การศึกษา และนําวิธี Reverse transcriptase polymerase chian reaction (RT-PCR) มาเพ่ิมจาํนวนเชื้อไว
รัส ซึ่งเปนเทคนิคมีความไวในการชันสูตรโรคสูง จากนั้นนําไวรัสท่ีแยกไดไปทําการวิเคราะหหาลําดับ
นิวคลีโอไทดตอไป 

 
งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค        เพื่อศึกษาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของนิวคลีโอ 

แคปซิดโปรตีนยีนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขท่ีพบในธรรมชาติในประเทศไทย ที่แสดงอาการเดนใน
ระบบตางๆ ที่แตกตางกัน และเปรียบเทียบกับสายพันธุวัคซีน และสายพันธุที่พบในตางประเทศ 
 
 
 
 



บทที่2 
Soodkhet Imlao 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
แนวคิดและทฤษฎี 
 
 โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (canine distemper virus) ทําใหเกิดอาการทาง
ระบบ ตางๆ เชน ระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร และระบบประสาทสวนกลาง โดยสัตว
ปวยอาจตาย ดวยสาเหตุของเชื้อไวรัสเองหรือจากภาวะติดเชื้อแทรกซอน ปจจุบันการควบคุมและปอง
กันโรคโดยใช attenuated vaccine ในสุนัขที่มีอายุ 8 สัปดาห แตยังพบวามีสุนัขที่ไดรับการฉีดวัคซีน
แลวยังคงเกิดเปนโรคไขหัดสุนัขไดอีก ซึ่งพบการรายงานไดทั้งในตางประเทศและในประเทศไทย การ
แพรระบาดของโรคไขหัดสุนัขยังพบไดในสัตวชนิดอื่นๆอีก เชน สุนัขจิ้งจอก แรคคูน หมีแพนดา มิ้งค 
เฟอเรท เสือ สิงโต และแมวน้ํา เปนตน ทั้งนี้การแพรระบาดของไวรัสในสุนัขท่ีไดรับวัคซีน และการ
ปรับตัวของไวรัสในการกอโรคในสัตวชนิดตางๆไดนั้น  มีผูอธิบายและสันนิษฐานวาอาจมีสาเหตุจาก
ความหลากหลายของหนวยพันธุกรรมในระดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัส ซึ่งมีการ ศึกษาในตาง
ประเทศ ถึงลําดับนิวคลีโอไทดชนิดตางๆท่ีแยกไดจากสัตวที่ติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากธรรมชาติและ
จากวัคซีนดวยเชนกัน ในการศึกษาครั้งนี้ไดนําเสนอการวิเคราะหหาลําดับของนิวคลีโอไทดชนิดนิวคลี
โอแคปซิดโปรตีนยีน เปรียบเทียบระหวางเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่พบในธรรมชาติกับสายพันธุวัคซีน  
และเปรียบเทียบกับขอมูลรายงานที่มีของสายพันธุตางประเทศ โดยทําการเลือกเชื้อไวรัสในประเทศ
และพิสูจนการติดเชื้อไวรัสดงักลาวจากชิ้นเนื้อตัวอยาง และนํามาเพิ่มจํานวนดวยวิธี Reverse  
Transcriptase  Polymerase  Chain  Reaction  (RT-PCR)   จากนั้นนําไปวิเคราะหหาลําดับของ 
นิวคลีโอไทดตอไป  ซ่ึงจะไดผลขอมูลที่ไดไปเปนพื้นฐานเพื่อใชในงานวิจัยอ่ืนๆตอไป 
 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
 โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Canine Distemper Virus) เปน single stranded 
RNA, nonsegmented, negative sense RNA virus อยูในตระกูล Paramyxoviridae สกุล Morbillivirus มี
ความสัมพันธกับ measles virus (MV), rinderpest virus (RPV), peste des petits ruminants virus 
(PPRV) และ phocid distemper virus(PDV) มีรูปรางแบบ spherical บางครั้งเปน filament เสนผาศูนย
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กลาง 100-700 nm โรคไขหัดสุนัขเปนโรคติดตอรายแรงที่สําคัญโรคหนึ่งในสุนัขและตระกูลสัตวกิน
เนื้อ (carnivore)  อ่ืนๆ  (Appel, 1987)   โดยความรุนแรงในการเกิดโรคจะขึ้นกับชนิดของสัตวที่ไดรับ
เชื้อ  และอัตราการตายในชวงที่มีการระบาดของโรคในสุนัขจะมีมากกวารอยละ 80 สุนัขท่ีไดรับเชื้อไว
รัสจะแสดงอาการปวยท่ีระบบตางๆของรางกาย (Appel, 1987)   สําหรับการควบคุมและปองกันโรคใน
ปจจุบันไดมีการผลิตวัคซีนเชื้อเปนชนิด Attenuated live vaccine มาใชปองกันโรคไขหัดสุนัข เชน 
Ondersterpoort strain, Rockborn strain และ   Lederle strain   เปนตน   (Harder and Osterhaus, 1997)   
แตเปนที่นาสังเกตุวายังคงพบการ ระบาดของโรคในลูกสุนัขและสุนัขที่ไดรับการฉีดวัคซีนเพิ่มมากขึ้น 
โดยมีรายงานในประเทศแถบยุโรป (Blixenkron-Möller et al., 1993) ในประเทศญี่ปุน (Gemma et al., 
1996) และในอีกหลายประเทศทั่วโลก พบวาโดยทั่วไปเชื้อไวรัสชนิดที่เปน attennuated virus สามารถ
เพ่ิมจํานวนไดในเซลลเยื่อบุในอวัยวะตางๆได แตไมสามารถพบไดในเซลลของระบบประสาท ในขณะ
ท่ี virulent virus นอกจากจะสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเยื่อบุ และแมคโครฝาจ ยังสามารถเพิ่มจํานวน
ไดในเซลลที่ระบบประสาท สําหรับความลมเหลวในการทํางานของวัคซีนอาจมาจากการที่ภูมิคุมกันที่
ไดรับจากแมรบกวนเชื้อไวรัสในวัคซีน   การไดรับเชื้อไวรัสกอนไดรับวัคซีนหรือจากการเปลี่ยนแปลง
ของตัวเชื้อไวรัสเอง (antigenic change)   ทําใหวัคซีนท่ีใชไมไดผล (Kai et al., 1993) โดยการเปลี่ยน
แปลงตัวเชื้อไวรัสทําใหการควบคุมโรคดวยวัคซีนไมไดผลนั้นยังสามารถพบไดในโรคติดเชื้อไวรัส
อ่ืนๆอีก เชน โรคปากและเทาเปอย (Foot and mouth disease ) มีการทําการศึกษาการแพรระบาดของ
โรคในระยะยาว พบวามีการเปลี่ยนแปลงลําดับของเชื้อไวรัสประมาณ 1% ตอป (Haydon et al., 2001) 
โรคหลอดลมอักเสบติดตอ (Infectious bronchitis ) มีการรายงานการพบความหลากหลายของสเตรน
ของเชื้อ และมีการเกดิซีโรไทปใหมๆข้ึนในหลายประเทศทําใหการใชวัคซีนในการควบคุมโรคไมได
ผล (Villegas, 1998) และโรค Swine influenza พบวาสามารถแยกเชื้อไวรัสนี้ชนิด H3N2 ในการแพร
ระบาดของโรคในแมสุกรสาวที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคดวยเชื้อชนิด H1N1 (Gene, 1999) 
 
ระบาดวิทยาของโรค (Epizootiology) 
 
 โรคไขหัดสุนัขสามารถพบการแพรระบาดไดทั่วโลก (enzootic worldwide) และในมีสัตว
หลายชนิดท่ีสามารถติดโรคได โดยสัตวในตระกูลสัตวกินเนื้อ (carnivores) เชน ในแฟมมิลี่ Canidae 
(สุนัขดิงโก สุนัขจิ้งจอก สุนัขปา ) แฟมมิลี่ Mustelidae (เฟอเรท มิ้งค สกั้งค แบดเจอร ออทเตอร) แฟมมิ
ลี่ Procyonidae (โคลติ แรคคูน หมีแพนดาแดง)  แฟมมิลี่  Hyaenidae  (ไฮยีนา)  แฟมมิลี่ Ursidae  (หมี)  
และ แฟมมิลี่ Viverridae เปนตน จะมีความไวตอการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขสูง (Appel, 1987) นอกจาก
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น้ียังสามารถแสดงอาการของโรคและแพรเชื้อไวรัสไดในระยะเฉียบพลัน โดยพบวายูโรเปยนเฟอเรท
จะไวตอการติดเชื้อไขหัดสุนัขมาก โดยจะพบปอดอักเสบ (pneumonia) หรือสมองอักเสบ 
(encephalitis) (Welter et al., 2000) นอกจากนี้ในสัตวตระกูลแมว (Felidae) เชน แมวสามารถติดเชื้อไว
รัสไขหัดสุนัขจากการทดลองฉีดเชื้อและจากธรรมชาติ โดยสามารถตรวจพบแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัสนี้
แตไมแสดงอาการของโรค รวมทั้งไมมี การแพรกระจายของโรค (Appel et al., 1974 ; Ikeda et al., 
2001)  สําหรับในเสือเบงกอลที่ติดเชื้อโรคไขหัดสุนัข พบการเกิดเยื่อหุมสมองอักเสบเรื้อรัง (chronic 
encephalomyelitis) ในสิงโตพบการเกิดโรคทางระบบประสาท (fatal neurological diseaes) และ
สามารถตรวจพบการติดเชื้อไวรสัไขหัดสุนัขในชิ้นเนื้อของสิงโต และเสือที่แสดงอาการที่ระบบตางๆ 
ในสวิตเซอรแลนดดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี (Myers et al., 1997) หลังจากพบการระบาดของโรคไขหัด
สุนัขใน Tanzanian Serengeti National Park (Ikeda et al., 2001) และยังพบการติดเชื้อไวรัสนี้ไดใน
สิงโต เสือ และจากัวร ท่ีสวนสัตวในอเมริกาเหนือ ในซาฟารีปารค (Harder and Osterhaus, 1997)   นอก
จากนี้ยังพบการติดเชื้อโรคไขหัดสุนัขใน Japanese primates (Macaca fuscata), collared peccaries 
(Tayassu tajacu) และ Lake Baikal seal (Phoca sibirica) โดยเมื่อทําการชันสูตรซากของแมวน้ําที่เสีย
ชีวิต 17 ตัว และแมวน้ําท่ีปวยหนักทางตอนเหนือของไอซแลนดพบวารอยโรคหลักที่พบคือ ปอด
อักเสบอยางรุนแรง (severe pneumonia) สมองอักเสบ (encephalitis) และตาอักเสบ (ophthalmitis) และ
เม่ือตรวจทางจุลพยาธิวิทยาพบวาที่สมองพบ intracytoplasmic และ intranuclear acidophilic inclusion 
bodies เปนจํานวนมากซึ่งมีลักษณะคลายกับ โรคไขหัดสุนัขที่ติดเชื้อใน neuron และ astrocyte รอยโรค
ท่ีปอดพบการอักเสบแบบกระจายทั่วไป (diffuse intestitial pneumonia) และพบ syncytial formation ที่
ปอดอีกดวย (Kennedy et al., 1988)  
 
 สุนัขทุกอายุจะมีความไวตอการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข    แตจะพบการติดเชื้อมากในลูกสุนัขที่ 
เพ่ิงหมดภูมิตานทานโรคจากแม  (maternal immunity)  สุนัขที่ติดเชื้อในระยะเฉียบพลันจะขับเชื้อไวรัส 
ออกมาทางสิ่งคัดหลั่งทุกชนิดจากรางกาย      แมวาจะแสดงอาการของโรคหรือไมก็ตามเชื้อไวรัสจะเริ่ม 
ถูกขับออกมาในวันที่ 7 หลังการติดเชื้อ แมวาจะไมสามารถแยกเชื้อไวรัสไดจากสิ่งคัดหลั่งในสุนัขที่ติด 
เชื้อในระยะกึ่งเฉียบพลัน (subacute distemper encephalitis) และติดเชื้อแบบคงอยู (persistent infection) 
แตสุนัขเหลานี้ยังคงสามารถขับเชื้อไวรัสออกมาไดเชนกัน (Appel , 1987) 
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การติดตอของโรค (Transmission) 
 
 การติดตอของโรคสวนใหญจะผานทางการหายใจ          ซึ่งจะพบการฟุงกระจายของเชื้อไวรัส
ในอากาศ โดยจะพบเชื้อไวรัสจํานวนมากในสิ่งคัดหลั่ง (serous excretions) จากน้ํามูก น้ําตา นํ้าลาย 
ปสสาวะ และอุจจาระ (John et al., 1988) นอกจากนี้มีการศึกษาพบวาในลูกสุนัขสามารถติดเชื้อผาน
ทางรก (Transplacental infection) ได ทั้งจากในการทดลองและทางธรรมชาติ (Krakowka et al., 1977) 
ซึ่งลูกสุนัขอาจจะแสดงอาการทางระบบประสาทในชวง 4-6 สัปดาหแรกของชีวิต โดยที่แมสุนัขอาจจะ
แสดงอาการเพียงเล็กนอยหรือไมแสดงอาการ นอกจากนี้ยังขึ้นอยูกับระยะของการตั้งทองที่จะทําใหเกิด
ความผดิปกติ เชน การแทง (abortions) การตายแรกคลอด (stillbirths) หรือลูกที่คลอดออนแอ และลูก
สุนัขที่รอดจากการติดเชื้อ อาจพบความผิดปกติทางภูมิคุมกันอยางถาวร (permanent 
immunodeficiencies) (Greene and Appel., 1998) 
 
พยาธิกําเนิด (Pathogenesis) 
 
 หลังจากที่ไดรับเชื้อไวรัสผานทางการหายใจภายใน 24 ช่ัวโมงเชื้อไวรัสจะมีการเพิ่มจํานวนใน 
เนื้อเยื่อนํ้าเหลือง  (lymphatic tissues)  ที่ระบบทางเดินหายใจ   โดยจะพบการเพิ่มจํานวนใน 
macrophages T และ B lymphocytes จากนั้นจะแพรไปสูเนื้อเยื่อน้ําเหลืองอื่นๆ ทางเซลลดังกลาวที่
เคลื่อนที่ไป เชน มาม ไทมัส ตอมน้ําเหลือง ไขกระดูก ช้ัน laminar propria ของกระเพาะอาหาร และลํา
ไสเล็ก และ Kupffer cells ของตับ โดยใชเวลา 4-6 วันหลังการติดเชื้อ นอกจากนี้ในวันที่ 8-9 หลังการ
ติดเชื้อ พบการแพรของ เชื้อไวรัสทางกระแสเลือดไปสูเยื่อบุและเนื้อเยื่อระบบประสาทสวนกลาง ซ่ึงจะ
ขึ้นอยูกับสภาวะทางภูมิคุมกันของสุนัข และในวันที่ 14 หลังการติดเชื้อ ถาสุนัขมีระดับแอนติบอดี้ และ
ภูมิคุมกันแบบพึ่งพาเซลล เพยีงพอจะสามารถกําจัดเชื้อไวรัสออกจากรางกายไดและไมแสดงอาการของ
โรค แตถาสุนัขมีภูมิคุมกันในระดับปานกลางคือ cell-mediated immunoresponsiveness รวมกับ 
delayed antibody titers จะพบการแพรกระจายของเชื้อไวรัสเขาสู epithelial tissues เชน uveal tissues, 
neurons และ integument และแมวาจะมีระดับแอนติบอดี้ที่สามารถกําจัดเชื้อไวรัสได แตจะพบการยัง
อยูของเชื้อในเนื้อเยื่อตางๆไดการแพรกระจายและการคงอยูของเชื้อไวรัสในเนื้อเยื่อเหลาน้ี อาจทําให
เกิด delayed CNS signs และ digital hyperkeratosis ไดในสุนัขบางตัว และกรณีท่ีสุนัขมีภาวะภูมิคุมกัน
ท่ีไมดีพอเชื้อไวรัสจะแพรไปสูเนื้อเยื่อที่ระบบตางๆของรางกาย เชน ระบบตอมไรทอผิวหนัง ระบบ
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ทางเดินอาหารระบบทางเดินหายใจ และระบบขับถายปสสาวะรวมกับการแสดงอาการทางคลินิก 
(Greene and Appel, 1998) 
 
อาการของโรค (Clinical signs) 
 
 การแสดงอาการของโรคไขหัดสุนัขหลังจากที่สุนัขไดรับเชื้อ จะขึ้นอยูกับอายุของสัตวขณะได
รับ เชื้อสภาพของรางกายกอนไดรับเชื้อ  ภาวะภูมิคุมกัน  และสเตรนของเชื้อไวรัส โดยที่ 50-70% ของ
สัตวที่ ติดเชื้อจะไมแสดงอาการของโรค และสุนัขที่ไดรับเชื้อบางตัวจะแสดงอาการเพียงเล็กนอย เชน 
เบ่ืออาหาร เปนไข ไอ อาเจียน หรือทองเสียเล็กนอย  lymphadenopathy และ oculonasal discharge  ดัง
น้ันการวินิจฉัย โรคดวยการสังเกตุอาการจึงเปนไปไดยาก (Dunn, 1999) 
 
 สําหรับอาการของโรคจะพบการเริ่มตนดวยการเปนไขใน  3-6  วันหลังการติดเชื้อ ซึ่งอาจจะ
ไม สามารถสังเกตุได จากนั้นจะสัตวปวยจะเริ่มแสดงอาการเปนไขขึ้นๆลงๆ รวมกับมีน้ํามูกใส (serous 
nasal discharge) เยื่อบุตาขาวอักเสบ (conjunctivitis) และเบื่ออาหาร (anorexia) จากนั้นจะเริ่มแสดง
อาการที่ระบบตางๆตามมา เชนระบบทางเดินหายใจจะพบขี้ตาและน้ํามูกขน ไออยางรุนแรงและมี
เสมหะ ปอดอักเสบ รวมกบัการหายใจเร็ว ตื้น และพบเสียงการหายใจที่ดัง นอกจากนี้จะพบการขยาย
ใหญขึ้นของตอมทอลซิล และตอมน้ําเหลืองท่ีบริเวณคอ ที่ระบบทางเดินอาหารจะพบทองเสียแบบขน
เหนียว บางครั้งอาจมีเลือดปน และอาเจียน ในสุนัขบางตัวจะมีภาวะแหงน้ําที่ผิวหนัง ในสุนัขที่ติดเชื้อ
ไวรัสไขหัดสุนัขรุนแรงจะพบการเกิด hyperkeratosis 30% ท่ีบริเวณผิวหนังฝาเทา และจมูกในลูกสุนัข
บางตัวอาจพบการเกิดตุมหนองที่ผิวหนังบริเวณชองทองได นอกจากนี้ถาเปนโรคในระยะเวลานานจะ
สามารถพบ enamel hypoplasia และ keratoconjunctivitis sicca ได (Appel, 1987 ; Dunn, 1999) 
 
 สําหรับการแสดงอาการทางระบบประสาท อาจจะเกิดตามหรือรวมกับการแสดงอาการที่ระบบ 
อ่ืนๆในรางกาย โดยจะมีความสัมพันธกับ acute grey matter หรือ subacute white matter disease สัตวที่
ติดเชื้อแสดงอาการการชัก (convulsive seizures) การกระตุกของมัดกลามเนื้ออยางเปนจังหวะแบบ 
myoclonus รวมกับ hyperesthesia และซึม มักจะเกิดในกรณีของ gray matter disease สวนการเคลื่อน
ไหวของขาที่ไมสัมพันธ การเปนอัมพาต และการกระตุกของมัดกลามเนื้ออยางเปนจังหวะแบบ tremors 
มักจะเกิดในกรณีของ white matter disease และสําหรับ hyperesthesia และ cervical rigidity จะสามารถ
พบไดในเนื้อสมองทั้งสองสวน  นอกจากนี้การกระตุกของกลามเนื้อสวนใหญจะมีผลตอกลามเนื้อสวน
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ใบหนา โดยเฉพาะที่ใชขบเคี้ยวและกลามเนื้อขา นอกจากนี้ไวรัสไขหัดสุนัขอาจจะมีผลตอตาและเรติ
นาได เชน anterior uveitis , optic neuritis และ focal retinal degenation ในสุนัขท่ีแสดงอาการทาง
ระบบประสาทสวนใหญจะตาย แตถาหายอาจจะมีอาการทางประสาทหลงเหลืออยู เชน myoclonus 
(Appel, 1987 ; Appel and Summers, 1999) 
 
 ลูกสุนัขในชวงอายุหมดภูมิคุมกันโรคจากแม และสุนัขอายุนอยถาติดโรคจะแสดงอาการของ
โรคแบบเฉียบพลัน แตในสุนัขอายุมากอาจพบเพียงอาการสมองอักเสบ (old dog encephalitis (ODE)) 
โดยสุนัขไมไดแสดงอาการของโรคลวงหนามากอน ซึ่ง ODE เปนกลุมอาการที่ยังไมยืนยันแนชัดวาเกิด
จากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Lincoin et al., 1973) 
 
พยาธิวิทยาของโรค (Pathology) 
 
 รอยโรคที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา หลังการผาซากสุนัขท่ีตายดวยโรคไขหัดสุนัขใน
ระยะที่แสดงอาการปวยเกี่ยวของกับระบบตางๆในรางกาย (systemic phase) พบวาในลูกสุนัขจะมีตอม
ไทมัสท่ีลดขนาดลง (thymus atrophy) ในลูกสุนัขที่โตขึ้นจะพบการอักเสบของปอดชนิด 
broncopneumonia และการอักเสบของลําไสชนิด catarrhal enteritis นอกจากนี้ยังสามารถพบ 
hyperkeratosis ท่ีฝาเทาและจมูก เยื่อบุตาขาวอักเสบ (conjuctivitis) น้ํามูก น้ําตาขน (mucopurulent 
oculonasal discharge) และผิวหนังมีตุมหนอง (skin pustules) ถาสุนัขตายขณะที่มีการแสดงอาการทาง
สมองเพียงอยางเดียว อาจจะไมพบการเปลี่ยนแปลงใดที่อวัยวะภายใน และทางมีอาการสมองอักเสบ
เกิดขึ้นกอนตาย อาจพบภาวะเลือดคั่งท่ีเยื่อหุมสมองได 
 
 การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา พบวาในระยะการเกิดโรคแบบเฉียบพลันจะพบการลด 
จํานวนลงของ T และ B lymphocyte นอกจากนี้พบการเพิ่มจํานวนของ reticular cells ในเนื้อเยื่อน้ํา
เหลือง (lymphatic tissue) และยังสามารถพบ intracytoplasmic inclusion bodies และการเกิด syncytial 
formation ใน lymphocyte , reticular cells และ hematopoietic precursor cells ได สําหรับรอยโรคที่
ปอดในระยะเฉียบพลัน จะพบ diffuse interstitial pneumonia ได รวมกับการหนาตัวข้ึนของ alveolar 
walls จากการเพิ่มขึ้นของ fibrous tissue การขยายตัว (hyperplasia) และเพิ่มจํานวน (proliferation) ขึ้น
ของ alveolar epithelium การพบ epithelial cells และ macrophages ใน alveoli และการพบ 
intracytoplasmic eosinophilic inclusion bodies และ syncytial formation ใน bronchial epithelium นอก
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จากนี้ยังสามารถพบ การเปลี่ยนแปลงแบบ degenerative changes และ inclusions ใน epithelium ที่
กระเพาะอาหาร ลําไสเล็ก และทอนํ้าดี พบ intracytoplasmic inclusions ไดในกระเพาะปสสาวะ กรวย
ไต และผนังมดลูก และพบการเกิด interstitial epididymitis และ orchitis ได 
 
 สําหรับรอยโรคที่ระบบประสาทสวนกลาง อาจจะพบเซลลอักเสบหรือไมก็ได โดยสามารถพบ 
eosinophilic intranuclear และ intracytoplasmic inclusion bodies ไดใน neuron , ependymal และ 
meningeal cells นอกจากนี้สามารถพบการเกิด astocytosis ในระยะแรกเริ่มหลังจากที่เกิด 
demyelination และการเขามาของ lymphocytes และ plasma cells หรือท่ีเรียกวา perivascolar cuffing 
สําหรับการเปลี่ยนแปลงของเสนเลือด พบวาที่เสนเลือดแดงและดําฝอยจะขยายและมีการคั่งเลือด 
(hyperemia) รวมกับการขยายขนาด (hypertrophy) และการเพิ่มจํานวน (hyperplasia) ของ perivascolar 
cells สําหรับการเกิด demyelination มักจะเกิดรวมกับการแสดงอาการทางประสาทของสุนัขที่ไดรับเชื้อ
ไวรัส โดยในระยะแรกจะพบ vacuole รวมกับโปรตีนบางตัวของ myelin โดยไมพบการสะสมของ
เซลลอักเสบใน white matter  ในระยะหลังที่มีการแตกตัวของ myelin และ axons จะพบ lymphocytes 
และ macrophages ในบริเวณนั้น ซึ่งการลดลงของ myelin จะมีผลความเกี่ยวของกับการลดจํานวนลง
ของ oligodendrocyte (Schobesberger et al., 2002) นอกจากนี้สามารถพบ degenerative changes ใน 
retinal ganglion cells การเพิ่มจํานวนของ pigment epithelium การสะสมของ leucocyte ใน ciliary 
body และการเกิด syncytial formation และการพบเซลลอักเสบที่  anterior uvea  และสามารถพบการ
เส่ือมของเซลลที่หัวใจและไตในลูกสุนัขอายุ 5-7 วันได (Appel, 1987) 
 
การตอบเสนองทางระบบภูมิคุมกัน (Immune Response) 
 
 ในชวง 1 สัปดาหหลังการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข จะพบ lymphopenia และ 
immunosuppression ในสุนัขที่ไดรับเชื้อ มีการลดจํานวนลงของ T และ B cells นอกจากนี้ยังพบการ
ตาย (necrosis) ของ lymphatic tissues สุนัขที่หายจากโรคในระยะเริ่มแรก จะสามารตรวจพบการตอบ
สนองของ humoral และ cellular immunity โดยจะสามารถตรวจพบแอนติบอดี้ตอ core proteins (NP 
และ P) ในวันที่ 6-8 หลังการติดเชื้อ ดวยวิธี ELISA หรือ Immunoprecipitation และสามารถตรวจพบ
แอนติบอดี้ตอ envelope protein (H และ F) ในวันที่ 10 ถึง 12 หลังจากติดเชื้อ ดวยวิธี Virus neutralizing 
antibody นอกจากนี้สามารถตรวจพบ virus specific IgM ไดตั้งแต 6 วัน ถึง 3 เดือนหลังการติดเชื้อ ซึ่ง
จะขึ้นอยูกับความรุนแรงของการติดเชื้อ และ สเตรนของไวรัส โดยที่จะพบ IgM นี้ในสุนัขที่ไดรับ
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วัคซีนเพียง 3 สัปดาหเทานั้น สําหรับการตอบสนอง ดวย cell mediated immune โดย cytotoxic T cells 
ในกระแสเลือด จะพบในวันท่ี 10-14 หลังการติดเชื้อ และจะพบสูงที่สุดในวันที่ 14-28 หลังการติดเชื้อ 
และจะคอยๆลดระดับ และหายไปในชวง 6-10 สัปดาห หลังการติดเชื้อ  
 
 สําหรับการตอบเสนองทางภูมิคุมกันในสุนัขท่ีติดเชื้อในระยะเฉียบพลัน (acute) หรือกึ่งเฉียบ 
พลัน (subacute) จะพบการตอบเสนองทั้งแบบ humoral neutralizing antibody และ cellular mediated 
immunity เพียงเล็กนอยหรือไมมีเลย สําหรับสุนัขที่ติดเชื้อในระยะเรื้อรัง (chronic) ที่ระบบประสาท
สวนกลาง จะมีการพัฒนาระบบภูมิคุมกันที่แข็งแรง นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบแอนติบอดี้และอิน
เตอรเฟอรอน ในน้ําไขสันหลังไดในสุนัขที่หายจากการติดเชื้อโรคไขหัดสุนัข สําหรับสุนัขท่ีตายดวย
การติดเชื้อที่ระบบประสาทสวนกลางแบบเฉียบพลัน จะสามารถตรวจพบอินเตอรเฟอรอน       แตจะไม
พบแอนติบอดี้ ในน้ําไขสันหลัง สําหรับในสุนัขที่ติดเชื้อระยะกึ่งเฉียบพลันและเรื้อรังท่ีแสดงอาการทาง
ระบบประสาท สวนกลางจะพบอินเตอรเฟอรอน และอาจพบแอนติบอดี้ในน้ําไขสันหลังไดเชนกัน 
(Appel and Summers , 1999) 
 
โครงสรางระดับโมเลกุล (Molecular Characterization) 
 

ไวรัสไขหัดสุนัข มีโครงสรางที่สําคัญประกอบดวย envelope และ helical nucleocapsid ซึ่ง 
ประกอบดวยโปรตีนหลัก 6 ชนิด คือสวนของไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ประกอบดวยโปรตีน HN 
(hemagglutinin neuraminidase protein) และ โปรตีน F (fusion protein) โดยจะทําหนาที่รวมกันเปน
สวน ที่สําคัญที่ทําใหเชื้อไวรัสสัมผัส      และรวมเขากับผนังเซลลของสัตวท่ีติดเชื้อได  โปรตีน NP 
(nucleocapsid protein) เปนสวนของ nucleocapsid โดยจะจบัอยางเหนียวแนนกับ RNA โปรตีน M 
(matrix protein) เปนสวนที่อยูระหวาง enveloped glycoprotein และ nucleocapsid โปรตีน L 
(polymerase protein) และ โปรตีน P (phosphoprotein) ทําหนาท่ีเปนเอมไซม polymerase ซึ่งมีความ
สําคัญในการ transcription และ replication ของเชื้อไวรัส (Murphy et al., 1999) เชื้อไวรัสไขหัดสุนัขมี
ความยาวของยีโนม 15,616 นิวคลีโอไทด มีสวนของยีนที่มีความอนุรักษ (conserved region) สูง คือยีน 
NP, M และ F และสวนของยีนที่พบการเกิดการเปลี่ยนแปลง (variation) มากคือยีน H และ L (Sidhu et 
al., 1993)  
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จากการศึกษาที่ทําใหทราบถึงลักษณะของยีโนมของเชื้อไวรัสน้ี ทําใหมีผูทําการทดลองทําการ 
ศึกษาถึงความแตกตางของสเตรนไวรัสไขหัดสุนัข ดังเชนการทดลองของ Iwatsuki และคณะ (1998) 
ไดทําการวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทด และลําดับของกรดอะมิโนของฟวช่ันโปรตีน (fusion 
protein) ในไวรัสโรคไขหัดสุนัขในประเทศญี่ปุน โดยวิธี Radioimmunoprecipitation ไมพบความแตก
ตางของแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัสทั้งสองสเตรน และขนาดของโมเลกุล จากนั้นทําการเพิ่มจํานวนกรด
นิวคลีอิกของเชื้อไวรัสดวย วิธี Reverse transcriptase polymerase chian reaction (RT-PCR) และ
วิเคราะหหาลาํดับของนิวคลีโอไทดพบวาเชื้อไวรัสจากธรรมชาติ (Yanaka strain) มีความเหมือนกับไว
รัสวัคซีน (Onderstepoort strain) ในสวนของนิวคลีโอไทด 90.1% และระดับกรดอะมิโน 95.7% และ
ในปเดียวกัน Ohashi และคณะ ไดทําการศึกษาลักษณะโมเลกุล ในสวนของ H โปรตีนของเชื้อไวรัสไข
หัดสุนัขในประเทศญี่ปุนโดยวิธี Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ดวย เอนไซม 
EcoRV จากเนื้อเยื่อและเลือดของสุนัขท่ีติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในธรรมชาติ เมื่อเทียบกับไวรัสวัคซีน
พบวามีการเปลี่ยนแปลงที่ลําดับนิวคลีโอไทดท่ี 650 ในเชื้อไวรัสท่ีแยกจากธรรมชาติ และในปค.ศ. 
2000 Wakasa และคณะ ทําการวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทดชนิดฟอสโฟโปรตีนยีน 
(phosphoprotein gene) ท่ีแยกจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในประเทศญี่ปุน พบวาลําดับของกรดอะมิโน
ของเชื้อไวรัสท่ีแยกจากสุนัขที่ติดเชื้อธรรมชาติ มีความเหมือนกับไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain)  
ในสวนของกรดอะมิโนของ P, C และ V protein  93%, 90-91% และ 92% ตามลําดับโดยพบวาความ
แตกตางนี้มีความสัมพันธกับความแตกตางทางพยาธิสภาพ  และการแพรกระจายของโรค   
 

นอกจากการศึกษายีนของโปรตีนดังกลาวแลว ยังพบวามีการทําการ ศึกษาถึงลําดับนิวคลีโอ
ไทดของนิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีนอีกดวย เนื่องจากเปนสวนท่ีมีความสําคัญในการควบคุมการสราง 
(viral transcription)  การเพิ่มจํานวนของเชื้อ (viral replication) และการประกอบตัวของไวรัส (virus 
assembly) จากการศึกษาโครงสรางของนิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข พบวา
สามารถแบงได เปน 3 สวนคือ สวน N terminal (ชวงกรดอะมิโนที่ 17-159) สวน middle part และสวน 
C terminal (ชวงกรดอะมิโนที่ 408-519) โดยสวน N และ C terminal จะมีความหลากหลายมาก 
(variable region) สวน middle part จะเปนสวนที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง (conserved region) (Yoshida et 
al., 1998) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาโครงสรางของนิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีนของไวรัสในกลุม 
morbilliviruses (Rima et al.,1995) (รูปที่ 2.1) ทําใหมีผูทําการทดลอง ทําการศึกษาถึงความแตกตาง
ของสเตรนไวรัสไขหัดสุนัขที่บริเวณโปรตีนสวนนี้  โดยในปค.ศ.1995 Stettler และ Zurbriggen ศึกษา
ลําดับของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนยีนของไวรัสไขหัดสุนัข ในสาย
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พันธุที่กอโรครุนแรง (virulent strain) คือ A 75/17-CDV strain ซึ่งเพาะเลี้ยงเชื้อผานเซลลเพาะเลี้ยง
ชนิด dog brain cell cultures (DBCC)  พบวามีลําดับของนิวคลีโอไทดที่แตกตางกับสายพันธุไมกอโรค 
คือ Onderstepoort strain 105 นิวคลีโอไทด ซึ่งมีความเหมือน (homologous) 93.8% โดยมี 3 ตําแหนง 
ท่ีบริเวณ 3’  และ 5 ตําแหนงที่บริเวณ 5’ non-coding region และ 97 นิวคลีโอไทดที่บริเวณ coding 
region ซึ่งมีความแตกตางของกรดอะมิโน 22 ตัว โดยพบวามีความแตกตางของกรดอะมิโน 10 ตัวที่ N 
terminal region และ 12 ตัวที่ C terminal region และพบวาที่บริเวณ middle region ไมมีความแตกตาง 
ในปค.ศ. 1998 Yoshida และคณะ ศึกษานิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีน จากการแยกเชื้อโรคไขหัดสุนัขใน
ประเทศญี่ปุนจากไวรัสที่ติดเชื้อจากธรรมชาติที่กอใหเกิดโรคที่ระบบตางๆ ในสุนัขและเพาะแยกเซลล
เพาะเลี้ยง ชนิด B95a cells  พบวามี 4 สายพันธุที่แยกไดคือ Yanaka, Ueno, Hamamatsu (แยกไดจาก
สุนัขที่แสดงอาการที่ระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร และระบบประสาท) และ Adachi 
strain (แยกไดจากสุนัขที่แสดงอาการที่ระบบประสาทอยางเดียว) จากนั้นมาหาลําดับนิวคลีโอไทดและ
กรดอะมิโนเปรยีบเทียบกับ Onderstepoort strain พบวา Yanaka strain มีความยาวของลําดับนิวคลีโอ
ไทด 1,683 นิวคลีโอไทด และมีความเหมือน (homologous) กับ Onderstepoort strain 93.2% มีกรดอะมิ
โน 523 ตัว โดยมีความเหมือน (homologous)กับ Onderstepoort strain และ A 75/17-CDV strain 
95.2% และ 99% ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบนิวคลีโอไทดในสวนของ 3’ terminal variable region 
พบวา Yanaka strain มีความแตกตางจาก Onderstepoort strain 36 นิวคลีโอไทดแตกตางจาก Ueno และ 
Adachi strain 1 นิวคลีโอไทด และแตกตางจาก  Hamamatsu strain 2 นิวคลีโอไทด และในปค.ศ. 1999 
Frisk และคณะ ไดทําการตรวจวิเคราะหลําดบัของนิวคลีโอไทดชนิดนิวคลีโอโปรตีนจากซีรั่ม เลือด 
และน้ําไขสันหลัง (cerebrospinal fluid) จากสุนัขที่ปวยดวยโรคไขหัดสุนัข พบวาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข
จากสัตวปวยมีความเหมือนกับไวรัสวัคซีนชนิด Rockborn strain 97-99% และ Onderstepoort strain 
94-95% จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ไดจากการแยกเชื้อจากสัตวที่ติดเชื้อโดยธรรม
ชาติและไวรัสวัคซีนในประเทศตางๆ ซึ่งความแตกตางนี้นาจะมีผลตอการเกิดพยาธิสภาพที่ตางกันและ
ทําใหมีความชุกของโรคไขหัดสุนัขเพิ่มขึ้น 
 
การวินิจฉัยโรค (Diagnosis) 
 
 การวินิจฉัยโรคไขหัดสุนัขในระยะเฉียบพลัน (acute) และกึ่งเฉียบพลัน (subacute) สามารถ 
วินิจฉัยไดจากอาการทางคลินิก และประวัติวัคซีนในลูกสุนัข ซึ่งจะเปนการยากในการวินิจฉัยแยกจาก 
โรคติดเชื้ออ่ืนๆ เชน kennel cough ในระยะเริ่มแรก (Kim et al., 2001) สําหรับการวินิจฉัยทางซีรั่ม
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วิทยา (Serologic diagnosis) เชน CDV specific neutralizing precipitating หรือ cytotoxic antibody อาจ
ทํารวม วิธี ELISA เพื่อตรวจหา anti-CDV IgM antibody โดยท่ีจะพบ IgM ในสุนัขที่ติดเชื้อโรคไขหัด
สุนัขตั้งแต 5 สัปดาห ถึง 3 เดือน ขึ้นกับสเตรนของเชื้อและการตอบสนองของตัวสัตว (Blixenkrone-
Möller et al., 1991 ; Appel and summers, 1999) หรือตรวจหา anti-CDV IgG antibody ซึ่งสามารถ
ตรวจพบการตอบสนองของ IgG ตอไวรัสไขหัดสุนัขใน ระยะ 6 – 10 วันแรกหลังไดรับเชื้อ (Noon et 
al., 1980 ; Bernard et al., 1982) วิธี ELISA น้ีเปนวิธีที่เร็วและมีความไว (sensitivity) สูงแตพบวายังคงมี
ขอจํากดัในสุนัขที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคไขหัดสุนัขภายใน 3 อาทิตยกอนทําการตรวจ (Kim et al., 
2001)  
 
 การใชวิธี Fluorescent antibody (FA) test สามารถนํามาใชในการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไว
รัสไขหัดสุนัขในเซลลได เชนจากเยื่อบุตาขาว เลือด ระบบทางเดินหายใจ หรือกระเพาะปสสาวะ ซึ่ง
การทดสอบดวยวิธีนี้จะมีความจําเพาะ (specificity) แตขาดความไว (sensitivity) (Haines et al., 1999)  
และในสุนัขที่ไดรับวัคซีน อาจทําใหเกิดผลบวกลวง (false positive)ได และทําการตรวจจากรายที่เปน
ใน ระยะเฉียบพลันเทานั้น เนื่องจากในระยะกึ่งเฉียบพลนัหรือเรื้อรังรางกายจะมีการสรางแอนติบอดี้
ออกมา ตอตานแอนติเจน ทําใหขัดขวางการทํางานของ fluorescein-conjugated CDV-Ab (Poston and 
England, 1992) การเพาะแยกเชื้อเชื้อไวรัส (Viral isolation) ก็เปนวิธีหน่ึงที่นํามาใชในการวินิจฉัย โดย
ดูการเปลี่ยนแปลงของเซลล ซึ่งมีหลายชนิดที่นํามาใชในการวินิจฉัย เชน Vero cells, Canine lung 
macrophage, Canine หรือ ferret lymphocyte และ B95a เปนตน (Kai et al., 1993 ; Iwatsuki et al., 
1999) แตวิธีนี้จะใชระยะเวลานาน และไมไดผลดีในสัตวที่ติดเชื้อแบบเฉียบพลัน (Kim et al., 2001) 
 
 การตรวจน้ําไขสันหลัง (CSF analysis) ในสุนัขที่ติดเชื้อไขหัดสุนัขรวมกับการแสดงอาการทาง 
ประสาท จะมีปริมาณโปรตีน (specific anti CDV globulin (IgG)) และความเขมขนของ mononuclear 
cell ซึ่งสวนใหญจะเปนลิมโฟไซทสูงขึ้นในน้ําไขสันหลัง ซึ่งเปนการยืนยันการวินิจฉัย Distemper 
encephalitis โดยจะไมสามารถพบแอนติบอดี้ในน้ําไขสันหลังในสุนัขหลังจากไดรับวัคซีน นอกจากนี้
ในระยะเฉียบพลัน ยังสามารถทําการวินิจฉัยดวยการตรวจทางโลหิตวิทยา (Hematology) ซึ่งจะสามารถ
พบ lymphopenia และ thrombocytopenia ซึ่งจะมีการเพิ่มขึ้นของโมโนไซท นอกจากนี้ยังสามารถ
วินิจฉัยดวยวิธี Immunocytochemistry หรือ Immunohistochemistry ซึ่งใชในการตรวจหาไวรัส
แอนติเจนในเนื้อเยื้อเลือด buffy coat (Appel and summers, 1999) เสนขน เนื้อเยื่อในชองจมูก (nasal 
mucosa) และ footpad epithelium (Haines et al., 1999) อวัยวะน้ําเหลือง (lymphoid organ) (Iwatsuki et 
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al., 1995) นอกจากนี้ยังมีการใชวิธีนี้ในการศึกษาความสัมพันธระหวางพยาธิสภาพของระบบประสาท
สวนกลาง (Rungsipipat et al., 2000) แตวิธีน้ีจะสามารถใหผลลบ (negative result) ไดในสัตวท่ีปวย
ระยะกึ่งเฉียบพลัน หรือเรื้อรัง (Appel, 1987) ปจจุบันไดมีการนําเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ซึ่งใชในการตรวจหากรดนิวคลิอิกของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข ซึ่งวิธีน้ีมีความจําเพาะและความไวที่
สูงมาตรวจหาเชื้อไวรัสในสุนัขท่ีแสดงอาการของโรคไขหัดสุนัข (Shin et al., 1995) โดยการวินิจฉัย
ดวยวิธีนี้สามารถทราบผลไดรวดเร็ว ทําใหมีประโยชนในการรักษา ควบคุม และการปองกันการแพร
ระบาดของโรคไดอยางรวดเร็ว 
 
วิธี nested RT-PCR และ DNA sequencing 
 
 ปจจุบันมีการนําเทคนิค Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) มาใช
ใน การวินิจฉัยโรคไขหัดสุนัขมากขึ้น โดยนํามาใชในการตรวจวิเคราะห RNA ของเชื้อไวรัสไขหัด
สุนัข จากนั้นนํา RNA ที่สกัดไดมาเปนแมพิมพ สําหรับปฎิกิริยา reverse transcription เพื่อสังเคราะห 
cDNA (complementary DNA)  และนํามาเปนแมพิมพสําหรับปฎิกิริยา PCR โดยใช primers คูท่ีเหมาะ
สมมาเพื่อขยายตําแหนงเปาหมาย ดังเชนการตรวจ NP gene ของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากเซลลเม็ดเลือด
ขาวชนิดโมโนนิวเคลียรในกระแสเลือด (Shin et al., 1995 ; Tiwananthakorn et al., 2002) เนื้อเยื่อที่
ระบบตางๆ (Tiwananthakorn et al., 2000) และการตรวจหาเชื้อในซีรั่ม เลือด และน้ําไขสันหลัง (Frisk 
et al., 1999) ตอมาไดมีการดัดแปลงเทคนิค PCR พ้ืนฐานใหสามารถเพิ่มขยายจํานวน target DNA ให
ไดผลผลิตท่ีตอง การเพิ่มมากขึ้นโดยท่ีลดจํานวนผลิตผลที่ไมจําเพาะใหเหลือนอยที่สุด โดยเทคนิค 
Nested PCR ซึ่งเปน ปฎิกิริยา PCR 2 ขั้นตอน ดวยการใช primers 2 คูไดแก bracket primers และ 
nested primers โดยการใชวิธี  nested RT-PCR (รูปที่ 2.2) นี้มีความไวและความจําเพาะท่ีสูง ดังการ
ศึกษาของ Kim และคณะในป 2001 พบวาการตรวจหาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยางเลือดดวยวิธี one 
step RT-PCR รวมกับ nested PCR ทําใหมีความไว ความจําเพาะ และประสิทธิภาพในการวินิจฉัยโรคที่
สูงขึ้นกวาการใชเฉพาะวิธี one step RT-PCR นอกจากนี้ยังนํามาใชในการวินิจฉัยไขหัดสุนัขในสุนัข
และสัตวท่ีมีขน(fur animals) (Rzezutka and Mizak , 2002) 
 
 เนื่องจากในปจจุบันวธิี PCR ไดเขามามีบทบาทในการประยุกตใชรวมกับงานทางอณูชีววิทยา 
หลายประเภท ดังนั้นการตรวจความถูกตองของลําดับเบสของ PCR product ท่ีไดกอนนําไปใชในงาน 
อ่ืนๆ ตอไปจึงเปนสิ่งจําเปนมาก ทั้งนี้เพ่ือใหแนใจวากําลังทํางานอยูกับชิ้นสวน DNA ที่ถูกตอง สําหรับ
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การหาลําดับเบสของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข ไดมีการนํามาใชเพื่อศึกษาหาความแตกตางของลําดับเบส
ระหวางเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากสุนัขท่ีติดเชื้อในธรรมชาติและไวรัสวัคซีน (Iwatsuki et al., 
1998  ;  Yoshida et al.,  1998 ; Frisk et al.,  1999 ;  Haas et al., 1999  ;  Wakasa et al.,  1999)   ระหวาง 
สเตรนของเชื้อไวรัส (Stettler and Zurbriggen, 1995) และเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขท่ีทําใหเกิดโรคในสัตว
ตางชนิดกัน (Harder et al., 1995 ; Kennedy et al., 2000) จากนั้นนําลําดับเบสที่วิเคราะหไดไปทํา 
phylogenetic tree ศึกษาความสัมพันธตอไป 
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รูปที่ 2.1 แสดงแผนภาพยีโนมของไวรัสไขหัดสุนัข และขยายในสวน nucleocapsid protein gene 
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Cells or tissue

RNA isolation

RNA

Reverse transcription

cDNA

Bracket primer 1

Bracket primer 2

Nested primer 1

Nested primer 2

Nested PCR  product

 
 
 
 
 

                    
 
 

รูปที่2.2 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทํา Nested RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
อุปกรณ 
 
สุนัขที่นํามาทําการศึกษา 
 

  สุนัขที่เสียชีวิตที่เขามารับการรักษาที่โรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลง 
กรณมหาวิทยาลัย  และโรงพยาบาลสัตวหรือคลินิกเอกชน   โดยสุนัขแสดงอาการปวยและไดรับการ 
วินิจฉัยอาการทางคลินิกเบื้องตนจากสัตวแพทยวาปวยเปนโรคไขหัดสุนัข โดยสุนัขท่ีศึกษาแสดงอาการ 
เดนที่ระบบตางๆ (ระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร หรือระบบประสาท) เชน ไข ซึม มีขี้ตา นํ้า
มูกขน ทองเสีย ผื่นแดงตามทอง ชัก กระตุกของกลามเนื้อ อัมพาต จากนั้นทําการเก็บรวบรวมบันทึกขอ
มูลประวัติ เพศ พันธุ อายุ ประวัติวัคซีน และอาการทางคลินิกของสุนัขทุกตัวทําการเก็บตัวอยางสมอง 
ปอด กระเพาะอาหาร ลําไสเล็ก มาม ตอมน้ําเหลืองที่ระบบทางเดินหายใจ ตอมน้ําเหลืองท่ีระบบทางเดิน
อาหาร และ/หรือกระเพาะปสสาวะ ทําการชันสูตรซากที่หนวยพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย จากนั้นแยกชิ้นเนื้อสดเก็บที่ -70oc เพื่อรอการสกัด RNA และอีกสวนเก็บใน 10% ฟอร
มาลีน เพื่อทําการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาและตรวจหาแอนติเจนของไวรัสดวยวิธี Immunohistochemistry 
ทําการจัดกลุมคัดเลือกตัวอยางชิ้นเนื้อที่ใหผลสอดคลองกันของอาการทางคลินิก รอยโรค และการปรากฎ
ของแอนติเจนและ RNA ของไวรัสมาเพื่อศึกษาลําดับเบสของ nucleocapsid protein gene จาก PCR 
product ตอไป 
 
เชื้อไวรัสอางอิง 
 
  ไวรัสไขหัดสุนัข Onderstepoort strain (เอื้อเฟอโดย Dr. Kenneth Platt, National 
Veterinary Service Laboratory, Ames, Iowa) 
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วิธีการ 
 
การยืนยันการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี Immunohistochemistry 
 

ช้ินเนื้อจากสุนัขท่ีใหผลผาซาก และ/หรือทางจุลพยาธิวิทยา (การพบ intracytoplasmic 
หรือ intranuclear inclusion bodies ใน astrocytes neurons หรือ glia cells ท่ีสมอง หรือใน epithelial cells 
ท่ีอวัยวะในระบบตางๆ)  ซึ่งสงสัยวามีผลจากการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข ซึ่งนํามายืนยันโดยการตรวจหา 
แอนติเจนของไวรัสดวย Immunohistochemistry โดยวิธี Avidin-Biotin Peroxidase Complex method 
(ABC) โดยนําช้ินเนื้อที่รักษาสภาพใน 10% ฟอรมาลิน แลวนําไปฝงลงในพาราฟน จากนั้นนําบล็อกพารา 
ฟนที่ทําการฝงเนื้อเยื่อมาตัดเพื่อทําสไลดที่ความหนา 4 ไมครอน จากนั้นทําการละลายพาราฟนออกจาก 
เนื้อเยื่อโดยแชในไซลีน   จากนั้นทําการจุมสไลดในแอลกอฮอลที่ความเขมขน 100 ถึง 70 เปอรเซ็นต ตาม
ลําดับ เพื่อเปนการเติมน้ําเขาช้ินเนื้อ จากนั้นทําการ pretreatment โดยการนําสไลดเขาเครื่อง autoclave ท่ี 
121o ซ นาน 5 นาที ใน PBS และทิ้งใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นทําการขจัดเอนไซม endogenous 
peroxidase โดยใช 3% H2O2 ใน methanol ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้นทําการ nonspecific 
background blocking ดวย 10% bovine serum albumin (BSA) ท่ีอุณหภูมิ 37o ซ นาน 30 นาที ใน moisture 
chamber  ทําปฏิกิริยากับ primary antibody ชนิด rabbit polyclonal antibody against CDV strain 
Onderstepoort (Advanced technology Lab, Oita, Japan) ที่ความเขมขน 1:400 ที่อุณหภูมิ 37o ซ นาน 30 
นาที และนํามาทําปฏิกิริยากับ secondary antibody ชนิด goat anti-rabbit IgG biotinylated antibody ท่ี
ความเขมขน 1:400 ที่อุณหภูมิ 4o ซ ทิ้งไวขามคืน จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยากับ avidin-biotin peroxidase 
complex solution (ABC kit) (DAKO, Denmark) แลวทําใหเกิดสีดวยน้ํายา DAB (0.05% 3,3’-diamino 
benzidine tetrahydrochloride ใน 0.05 M Tris-HCl pH 7.6 และ 0.03% H2O2 )(Sigma, St. Louis, USA) 
จากนั้นยอมทับดวย Mayer’s hematoxilin ทําการดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขน  70   
ถึง  100   เปอรเซ็นตตามลําดับ   และแชในไซลีน  ปดสไลดดวย cover glass ดวยน้ํายา mounting media 
จากนั้นตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง โดยผลบวกที่แสดง viral antigen จะยอมติดสีน้ําตาลเขม  

 
การสกัด RNA จากตัวอยางชิ้นเนื้อ 
 
  ทําการสกัด RNA ดวยวิธี QIAamp®viral RNA Mini Kit (QIAGEN, USA) โดยเลือก ตัว
อยางชิ้นเนื้อจากสุนัขที่ตายดวยอาการ และแสดงรอยโรคเดนของระบบที่แตกตางกันและใหผลบวกตอ



 

 

20

การยืนยันการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขดวยวิธี Immunohistochemistry จํานวน 1 กรัม มาบดใหละเอียด เติม 
PBS ทําใหเปน 10 % suspension นําไปปน 2000-3000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4o ซ นาน 10 นาที ดูดสวน
ใสที่มีเซลลของเนื้อเยื่อที่มี RNA ของไวรัสผสมอยูออกมา จากนั้นนําตัวอยาง 140 ul มายอยดวย buffer 
AVL containing carrier RNA 560 ul ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จากนั้นเติม 100% ethanol 560 ul 
เพ่ือเพิ่มการจับของ RNA กับ QIAamp membrane ลางสิ่งปนเปอนบนแผนกรองดวย AW1 และ AW2 ใน
ชุดสกัด RNA สําเร็จรูปดังกลาว จากนั้นเติม buffer AVE 60 ul (ซ่ึงมีสวนประกอบของ 0.04% sodium 
azide เพื่อปองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่สราง Rnase) เพ่ือลางชะสาย RNA ที่ดูดซับอยูบนแผน
กรองออก จากนั้นรักษาสภาพของ RNA ใน buffer AVE ที่ -20o ซ เตรียมนําไปใชในงานตอไป  

 
การออกแบบ Primer 
 
  ทําการเลือกลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อใชเปน primer จากสวนของ nucleoprotein gene ที่อยู
ในสวน C terminal region และสวนของ phosphoprotein gene ซึ่งเปนสวนที่มีความหลากหลาย ของลําดับ
นิวคลีโอไทดสูง โดยออกแบบ primer ดวยโปรแกรม Clustal X และเลือกจาก oligonucleotide primers  
(Bio Basic Inc., Canada) โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 
 
 Outer primers 
  Forward primer (CDV1) : location; nt1223-nt1253 
               5’ TGCCGGCAAAGTAAGCTCTGC 3’   
  Reverse primer (CDV4) : location; nt1817-nt1837 
  5’ GCCCTTTGCTGACATGGTAGG 3’ 
 
 Inner primers 
  Forward primer (CDV2) : location; nt1287-nt1309 

5’ GTGTCAGAAATAGCATCCAAGAC 3’  
Reverse primer (CDV3) : location; nt1739-nt1760 
5’ TTTGTTGGACCTGGGTCCTAAG 3’  
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ขั้นตอนการทําปฏิกิริยา Nested RT-PCR  
 

นํา RNA ท่ีไดจากการสกัดจํานวน 5 ul มาสังเคราะห เปน cDNA โดยใช QIAGEN® One 
Step RT-PCR Kit (QIAGEN, USA) นํา cDNA มาเปนตัวตั้งตนนําไปเพิ่มจํานวนกรดนิวคลีอิก ตาม 
อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ ซึ่งคํานวณจาก primer ท่ีออกแบบไวในเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer 
Cetus 9600, CA, USA) ดังนี้  

 
เขาสูปฏิกิริยา Reverse transcrition ท่ีอุณหภูมิ 50 0C นาน 30 นาที  
เริ่มตนปฏิกิริยา PCR ท่ีอุณหภูมิ 95 0C นาน 1 นาที และ 55 0C นาน 1 นาทีจํานวน 1 รอบ 
แตละรอบของปฏิกิริยา PCR กําหนดอุณหภูมิและเวลาจํานวน 35 รอบดังนี้ 
 Denaturation     95 0C   30  วินาที 
 Annealing         55 0C   30  วินาที 
 Extension          72 0C   1.5  นาที 
ตามดวยอุณหภูมิ 95 0C นาน 1 นาที  55 0C นาน 2 นาที และ 72 0C นาน 10 นาที จํานวน 

1 รอบ และแชหลอดไวที่อุณหภูมิ 25 0C เพื่อนําไปสูขั้นตอน Nested RT-PCR ตอไป 
 
จากนั้นนํา PCR product ท่ีไดจํานวน 5 ul มาเขาสูปฏิกิริยา Nested RT-PCR โดยใช 

QIAGEN® One Step RT-PCR Kit (QIAGEN, USA) และนําเขาเครื่อง Thermocycle โดยกําหนดอุณหภูมิ
และเวลาของแตละข้ันตอนเหมือนกับการทํา PCR ในชวงแรก 

 
ซึ่งขั้นตอนการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขนี้ จะทําการเปรียบเทียบกับ non-

infected vero cell ซึ่งเปน negative control และ CDV onderstepoort strain infected vero cell ซึ่งเปน 
positive control  
 
ความไวของเทคนิค Nested RT-PCR 
 
  นําเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน Onderstepoort ที่มีความเขมขน 104 TCID50 มาทําการเจือ 
จางทีละสิบเทาไปจนถึง 10-4 TCID50 จากนั้นทําการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขตามขั้นตอนดัง 
กลาวขางตน เปรียบเทียบกับ non-infected vero cell เปนตัวควบคุมลบ 
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การตรวจหา RT-PCR product 
 
  นําผลผลิตท่ีไดจํานวน 5 ul ไปวิเคราะหผลดวย 2% agarose gel  โดยมี 100bp DNA 
ladder (GIBCO BRL Life Technologies Inc., Gaitherberg) เปน marker เปรียบเทียบ และยอมสีดวย 
ethidium bromide (2 ug/ml) ดูผลดวยกลอง UV light ซึ่งจะไดผลผลิตที่ขนาด 474 bp 
 
ขั้นตอนการเตรียม PCR product ใหบริสุทธิ์ 
 
   นํา PCR product ท่ีไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN, 
USA) เพื่อนําไปใชในการหาลําดับเบสตอไป 
 
การหาลําดับเบสของ nucleoprotein gene จาก PCR product 
 
  ทําการตรวจหาลําดับเบสของ nucleoprotein gene จาก PCR product จํานวน 13 ตัวอยาง 
โดยวิธี ABI Prism® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Original and 
version 2.0) ตามวิธีการท่ีระบุไวในเอกสารของบริษัทผูผลิต (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, 
USA) โดยยอดังนี้ นํา PCR product ท่ีไดมาเปน DNA ตนแบบ (template) จากนั้นทําการเตรียม reaction 
mixture ประกอบดวย Terminator ready reaction mix (A-Dye Terminator labelled with dichor[R6G], C-
Dye Terminator labelled with dichor[ROX], G-Dye Terminator labelled with dichor[R110], T-Dye 
Terminator labelled with dichor[TAMRA], Deoxynucleoside triphosphates, AmpliTaq DNA 
Polymerase, MgCl2 และ Tris-HCl buffer pH 9.0), Template, Primer (forward และ revese) และ 
Deionized water จากนั้นนําไปขยายจํานวนลําดับนิวคลีโอไทด (Sequencing) และติดฉลากดวย dye 
terminator ดวยเครื่อง the GeneAmp PCR System 9600 นํา product ท่ีไดไปทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี 
Isopropanol precipitation เพ่ือกําจัด dye terminator ที่มีมากเกินไปใน Sequencing reaction ซึ่งจะมีผลตอ
การอานลําดับเบสได จากนั้นนําไปอานผลดวย ABI Prism 310 Genetic Analyzer  
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การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดกลุมสเตรนของไวรัสไขหัดสุนัข 
 

ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่แยกไดในประเทศไทยกับสายพันธุ ท่ีรายงานไว 
ใน  GeneBank database จากนั้นนํามาวิเคราะหดวยโปรแกรม Clustal X และ PHYLIP 95 เพ่ือเรียงลําดับ
ขอมูลและเปรียบเทียบเปอรเซนตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด 
 

 
 

 
 
 
  
 
  
 
 
  
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

ประวัติและอาการทางคลินิก  
 

จากตัวอยางชิ้นเนื้อของสุนัขที่ใชในการศึกษาจํานวน 13 ตัว ที่ใหผลการยืนยันการติดเชื้อไวรัส 
ไขหัดสุนัขโดยวิธี Immunohistochemistry และ/หรือใหผลบวกตอการตรวจหา RNA genome ในสวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสดังกลาวโดยวิธี nested RT-PCR พบวามาจากสุนัข 
เพศเมียจํานวน 5 ตัว และเพศผูจํานวน 8 ตัว โดยอายุเฉลี่ยของสุนัขท่ีใชในการศึกษาคือ 3.3 เดือน (ชวง 
2-8 เดือน) สําหรับประวตัิการฉีดวัคซีน พบวามีสุนัขที่ไดรับการฉีดวัคซีนแลวจํานวน 4 ตัว ไมไดรับ 
การฉีดวัคซีนจํานวน 2 ตัว และไมทราบประวัติการฉีดวัคซีน 7 ตัว นอกจากนี้พบวาสุนัขปวย การแสดง 
อาการทางคลินิกในแตละระบบดังนี้ ระบบประสาท เชน อาการชักรอยละ 46.15 (6/13) ระบบทางเดิน
หายใจ เชน ไอ จาม หายใจหอบ น้ํามูกขน เลือดกําเดาไหลรอยละ 92.30 (12/13) ระบบทางเดินอาหาร 
เชน ทองเสีย อาเจียนรอยละ 69.23 (9/13) และระบุอยูในชวงมีไขสูงรอยละ 15.38 (2/13)  (ตารางที่ 4.1 
และตารางที่ 4.2) 
 
 
ตารางที่ 4.1 ตารางการจําแนกกลุมอาการสุนัขท่ีติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจํานวน 13 ตัว 
 

อาการทางคลินิก จํานวน 
ระบบทางเดินหายใจ 

ระบบประสาทและระบบทางเดินหายใจ 
ระบบประสาทและระบบทางเดินอาหาร 

ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร 
ระบบประสาท ระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินหายใจ 

2 
2 
2 
5 
2 
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พยาธิวิทยา และ Immunohistochemistry 
 
 ผลการชันสูตรทางพยาธิวิทยา (ตารางที่ 4.3) สามารถวินิจฉัยวาสุนัขปวยและเสียชีวิตจากโรค 
ไขหัดสุนัขรอยละ 46.15 (6/13) โดยท่ีระบบประสาทสวนกลาง เชน เลือดคั่งในสมอง (brain 
congestion)  สมองอักเสบแบบไมมีหนอง (non-suppurative encephalitis) การอักเสบกึ่งเฉียบพลันของ 
Choroid แบบมี หนอง (subacute suppurative choroiditis) พบ inclusion bodies (IB) ใน neuron, glial 
cell, microglia และ parenchymal cell  การอักเสบแบบเนื้อตายของเซลลประสาท (neuronal necrosis)  
gliosis และ spongiosis ที่ระบบทางเดินหายใจ เชน ปอดอักเสบแบบ interstitial pneumonia, 
suppurative broncopneumonia, พบ inclusion bodies ที่เซลลเยื่อบุหลอดลม และผนงัถุงลมฝอย, การ
อักเสบที่หลอดลม (tracheitis) และ กลองเสียงอักเสบ (laryngitis)  ที่ระบบทางเดินอาหาร เชน มีการ
อักเสบแบบมีเมือกของลําไสเล็ก และกระเพาะอาหาร รวมกับพบ inclusion bodies ที่เยื่อบุกระเพาะ
อาหาร นอกจากนี้ที่อวัยวะอื่นๆ เชน ตับ พบจุดเนื้อตายกระจายอยูทั่วไป (multifocal necrotic foci in 
liver) มาม พบการอักเสบแบบมีหนอง (suppurative splenitis), การอักเสบแบบเนื้อตายแบบแข็งตัว 
(multifocal coagulative necrotic splenitis) รวมกับพบ inclusion bodies ใน macrophage ที่ตอมน้ํา
เหลือง พบการอักเสบแบบมีหนอง (suppurative lymphadenitis) การอักเสบแบบเนื้อตาย (multifocal 
necrotic lymphadenitis) รวมกับ lymphoid depletion, lymphoid necrosis หรือลักษณะ follicular 
atrophy ที่กระเพาะปสสาวะ การอักเสบที่กระเพาะปสสาวะ (cystitis) และพบ inclusion bodies ที่เยื่อบุ
กระเพาะปสสาวะ นอกจากนี้พบการหนาตัวข้ึนของฝาเทา และพบ inclusion bodies ที่ช้ัน squamous 
epithelium จากตารางที่ 4.4  พบวาสามารถตรวจหา inclusion bodies ไดจากระบบประสาทสวนกลาง
รอยละ 25 (3/12) และระบบทางเดินหายใจรอยละ 38.46  (5/13) 
 ผลทาง immunohistochemistry (ตารางที่ 4.4) พบวาสามารถตรวจพบแอนติเจนของไวรัส โดย
พบในระบบประสาทสวนกลางรอยละ 58.33 (7/12) และที่ระบบทางเดินหายใจรอยละ 83.33 (10/12) 
โดยสามารถพบแอนติเจนของเชื้อไวรัสไดตามเซลลเยื่อบุ เชนที่ระบบประสาทสวนกลางพบไดทั้งใน
นิวเคลียส และ/หรือไซโตพลาสมของเซลลประสาท (neuron) และเซลลค้ําจุน (glial cell, microglia 
และ   astrocytes)   และบริเวณเสนใยประสาทที่ระบบทางเดินหายใจพบไดทั้งในนิวเคลียส     และ/หรือ 
ไซโตพลาสมของ alveolar epithelium, bronchiolar epithelium และ alveolar macrophage และยัง
สามารถพบไดท่ีเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร เซลลเยื่อบุกระเพาะปสสาวะ และชั้น squamous epithelium 
เปนตน 
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ตารางที่ 4.2 แสดงประวัติและอาการที่แสดงออกของสุนัขจํานวน 13 ตัว 
 
สุนัขตัวที่ พันธุ อายุ  เพศ ประวัติวัคซีน อาการทางคลินิก 

466 German Shepherd 8 mths. M NI Convulsion , Conjuctivitis , Nasoocular discharge , Hard foot pad 
577 Beagle 2 mths. M NI Convulsion , Diarrhea 
443 Duchshund 6 mths. F NI Convulsion , Purulent nasoocular discharge ,Vomitting , Diarrhea 
438 Rottweier 2 mths. M Vaccinated** Convulsion , Nasoocular discharge 
230 Mongrel 2 mths. M NI Convulsion , Cough , Vomitting , Depress , Epistaxis , Increase vesicular sound 
621 Siberian Husky 2 mths. F NI Convulsion , Cough , Bloody diarrhea , Hard foot pad 
418 Dalmatian 3 mths. M No vaccination Cough , Purulent nasal discharge 
034 Mongrel 2 mths. M NI Depress , Purulent nasal discharge , Anemia , Diarrhea 
442 Mongrel 2 mths. F No vaccination Cough , Purulent nasal discharge , Diarrhea 
207 Golden Retriever 2 mths. M NI Fever , Depress , Purulent nasal discharge , Vomitting 
171 Golden Retriever 3 mths. M Vaccinated* High fever , Mucopurulent nasal discharge 
468 Shizu 3 mths. F Vaccinated* Cough , Nasoocular discharge , Diarrhea 
400 Shizu 6 mths. F Vaccinated*** Cough , Purulent nasal discharge , Diarrhea 

หมายเหตุ  NI: No information available 
    * ฉีดวัคซีนรวม 1 ครั้ง 
    ** ฉีดวัคซีนรวม 2 ครั้ง 
    *** ฉีดวัคซีนรวม 2 ครั้ง และวัคซีนปองกันพิษสุนัขบา 1 ครั้ง 
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลทางจุลพยาธิวิทยาจากตัวอยางสุนัขจํานวน 13 ตัว 
 

Dog 
No. 

    จุลพยาธิวิทยา    

 CNS RT GI CS LS UT Liver IS 
466 - Spongiosis      

- IN & IC 
inclusion 
bodies  in 
neuron and 
glial cell 

- Interstitial 
pneumonia 

- - - - -Multifocal 
necrotic foci  

- IN & IC 
inclusion 
bodies in 
squamous 
epithelium 

577 - Brain 
congestion         
- IN  
inclusion 
bodies in 
parenchymal 
cells   
- Diffuse 
gliosis 

- Suppurative 
hemorrhagic BP 
with  IN 
inclusion bodies 
in alveolar 
epithelium 

- Catarrhal 
enteritis        
- IN & IC 
inclusion 
bodies in 
mucosa 
epithelium 
(stomach) 

- - - IC inclusion 
bodies in 
intransitional 
epithelium 
cell  

- - 

443 - - Interstitial 
pneumonia with 
IC inclusion 
bodies 

- Catarrhal 
enteritis 

-Multifocal 
non-suppurative 
myocarditis 
with dystrophic 
calcification 

- Lymphadenitis - Kidney 
congestion 

- - 

438 - - Severe 
suppurative BP 
with pulmonary 
edema 

- - Marked 
myocardial 
degeneration 
with dystrophic 
calcification 

- Suppurative 
splenitis 

- - - 

230 - - Mild degree of 
alveolar 
hemorrhage   

- - - - - Mild degree of 
panlobular 
necrosis          - 
Activated of 
kuffer’s cell and 
juppiter,s cell  

- 

621 - Slight 
degree of 
gliosis  

- Pneumonia     
- IN & IC 
inclusion bodies  
in bronchial 
epithelium 

- - - - - Severe diffuse 
liver cell 
degeneration  
(vacuolar type) 

- 

418 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- Subacute 
suppurative 
choroiditis  

- Multifocal 
interstitial 
pneumonia    
- Suppurative 
BP  
- IC inclusion 
bodies in 
bronchiolar 
epithelium & IN 
inclusion bodies 
in macrophage 

- Catarrhal 
enteritis 
- Catarrhal 
gastitis 
with 
inclusion 
bodies in 
mucosa 

- - Histiocytic 
tonsilitis            
- Lymphoid necrosis 
with IN & IC 
inclusion bodies  
- Moderate 
multifocal 
coagulative necrotic 
splenitis with IN 
inclusion bodies in 
macrophage  
 - Suppurative 
lymphadinitis     
- Multifocal necrotic 
lymphadinitis with 
lymphoid depletion 

- IC inclusion 
bodies in 
transitional 
epithelium 
cell  

- - 

034 - -Suppurative 
BP with IC 
inclusion bodies 
in bronchial 
epithelium      
 -Tracheitis with 
IC inclusion 
bodies in 
epithelial cell 

- Enteritis - - Lymphoid necrosis - - -Hyperkera 
tosis  
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442 - - Multifocal 
suppurative BP 

- - - - - - 

207 - - Bronchitis - - - - - - 
171 - Brain 

congestion 
- Suppurative 
BP 

- - - Follicular atrophy      
- Moderate 
suppurative splenitis 
with histiocytic 
hyperplasia 

- - Hepatic 
congestion  

- 

468 - Encephalitis  - Purulent 
pneumonia 

- Catarrhal 
enteritis 

- - - - - 

400 - Brain 
congestion 
and some 
neuronal 
necrosis 
&hemorrhage  

- Necrotizing 
suppurative 
pneumonia with 
IN & IC 
inclusion bodies 

- - - - IC inclusion 
bodies  in 
transitional 
epithelium 
cell  

- - 

 

หมายเหตุ IN : Intranuclear, IC : Intracytoplasmic, BP : Broncopneumonia, CNS : Central nervous system  
RT : Respiratory tract, GI : Gastrointestinal tract, CS : Cardiovascular system, LS : Lymphoid  
system, UT : Urinary tract, IS : Integument system 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 29

               ตารางที่ 4.4 แสดงผล Viral inclusion bodies , Immunohistochemistry และ Nested RT-PCR ในตัวอยางจากสุนัขจํานวน 13 ตัว 
 

  ระบบประสาทสวนกลาง   ระบบทางเดินหายใจ  
สุนัขตัวที่ IB*  IHC** nested RT-PCR IB*  IHC*** nested RT-PCR 

466 + + + - + ND 
577 + + + + + + 
443 + + + + + + 
438 - - + - + + 
230 - ND + - + + 
621 - - + - + + 
418 ND + + + + + 
034 - + + + + + 
442 - - + - ND ND 
207 - - + - - + 
171 - - + - - + 
468 - + + - + + 
400 - + + + + + 

   หมายเหตุ IB : Inclusion bodies , IHC : Immunohistochemistry , ND : Non determined 
      * ตําแหนงที่พบดังตารางที่ 4.3 
      ** พบแอนติเจนภายในนิวเคลียส และ/หรือไซโตพลาสมของ neuron, glial cell, parenchymal cell และเสนใยประสาท 
      *** พบแอนติเจนภายในนิวเคลียส และ/หรือไซโตพลาสมของ alveolar epithelium, bronchial epithelium, bronchiolar epithelium และ alveolar macrophage 
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การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี nested RT-PCR 
 

ก. ความไวของวิธี nested RT-PCR 
 

 ประเมินความไวของวิธี nested RT-PCR ในการตรวจหาสวน C-terminal ของ nucleocapsid 
protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัข โดยใช primer 2 คู โดยคูแรก (outer primer) คือ CDV1 และ CDV4 
ซึ่งจะใหผลิตภัณฑขนาด 615 คูเบส และคูท่ีสอง (inner primer) คือ CDV2 และ CDV3 ซึ่งจะใหผลิต 
ภัณฑขนาด 474 คูเบส โดยไดจากการเจือจางไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน Onderstepoort ทีละ 10 เทา ที่
ความเขมขนตั้งแต 104 TCID50 จนถึง 10-4 TCID50 และตรวจหาไวรัสโดยวิธี nested RT-PCR โดยมี 
RNA จาก non-infected vero cell culture เปนตัวควบคุมลบ  พบวาวิธีดังกลาวสามารถตรวจพบ RNA 
ของไวรัสไขหัดสุนัขไดต่ําสุดท่ี 10-3 TCID50 equivalent โดยผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.1 
  
 
    

   
 
 
 
รูปที่ 4.1 แสดงความไวของวิธี nested RT-PCR ในการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน 
Onderstepoort ที่ความเขมขนเจือจางทีละ 10 เทาจาก 104 TCID50 จนถึง 10-4 TCID50 (lane3 –lane 12) 
เปรียบเทียบกับ non-infected vero cell culture control (N) และ 100 bp ladder marker (M) 
 

   M    N   104  103  102   101  100  10-1  10-2 10-3 10-4
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ข. การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขจากตัวอยางชิ้นเนื้อโดยวิธี nested RT-PCR 
 

 ทําการตรวจหา RNA genome ของไวรัสไขหัดสุนัขในสวน C-terminal ของ nucleocapsid 
protein gene จากตัวอยางชิ้นเนื้อดวยวิธี  nested RT-PCR พบวาสามารถตรวจพบ RNA ของไวรัสไขหัด
สุนัขไดจากตัวอยางชิ้นเนื้อจํานวน 13 ตัวอยาง (ตารางที่ 4.3) โดยผลิตภัณฑที่ไดมีขนาด 474 คูเบส ดัง
แสดงในรูปที่ 4.2 
 
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4.2 แสดงขนาดของผลิตภัณฑ nested RT-PCR ในการตรวจหา RNA genome ในสวน C-terminal 
ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขจากตัวอยางชิ้นเนื้อของสุนัข (M = 100bp ladder 
marker , P = ตัวอยางควบคุมบวกจาก CDV-infected vero cell , N = ตัวอยางควบคุมลบจาก non-
infected vero cell และ S1- S13 = RT-PCR product จากตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย) 
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การหาลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัข 
จาก nested RT-PCR product และการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
 
 ทําการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด ในสวน C-terminal ที่มีนิวคลีโอไทดจํานวน 335 นิวคลีโอ
ไทด ครอบคลุม 19.90% ของ nucleocapsid protein gene โดยเริ่มจากนิวคลีโอไทดตําแหนงที่ 1342 ถึง 
1676 จากตัวอยางชิ้นเนื้อสมองสุนัขจํานวน 13 ตัวอยาง ซ่ึงเปนสเตรนและทําการเปรียบเทียบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดของไวรัสไขหัดสุนัขสเตรนวัคซีน  Onderstepoort ในตําแหนงเดียวกันที่รายงานโดย 
Sidhu และคณะ (1993) พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัวอยาง (207, 577, 230, 034, 418, 
621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีรอยละความเหมือนกับไวรัสวัคซีน (onderstepoort strain) 90.75-
91.94 และตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 มีรอยละความเหมือนกับสเตรนวัคซีน 
(onderstepoort strain) 97.61 และ 99.10 ตามลําดับ (ตารางที ่4.5) 
 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขในประเทศไทย พบวาตัวอยาง 
เบอร 207, 577, 230 และ 034 มีรอยละความเหมือนกันของลําดับนวิคลีโอไทด 100 และตัวอยางเบอร 
418 และ 621 มีรอยละความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด 100 โดยพบวาตัวอยางที่แยกไดจาก
สมองสุนัข 11 ตัว อยาง (207 , 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีรอยละความ
เหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด  96.42-99.10 โดยมีรอยละความเหมือนกับตัวอยางที่แยกไดจาก
สมองสุนัขเบอร  442  และ 171   89.55-90.75 และ  91.04-92.24  ตามลําดับ   และเมื่อเปรียบเทียบลําดับ 
นิวคลีโอไทดระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 พบวามีรอยละความเหมือน 
97.31 (ตารางที่ 4.5) 
 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขในประเทศ 
ไทยกับสเตรนอื่นๆที่รายงานใน GeneBank database เชน Yanaka, Ueno, Hamamatsu และ Adachi 
(สเตรนที่แยกไดในประเทศญี่ปุน),   2544/Han95 (สเตรนที่แยกไดในประเทศเยอรมัน) และ A75/17 
(สเตรนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่กอใหเกิดโรครุนแรง) พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัว
อยาง (207, 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีความเหมือนกับ Yanaka, Ueno , 
Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ A75/17 รอยละ  97.01-98.80, 97.31-99.10, 97.61-99.40, 
97.31-99.10, 94.63-96.42  และ 97.31-99.10  ตามลําดับ  สําหรับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข  เบอร 
171 มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ A75/17 
รอยละ 91.04, 91.34, 91.64, 91.34, 90.45 และ 93.13 ตามลําดับ และตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข
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เบอร 442 มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ 
A75/17 รอยละ 89.55, 89.85, 90.14, 89.85, 89.55 และ 91.64 ตามลําดับ (รูปที่ 4.3) 
 
 
ตารางที่ 4.5 แสดงการเปรียบเทียบรอยละความเหมือน (% Homology) ของลําดับนิวคลีโอไทด ในสวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย และไวรัสวัคซีน 
(Onderstepoort strain) 
 

 171 442 207 577 230 034 418 621 400 468 438 443 466 CDV
-

OND 

171 100              

442 97.31 100             

207 91.64 90.14 100            

577 91.64 90.14 100 100           

230 91.64 90.14 100 100 100          

034 91.64 90.14 100 100 100 100         

418 91.04 89.55 98.80 98.80 98.80 98.80 100        

621 91.04 89.55 98.80 98.80 98.80 98.80 100 100       

400 91.34 89.85 98.51 98.51 98.51 98.51 98.51 98.51 100      

468 91.64 89.55 98.21 98.21 98.21 98.21 98.21 98.21 97.91 100     

438 92.24 90.75 97.61 97.61 97.61 97.61 97.01 97.01 96.72 96.42 100    

443 91.34 89.85 99.10 99.10 99.10 99.10 98.80 98.80 98.21 97.91 97.31 100   

466 91.04 90.45 98.51 98.51 98.51 98.51 98.51 98.51 97.91 98.21 96.42 97.91 100  

CDV-
OND 

99.10 97.61 91.34 91.34 91.34 91.34 90.75 90.75 91.04 90.75 91.94 91.04 90.75 100 
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CDV-OND         CTAAGCAATCCCAAATCACTTTTCTGCACTCGGAAAGATCCGAAGTCGCCAATCAACAAC : 1401 
171   .C.......................................................... : 1401 
442             .................................................T.......... : 1401 
230             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
577             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
207             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
034             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
418             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
621             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
400             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
468             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
438             .C........T...........C........A...............A.T.......... : 1401 
466             .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
443   .C........T....................A...............A.T.......... : 1401               
Yanaka          .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
Ueno            .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
Hamamatsu  .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
Adachi          .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
2544/Han95      .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
A75/17          .C........T....................A...............A.T.......... : 1401 
 
 
 
 
 
CDV-OND         CCCCAACCATCAACAAGAGGTCCGAAAACCAGGGAGGAGACAAATACCCCATTCACTTCA : 1461 
171             ............................................................ : 1461 
442             ....T.......C............G...............CTG................ : 1461 
230             ...............................A....................C....... : 1461 
577             ...............................A....................C....... : 1461 
207             ...............................A....................C....... : 1461 
034             ...............................A....................C....... : 1461 
418             ...............................A.................T..C....... : 1461 
621             ...............................A.................T..C....... : 1461 
400             ...............................A.................T..C....... : 1461 
468             .T.............................A.................T..C....... : 1461 
438   ...............................A....................C....... : 1461 
466             .T..T..........................A.........C.......T..C....... : 1461 
443             ....................C..........A....................C....... : 1461 
Yanaka          T..............................A....................C....... : 1461 
Ueno   T..............................A....................C....... : 1461 
Hamamatsu       ...............................A....................C....... : 1461 
Adachi          T..............................A....................C....... : 1461 
2544/Han95      T........................G.....A....................C....... : 1461 
A75/17          ...............................A....................C....... : 1461 
 
 
 
 
 
CDV-OND         GTGACGAAAGGCTTCCAGGGTATACCCCAGATGTCAACAGTTCTGAATGGAGTGAGTCAC : 1521 
171             ............................................................ : 1521 
442             ............................................................ : 1521 
230             A...T...C..T..........C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
577             A...T...C..T..........C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
207             A...T...C..T..........C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
034             A...T...C..T..........C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
418             A...T...C..T....T.....C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
621             A...T...C..T....T.....C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
400             A...T...C..T..T.......C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
468             A...T...C..T..........C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
438   ....T...C..T............................C..C...........A.... : 1521 
466             A...T...C.............C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
443             A...T...C..T..........C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
Yanaka          A...T...C..T...T......C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
Ueno            A...T...C..T...T......C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
Hamamatsu       A...T...C..T...T......C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
Adachi          A...T...C..T...T......C.....T...........C..C...........A.... : 1521 
2544/Han95      ....T...C..T....G.....................G.C..C...........A.... : 1521 
A75/17          ....T...C..T............................C..C...........A.... : 1521 
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CDV-OND         GCTATGACACCCAAATTATCCAAGATGATGGAAATGACGATGATCGGAAATCGATGGAAG : 1581 
171             ............................................................ : 1581 
442             ............................................................ : 1581 
230             .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
577             .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
207             .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
034             .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
418             .......T..T..G.C...T..............C........C................ : 1581 
621             .......T..T..G.C...T..............C........C................ : 1581 
400             .............G.C...T..............C........C................ : 1581 
468             .......T.....G.C...T.......................C................ : 1581 
438   .......T.......CC..T..............C........C................ : 1581 
466             .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
443             .......T.....G.C...T.........A....C........C................ : 1581 
Yanaka          .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
Ueno            .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
Hamamatsu       .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
Adachi          .......T.....G.C...T..............C........C................ : 1581 
2544/Han95      .......T.......C...T..............C........C........A....... : 1581 
A75/17          .......T.......C...T..............C........C................ : 1581 
 
 
 
 
CDV-OND         CAATCGCCAAGATGAGGATGCTTACTAAGATGCTCAGTCAACCTGGGACCAGTGAAGATA : 1641 
171             ............................................................ : 1641 
442             ............................................................ : 1641  
230             ................A.............................A...........G. : 1641 
577             ................A.............................A...........G. : 1641 
207             ................A.............................A...........G. : 1641 
034             ................A.............................A...........G. : 1641 
418             ................A.........................................G. : 1641 
621             ................A.........................................G. : 1641 
400             ................A.....C...................................G. : 1641 
468             ................A..........................A..............G. : 1641 
438             ................A.........................................G. : 1641 
466             ................A.........................................G. : 1641 
443             ................A.........................................G. : 1641 
Yanaka          ................A.........................................G. : 1641 
Ueno            ................A.........................................G. : 1641 
Hamamatsu       ................A.........................................G. : 1641 
Adachi          ................A.........................................G. : 1641  
2544/Han95      ................A........C.......................T..C.....G. : 1641 
A75/17          ................A.........................................G. : 1641                
                 
 
 
 
CDV-OND         ATTCTCCTGTTTATAGTGATAAAGAGCTACTCAAT : 1676 
171             ...............A......G............ : 1676 
442             ...............A................... : 1676  
230             G.........C....A.....G............. : 1676 
577             G.........C....A.....G............. : 1676 
207             G.........C....A.....G............. : 1676 
034             G.........C....A.....G............. : 1676 
418             G.........C....A.....G............. : 1676 
621             G.........C....A.....G............. : 1676 
400             G.........C....A.....G............. : 1676 
468             G.........C....A.....GG............ : 1676 
438             G.........C..C.A.....G............. : 1676 
466             G.........C....A.....G............. : 1676 
443             G.........C....A.....G............. : 1676 
Yanaka          GA........C....A.....G............. : 1676 
Ueno            G.........C....A.....G............. : 1676  
Hamamatsu    G.........C....A.....G............. : 1676 
Adachi          G.........C....A.....G............. : 1676 
2544/Han95      G......C..C....A.....G............. : 1676 
A75/17          G.........C....A.....G............. : 1676                  

 



 36

รูปที่ 4.3 แสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene 
ตําแหนงที่ 1342 ถึง 1676 ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย (171 (AY238607), 442 
(AY241572), 230 (AY241577), 577 (AY241573), 207 (AY241576) , 034 (AY241574), 418 
(AY241579), 621 (AY241581), 400 (AY241578), 468 (AY241580), 438 (AY241575), 466 
(AY278994), 443 (AY278995)) ไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain) (AF014953) และสเตรนอื่นๆ ที่
รายงานใน GeneBank database (Yanaka (D89014), Ueno, Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 
(AJ009656) และ A75/17 (AF16496)) 
 
การอนุมานลําดับกรดอะมิโน 
 
 ทําการตรวจหาลําดับกรดอะมิโนในสวน C-terminal ท่ีมีกรดอะมิโนจํานวน 111 ตัว โดยเริ่ม
จากตําแหนงที่ 413 ถึง 523 จากนั้นทําการเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน 
วัคซีน Onderstepoort  ในตําแหนงเดียวกัน พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัวอยาง (207, 577 
, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีรอยละความเหมือนกับไวรัสวัคซีน 
(onderstepoort strain) 90.99-93.69 และตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 มีความ
เหมือนกับไวรัสวัคซีน (onderstepoort strain) 97.30 และ 99.10 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.6) 
 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขในประเทศไทยดวยกัน พบวา
ตัวอยางเบอร 621, 468, 418, 207, 577, 230 และ 034 มีรอยละความเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโน 
100 โดยพบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัว อยาง (207, 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468 , 
438, 443 และ 466) มีรอยละความเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโน 96.40-100 โดยมีรอยละความ
เหมือนกับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 90.10-94.60 และ 91.89-94.60 ตามลําดับ 
และเมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 พบ 
วามีความเหมือน 100 (ตารางที่ 4.6) 
 

เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน ระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขในประเทศ
ไทยกับสเตรนอื่นๆ พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัวอยาง (207, 577, 230, 034, 418, 621, 
400, 468, 438, 443 และ 466) มีความเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ 
A75/17รอยละ 97.30-99.10, 97.30-99.10, 98.20-100, 97.30-99.10, 95.50-99.10 และ 97.30-99.10 ตาม
ลําดับ สําหรับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ Yanaka, Ueno, 
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Adachi , 2544/Han95 และ A75/17 รอยละ 92.79 เทากัน และเหมือนกับ Hamamatsu รอยละ 93.69 และ
ตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Adachi, 
2544/Han95 และ A75/17 รอยละ  90.99 และเหมือนกับ Hamamatsu รอยละ  91.89 (รูปท่ี 4.4) 
 
ตารางที่ 4.6 แสดงการเปรียบเทียบรอยละความเหมือน (% Homology) ของลําดับกรดอะมิโนใน สวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย และไวรัสวัคซีน 
(Onderstepoort strain) 
 
 
 

 171 442 207 577 230 034 418 621 400 468 438 443 466 CDV-
OND 

 

171 100              

442 100 100             

207 93.69 91.89 100            

577 93.69 91.89 100 100           

230 93.69 91.89 100 100 100          

034 93.69 91.89 100 100 100 100         

418 92.79 90.99 100 100 100 100 100        

621 93.69 91.89 100 100 100 100 100 100       

400 93.69 91.89 99.10 99.10 99.10 99.10 99.10 99.10 100      

468 93.69 91.89 100 100 100 100 100 100 99.10 100     

438 94.60 94.60 99.10 99.10 99.10 99.10 99.10 99.10 98.20 99.10 100    

443 91.89 90.10 98.20 98.20 98.20 98.20 98.20 98.20 97.30 98.20 100 100   

466 94.60 94.60 98.20 98.20 98.20 98.20 98.20 98.20 97.30 98.20 98.20 96.40 100  

CDV-
OND 

99.10 97.30 92.79 92.79 92.79 92.79 92.79 92.79 91.89 92.79 93.69 90.99 92.79 100 
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CDV-OND         KQSQITFLHSERSEVANQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFSDERLPGYTPDVNSSEWSESR : 473 
171             ............................................................ : 473 
442             .......................T.........L.......................... : 473 
230             ...............T.......................N...F................ : 473 
577             ...............T.......................N...F................ : 473 
207             ...............T.......................N...F................ : 473 
034             ...............T.......................N...F................ : 473 
418             ...............T.......................N...F................ : 473 
621             ...............T.......................N...F................ : 473 
400             ...............T.......................N...FS............... : 473 
468             ...............T.......................N...F................ : 473 
438             ...............T...........................F................ : 473 
466             ...............T.................Q.....N.................... : 473 
443             ...............T..........P............N...F................ : 473 
Yanaka          ...............T...L...................N...F................ : 473 
Ueno            ...............T...L...................N...F................ : 473 
Hamamatsu       ...............T.......................N...F................ : 473 
Adachi          ...............T...L...................N...F................ : 473 
2544/Han95      ...............T.....A.....................F........G....... : 473 
A75/17          ...............T...L...................N...F................ : 473 
                 
 
 
 
CDV-OND         YDTQIIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEDNSPVYSDKELLN : 523 
171             ............................................N...... : 523 
442             ............................................N...... : 523 
230             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
577             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
207             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
034             ....T.................................ES....N.R.... : 523  
418             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
621             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
400             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
468             ....T.................................ES....N.R.... : 523  
438             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
466             ....T.................................ES....N.R.... : 523 
443             ....T....R............................ES....N.R.... : 523 
Yanaka          ....T.................................ER....N.R.... : 523 
Ueno            ....T.................................ES....N.R.... : 523 
Hamamatsu       ....T.................................ES....N.R.... : 523  
Adachi          ....T.................................ES....N.R.... : 523 
2544/Han95      ....T.................................ES....N.R.... : 523 
A75/17          ....T.................................ES....N.R.... : 523 
  
 
 
                 

รูปที่ 4.4 แสดงการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene
จากตําแหนงที่ 413 ถึง 523  ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน (Onderstepoort 
strain) และสเตรนอื่นๆ ที่รายงานใน GeneBank database (Yanaka , Ueno , Hamamatsu และ Adachi , 
2544/Han95  และ A75/17) 
 
การศึกษา Phylogenetic relationship 
 
 จากผลการศึกษา phylogenetic relationship ในสวนของ C-terminal ของ nucleocapsid protein 
gene ของไวรัสไขหัดสุนัขระหวางเชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้นเนื้อสมองสุนัขในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน 
(Onderstepoort strain) และสเตรนอื่นๆ ท่ีรายงานใน GeneBank database (Yanaka, Ueno, Hamamatsu 
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Adachi , 2544/Han95  และ A75/17) และเชื้อไวรัสนอกกลุม (Measles virus และ Mumps virus) พบวา
สามารถแบงความสัมพันธออกไดเปน 2 กลุมคือ กลุมที่มีความสัมพันธใกลเคียงกับไวรัสวัคซีน (ตัว
อยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171) และกลุมท่ีมีความสัมพันธใกลเคียงกับและสเตรน
อ่ืนๆ ที่รายงานใน GeneBank database (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207, 577, 230, 034, 418, 
621, 400, 468, 438, 443 และ 466) ซ่ึงมีความแตกตางจากเชื้อไวรัสนอกกลุมอยางชัดเจน (รูปที่ 4.5 และ 
4.6) 
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รูปที่ 4.5 แสดง Phylogenetic relationship ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ 
nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน 
(Onderstepoort strain) สเตรนอื่นๆ ท่ีรายงานใน GeneBank database (Yanaka, Ueno, Hamamatsu 
Adachi , 2544/Han95  และ A75/17) 
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รูปที่ 4.6 แสดง Phylogenetic analysis ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ nucleocapsid 
protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน (Onderste 
poort strain) ไวรัสไขหัดสุนัขสเตรนอื่นๆ ที่รายงานใน GeneBank database (Yanaka, Ueno, 
Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95  และ A75/17) และไวรัสนอกกลุม (Measles virus และ Mumps 
virus) โดย Clustal X program 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปราย และขอเสนอแนะ 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ ไดพัฒนา nucleotide primers ขึ้นจาก nucleocapsid protein gene ของไวรัสไข
หัดสุนัข เพื่อใชในเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ในการเพิ่ม
จํานวน RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยางเนื้อเยื่อสุนัข ปจจุบันมีการนําเทคนิค RT-PCR มาวินิจฉัย
โรคไขหัดสุนัขกันอยางแพรหลายมากขึ้นเนื่องจากเปนวิธีท่ีใหผลรวดเร็ว ความไว (sensitity) และความ
จําเพาะ (specitivity) สูง ดังเชนการศึกษาของ Haas และคณะ (1991) ไดนําวิธีดังกลาวมาตรวจวินิจฉัย 
Phocine distemper virus จาก phosphoprotein ในเนื้อเยื่อแมวน้ําที่ไดรับการติดเชื้อ Shin และคณะ (1995) 
ทําการตรวจหาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจาก nucleocapsid protein gene จากตัวอยางเม็ดเลือดขาวชนิดโมโน
ซัยท และลิมโฟซัยท ที่พบในกระแสเลือดในสุนัขที่ปวยดวยโรคไขหัดสุนัข Tiwananthakorn และคณะ 
(2000) ทําการศึกษาเพื่อทดสอบการใชเทคนิค RT-PCR เปนวิธีการวินิจฉัยโรคไขหัดสุนัขในสวน 
nucleocapsid protein gene โดยใชตัวอยางจากชิ้นเนื้อสดจากสัตวปวย และตาย Tiwananthakorn และคณะ 
(2002) ศึกษาความเปนไปไดของการนําวิธี RT-PCR มาประยุกตใชในการวินิจฉัยตรวจหาเชื้อไขหัดสุนัข
จากตัวอยางเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรของสุนัขปวยที่ยังมีชีวิตซึ่งสงสัยวาเปนโรคไขหัดสุนัข   Wakasa 
และคณะ (2000)   ทําการนําวิธี RT-PCR มาทําการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในสวน 
phosphoprotein จากตัวอยางที่แยกไดในประเทศญี่ปุนกอนนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด Frölich และคณะ 
(2000) ไดนําวิธีดังกลาวมาตรวจหาการแพรระบาดของไวรัสไขหัดสุนัขในสัตวกินเนื้ออ่ืนๆ ในประเทศ
เยอรมัน และ Hashimoto และคณะ (2001) นําวิธีดงักลาวมาใชในการตรวจ และเพิ่มจํานวนไวรัสไขหัด
สุนัขในสวน Hemagglutinin gene กอนนําไปศึกษาเพื่อจัดลําดับยีโนไทป นอกจากนี้ไดมีการพัฒนาเพิ่ม
ความไวของวิธี RT-PCR โดยการนําวิธี one step RT-PCR มาใชรวมกับ nested PCR ซ่ึงจะทําใหเพ่ิมความ
ไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specitivity) ในการตรวจมากขึ้น 

 
สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของ nucleocapsid protein gene ในสวน C-

terminal  โดยที่ nucleocapsid protein gene เปนสวนของโปรตีนโครงสรางท่ีเกี่ยวของกับ RNA ของไวรั
สมีผลตอการประกอบตัวของเชื้อไวรัส และยังควบคุมหนาที่บางอยางที่เกี่ยวของกับ viral transcription 
และ viral replication (Stettler and Zurbriggen, 1995) สวนของยีนดังกลาวใชในการศึกษากันมากในการ
เปรียบเทียบกลุม morbilliviruses ตางๆ และในไวรัสแตละชนิด โดยพบวาเปนบริเวณท่ีมีความหลากหลาย
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สูง (Blixenkrone-Möller et al., 1994 ; Stettler and Zurbriggen, 1995 ; Yoshida et al., 1998 ; Haas, 1997 ; 
Rima et al., 1995) จากการศึกษา Measles virus พบวาสามารถใชลําดับนิวคลีโอไทดจากบริเวณดังกลาว
ในการแบงไวรัสไดเปน 7 ยีโนไทป โดยสมมติฐานไดวาความหลากหลายในไวรัสกลุม morbilliviruses น้ี
เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของยีนในสวนดังกลาวและอาจมีผลในการทําหนาที่ และทําใหโครงสรางของ 
nucleocapsid  protein ที่เปลี่ยนแปลงไป (Rima et al., 1995) 

 
สําหรับการศึกษาในครั้งนี้ เมื่อนําลําดับของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของยีนดัง 

กลาวจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากตัวอยางสมองสุนัขในประเทศไทย (13 ตัวอยาง) มาเปรียบ 
เทียบกับไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain) และสเตรนอื่นๆท่ีรายงานใน GenBank database (Yanaka , 
Ueno , Adachi , Hamamatsu และ 2544/Han95) และสเตรนอางอิง (A75/17) พบวาสามารถแบงออกได
เปน 2 กลุมคือ กลุมท่ีมีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain) จํานวน 2 ตัว
อยาง (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 และ 442) และกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับส
เตรนรุนแรงอื่นๆท่ีรายงานใน GenBank database (Yanaka, Ueno, Adachi, Hamamatsu และ 
2544/Han95) และสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง (A75/17) จํานวน 11 ตัวอยาง (ตัวอยางที่แยกไดจากสมอง
สุนัขเบอร 207, 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) 

 
สําหรับกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน (Onderstepoort strain) เมื่อ ศึกษา

จากประวัติและอาการ  พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 อายุ 3 เดือน และมีประวัติเพ่ิงได
รับการฉีดวัคซีนไมเกิน 1 เดือน กอใหเกิดคําถามหรือขอสันนิษฐานวาไวรัสในวัคซีนเปนตัวกอใหเกิดโรค
ไขหัดสุนัข หรือที่สอดคลองกับรายงาน Post-vaccinal Canine Distemper Encephalitis (Bestetti et al., 
1978 ; Krakowka et al., 1982 ; Cornwell et al., 1988 ) ซ่ึงมักจะพบในลูกสุนัขโดยเฉพาะลูกสุนัขที่มอีายุ
ต่ํากวา 6 เดือน และไดรับการฉีดวัคซีนปองกันโรคชนิดเชื้อเปน โดยอาจเกิดขึ้นไดจากขั้นตอนการผลิต
วัคซีนท่ีมีการทําใหเชื้อไวรัสออนแรงลงไมเพียงพอเปนผลใหมีการติดเชื้อที่ระบประสาทสวนกลาง การ
ฉีดวัคซีนมีผลทําใหเกิดการกระตุนใหเกิดการติดเชื้อแบบไมแสดงอาการ (latent  infection) การเกิดจาก
โรคจากสวนประกอบอื่นๆในวัคซีน หรือสัตวมีความไวตอเชื้อไวรัสสูง เชนในสัตวที่มีภาวะกดภูมิคุมกัน 
(Immunosuppression) โดยจะมีการแสดงอาการทางคลินิกภายใน 1 ถึง 2 อาทิตยหลังจากไดรับวัคซีน 
(Braund, 2003) นอกจากนี้พบการรายงานถึงการศึกษาลําดับกรดอะมิโนของ Measles virus ที่แยกไดใน
ประเทศแอฟริกาใต เปรียบเทียบกับวัคซีนสเตรน (Edmonston wild-type strain) ในสวน C-terminal ของ 
nucleocapsid   protein   gene   พบวามี   3   ตัวอยางที่มีความเหมือนของกรดอะมิโนสูงเมื่อเทียบกับวัคซีน 
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สเตรน (Edmonston wild-type strain) ซึ่งกลาวไดวาผูปวยไดรับการติดเชื้อจากไวรัสวัคซีน (Kreis et al., 
1997) สําหรับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 อายุ 2 เดือน และไมมีประวัติการไดรับการฉีด
วัคซีน แตพบวามีเปอรเซ็นตความเหมือนใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน อาจเปนไปไดวาสุนัขดังกลาวมีการ
สัมผัสกับไวรัสวัคซีนในขณะที่มีภาวะกดภูมิคุมกัน ซึ่งสอดคลองกับการรายงานถึงการติดตอของไวรัส 
ไขหัดสุนัขจากการสัมผัสกับสัตวที่ไดรับวัคซีน โดยพบวามีการติดตอของโรคไขหัดสุนัขในลูกสุนัขท่ียัง
กินนมแมที่เพ่ิงไดรับการกระตุนวัคซีนรวม 5 โรค โดยลูกสุนัขแสดงอาการทางระบบประสาท ใน 18 วัน
หลังจากที่แมสุนัขไดรับการกระตุนวัคซีน เมื่อทําการชันสูตรซากพบวามีรอยโรคที่สมอง และการตรวจ
ทางซีรั่มวิทยาพบวาลูกสุนัขไดรับเชื้อไวรัสจากวัคซีนมากกวาเชื้อจากธรรมชาติ (Braund, 2003) และแม
วาสุนัขท้ังสองตัวไมไดมีการแสดงอาการ และผลการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา และอมิมูโนฮีสโตเคมีใหผล
ลบตอการตรวจที่ระบบประสาท แตพบวาสามารถตรวจพบและเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในสวน
ของ C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ไดโดยวิธี nested RT-PCR ในชิ้นเนื้อจากสมองได 

 
สําหรับกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับสเตรนรุนแรงอื่นๆท่ีรายงานใน GenBank 

database (Yanaka , Ueno , Adachi , Hamamatsu และ 2544/Han95) และสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง 
(A75/17) ไดแกตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207 577 230 034 418 621 400 468 438 443 และ 
466 ซึ่งนาจะกลาวไดวาสุนัขท้ังหมดมีการติดเชื้อไวรัสที่มีการแพรระบาดในธรรมชาติ โดยเมื่อพิจารณา
จาก ประวัติการฉีดวัคซีน พบวามีสุนัขจํานวน 3 ตัวท่ีไดรับการฉีดวัคซีน ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่
เชื้อไวรัสท่ีสุนัขไดรับจากธรรมชาติมีลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของ C-terminal ของ 
nucleocapsid protein gene ซึ่งเปนสวนที่มีความหลากหลายสูงท่ีแตกตางไปจากวัคซีนสเตรน 
(Onderstepoort strain) ทําใหมีผลกระตุนตอระบบภูมิคุมกันของรางกายท่ีอาจแตกตางกัน ซึ่งมีการรายงาน
วาใน Influenza viruses ถามีการเปลี่ยนแปลงแมเพียงเล็กนอยในบริเวณที่มีความหลากหลาย (variable 
domain) จะพบวามีผลในการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันที่แตกตางกันของสตัวท่ีติดเชื้อ Morbillivirus 
อาจมีลักษณะแตกตางเชนกัน (Rima et al., 1995)  การติดเชื้อจากไวรัสที่มีความแตกตางจากวัคซีน 
(variant viruses) แมวาจะสามารถพบ anti-N antibodies สูง แตพบวาการทํางานของระบบ humoral 
immunity ก็ไมใชทางระบบที่ดีที่สุดในการกําจัดเชื้อไวรัส  โดยพบวาความหลากหลายของตัวเชื้อไวรัสจะ
มีผลตอกลไกกระตุนภูมิคุมกันผาน T cell และไวรัสที่มีความหลากหลายนี้จะไปมีผลตอ 
immunodominant epitopes บน T cell cytotoxicity mediated effect ทําใหรางกายไมสามารถกําจัดเซลลท่ี
มีการติดเชื้อไวรัสนี้ออกไปได (Allen and Zinkernagel, 1994) และนอกจากนี้อาจเกิดจากการที่สุนัขไดรับ
เชื้อไวรัสมากอนที่จะฉีดวัคซีนทําใหการทํางานของวัคซีนลมเหลว (Kai et al., 1993) ซึ่งสอดคลองกับการ
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รายงานการแพรระบาดของ Measles virus ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา ในกลุมประชากรที่ไดรับการฉีด
วัคซีนปองกันโรคเปนจํานวน   50%   ของประชากรที่เปนโรค  ในปค.ศ.  1989-1990  จึงมีการศึกษาลําดับ 
นิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของ glycoprotein genes จากเชื้อไวรัสที่แยกไดจากธรรมชาติ (wild-
type measles virus) เปรียบเทียบกับวัคซีนสเตรน (Moraten strain) พบวามีความหลากหลายเกิดขึ้นใน
สวนของ hemagglutinin gene สูงกวาในสวนของ fusion gene (Rota et al., 1992) และจากผลการศึกษาพบ
วามีสุนัขที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนจํานวน 1 ตัว และไมทราบประวัติวัคซีนท่ีแนนอนจํานวน 7 ตัว ซึ่งเปน
ไปไดวาสุนัขดังกลาวติดเชื้อไวรัสจากธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Yoshida และคณะใน
ปค.ศ. 1998 โดยทําการวิเคราะหสวน nucleocapsid protein ที่แยกไดจากไวรัสไขหัดสุนัขในประเทศญี่ปุน 
พบวาสเตรนที่แยกไดจากธรรมชาติ (Yanaka) จะมีรอยละความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนเมื่อเปรียบ
เทียบระหวางสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง (A75/17) สูงกวาวัคซีนสเตรน (Onderstepoort strain) 

 
 จากการจัดกลุมเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากตัวอยางสมองสุนัขในประเทศไทย ที่ขึ้นกับ 
ลาํดับของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของ C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ไมพบ 
วามีความสัมพันธกับความแตกตางของกลุมอาการที่แสดงออก เนื่องจากในกลุมที่มีรอยละความเหมือน
ใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 และ 442) พบวาสุนัขทั้งสองตัว
แสดงอาการที่ระบบทางเดินหายใจรวมกับระบบทางเดินอาหาร และกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียง
กับสเตรนอื่นๆที่รายงานใน GenBank database (ตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207 577 230 034 
418 621 400 468 438 443 และ 466) พบวาสุนัขแสดงอาการที่ระบบประสาทรวมกับระบบ ทางเดิน
หายใจและระบบทางเดินอาหาร 4 ตัว ระบบทางเดินหายใจรวมกับระบบทางเดินอาหาร 4 ตัว ระบบ
ประสาทรวมกับระบบทางเดินอาหาร 1 ตัว ระบบประสาทรวมกับระบบทางเดินหายใจ 1 ตัว และระบบ
ทางเดินหายใจ 1 ตัว ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Yoshida และคณะในปค.ศ. 1998 ที่พบวากลุมของไว
รัสไขหัดสุนัขท่ีแยกไดในประเทศญี่ปุน ไมมีความสัมพันธกับระหวางลําดับของนิวคลีโอไทดที่แยกได
กับความแตกตางทางกลุมอาการที่แสดงออกเชนกัน หลังจากไดรับการติดเชื้อไวรัสการที่สัตวจะแสดง
อาการของระบบตางๆ ขึ้นกับปจจัยหลายอยางท้ังจากตัวสัตวและไวรัสสาเหตุ เชน ชนิดของเซลลหรือ
เนื้อเยื่อเปาหมายในระบบตางๆ    จากการศึกษาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข   พบวามีเซลลเยื่อบุ   ลิมโฟไซท และ 
โมโนไซทหรือแมคโครฝาจ เปนเซลลเปาหมายในการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส โดยพบวาเชื้อไวรัสจะเขา
ไปเพิ่มจํานวนในลิมโฟไซท และแมคโครฝาจกอน จากนั้นเซลลดังกลาวจะเปนตัวพาเชื้อไวรัสเขาสู
เนื้อเยื่อนํ้าเหลืองตางๆ ทางหลอดเลือด และทอนํ้าเหลือง และถารางกายไมสามารถกําจัดเชื้อไวรัสออกไป
ได เชื้อไวรัสจะแพรเขาสูเยื่อบุของระบบตางๆ เชน ระบบทางเดินอาหาร ระบบทางเดินหายใจ ระบบขับ
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ถายปสสาวะ และ/หรือระบบประสาทสวนกลาง ซึ่งจากเหตุการณดังกลาวจะทําใหสัตวแสดงอาการทาง
คลินิกตามมาหลังเกิดการติดเชื้อเฉพาะที่ได (Appel and Summers, 1999) สวนประกอบของตัวเชื้อไวรัส 
หรือผลผลิตของยีนของเชื้อไวรัสมีผลโดยตรงตอเซลลท่ีไดรับการติดเชื้อ เชน hemagglutinin ซึ่งไวรัสใช
จับกับตัวรับบนผิวเซลล  เปนสวนแรกที่เชื้อไวรัสใชในการสัมผัสกับเซลล เปนสวนที่มีการแสดงออกบน
ผิวเซลลที่มีการติดเชื้อ และเปนเปาหมายของการตอบสนองทางภูมิคุมกัน พบวาสวนนี้เปนสวนที่มีความ
หลากหลายสูง อาจเปนผลทําใหเชื้อไวรัสสามารถรอดพนจากการกําจัดของระบบภูมิคุมกันของรางกาย 
และสามารถเขาไปเพิ่มจํานวนในเซลลได สําหรับสวน nucleocapsid protein เปนสวนท่ีเกี่ยวของกับ viral 
transcription และ viral replication และมีผลตอการประกอบตัวของเชื้อไวรัส ซึ่งมีผลตอหนาที่ของเซลล
ปกติ สวน phosphoprotein และ polymerase protein เปนสวนของ viral nucleocapsid และเกี่ยวของกับการ
สังเคราะห RNA ของไวรัส โดยทําหนาที่เปนเอนไซม polymerase เปนตน ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนควบคุมการสรางตางๆ อาจมีผลตอโปรตีนนั้นๆ ทั้งโครงสรางและหนาที่ เปน
ผลใหมีการเพิ่มจํานวนของไวรัสในรางกายสัตวที่ไดรับการติดเชื้อ และการแสดงออกของโรคได โดย
ลักษณะกลไกการกอโรคของไวรัส ไมไดมีผลมาจากยีนใดยีนหนึ่ง หรือองคประกอบใดองคประกอบ
หนึ่งของไวรัส ทําใหความรุนแรงของไวรัสขึ้นกับหลายๆยีนประกอบกัน นอกจากนี้ตัวสัตวที่ไดรับเชื้อไว
รัสเอง อาจเปนผลใหเกิดการแสดงของโรคได เชนสัตวท่ีมีความไวตอเชื้อไวรัสสูง เชนในรายที่มีภาวะกด
ภูมคิุมกัน (Appel, 1987) และนอกจากการแสดงอาการหรือรอยโรคจะเปนผลจากการเพิ่มจํานวนของไว
รัสแลว ยังอาจเปนผลมาจากการตอบสนองทางภูมิคุมกันของสัตว ที่อาจเปนสาเหตุใหเกิดรอยโรคการ
อักเสบของระบบตางๆ ทําใหสัตวแสดงอาการที่ระบบนั้นๆ ออกมาได เชน การตอบสนองของ 
nonspecific immunity การผลิต IFN การทํางานของ NK cells และ macrophage ซ่ึงการทํางานของแมค
โครฝาจ อาจทําใหเกิดการอักเสบมากขึ้น จากการหลั่ง Inflammatory cytokines หรือ mediator เชน 
Interleukin I , Phostaglandin E (Vandevelde et al., 1995) เปนผลทําใหเกิดรอยโรคการอักเสบที่รุนแรง
ขึ้น และแสดงอาการตามมาได เชน การหลั่ง cytotoxic enzymes จากแมคโครฝาจ หรือ astroglial cells ท่ี
ติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในระบบประสาทสวนกลาง เปนผลทําใหเกิด demyelination สําหรับการตอบ
สนองของ humoral immunity และ cellular immunity พบวาการทํางานของแอนติบอดี้จะสามารถปองกัน
การติดเชื้อจากไวรัสทําใหสัตวหายปวย และอาจเปนผลทําใหเกิด persistent infection ได โดยที่ระบบ
ภูมิคุมกันจะไมสามารถควบคุมและทําลายการติดเชื้อไวรัสได ถามีไวรัสแอนติเจนปรากฎบนผิวเซลลใน
จํานวนนอย โดยเฉพาะ hemagglutinin และ fusion protein ของเซลลประสาทที่มีการติดเชื้อ และเชื้อไวรัส
ไมมีการขับตัวออกมาโดยการ budding ถามีการเปลี่ยนแปลงการเพิ่มจํานวนของไวรัสนอกเหนือไปจากนี้ 
จะพบวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันจะกลายเปนเหนี่ยวนําใหเกิดการทําลายเนื้อเยื่อสมองได 
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สําหรับการตรวจยืนยันผลดวยวิธี Immunohistochemistry พบวาสามารถแบงตัวอยางออกไดเปน 
2 กลุมคือ กลุมที่ใหผลลบตอการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข และกลุมที่ใหผลบวกตอการ
ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากชิ้นเนื้อที่ระบบประสาท และ/หรือระบบทางเดินหายใจ  
โดยพบวาตัวอยางจากชิ้นเนื้อท้ังสองระบบสามารถตรวจพบ และเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัสไดโดยวิธี 
nested RT-PCR  ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาของ Tiwananthakorn และคณะ (2000) สําหรับวิธี nested 
RT-PCR  ไดมีการรายงานวาเปนวิธีที่มีความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) และความ รวดเร็ว
ในการตรวจสูง (Shin et al., 1995 ; Frisk et al., 1999 ; Tiwananthakorn et al., 2000 ; Kim et al., 2001) 
อยางไรก็ตามความไวของการตรวจตัวอยางดวยวิธีน้ีจะขึ้นอยูกับการเลือก primers ในตําแหนงตางๆของ
ยีน (Frisk et al., 1999) สําหรับการที่ไมสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขดวยตรวจวิธี 
Immunohistochemistry เนื่องจากวิธีดังกลาวอาจใหผลลบลวงได โดยเฉพาะในรายที่เปนโรคแบบกึ่งเฉียบ
พลันหรือแบบเรื้อรัง (Appel, 1987 ; Shin et al., 1995) เมื่อเปรียบเทียบผลของการตรวจยืนยันผลดวยวิธี 
Immunohistochemistry กับผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน พบวาในกลุมท่ีใหผลบวกตอ
การตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข     จากชิ้นเนื้อท่ีระบบประสาทสวนกลาง และระบบทาง
เดินหายใจ (ตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 400 466 577 443 418 034 และ 468) จากผลดังกลาว
สอดคลองกับกลไกการกระจายตัวของไวรัสไขหัดสุนัข ท่ีเปนสเตรนที่กอโรครุนแรง (virulent strain) 
โดยเม่ือเขาสูระบบประสาทสวนกลางจะพบเชื้อไวรัสในลิมโฟซัยท ในชองวางรอบหลอดเลือด 
(perivascular spaces) ของระบบประสาทสวนกลาง 10 วันหลังการติดเชื้อ และยังสามารถพบวาไวรัส
สามารถเขาสูสมอง โดยผานทางน้ําไขสันหลังจากการนําของเซลลในระบบภูมิคุมกันที่ไดรับการติดเชื้อ 
จากนั้นจึงเกิดรอยโรคที่สมองตามมาได (Vandevelde et al., 1995) สําหรับกลุมที่ใหผลลบตอการตรวจหา
แอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข สามารถแบงออกไดเปนกลุมท่ีใหผลลบตอการตรวจหาแอนติเจนทั้ง
ระบบประสาทสวนกลาง และระบบทางเดินหายใจ (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207 และ 171) 
กลุมที่ใหผลลบตอการตรวจหาแอนติเจนทั้งระบบประสาทสวนกลางเพียงอยางเดียว (ตัวอยางที่แยกได
จากสมองสุนัขเบอร 438 และ 621) โดยพบวามีตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขสุนัขเบอร 207 438 และ 
621 ซึ่งจัดวาอยูในกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับสเตรนรุนแรงอื่นๆที่รายงานใน GenBank 
database  และสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง ซึ่งสอดคลองกับการแสดงออกของไวรัสในสวนตางๆบนผิว
เซลลของระบบประสาทที่จํากัด การแพรกระจายของเชื้อไวรัสท่ีกอใหเกิดโรคท่ัวไป พบวาเมื่อมีการ
เคลื่อนตัวเขาสูระบบประสาทสวนกลาง แลวจะใชเวลานานกวาที่จะมีการปรากฏรอยโรคบนสมอง นอก
จากนี้ยังพบการจํากัดของการแสดงออกของแอนติเจนบางชนิด เชน hemagglutinin และ fusion protein 
บนผิวเซลลในระบบประสาท (Vandevelde et al., 1995) และการแสดงอาการทางระบบประสาท อาจพบ
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ไดในระยะทายของอาการที่ปรากฏ แตทําการเก็บตัวอยางกอนการแสดงอาการชัดเจน ดังนั้นจึงทําใหไม
สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสไดดวยวิธี Immunohistchemistry  หรืออาจเกิดไดจากการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของรางกาย เชนในกรณีที่แอนติบอดี้เขาจับกับแอนติเจน ทําใหเกิดการบดบังตัวแอนติเจนทําให
การตรวจดวยวิธีนี้ไมไดผล 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้ เปนการศึกษาแรกที่รายงานลําดับของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนใน

สวนของ C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขท่ีแยกไดในประเทศไทย จาก
ผลการศึกษาพบวาลําดับของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่ไดแบงออกไดเปน 2 กลุมคือ กลุมที่มีรอยละ
ความใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน   (Onderstepoort strain)   สูง   และกลุมท่ีมีรอยละความใกลเคียงกับวัคซีน 
สเตรน   (Onderstepoort strain) ต่ํา    โดยในกลุมที่มีรอยละความใกลเคียงกับวัคซีนสเตรนต่ํา จะมีรอยละ
ความใกลเคียงกับลําดับของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่แยกได และมีการรายงานในสวนอ่ืนๆของ
โลก (ประเทศญี่ปุน   และประเทศเยอรมัน)    และไวรัสอางอิงชนิดรุนแรง    นอกจากนี้ยังพบวาลําดับของ 
นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนท่ีแตกตางกันในทั้ง 2 กลุม ไมพบวามีความสัมพันธกับประวัติวัคซีน อาการ
ท่ีแสดงออกทางระบบตางๆ และการปรากฎของแอนติเจน 
 
ขอเสนอแนะ 
 
 จากผลการศึกษาในครั้งนี้ เปนการศึกษาใหทราบถึงลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน ในสวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากเนื้อเยื่อสมองของสุนัข
ในประเทศไทยเทานั้น สําหรับการศึกษาในครั้งตอไปควรมีการศึกษาถึงลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิ
โนของยีนในสวนอ่ืนๆ เพื่อจะไดทราบถึงลักษณะของเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศไทยเพิ่มมากขึ้น 
 
 จากการศึกษาในครั้งนี้ไดเลือกใช reverse primer ในสวนของ outer primer มาเปนตัวเริ่มตนใน
การเปลี่ยน RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขมาเปน cDNA ซึ่งผลจากการใช primer ดังกลาวจะใหผลที่จํากัดตอ
สวนของ nucleocapsid protein gene เทานั้น ดังนั้นเพื่อประโยชนในการเก็บ cDNA ใหไดครอบคลุมใน
สวนตางๆ ของตัวเชื้อไวรัสดังกลาวทั้งหมด ควรเลือกใช random hexamers primer ซึ่งเปน primer ท่ี
สามารถเขาไปจับกับหลายๆ ตําแหนงบน genomic RNA ของเชื้อไวรัส และเมื่อตองการที่จะศึกษายีนใน
สวนใดของไวรัส จึงคอยเลือก gene-specific primer เพื่อเพ่ิมจํานวนยีนในสวนที่ตองการตอไปได 
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 สําหรับเอนไซมที่ใชในขั้นตอนการทํา PCR นี้เปน Taq polymerase ซ่ึงมีรายงานถึงความผิด
พลาดที่อาจจะเกิดขึ้นไดจากการที่ไมมี proof reading เชน 2.0 x 10-5 errors/bp (Lundberg et al., 1991) 
หรือ 1.1 x 10-4 errors/bp (Barnes, 1992) เปนตน ซ่ึงความผิดพลาดดังกลาวจะไปมีผลตอการอานลําดับ
ของนิวคลีโอไทด ดังนั้นในการศึกษาครั้งตอไปอาจมีการทําการศึกษาเปรียบเทียบรวมกับเอนไซมชนิด
อ่ืนๆ เชน เอนไซม Pfu จาก Pyrococcus furiosus ซ่ึงมีรายงานความผิดพลาดที่ 1.6 x 10-6 errors/bp 
(Lundberg et al., 1991), เอนไซม Klen Taq จาก Thermus aquaticus (N-terminal deletion mutant) มีราย
งานความผิดพลาดที่ 5.1 x 10-5 errors/bp (Barnes, 1992) หรือ เอนไซม Vent จาก Thermococcus litoralis 
เปนตน ซึ่งเอนไซมตางๆ เหลานี้จะมี 3’ – 5’ exonuclease (proof reading) activity โดยใชเพื่อเปนการยืน
ยันผลของการทํางานของ Taq polymerase และเพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดที่ถูกตอง 
  
 และการศึกษาในครั้งนี้ไดทําการหาลําดับของนิวคลีโอไทดของไวรัสไขหัดสุนัข จากตัวอยาง
เนื้อเยื่อสมองโดยตรง ซ่ึงตัวอยางชิ้นเนื้อนั้นอาจจะมีเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขอยูรวมกันหลากหลายชนิด 
(quasispecies) และอาจจะไปมีผลตอการอานลําดับนิวคลีโอไทดที่ผดิพลาดได ดังนั้นในการศึกษาอาจจะ
มีการเพิ่มการทดลองอื่นๆเชน การศึกษา RNA จากไวรัสที่ผานการ Plaque purification เพื่อใหไดเชื้อไว
รัสที่มีเพียงชนิดเดียว สําหรับวิธีการหลังจะมีขอจํากัดในเรื่องเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชแยกเชื้อไวรัส เนื่องจาก
ไวรัสแตละตัวอาจมีขอจํากัดในการเพิ่มจํานวนไดบนเซลลเพาะเลี้ยงแตละชนิดแตกตางกัน เชน ไวรัสท่ี
เปน non-virulent strain มักจะผานการทําใหออนแรงลงในเซลลเพาะเลี้ยงมากอนแลว จึงปรับตัวสามารถ
เติบโตไดดีบนเซลลเพาะเลี้ยง สําหรับไวรัสที่เปน virulent strain ที่แยกไดจากการติดเชื้อในธรรมชาติ อาจ
สามารถเติบโตไดบนเซลลเพาะเลี้ยงไดนอยกวา 
 
 สําหรับการศึกษาถึงความสัมพันธระหวางความแตกตางของเชื้อไวรัส กับประวัติและอาการที่
แสดงออก ควรมีการควบคุมการออกแบบการเก็บตัวอยางที่จําเพาะมากกวานี้สําหรับในการศึกษาครั้งตอ
ไป 
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ภาคผนวก 
 

การเตรียม Phosphate buffer saline (PBS) 
 
 NaCl  8   กรัม 
 
 KCl  0.20 กรัม 
 
 KH2PO4  0.20 กรัม 
 
 Na2HPO4 1.15 กรัม   
 
 เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม 10x Tris-borate EDTA buffer (TBE) 
  
 Tris base 10.8 กรัม 
 
 Boric acid 5.5 กรัม 
 
 Na2EDTA 9.3 กรัม 
 
 เติม sterile water จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม 1x TBE 
 
 นํา 10X TBE 100 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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การเตรียม 2% Agarose gel 
  

ช่ัง Agarose 2 กรัม ละลายใน 1X TB ใหมีปริมาตรทั้งหมด 100 มิลลิลิตร 
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สารเคมีและแหลงที่มา 
 
สารเคมี แหลง 
EDTA Sigma, Germany 
Tris base Amersham, USA 
Agarose Gibco BRL, USA 
Boric acid Merck, Germany 
Ethidium bromide Sigma, Germany 
Avidin-Biotin peroxidase complex solution (ABC kit) DAKO A/S, Denmark 
DAB Sigma, St. Louis, USA 
QIAamp® viral RNA Mini Kit QIAGEN, USA 
Oligonucleotide primers Bio Basic Inc., Canada 
QIAGEN® One Step RT-PCR Kit QIAGEN, USA 
100 bp DNA ladder Gibco BRL, Gaitherberg 
QIAquick PCR purification Kit QIAGEN, USA 
Sequence ABI 310 Kit Perkin-Elmer, Boston, USA 
Bovine Serum Albumin (BSA)  Fluka, Switzerland 
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เครื่องมือ 
 
Bubble plastic rack, Scienceware, USA 
Refrigerated Universal Centrifuge, Hermle Labortechnik, Germany 
Mini-Centrifuge, Quick spin, LABNET, USA 
Vortex mixer, Genie-2TM, Sciencetific Industries, USA 
Freezer –200 C, Sanyo, Japan 
Freezer –700 C, Forma Scientific, USA 
Horizontal midi-gel systems, C.B.S. Scientific, USA 
Power supplies, C.B.S. Scientific, USA 
Microcentrifuge tube 1.5 ml, Axygen, USA 
Microcentrifuge tube 0.5 ml, Elkay, USA 
Microcentrifuge tube 0.2 ml, Axygen, USA 
Pipette tips 0.5-10 ul, Axygen, USA 
Filter pipette tips 200 ul, Axygen, USA 
Filter pipette tips 200-1000  ul, Axygen, USA 
Thermal cycler 9600/Perkin-Elmer, Cetus, USA 
Timer, Citizen, Japan 
Dyna Chill Portable Cooler, LABNET, USA 
Refrigerator, Mitsubishi Electric, Japan 
Water bath, Bosstech, England 
UV-visible recording spectrophotometer, UV-160A, Shimadzu, Japan 
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ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene จากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขท่ีแยกได
จากตัวอยางสมองสุนัขในประเทศไทย 
 
LOCUS       AY241580    335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 468/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241580 
VERSION     AY241580.1  GI:29653027 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="468/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88254.1" 
                     /db_xref="GI:29653028" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      117 a     82 c     68 g     68 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ctccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaataccct atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttccaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccagactatt caagatgatg gaaatgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca accagggacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agggagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241581           335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 621/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241581 
VERSION     AY241581.1  GI:29653029 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="621/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88255.1" 
                     /db_xref="GI:29653030" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      116 a     83 c     67 g     69 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaataccct atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttcctggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac tcagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241579             335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 418/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241579 
VERSION     AY241579.1  GI:29653025 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="418/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88253.1" 
                     /db_xref="GI:29653026" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      116 a     83 c     67 g     69 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaataccct atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttcctggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac tcagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241578             335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 400/2001 from Thailand 
nucleocapsidprotein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241578 
VERSION     AY241578.1  GI:29653023 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="400/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88252.1" 
                     /db_xref="GI:29653024" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
SGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      117 a     85 c     67 g     66 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaataccct atccacttca 
      121 atgatgaacg gttttcaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgacac ccagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg ctcactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241577             335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 230/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241577 
VERSION     AY241577.1  GI:29653021 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="230/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88251.1" 
                     /db_xref="GI:29653022" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      118 a     85 c     66 g     66 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaatacccc atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttccaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctggaacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241576            335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 207/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241576 
VERSION     AY241576.1  GI:29653019 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="207/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88250.1" 
                     /db_xref="GI:29653020" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      118 a     85 c     66 g     66 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaatacccc atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttccaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctggaacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
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LOCUS       AY241575           335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 438/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241575 
VERSION     AY241575.1  GI:29653017 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="438/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88249.1" 
                     /db_xref="GI:29653018" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFSDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      118 a     87 c     67 g     63 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact ttcctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaatacccc atccacttca 
      121 gtgatgaacg gtttccaggg tataccccag atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccaaaccatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctacaatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241574             335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 034/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241574 
VERSION     AY241574.1  GI:29653015 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="034/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88248.1" 
                     /db_xref="GI:29653016" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      118 a     85 c     66 g     66 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaatacccc atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttccaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctggaacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241573             335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 577/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241573 
VERSION     AY241573.1  GI:29653013 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="577/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88247.1" 
                     /db_xref="GI:29653014" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVTNQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFNDERF 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQTIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEESSP 
                     VYNDRELLN" 
BASE COUNT      118 a     85 c     66 g     66 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga caaatacccc atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttccaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctggaacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY241572             335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 442/2001 from Thailand 
nucleocapsid protein (N) gene, partial cds. 
ACCESSION   AY241572 
VERSION     AY241572.1  GI:29653011 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama 
            4, Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="442/2001" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
                     /country="Thailand" 
     gene            <1..>335 
                     /gene="N" 
     CDS             <1..>335 
                     /gene="N" 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88246.1" 
                     /db_xref="GI:29653012" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVANQQPPTITKRSENQGGDLYPIHFSDERL 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQIIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEDNSP 
                     VYNDKELLN" 
BASE COUNT      110 a     82 c     71 g     72 t 
ORIGIN       
        1 ctaagcaatc ccaaatcact tttctgcact cggaaagatc cgaagtcgct aatcaacaac 
       61 cccctaccat caccaagagg tccgagaacc agggaggaga cctgtacccc attcacttca 
      121 gtgacgaaag gcttccaggg tataccccag atgtcaacag ttctgaatgg agtgagtcac 
      181 gctatgacac ccaaattatc caagatgatg gaaatgacga tgatcggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgaggatg cttactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagata 
      301 attctcctgt ttataatgat aaagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       AY238607             335 bp    RNA     linear   VRL 09-APR-2003 
DEFINITION  Canine distemper virus isolate 171 nucleocapsid protein gene, 
            partial cds. 
ACCESSION   AY238607 
VERSION     AY238607.1  GI:29650294 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (18-FEB-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama4, 
            Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /mol_type="genomic RNA" 
                     /isolate="171" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
     CDS             <1..>335 
                     /codon_start=3 
                     /product="nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="AAO88059.1" 
                     /db_xref="GI:29650295" 
                     
/translation="KQSQITFLHSERSEVANQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFSDERL 
                     
PGYTPDVNSSEWSESRYDTQIIQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEDNSP 
                     VYNDKELLN" 
BASE COUNT      115 a     82 c     70 g     68 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc ccaaatcact tttctgcact cggaaagatc cgaagtcgcc aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg tccgaaaacc agggaggaga caaatacccc attcacttca 
      121 gtgacgaaag gcttccaggg tataccccag atgtcaacag ttctgaatgg agtgagtcac 
      181 gctatgacac ccaaattatc caagatgatg gaaatgacga tgatcggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgaggatg cttactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagata 
      301 attctcctgt ttataatgat aaggagctac tcaat 
// 
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LOCUS       bankit529600 (AY278994)           335 bp    RNA     linear   
VRL 17-APR-2003 

DEFINITION  Canine distemper virus N gene , Thai isolate 466/2001 
ACCESSION   bankit529600(AY278994) 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (17-APR-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama4, 
            Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /db_xref="taxon:11232" 
            /map=”nucleocapsid” 
BASE COUNT      115 a     85 c     67 g     68 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ctcctaccat caacaagagg tccgaaaacc aaggaggaga ccaataccct atccacttca 
      121 atgatgaacg gcttccaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccagactatt caagatgatg gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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LOCUS       bankit529602(AY278995)            335 bp    RNA     linear   
VRL 17-APR-2003 

DEFINITION  Canine distemper virus N gene , Thai isolate 443/2001 
ACCESSION   bankit529602(AY278995) 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Canine distemper virus 
  ORGANISM  Canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Canine Distemper Virus in Thailand 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 335) 
  AUTHORS   Keawcharoen,J., Theamboonlers,A., Jantaradsamee,P., 
Rungsipipat,A., 
            Oraveerakul,K. and Poovorawan,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (17-APR-2003) Pediatric, Chulalongkorn University, 
Rama4, 
            Bangkok 10330, Thailand 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..335 
                     /organism="Canine distemper virus" 
                     /virion 
                     /db_xref="taxon:11232" 
            /map=”nucleocapsid” 
BASE COUNT      118 a     86 c     66 g     65 t 
ORIGIN       
        1 ccaagcaatc tcaaatcact tttctgcact cagaaagatc cgaagtcact aatcaacaac 
       61 ccccaaccat caacaagagg cccgaaaacc aaggaggaga caaatacccc atccacttca 
      121 atgatgaacg gtttccaggg tacacccctg atgtcaacag ctccgaatgg agtgaatcac 
      181 gctatgatac ccagactatt caagatgata gaaacgacga tgaccggaaa tcgatggaag 
      241 caatcgccaa gatgagaatg cttactaaga tgctcagtca acctgggacc agtgaagaga 
      301 gttctcctgt ctataatgat agagagctac tcaat 
// 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

  นางสาวจุฑาทิพย  เขียวเจริญ เกิดวันที่ 6 กุมภาพันธ พ.ศ.2522 ท่ีโรงพยาบาล จุฬาลง
กรณ จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอระดับ วิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต หลักสูตรพยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ มหาวิทยาลัย
เม่ือ พ.ศ.2544  
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