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(Onderstepoort strain) และสเตรนอื่นๆ ที่รายงานใน GeneBank database (Yanaka, Ueno, Adashi,  
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กับไวรัสวัคซีน จํานวน 2 ตัวอยาง ที่ 99.10% และ 97.61% ตามลําดับ และกลุมท่ีมีเปอรเซ็นตความเหมือน
ใกลเคียงกับสเตรนอื่นๆ และสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง จํานวน 11 ตัวอยาง ท่ี 94.63-99.10% สําหรับลําดับ
ของกรดอะมิโนที่อนุมานจากลําดับนิวคลีโอไทด สามารถแบงไดเปน 2 กลุม ที่สอดคลองกันกับกลุมที่
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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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8 แสดง Phylogenetic relationship ของลําดับนิวคลีโอไทด nucleocapsid protein ………......40 
         gene ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain) และ 
         สเตรนอื่นๆ ที่รายงานใน GeneBank database (Yanaka, Ueno, Hamamatsu, 2544/Han95 
         และ A75/17) เปรียบเทียบกับ Measles virus และ Mump virus โดยโปรแกรม Clustal X 

 

 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Canine Distemper Virus : CDV) โรคไขหัดสุนัข 
เปนโรคติดตอรายแรงที่สําคัญโรคหนึ่งในสุนัข และตระกูลสัตวกินเนื้อ  (carnivore) อื่นๆ (Appel,1987) 
ไวรัสไขหัดสุนัขเปน single stranded RNA, nonsegmented และ negative sense RNA virus  จัดอยูใน
ตระกูล Paramyxoviridae สกุล Morbillivirus มีความสัมพันธกับ measles virus (MV), rinderpest virus 
(RPV), peste des petits ruminants virus (PPRV) และ phocid distemper virus (PDV)    ซึ่งกอใหเกิด
โรคติดตอรายแรงในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมชนิดอ่ืนๆ โดยสัตวที่ไดรับเชื้อและเปนโรคจะแสดงอาการทาง
ระบบทางเดินหายใจ และระบบทางเดินอาหาร ท่ีผิวหนังพบตุมหนองหรือผดผื่นเกิดขึ้นมากที่ผิวหนัง
หนาทอง นอกจากนี้สัตวปวยบางตัวยังสามารถพบอาการทางระบบประสาท (Appel, 1987) การรักษา
โดยท่ัวไปในสัตวท่ีรับการติดเชื้อเปนการรักษาตามอาการ สําหรับการควบคุมและปองกันโรคทําได
โดยการฉีดวัคซีน ซึ่งมีการรายงานวาเริ่มมีการนํา Attenuated CDV vaccine มาใชตั้งแตปค.ศ.1950 ซึ่ง
ไดผลในการควบคุมท่ีดี แตตอมาพบวาเริ่มมีการแพรระบาดของเชื้อไวรัสในกลุมประชากรสุนัขที่ไดรบั
วัคซีนมากขึ้นในหลายประเทศ เชน ประเทศแถบยุโรป (Blixenkrone-Möller et al., 1993) รวมทั้งในเอ
เชีย เชน ประเทศญี่ปุน (Kai et al., 1993 ; Shin et al., 1995 ; Gemma et al., 1996)  ซึ่งสอดคลองกับการ
แพรระบาดของโรคหัดในเด็กที่ไดรับวัคซีน (Rota et al., 1992) 

 
โรคไขหัดสุนัขนอกจากจะพบการแพรระบาดในประชากรสุนัขแลว ยังพบการรายงานถึงการ 

แพรระบาดของโรคไขหัดสุนัขในสัตวอ่ืนๆ มีผลทําใหมีสัตวปวยและตายเปนจํานวนมาก เชน แมวน้ํา 
สิงโต เสือ จากัวร แรคคูน มิ้งค ไฮยีนา เปนตน จากปญหาดังกลาวไดมีการตั้งสมมติฐานวานาจะมีความ 
เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของตัวเชื้อไวรัสที่พัฒนาปรับตัว จึงทําใหสัตวอ่ืนสามารถติดเชื้อและกอ
ให เกิดโรคได ทําใหมีผูใหความสนใจในการศึกษาถึงระดับโครงสรางยีโนมของไวรัส โดยมีสมมติฐาน
วา ถาเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเชื้อไวรัสก็จะกอใหเกิดความหลากหลายในกลุมไวรัสในธรรมชาติที่
แตกตางไปจากไวรัสวัคซีน ทําใหการฉีดวัคซีนปองกันโรคในสุนัขไมไดผลในการปองกันโรค ทําใหมี
ผูทําการศึกษาถึงความแตกตางระหวางไวรัสท่ีกอโรคทางธรรมชาติ และไวรัสวัคซีนจากในประเทศ
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ตางๆ โดยนําเชื้อไวรัสที่แยกไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดพบวามีความแตกตางกัน
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 มีการตั้งขอสังเกตุจากสัตวแพทยจากโรงพยาบาลสัตว และคลินิกวามี
การแพรระบาดของไวรัสไขหัดสุนัขในสุนัขท่ีไมไดรับวัคซีนเปนจํานวนมากเชนกัน และแมจะมีการ
ปองกันโดยการฉีดวัคซีนก็ยังพบวาสุนัขยังสามารถติดเชื้อและเปนโรคไขหัดสุนัขไดอีก โดยพบวามี
รายงานการวิจยัในดานระบาดวิทยา (epidemiology) ซีรั่มวิทยา (serology) และจุลพยาธิวิทยา 
(histopathology) ในญี่ปุน (Gemma et al., 1996) พบวาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขสเตรนใหมๆ จะมีการ
เปลี่ยนแปลง antigenicies และ/หรือ pathogenicities ใหตางไปจากสเตรนเดิม (Yoshida et al., 1998) ซึ่ง
อาจเปนไปไดวา ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตัวเชื้อไวรัสเปลี่ยนแปลงไปทําใหมีอวัยวะเปา 
หมายแตกตางกัน จึงทําใหสัตวแสดงอาการของโรคที่แตกตางกัน อีกทั้งในประเทศไทยยังไมมีผูที่ทํา
การศึกษาวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทด เพื่อหาความแตกตางระหวางเชื้อไวรัสที่แยกไดจากธรรม
ชาติและไวรัสวัคซีน จึงมีแนวคิดวานาจะมีการทําการศึกษาโดยเลือกสวนของนิวคลีโอแคปซิดโปรตีน
ยีนมาทําการศึกษา    เนื่องจากเปนสวนสําคัญที่มีการเปรียบเทียบขอมูลพันธุกรรมกันมากเปนสวน
สําคัญทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของไวรัส และโครงสรางของยีนสวนนี้มีสวนที่มีความหลากหลาย 
(variable region) อยูระหวางสวนที่มีความอนุรักษสูง (conserved region) จึงเปนเปาหมายท่ีนาสนใจใน
การศึกษา และนําวิธี Reverse transcriptase polymerase chian reaction (RT-PCR) มาเพ่ิมจาํนวนเชื้อไว
รัส ซึ่งเปนเทคนิคมีความไวในการชันสูตรโรคสูง จากนั้นนําไวรัสท่ีแยกไดไปทําการวิเคราะหหาลําดับ
นิวคลีโอไทดตอไป 

 
งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค        เพื่อศึกษาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของนิวคลีโอ 

แคปซิดโปรตีนยีนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขท่ีพบในธรรมชาติในประเทศไทย ที่แสดงอาการเดนใน
ระบบตางๆ ที่แตกตางกัน และเปรียบเทียบกับสายพันธุวัคซีน และสายพันธุที่พบในตางประเทศ 
 
 
 
 



บทที่2 
Soodkhet Imlao 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
แนวคิดและทฤษฎี 
 
 โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (canine distemper virus) ทําใหเกิดอาการทาง
ระบบ ตางๆ เชน ระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร และระบบประสาทสวนกลาง โดยสัตว
ปวยอาจตาย ดวยสาเหตุของเชื้อไวรัสเองหรือจากภาวะติดเชื้อแทรกซอน ปจจุบันการควบคุมและปอง
กันโรคโดยใช attenuated vaccine ในสุนัขที่มีอายุ 8 สัปดาห แตยังพบวามีสุนัขที่ไดรับการฉีดวัคซีน
แลวยังคงเกิดเปนโรคไขหัดสุนัขไดอีก ซึ่งพบการรายงานไดทั้งในตางประเทศและในประเทศไทย การ
แพรระบาดของโรคไขหัดสุนัขยังพบไดในสัตวชนิดอื่นๆอีก เชน สุนัขจิ้งจอก แรคคูน หมีแพนดา มิ้งค 
เฟอเรท เสือ สิงโต และแมวน้ํา เปนตน ทั้งนี้การแพรระบาดของไวรัสในสุนัขท่ีไดรับวัคซีน และการ
ปรับตัวของไวรัสในการกอโรคในสัตวชนิดตางๆไดนั้น  มีผูอธิบายและสันนิษฐานวาอาจมีสาเหตุจาก
ความหลากหลายของหนวยพันธุกรรมในระดับนิวคลีโอไทดของเชื้อไวรัส ซึ่งมีการ ศึกษาในตาง
ประเทศ ถึงลําดับนิวคลีโอไทดชนิดตางๆท่ีแยกไดจากสัตวที่ติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากธรรมชาติและ
จากวัคซีนดวยเชนกัน ในการศึกษาครั้งนี้ไดนําเสนอการวิเคราะหหาลําดับของนิวคลีโอไทดชนิดนิวคลี
โอแคปซิดโปรตีนยีน เปรียบเทียบระหวางเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่พบในธรรมชาติกับสายพันธุวัคซีน  
และเปรียบเทียบกับขอมูลรายงานที่มีของสายพันธุตางประเทศ โดยทําการเลือกเชื้อไวรัสในประเทศ
และพิสูจนการติดเชื้อไวรัสดงักลาวจากชิ้นเนื้อตัวอยาง และนํามาเพิ่มจํานวนดวยวิธี Reverse  
Transcriptase  Polymerase  Chain  Reaction  (RT-PCR)   จากนั้นนําไปวิเคราะหหาลําดับของ 
นิวคลีโอไทดตอไป  ซ่ึงจะไดผลขอมูลที่ไดไปเปนพื้นฐานเพื่อใชในงานวิจัยอ่ืนๆตอไป 
 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
 โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Canine Distemper Virus) เปน single stranded 
RNA, nonsegmented, negative sense RNA virus อยูในตระกูล Paramyxoviridae สกุล Morbillivirus มี
ความสัมพันธกับ measles virus (MV), rinderpest virus (RPV), peste des petits ruminants virus 
(PPRV) และ phocid distemper virus(PDV) มีรูปรางแบบ spherical บางครั้งเปน filament เสนผาศูนย
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กลาง 100-700 nm โรคไขหัดสุนัขเปนโรคติดตอรายแรงที่สําคัญโรคหนึ่งในสุนัขและตระกูลสัตวกิน
เนื้อ (carnivore)  อ่ืนๆ  (Appel, 1987)   โดยความรุนแรงในการเกิดโรคจะขึ้นกับชนิดของสัตวที่ไดรับ
เชื้อ  และอัตราการตายในชวงที่มีการระบาดของโรคในสุนัขจะมีมากกวารอยละ 80 สุนัขท่ีไดรับเชื้อไว
รัสจะแสดงอาการปวยท่ีระบบตางๆของรางกาย (Appel, 1987)   สําหรับการควบคุมและปองกันโรคใน
ปจจุบันไดมีการผลิตวัคซีนเชื้อเปนชนิด Attenuated live vaccine มาใชปองกันโรคไขหัดสุนัข เชน 
Ondersterpoort strain, Rockborn strain และ   Lederle strain   เปนตน   (Harder and Osterhaus, 1997)   
แตเปนที่นาสังเกตุวายังคงพบการ ระบาดของโรคในลูกสุนัขและสุนัขที่ไดรับการฉีดวัคซีนเพิ่มมากขึ้น 
โดยมีรายงานในประเทศแถบยุโรป (Blixenkron-Möller et al., 1993) ในประเทศญี่ปุน (Gemma et al., 
1996) และในอีกหลายประเทศทั่วโลก พบวาโดยทั่วไปเชื้อไวรัสชนิดที่เปน attennuated virus สามารถ
เพ่ิมจํานวนไดในเซลลเยื่อบุในอวัยวะตางๆได แตไมสามารถพบไดในเซลลของระบบประสาท ในขณะ
ท่ี virulent virus นอกจากจะสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลเยื่อบุ และแมคโครฝาจ ยังสามารถเพิ่มจํานวน
ไดในเซลลที่ระบบประสาท สําหรับความลมเหลวในการทํางานของวัคซีนอาจมาจากการที่ภูมิคุมกันที่
ไดรับจากแมรบกวนเชื้อไวรัสในวัคซีน   การไดรับเชื้อไวรัสกอนไดรับวัคซีนหรือจากการเปลี่ยนแปลง
ของตัวเชื้อไวรัสเอง (antigenic change)   ทําใหวัคซีนท่ีใชไมไดผล (Kai et al., 1993) โดยการเปลี่ยน
แปลงตัวเชื้อไวรัสทําใหการควบคุมโรคดวยวัคซีนไมไดผลนั้นยังสามารถพบไดในโรคติดเชื้อไวรัส
อ่ืนๆอีก เชน โรคปากและเทาเปอย (Foot and mouth disease ) มีการทําการศึกษาการแพรระบาดของ
โรคในระยะยาว พบวามีการเปลี่ยนแปลงลําดับของเชื้อไวรัสประมาณ 1% ตอป (Haydon et al., 2001) 
โรคหลอดลมอักเสบติดตอ (Infectious bronchitis ) มีการรายงานการพบความหลากหลายของสเตรน
ของเชื้อ และมีการเกดิซีโรไทปใหมๆข้ึนในหลายประเทศทําใหการใชวัคซีนในการควบคุมโรคไมได
ผล (Villegas, 1998) และโรค Swine influenza พบวาสามารถแยกเชื้อไวรัสนี้ชนิด H3N2 ในการแพร
ระบาดของโรคในแมสุกรสาวที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคดวยเชื้อชนิด H1N1 (Gene, 1999) 
 
ระบาดวิทยาของโรค (Epizootiology) 
 
 โรคไขหัดสุนัขสามารถพบการแพรระบาดไดทั่วโลก (enzootic worldwide) และในมีสัตว
หลายชนิดท่ีสามารถติดโรคได โดยสัตวในตระกูลสัตวกินเนื้อ (carnivores) เชน ในแฟมมิลี่ Canidae 
(สุนัขดิงโก สุนัขจิ้งจอก สุนัขปา ) แฟมมิลี่ Mustelidae (เฟอเรท มิ้งค สกั้งค แบดเจอร ออทเตอร) แฟมมิ
ลี่ Procyonidae (โคลติ แรคคูน หมีแพนดาแดง)  แฟมมิลี่  Hyaenidae  (ไฮยีนา)  แฟมมิลี่ Ursidae  (หมี)  
และ แฟมมิลี่ Viverridae เปนตน จะมีความไวตอการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขสูง (Appel, 1987) นอกจาก
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น้ียังสามารถแสดงอาการของโรคและแพรเชื้อไวรัสไดในระยะเฉียบพลัน โดยพบวายูโรเปยนเฟอเรท
จะไวตอการติดเชื้อไขหัดสุนัขมาก โดยจะพบปอดอักเสบ (pneumonia) หรือสมองอักเสบ 
(encephalitis) (Welter et al., 2000) นอกจากนี้ในสัตวตระกูลแมว (Felidae) เชน แมวสามารถติดเชื้อไว
รัสไขหัดสุนัขจากการทดลองฉีดเชื้อและจากธรรมชาติ โดยสามารถตรวจพบแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัสนี้
แตไมแสดงอาการของโรค รวมทั้งไมมี การแพรกระจายของโรค (Appel et al., 1974 ; Ikeda et al., 
2001)  สําหรับในเสือเบงกอลที่ติดเชื้อโรคไขหัดสุนัข พบการเกิดเยื่อหุมสมองอักเสบเรื้อรัง (chronic 
encephalomyelitis) ในสิงโตพบการเกิดโรคทางระบบประสาท (fatal neurological diseaes) และ
สามารถตรวจพบการติดเชื้อไวรสัไขหัดสุนัขในชิ้นเนื้อของสิงโต และเสือที่แสดงอาการที่ระบบตางๆ 
ในสวิตเซอรแลนดดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี (Myers et al., 1997) หลังจากพบการระบาดของโรคไขหัด
สุนัขใน Tanzanian Serengeti National Park (Ikeda et al., 2001) และยังพบการติดเชื้อไวรัสนี้ไดใน
สิงโต เสือ และจากัวร ท่ีสวนสัตวในอเมริกาเหนือ ในซาฟารีปารค (Harder and Osterhaus, 1997)   นอก
จากนี้ยังพบการติดเชื้อโรคไขหัดสุนัขใน Japanese primates (Macaca fuscata), collared peccaries 
(Tayassu tajacu) และ Lake Baikal seal (Phoca sibirica) โดยเมื่อทําการชันสูตรซากของแมวน้ําที่เสีย
ชีวิต 17 ตัว และแมวน้ําท่ีปวยหนักทางตอนเหนือของไอซแลนดพบวารอยโรคหลักที่พบคือ ปอด
อักเสบอยางรุนแรง (severe pneumonia) สมองอักเสบ (encephalitis) และตาอักเสบ (ophthalmitis) และ
เม่ือตรวจทางจุลพยาธิวิทยาพบวาที่สมองพบ intracytoplasmic และ intranuclear acidophilic inclusion 
bodies เปนจํานวนมากซึ่งมีลักษณะคลายกับ โรคไขหัดสุนัขที่ติดเชื้อใน neuron และ astrocyte รอยโรค
ท่ีปอดพบการอักเสบแบบกระจายทั่วไป (diffuse intestitial pneumonia) และพบ syncytial formation ที่
ปอดอีกดวย (Kennedy et al., 1988)  
 
 สุนัขทุกอายุจะมีความไวตอการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข    แตจะพบการติดเชื้อมากในลูกสุนัขที่ 
เพ่ิงหมดภูมิตานทานโรคจากแม  (maternal immunity)  สุนัขที่ติดเชื้อในระยะเฉียบพลันจะขับเชื้อไวรัส 
ออกมาทางสิ่งคัดหลั่งทุกชนิดจากรางกาย      แมวาจะแสดงอาการของโรคหรือไมก็ตามเชื้อไวรัสจะเริ่ม 
ถูกขับออกมาในวันที่ 7 หลังการติดเชื้อ แมวาจะไมสามารถแยกเชื้อไวรัสไดจากสิ่งคัดหลั่งในสุนัขที่ติด 
เชื้อในระยะกึ่งเฉียบพลัน (subacute distemper encephalitis) และติดเชื้อแบบคงอยู (persistent infection) 
แตสุนัขเหลานี้ยังคงสามารถขับเชื้อไวรัสออกมาไดเชนกัน (Appel , 1987) 
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การติดตอของโรค (Transmission) 
 
 การติดตอของโรคสวนใหญจะผานทางการหายใจ          ซึ่งจะพบการฟุงกระจายของเชื้อไวรัส
ในอากาศ โดยจะพบเชื้อไวรัสจํานวนมากในสิ่งคัดหลั่ง (serous excretions) จากน้ํามูก น้ําตา นํ้าลาย 
ปสสาวะ และอุจจาระ (John et al., 1988) นอกจากนี้มีการศึกษาพบวาในลูกสุนัขสามารถติดเชื้อผาน
ทางรก (Transplacental infection) ได ทั้งจากในการทดลองและทางธรรมชาติ (Krakowka et al., 1977) 
ซึ่งลูกสุนัขอาจจะแสดงอาการทางระบบประสาทในชวง 4-6 สัปดาหแรกของชีวิต โดยที่แมสุนัขอาจจะ
แสดงอาการเพียงเล็กนอยหรือไมแสดงอาการ นอกจากนี้ยังขึ้นอยูกับระยะของการตั้งทองที่จะทําใหเกิด
ความผดิปกติ เชน การแทง (abortions) การตายแรกคลอด (stillbirths) หรือลูกที่คลอดออนแอ และลูก
สุนัขที่รอดจากการติดเชื้อ อาจพบความผิดปกติทางภูมิคุมกันอยางถาวร (permanent 
immunodeficiencies) (Greene and Appel., 1998) 
 
พยาธิกําเนิด (Pathogenesis) 
 
 หลังจากที่ไดรับเชื้อไวรัสผานทางการหายใจภายใน 24 ช่ัวโมงเชื้อไวรัสจะมีการเพิ่มจํานวนใน 
เนื้อเยื่อนํ้าเหลือง  (lymphatic tissues)  ที่ระบบทางเดินหายใจ   โดยจะพบการเพิ่มจํานวนใน 
macrophages T และ B lymphocytes จากนั้นจะแพรไปสูเนื้อเยื่อน้ําเหลืองอื่นๆ ทางเซลลดังกลาวที่
เคลื่อนที่ไป เชน มาม ไทมัส ตอมน้ําเหลือง ไขกระดูก ช้ัน laminar propria ของกระเพาะอาหาร และลํา
ไสเล็ก และ Kupffer cells ของตับ โดยใชเวลา 4-6 วันหลังการติดเชื้อ นอกจากนี้ในวันที่ 8-9 หลังการ
ติดเชื้อ พบการแพรของ เชื้อไวรัสทางกระแสเลือดไปสูเยื่อบุและเนื้อเยื่อระบบประสาทสวนกลาง ซ่ึงจะ
ขึ้นอยูกับสภาวะทางภูมิคุมกันของสุนัข และในวันที่ 14 หลังการติดเชื้อ ถาสุนัขมีระดับแอนติบอดี้ และ
ภูมิคุมกันแบบพึ่งพาเซลล เพยีงพอจะสามารถกําจัดเชื้อไวรัสออกจากรางกายไดและไมแสดงอาการของ
โรค แตถาสุนัขมีภูมิคุมกันในระดับปานกลางคือ cell-mediated immunoresponsiveness รวมกับ 
delayed antibody titers จะพบการแพรกระจายของเชื้อไวรัสเขาสู epithelial tissues เชน uveal tissues, 
neurons และ integument และแมวาจะมีระดับแอนติบอดี้ที่สามารถกําจัดเชื้อไวรัสได แตจะพบการยัง
อยูของเชื้อในเนื้อเยื่อตางๆไดการแพรกระจายและการคงอยูของเชื้อไวรัสในเนื้อเยื่อเหลาน้ี อาจทําให
เกิด delayed CNS signs และ digital hyperkeratosis ไดในสุนัขบางตัว และกรณีท่ีสุนัขมีภาวะภูมิคุมกัน
ท่ีไมดีพอเชื้อไวรัสจะแพรไปสูเนื้อเยื่อที่ระบบตางๆของรางกาย เชน ระบบตอมไรทอผิวหนัง ระบบ
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ทางเดินอาหารระบบทางเดินหายใจ และระบบขับถายปสสาวะรวมกับการแสดงอาการทางคลินิก 
(Greene and Appel, 1998) 
 
อาการของโรค (Clinical signs) 
 
 การแสดงอาการของโรคไขหัดสุนัขหลังจากที่สุนัขไดรับเชื้อ จะขึ้นอยูกับอายุของสัตวขณะได
รับ เชื้อสภาพของรางกายกอนไดรับเชื้อ  ภาวะภูมิคุมกัน  และสเตรนของเชื้อไวรัส โดยที่ 50-70% ของ
สัตวที่ ติดเชื้อจะไมแสดงอาการของโรค และสุนัขที่ไดรับเชื้อบางตัวจะแสดงอาการเพียงเล็กนอย เชน 
เบ่ืออาหาร เปนไข ไอ อาเจียน หรือทองเสียเล็กนอย  lymphadenopathy และ oculonasal discharge  ดัง
น้ันการวินิจฉัย โรคดวยการสังเกตุอาการจึงเปนไปไดยาก (Dunn, 1999) 
 
 สําหรับอาการของโรคจะพบการเริ่มตนดวยการเปนไขใน  3-6  วันหลังการติดเชื้อ ซึ่งอาจจะ
ไม สามารถสังเกตุได จากนั้นจะสัตวปวยจะเริ่มแสดงอาการเปนไขขึ้นๆลงๆ รวมกับมีน้ํามูกใส (serous 
nasal discharge) เยื่อบุตาขาวอักเสบ (conjunctivitis) และเบื่ออาหาร (anorexia) จากนั้นจะเริ่มแสดง
อาการที่ระบบตางๆตามมา เชนระบบทางเดินหายใจจะพบขี้ตาและน้ํามูกขน ไออยางรุนแรงและมี
เสมหะ ปอดอักเสบ รวมกบัการหายใจเร็ว ตื้น และพบเสียงการหายใจที่ดัง นอกจากนี้จะพบการขยาย
ใหญขึ้นของตอมทอลซิล และตอมน้ําเหลืองท่ีบริเวณคอ ที่ระบบทางเดินอาหารจะพบทองเสียแบบขน
เหนียว บางครั้งอาจมีเลือดปน และอาเจียน ในสุนัขบางตัวจะมีภาวะแหงน้ําที่ผิวหนัง ในสุนัขที่ติดเชื้อ
ไวรัสไขหัดสุนัขรุนแรงจะพบการเกิด hyperkeratosis 30% ท่ีบริเวณผิวหนังฝาเทา และจมูกในลูกสุนัข
บางตัวอาจพบการเกิดตุมหนองที่ผิวหนังบริเวณชองทองได นอกจากนี้ถาเปนโรคในระยะเวลานานจะ
สามารถพบ enamel hypoplasia และ keratoconjunctivitis sicca ได (Appel, 1987 ; Dunn, 1999) 
 
 สําหรับการแสดงอาการทางระบบประสาท อาจจะเกิดตามหรือรวมกับการแสดงอาการที่ระบบ 
อ่ืนๆในรางกาย โดยจะมีความสัมพันธกับ acute grey matter หรือ subacute white matter disease สัตวที่
ติดเชื้อแสดงอาการการชัก (convulsive seizures) การกระตุกของมัดกลามเนื้ออยางเปนจังหวะแบบ 
myoclonus รวมกับ hyperesthesia และซึม มักจะเกิดในกรณีของ gray matter disease สวนการเคลื่อน
ไหวของขาที่ไมสัมพันธ การเปนอัมพาต และการกระตุกของมัดกลามเนื้ออยางเปนจังหวะแบบ tremors 
มักจะเกิดในกรณีของ white matter disease และสําหรับ hyperesthesia และ cervical rigidity จะสามารถ
พบไดในเนื้อสมองทั้งสองสวน  นอกจากนี้การกระตุกของกลามเนื้อสวนใหญจะมีผลตอกลามเนื้อสวน
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ใบหนา โดยเฉพาะที่ใชขบเคี้ยวและกลามเนื้อขา นอกจากนี้ไวรัสไขหัดสุนัขอาจจะมีผลตอตาและเรติ
นาได เชน anterior uveitis , optic neuritis และ focal retinal degenation ในสุนัขท่ีแสดงอาการทาง
ระบบประสาทสวนใหญจะตาย แตถาหายอาจจะมีอาการทางประสาทหลงเหลืออยู เชน myoclonus 
(Appel, 1987 ; Appel and Summers, 1999) 
 
 ลูกสุนัขในชวงอายุหมดภูมิคุมกันโรคจากแม และสุนัขอายุนอยถาติดโรคจะแสดงอาการของ
โรคแบบเฉียบพลัน แตในสุนัขอายุมากอาจพบเพียงอาการสมองอักเสบ (old dog encephalitis (ODE)) 
โดยสุนัขไมไดแสดงอาการของโรคลวงหนามากอน ซึ่ง ODE เปนกลุมอาการที่ยังไมยืนยันแนชัดวาเกิด
จากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Lincoin et al., 1973) 
 
พยาธิวิทยาของโรค (Pathology) 
 
 รอยโรคที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา หลังการผาซากสุนัขท่ีตายดวยโรคไขหัดสุนัขใน
ระยะที่แสดงอาการปวยเกี่ยวของกับระบบตางๆในรางกาย (systemic phase) พบวาในลูกสุนัขจะมีตอม
ไทมัสท่ีลดขนาดลง (thymus atrophy) ในลูกสุนัขที่โตขึ้นจะพบการอักเสบของปอดชนิด 
broncopneumonia และการอักเสบของลําไสชนิด catarrhal enteritis นอกจากนี้ยังสามารถพบ 
hyperkeratosis ท่ีฝาเทาและจมูก เยื่อบุตาขาวอักเสบ (conjuctivitis) น้ํามูก น้ําตาขน (mucopurulent 
oculonasal discharge) และผิวหนังมีตุมหนอง (skin pustules) ถาสุนัขตายขณะที่มีการแสดงอาการทาง
สมองเพียงอยางเดียว อาจจะไมพบการเปลี่ยนแปลงใดที่อวัยวะภายใน และทางมีอาการสมองอักเสบ
เกิดขึ้นกอนตาย อาจพบภาวะเลือดคั่งท่ีเยื่อหุมสมองได 
 
 การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยา พบวาในระยะการเกิดโรคแบบเฉียบพลันจะพบการลด 
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 รวมกับการหนาตัวข้ึนของ 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 ลําไสเล็ก และทอนํ้าดี พบ intracytoplasmic inclusions ไดในกระเพาะปสสาวะ กรวย
ไต และผนังมดลูก และพบการเกิด interstitial epididymitis และ orchitis ได 
 
 สําหรับรอยโรคที่ระบบประสาทสวนกลาง อาจจะพบเซลลอักเสบหรือไมก็ได โดยสามารถพบ 
eosinophilic intranuclear และ intracytoplasmic inclusion bodies ไดใน neuron , ependymal และ 
meningeal cells นอกจากนี้สามารถพบการเกิด astocytosis ในระยะแรกเริ่มหลังจากที่เกิด 
demyelination และการเขามาของ lymphocytes และ plasma cells หรือท่ีเรียกวา perivascolar cuffing 
สําหรับการเปลี่ยนแปลงของเสนเลือด พบวาที่เสนเลือดแดงและดําฝอยจะขยายและมีการคั่งเลือด 
(hyperemia) รวมกับการขยายขนาด (hypertrophy) และการเพิ่มจํานวน (hyperplasia) ของ perivascolar 
cells สําหรับการเกิด demyelination มักจะเกิดรวมกับการแสดงอาการทางประสาทของสุนัขที่ไดรับเชื้อ
ไวรัส โดยในระยะแรกจะพบ vacuole รวมกับโปรตีนบางตัวของ myelin โดยไมพบการสะสมของ
เซลลอักเสบใน white matter  ในระยะหลังที่มีการแตกตัวของ myelin และ axons จะพบ lymphocytes 
และ macrophages ในบริเวณนั้น ซึ่งการลดลงของ myelin จะมีผลความเกี่ยวของกับการลดจํานวนลง
ของ oligodendrocyte (Schobesberger et al., 2002) นอกจากนี้สามารถพบ degenerative changes ใน 
retinal ganglion cells การเพิ่มจํานวนของ pigment epithelium การสะสมของ leucocyte ใน ciliary 
body และการเกิด syncytial formation และการพบเซลลอักเสบที่  anterior uvea  และสามารถพบการ
เส่ือมของเซลลที่หัวใจและไตในลูกสุนัขอายุ 5-7 วันได (Appel, 1987) 
 
การตอบเสนองทางระบบภูมิคุมกัน (Immune Response) 
 
 ในชวง 1 สัปดาหหลังการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข จะพบ lymphopenia และ 
immunosuppression ในสุนัขที่ไดรับเชื้อ มีการลดจํานวนลงของ T และ B cells นอกจากนี้ยังพบการ
ตาย (necrosis) ของ lymphatic tissues สุนัขที่หายจากโรคในระยะเริ่มแรก จะสามารตรวจพบการตอบ
สนองของ humoral และ cellular immunity โดยจะสามารถตรวจพบแอนติบอดี้ตอ core proteins (NP 
และ P) ในวันที่ 6-8 หลังการติดเชื้อ ดวยวิธี ELISA หรือ Immunoprecipitation และสามารถตรวจพบ
แอนติบอดี้ตอ envelope protein (H และ F) ในวันที่ 10 ถึง 12 หลังจากติดเชื้อ ดวยวิธี Virus neutralizing 
antibody นอกจากนี้สามารถตรวจพบ virus specific IgM ไดตั้งแต 6 วัน ถึง 3 เดือนหลังการติดเชื้อ ซึ่ง
จะขึ้นอยูกับความรุนแรงของการติดเชื้อ และ สเตรนของไวรัส โดยที่จะพบ IgM นี้ในสุนัขที่ไดรับ
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วัคซีนเพียง 3 สัปดาหเทานั้น สําหรับการตอบสนอง ดวย cell mediated immune โดย cytotoxic T cells 
ในกระแสเลือด จะพบในวันท่ี 10-14 หลังการติดเชื้อ และจะพบสูงที่สุดในวันที่ 14-28 หลังการติดเชื้อ 
และจะคอยๆลดระดับ และหายไปในชวง 6-10 สัปดาห หลังการติดเชื้อ  
 
 สําหรับการตอบเสนองทางภูมิคุมกันในสุนัขท่ีติดเชื้อในระยะเฉียบพลัน (acute) หรือกึ่งเฉียบ 
พลัน (subacute) จะพบการตอบเสนองทั้งแบบ humoral neutralizing antibody และ cellular mediated 
immunity เพียงเล็กนอยหรือไมมีเลย สําหรับสุนัขที่ติดเชื้อในระยะเรื้อรัง (chronic) ที่ระบบประสาท
สวนกลาง จะมีการพัฒนาระบบภูมิคุมกันที่แข็งแรง นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบแอนติบอดี้และอิน
เตอรเฟอรอน ในน้ําไขสันหลังไดในสุนัขที่หายจากการติดเชื้อโรคไขหัดสุนัข สําหรับสุนัขท่ีตายดวย
การติดเชื้อที่ระบบประสาทสวนกลางแบบเฉียบพลัน จะสามารถตรวจพบอินเตอรเฟอรอน       แตจะไม
พบแอนติบอดี้ ในน้ําไขสันหลัง สําหรับในสุนัขที่ติดเชื้อระยะกึ่งเฉียบพลันและเรื้อรังท่ีแสดงอาการทาง
ระบบประสาท สวนกลางจะพบอินเตอรเฟอรอน และอาจพบแอนติบอดี้ในน้ําไขสันหลังไดเชนกัน 
(Appel and Summers , 1999) 
 
โครงสรางระดับโมเลกุล (Molecular Characterization) 
 

ไวรัสไขหัดสุนัข มีโครงสรางที่สําคัญประกอบดวย envelope และ helical nucleocapsid ซึ่ง 
ประกอบดวยโปรตีนหลัก 6 ชนิด คือสวนของไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ประกอบดวยโปรตีน HN 
(hemagglutinin neuraminidase protein) และ โปรตีน F (fusion protein) โดยจะทําหนาที่รวมกันเปน
สวน ที่สําคัญที่ทําใหเชื้อไวรัสสัมผัส      และรวมเขากับผนังเซลลของสัตวท่ีติดเชื้อได  โปรตีน NP 
(nucleocapsid protein) เปนสวนของ nucleocapsid โดยจะจบัอยางเหนียวแนนกับ RNA โปรตีน M 
(matrix protein) เปนสวนที่อยูระหวาง enveloped glycoprotein และ nucleocapsid โปรตีน L 
(polymerase protein) และ โปรตีน P (phosphoprotein) ทําหนาท่ีเปนเอมไซม polymerase ซึ่งมีความ
สําคัญในการ transcription และ replication ของเชื้อไวรัส (Murphy et al., 1999) เชื้อไวรัสไขหัดสุนัขมี
ความยาวของยีโนม 15,616 นิวคลีโอไทด มีสวนของยีนที่มีความอนุรักษ (conserved region) สูง คือยีน 
NP, M และ F และสวนของยีนที่พบการเกิดการเปลี่ยนแปลง (variation) มากคือยีน H และ L (Sidhu et 
al., 1993)  
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จากการศึกษาที่ทําใหทราบถึงลักษณะของยีโนมของเชื้อไวรัสน้ี ทําใหมีผูทําการทดลองทําการ 
ศึกษาถึงความแตกตางของสเตรนไวรัสไขหัดสุนัข ดังเชนการทดลองของ Iwatsuki และคณะ (1998) 
ไดทําการวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทด และลําดับของกรดอะมิโนของฟวช่ันโปรตีน (fusion 
protein) ในไวรัสโรคไขหัดสุนัขในประเทศญี่ปุน โดยวิธี Radioimmunoprecipitation ไมพบความแตก
ตางของแอนติบอดี้ตอเชื้อไวรัสทั้งสองสเตรน และขนาดของโมเลกุล จากนั้นทําการเพิ่มจํานวนกรด
นิวคลีอิกของเชื้อไวรัสดวย วิธี Reverse transcriptase polymerase chian reaction (RT-PCR) และ
วิเคราะหหาลาํดับของนิวคลีโอไทดพบวาเชื้อไวรัสจากธรรมชาติ (Yanaka strain) มีความเหมือนกับไว
รัสวัคซีน (Onderstepoort strain) ในสวนของนิวคลีโอไทด 90.1% และระดับกรดอะมิโน 95.7% และ
ในปเดียวกัน Ohashi และคณะ ไดทําการศึกษาลักษณะโมเลกุล ในสวนของ H โปรตีนของเชื้อไวรัสไข
หัดสุนัขในประเทศญี่ปุนโดยวิธี Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ดวย เอนไซม 
EcoRV จากเนื้อเยื่อและเลือดของสุนัขท่ีติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในธรรมชาติ เมื่อเทียบกับไวรัสวัคซีน
พบวามีการเปลี่ยนแปลงที่ลําดับนิวคลีโอไทดท่ี 650 ในเชื้อไวรัสท่ีแยกจากธรรมชาติ และในปค.ศ. 
2000 Wakasa และคณะ ทําการวิเคราะหลําดับของนิวคลีโอไทดชนิดฟอสโฟโปรตีนยีน 
(phosphoprotein gene) ท่ีแยกจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในประเทศญี่ปุน พบวาลําดับของกรดอะมิโน
ของเชื้อไวรัสท่ีแยกจากสุนัขที่ติดเชื้อธรรมชาติ มีความเหมือนกับไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain)  
ในสวนของกรดอะมิโนของ P, C และ V protein  93%, 90-91% และ 92% ตามลําดับโดยพบวาความ
แตกตางนี้มีความสัมพันธกับความแตกตางทางพยาธิสภาพ  และการแพรกระจายของโรค   
 

นอกจากการศึกษายีนของโปรตีนดังกลาวแลว ยังพบวามีการทําการ ศึกษาถึงลําดับนิวคลีโอ
ไทดของนิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีนอีกดวย เนื่องจากเปนสวนท่ีมีความสําคัญในการควบคุมการสราง 
(viral transcription)  การเพิ่มจํานวนของเชื้อ (viral replication) และการประกอบตัวของไวรัส (virus 
assembly) จากการศึกษาโครงสรางของนิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข พบวา
สามารถแบงได เปน 3 สวนคือ สวน N terminal (ชวงกรดอะมิโนที่ 17-159) สวน middle part และสวน 
C terminal (ชวงกรดอะมิโนที่ 408-519) โดยสวน N และ C terminal จะมีความหลากหลายมาก 
(variable region) สวน middle part จะเปนสวนที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง (conserved region) (Yoshida et 
al., 1998) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาโครงสรางของนิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีนของไวรัสในกลุม 
morbilliviruses (Rima et al.,1995) (รูปที่ 2.1) ทําใหมีผูทําการทดลอง ทําการศึกษาถึงความแตกตาง
ของสเตรนไวรัสไขหัดสุนัขที่บริเวณโปรตีนสวนนี้  โดยในปค.ศ.1995 Stettler และ Zurbriggen ศึกษา
ลําดับของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของนิวคลีโอแคปซิดโปรตีนยีนของไวรัสไขหัดสุนัข ในสาย
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พันธุที่กอโรครุนแรง (virulent strain) คือ A 75/17-CDV strain ซึ่งเพาะเลี้ยงเชื้อผานเซลลเพาะเลี้ยง
ชนิด dog brain cell cultures (DBCC)  พบวามีลําดับของนิวคลีโอไทดที่แตกตางกับสายพันธุไมกอโรค 
คือ Onderstepoort strain 105 นิวคลีโอไทด ซึ่งมีความเหมือน (homologous) 93.8% โดยมี 3 ตําแหนง 
ท่ีบริเวณ 3’  และ 5 ตําแหนงที่บริเวณ 5’ non-coding region และ 97 นิวคลีโอไทดที่บริเวณ coding 
region ซึ่งมีความแตกตางของกรดอะมิโน 22 ตัว โดยพบวามีความแตกตางของกรดอะมิโน 10 ตัวที่ N 
terminal region และ 12 ตัวที่ C terminal region และพบวาที่บริเวณ middle region ไมมีความแตกตาง 
ในปค.ศ. 1998 Yoshida และคณะ ศึกษานิวคลีโอแคบซิดโปรตีนยีน จากการแยกเชื้อโรคไขหัดสุนัขใน
ประเทศญี่ปุนจากไวรัสที่ติดเชื้อจากธรรมชาติที่กอใหเกิดโรคที่ระบบตางๆ ในสุนัขและเพาะแยกเซลล
เพาะเลี้ยง ชนิด B95a cells  พบวามี 4 สายพันธุที่แยกไดคือ Yanaka, Ueno, Hamamatsu (แยกไดจาก
สุนัขที่แสดงอาการที่ระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร และระบบประสาท) และ Adachi 
strain (แยกไดจากสุนัขที่แสดงอาการที่ระบบประสาทอยางเดียว) จากนั้นมาหาลําดับนิวคลีโอไทดและ
กรดอะมิโนเปรยีบเทียบกับ Onderstepoort strain พบวา 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 และเมื่อเปรียบเทียบนิวคลีโอไทดในสวนของ 3’ terminal variable region 
พบวา Yanaka strain มีความแตกตางจาก Onderstepoort strain 36 นิวคลีโอไทดแตกตางจาก Ueno และ 
Adachi strain 1 นิวคลีโอไทด และแตกตางจาก  Hamamatsu strain 2 นิวคลีโอไทด และในปค.ศ. 1999 
Frisk และคณะ ไดทําการตรวจวิเคราะหลําดบัของนิวคลีโอไทดชนิดนิวคลีโอโปรตีนจากซีรั่ม เลือด 
และน้ําไขสันหลัง (cerebrospinal fluid) จากสุนัขที่ปวยดวยโรคไขหัดสุนัข พบวาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข
จากสัตวปวยมีความเหมือนกับไวรัสวัคซีนชนิด Rockborn strain 97-99% และ Onderstepoort strain 
94-95% จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ไดจากการแยกเชื้อจากสัตวที่ติดเชื้อโดยธรรม
ชาติและไวรัสวัคซีนในประเทศตางๆ ซึ่งความแตกตางนี้นาจะมีผลตอการเกิดพยาธิสภาพที่ตางกันและ
ทําใหมีความชุกของโรคไขหัดสุนัขเพิ่มขึ้น 
 
การวินิจฉัยโรค (Diagnosis) 
 
 การวินิจฉัยโรคไขหัดสุนัขในระยะเฉียบพลัน (acute) และกึ่งเฉียบพลัน (subacute) สามารถ 
วินิจฉัยไดจากอาการทางคลินิก และประวัติวัคซีนในลูกสุนัข ซึ่งจะเปนการยากในการวินิจฉัยแยกจาก 
โรคติดเชื้ออ่ืนๆ เชน kennel cough ในระยะเริ่มแรก (Kim et al., 2001) สําหรับการวินิจฉัยทางซีรั่ม
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วิทยา (Serologic diagnosis) เชน CDV specific neutralizing precipitating หรือ cytotoxic antibody อาจ
ทํารวม วิธี ELISA เพื่อตรวจหา anti-CDV IgM antibody โดยท่ีจะพบ IgM ในสุนัขที่ติดเชื้อโรคไขหัด
สุนัขตั้งแต 5 สัปดาห ถึง 3 เดือน ขึ้นกับสเตรนของเชื้อและการตอบสนองของตัวสัตว (Blixenkrone-
Möller et al., 1991 ; Appel and summers, 1999) หรือตรวจหา anti-CDV IgG antibody ซึ่งสามารถ
ตรวจพบการตอบสนองของ IgG ตอไวรัสไขหัดสุนัขใน ระยะ 6 – 10 วันแรกหลังไดรับเชื้อ (Noon et 
al., 1980 ; Bernard et al., 1982) วิธี ELISA น้ีเปนวิธีที่เร็วและมีความไว (sensitivity) สูงแตพบวายังคงมี
ขอจํากดัในสุนัขที่ไดรับวัคซีนปองกันโรคไขหัดสุนัขภายใน 3 อาทิตยกอนทําการตรวจ (Kim et al., 
2001)  
 
 การใชวิธี Fluorescent antibody (FA) test สามารถนํามาใชในการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไว
รัสไขหัดสุนัขในเซลลได เชนจากเยื่อบุตาขาว เลือด ระบบทางเดินหายใจ หรือกระเพาะปสสาวะ ซึ่ง
การทดสอบดวยวิธีนี้จะมีความจําเพาะ (specificity) แตขาดความไว (sensitivity) (Haines et al., 1999)  
และในสุนัขที่ไดรับวัคซีน อาจทําใหเกิดผลบวกลวง (false positive)ได และทําการตรวจจากรายที่เปน
ใน ระยะเฉียบพลันเทานั้น เนื่องจากในระยะกึ่งเฉียบพลนัหรือเรื้อรังรางกายจะมีการสรางแอนติบอดี้
ออกมา ตอตานแอนติเจน ทําใหขัดขวางการทํางานของ fluorescein-conjugated CDV-Ab (Poston and 
England, 1992) การเพาะแยกเชื้อเชื้อไวรัส (Viral isolation) ก็เปนวิธีหน่ึงที่นํามาใชในการวินิจฉัย โดย
ดูการเปลี่ยนแปลงของเซลล ซึ่งมีหลายชนิดที่นํามาใชในการวินิจฉัย เชน Vero cells, Canine lung 
macrophage, Canine หรือ ferret lymphocyte และ B95a เปนตน (Kai et al., 1993 ; Iwatsuki et al., 
1999) แตวิธีนี้จะใชระยะเวลานาน และไมไดผลดีในสัตวที่ติดเชื้อแบบเฉียบพลัน (Kim et al., 2001) 
 
 การตรวจน้ําไขสันหลัง (CSF analysis) ในสุนัขที่ติดเชื้อไขหัดสุนัขรวมกับการแสดงอาการทาง 
ประสาท จะมีปริมาณโปรตีน (specific anti CDV globulin (IgG)) และความเขมขนของ mononuclear 
cell ซึ่งสวนใหญจะเปนลิมโฟไซทสูงขึ้นในน้ําไขสันหลัง ซึ่งเปนการยืนยันการวินิจฉัย Distemper 
encephalitis โดยจะไมสามารถพบแอนติบอดี้ในน้ําไขสันหลังในสุนัขหลังจากไดรับวัคซีน นอกจากนี้
ในระยะเฉียบพลัน ยังสามารถทําการวินิจฉัยดวยการตรวจทางโลหิตวิทยา (Hematology) ซึ่งจะสามารถ
พบ lymphopenia และ thrombocytopenia ซึ่งจะมีการเพิ่มขึ้นของโมโนไซท นอกจากนี้ยังสามารถ
วินิจฉัยดวยวิธี Immunocytochemistry หรือ Immunohistochemistry ซึ่งใชในการตรวจหาไวรัส
แอนติเจนในเนื้อเยื้อเลือด buffy coat (Appel and summers, 1999) เสนขน เนื้อเยื่อในชองจมูก (nasal 
mucosa) และ footpad epithelium (Haines et al., 1999) อวัยวะน้ําเหลือง (lymphoid organ) (Iwatsuki et 
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al., 1995) นอกจากนี้ยังมีการใชวิธีนี้ในการศึกษาความสัมพันธระหวางพยาธิสภาพของระบบประสาท
สวนกลาง (Rungsipipat et al., 2000) แตวิธีน้ีจะสามารถใหผลลบ (negative result) ไดในสัตวท่ีปวย
ระยะกึ่งเฉียบพลัน หรือเรื้อรัง (Appel, 1987) ปจจุบันไดมีการนําเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ซึ่งใชในการตรวจหากรดนิวคลิอิกของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข ซึ่งวิธีน้ีมีความจําเพาะและความไวที่
สูงมาตรวจหาเชื้อไวรัสในสุนัขท่ีแสดงอาการของโรคไขหัดสุนัข (Shin et al., 1995) โดยการวินิจฉัย
ดวยวิธีนี้สามารถทราบผลไดรวดเร็ว ทําใหมีประโยชนในการรักษา ควบคุม และการปองกันการแพร
ระบาดของโรคไดอยางรวดเร็ว 
 
วิธี nested RT-PCR และ DNA sequencing 
 
 ปจจุบันมีการนําเทคนิค Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) มาใช
ใน การวินิจฉัยโรคไขหัดสุนัขมากขึ้น โดยนํามาใชในการตรวจวิเคราะห RNA ของเชื้อไวรัสไขหัด
สุนัข จากนั้นนํา RNA ที่สกัดไดมาเปนแมพิมพ สําหรับปฎิกิริยา reverse transcription เพื่อสังเคราะห 
cDNA (complementary DNA)  และนํามาเปนแมพิมพสําหรับปฎิกิริยา PCR โดยใช primers คูท่ีเหมาะ
สมมาเพื่อขยายตําแหนงเปาหมาย ดังเชนการตรวจ NP gene ของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากเซลลเม็ดเลือด
ขาวชนิดโมโนนิวเคลียรในกระแสเลือด (Shin et al., 1995 ; Tiwananthakorn et al., 2002) เนื้อเยื่อที่
ระบบตางๆ (Tiwananthakorn et al., 2000) และการตรวจหาเชื้อในซีรั่ม เลือด และน้ําไขสันหลัง (Frisk 
et al., 1999) ตอมาไดมีการดัดแปลงเทคนิค PCR พ้ืนฐานใหสามารถเพิ่มขยายจํานวน target DNA ให
ไดผลผลิตท่ีตอง การเพิ่มมากขึ้นโดยท่ีลดจํานวนผลิตผลที่ไมจําเพาะใหเหลือนอยที่สุด โดยเทคนิค 
Nested PCR ซึ่งเปน ปฎิกิริยา PCR 2 ขั้นตอน ดวยการใช primers 2 คูไดแก bracket primers และ 
nested primers โดยการใชวิธี  nested RT-PCR (รูปที่ 2.2) นี้มีความไวและความจําเพาะท่ีสูง ดังการ
ศึกษาของ Kim และคณะในป 2001 พบวาการตรวจหาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยางเลือดดวยวิธี one 
step RT-PCR รวมกับ nested PCR ทําใหมีความไว ความจําเพาะ และประสิทธิภาพในการวินิจฉัยโรคที่
สูงขึ้นกวาการใชเฉพาะวิธี one step RT-PCR นอกจากนี้ยังนํามาใชในการวินิจฉัยไขหัดสุนัขในสุนัข
และสัตวท่ีมีขน(fur animals) (Rzezutka and Mizak , 2002) 
 
 เนื่องจากในปจจุบันวธิี PCR ไดเขามามีบทบาทในการประยุกตใชรวมกับงานทางอณูชีววิทยา 
หลายประเภท ดังนั้นการตรวจความถูกตองของลําดับเบสของ PCR product ท่ีไดกอนนําไปใชในงาน 
อ่ืนๆ ตอไปจึงเปนสิ่งจําเปนมาก ทั้งนี้เพ่ือใหแนใจวากําลังทํางานอยูกับชิ้นสวน DNA ที่ถูกตอง สําหรับ
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การหาลําดับเบสของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข ไดมีการนํามาใชเพื่อศึกษาหาความแตกตางของลําดับเบส
ระหวางเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากสุนัขท่ีติดเชื้อในธรรมชาติและไวรัสวัคซีน (Iwatsuki et al., 
1998  ;  Yoshida et al.,  1998 ; Frisk et al.,  1999 ;  Haas et al., 1999  ;  Wakasa et al.,  1999)   ระหวาง 
สเตรนของเชื้อไวรัส (Stettler and Zurbriggen, 1995) และเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขท่ีทําใหเกิดโรคในสัตว
ตางชนิดกัน (Harder et al., 1995 ; Kennedy et al., 2000) จากนั้นนําลําดับเบสที่วิเคราะหไดไปทํา 
phylogenetic tree ศึกษาความสัมพันธตอไป 
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รูปที่ 2.1 แสดงแผนภาพยีโนมของไวรัสไขหัดสุนัข และขยายในสวน nucleocapsid protein gene 
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รูปที่2.2 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทํา Nested RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 
อุปกรณ 
 
สุนัขที่นํามาทําการศึกษา 
 

  สุนัขที่เสียชีวิตที่เขามารับการรักษาที่โรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลง 
กรณมหาวิทยาลัย  และโรงพยาบาลสัตวหรือคลินิกเอกชน   โดยสุนัขแสดงอาการปวยและไดรับการ 
วินิจฉัยอาการทางคลินิกเบื้องตนจากสัตวแพทยวาปวยเปนโรคไขหัดสุนัข โดยสุนัขท่ีศึกษาแสดงอาการ 
เดนที่ระบบตางๆ (ระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร หรือระบบประสาท) เชน ไข ซึม มีขี้ตา นํ้า
มูกขน ทองเสีย ผื่นแดงตามทอง ชัก กระตุกของกลามเนื้อ อัมพาต จากนั้นทําการเก็บรวบรวมบันทึกขอ
มูลประวัติ เพศ พันธุ อายุ ประวัติวัคซีน และอาการทางคลินิกของสุนัขทุกตัวทําการเก็บตัวอยางสมอง 
ปอด กระเพาะอาหาร ลําไสเล็ก มาม ตอมน้ําเหลืองที่ระบบทางเดินหายใจ ตอมน้ําเหลืองท่ีระบบทางเดิน
อาหาร และ/หรือกระเพาะปสสาวะ ทําการชันสูตรซากที่หนวยพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย จากนั้นแยกชิ้นเนื้อสดเก็บที่ -70oc เพื่อรอการสกัด RNA และอีกสวนเก็บใน 10% ฟอร
มาลีน เพื่อทําการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาและตรวจหาแอนติเจนของไวรัสดวยวิธี Immunohistochemistry 
ทําการจัดกลุมคัดเลือกตัวอยางชิ้นเนื้อที่ใหผลสอดคลองกันของอาการทางคลินิก รอยโรค และการปรากฎ
ของแอนติเจนและ RNA ของไวรัสมาเพื่อศึกษาลําดับเบสของ nucleocapsid protein gene จาก PCR 
product ตอไป 
 
เชื้อไวรัสอางอิง 
 
  ไวรัสไขหัดสุนัข Onderstepoort strain (เอื้อเฟอโดย Dr. Kenneth Platt, National 
Veterinary Service Laboratory, Ames, Iowa) 
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วิธีการ 
 
การยืนยันการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี Immunohistochemistry 
 

ช้ินเนื้อจากสุนัขท่ีใหผลผาซาก และ/หรือทางจุลพยาธิวิทยา (การพบ intracytoplasmic 
หรือ intranuclear inclusion bodies ใน astrocytes neurons หรือ glia cells ท่ีสมอง หรือใน epithelial cells 
ท่ีอวัยวะในระบบตางๆ)  ซึ่งสงสัยวามีผลจากการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข ซึ่งนํามายืนยันโดยการตรวจหา 
แอนติเจนของไวรัสดวย Immunohistochemistry โดยวิธี Avidin-Biotin Peroxidase Complex method 
(ABC) โดยนําช้ินเนื้อที่รักษาสภาพใน 10% ฟอรมาลิน แลวนําไปฝงลงในพาราฟน จากนั้นนําบล็อกพารา 
ฟนที่ทําการฝงเนื้อเยื่อมาตัดเพื่อทําสไลดที่ความหนา 4 ไมครอน จากนั้นทําการละลายพาราฟนออกจาก 
เนื้อเยื่อโดยแชในไซลีน   จากนั้นทําการจุมสไลดในแอลกอฮอลที่ความเขมขน 100 ถึง 70 เปอรเซ็นต ตาม
ลําดับ เพื่อเปนการเติมน้ําเขาช้ินเนื้อ จากนั้นทําการ pretreatment โดยการนําสไลดเขาเครื่อง autoclave ท่ี 
121o ซ นาน 5 นาที ใน PBS และทิ้งใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นทําการขจัดเอนไซม endogenous 
peroxidase โดยใช 3% H2O2 ใน methanol ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที จากนั้นทําการ nonspecific 
background blocking ดวย 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) ที่ความเขมขน 1:400 ที่อุณหภูมิ 37o ซ นาน 30 
นาที และนํามาทําปฏิกิริยากับ secondary antibody ชนิด goat anti-rabbit IgG biotinylated antibody ท่ี
ความเขมขน 1:400 ที่อุณหภูมิ 4o ซ ทิ้งไวขามคืน จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยากับ avidin-biotin peroxidase 
complex solution (ABC kit) (DAKO, Denmark) แลวทําใหเกิดสีดวยน้ํายา 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) 
จากนั้นยอมทับดวย Mayer’s hematoxilin ทําการดึงน้ําออกจากเนื้อเยื่อดวยแอลกอฮอลที่ความเขมขน  70   
ถึง  100   เปอรเซ็นตตามลําดับ   และแชในไซลีน  ปดสไลดดวย cover glass ดวยน้ํายา mounting media 
จากนั้นตรวจผลภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง โดยผลบวกที่แสดง viral antigen จะยอมติดสีน้ําตาลเขม  

 
การสกัด RNA จากตัวอยางชิ้นเนื้อ 
 
  ทําการสกัด RNA ดวยวิธี QIAamp®viral RNA Mini Kit (QIAGEN, USA) โดยเลือก ตัว
อยางชิ้นเนื้อจากสุนัขที่ตายดวยอาการ และแสดงรอยโรคเดนของระบบที่แตกตางกันและใหผลบวกตอ
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การยืนยันการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขดวยวิธี Immunohistochemistry จํานวน 1 กรัม มาบดใหละเอียด เติม 
PBS ทําใหเปน 10 % suspension นําไปปน 2000-3000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4o ซ นาน 10 นาที ดูดสวน
ใสที่มีเซลลของเนื้อเยื่อที่มี RNA ของไวรัสผสมอยูออกมา จากนั้นนําตัวอยาง 140 ul มายอยดวย buffer 
AVL containing carrier RNA 560 ul ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จากนั้นเติม 100% ethanol 560 ul 
เพ่ือเพิ่มการจับของ RNA กับ QIAamp membrane ลางสิ่งปนเปอนบนแผนกรองดวย AW1 และ AW2 ใน
ชุดสกัด RNA สําเร็จรูปดังกลาว จากนั้นเติม buffer AVE 60 ul (ซ่ึงมีสวนประกอบของ 0.04% sodium 
azide เพื่อปองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่สราง Rnase) เพ่ือลางชะสาย RNA ที่ดูดซับอยูบนแผน
กรองออก จากนั้นรักษาสภาพของ RNA ใน buffer AVE ที่ -20o ซ เตรียมนําไปใชในงานตอไป  

 
การออกแบบ Primer 
 
  ทําการเลือกลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อใชเปน primer จากสวนของ nucleoprotein gene ที่อยู
ในสวน C terminal region และสวนของ phosphoprotein gene ซึ่งเปนสวนที่มีความหลากหลาย ของลําดับ
นิวคลีโอไทดสูง โดยออกแบบ primer ดวยโปรแกรม Clustal X และเลือกจาก oligonucleotide primers  
(Bio Basic Inc., Canada) โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดดังนี้ 
 
 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 ท่ีไดจากการสกัดจํานวน 5 ul มาสังเคราะห เปน cDNA โดยใช QIAGEN® One 
Step RT-PCR Kit (QIAGEN, USA) นํา cDNA มาเปนตัวตั้งตนนําไปเพิ่มจํานวนกรดนิวคลีอิก ตาม 
อุณหภูมิ เวลา จํานวนรอบ ซึ่งคํานวณจาก primer ท่ีออกแบบไวในเครื่อง Thermocycle (Perkin Elmer 
Cetus 9600, CA, USA) ดังนี้  

 
เขาสูปฏิกิริยา Reverse transcrition ท่ีอุณหภูมิ 50 0C นาน 30 นาที  
เริ่มตนปฏิกิริยา PCR ท่ีอุณหภูมิ 95 0C นาน 1 นาที และ 55 0C นาน 1 นาทีจํานวน 1 รอบ 
แตละรอบของปฏิกิริยา PCR กําหนดอุณหภูมิและเวลาจํานวน 35 รอบดังนี้ 
 Denaturation     95 0C   30  วินาที 
 Annealing         55 0C   30  วินาที 
 Extension          72 0C   1.5  นาที 
ตามดวยอุณหภูมิ 95 0C นาน 1 นาที  55 0C นาน 2 นาที และ 72 0C นาน 10 นาที จํานวน 

1 รอบ และแชหลอดไวที่อุณหภูมิ 25 0C เพื่อนําไปสูขั้นตอน Nested RT-PCR ตอไป 
 
จากนั้นนํา PCR product ท่ีไดจํานวน 5 ul มาเขาสูปฏิกิริยา Nested RT-PCR โดยใช 

QIAGEN® One Step RT-PCR Kit (QIAGEN, USA) และนําเขาเครื่อง Thermocycle โดยกําหนดอุณหภูมิ
และเวลาของแตละข้ันตอนเหมือนกับการทํา PCR ในชวงแรก 

 
ซึ่งขั้นตอนการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขนี้ จะทําการเปรียบเทียบกับ non-

infected vero cell ซึ่งเปน negative control และ CDV onderstepoort strain infected vero cell ซึ่งเปน 
positive control  
 
ความไวของเทคนิค Nested RT-PCR 
 
  นําเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน Onderstepoort ที่มีความเขมขน 104 TCID50 มาทําการเจือ 
จางทีละสิบเทาไปจนถึง 10-4 TCID50 จากนั้นทําการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขตามขั้นตอนดัง 
กลาวขางตน เปรียบเทียบกับ non-infected vero cell เปนตัวควบคุมลบ 
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การตรวจหา RT-PCR product 
 
  นําผลผลิตท่ีไดจํานวน 5 ul ไปวิเคราะหผลดวย 2% agarose gel  โดยมี 100bp DNA 
ladder (GIBCO BRL Life Technologies Inc., Gaitherberg) เปน marker เปรียบเทียบ และยอมสีดวย 
ethidium bromide (2 ug/ml) ดูผลดวยกลอง UV light ซึ่งจะไดผลผลิตที่ขนาด 474 bp 
 
ขั้นตอนการเตรียม PCR product ใหบริสุทธิ์ 
 
   นํา PCR product ท่ีไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN, 
USA) เพื่อนําไปใชในการหาลําดับเบสตอไป 
 
การหาลําดับเบสของ nucleoprotein gene จาก PCR product 
 
  ทําการตรวจหาลําดับเบสของ nucleoprotein gene จาก PCR product จํานวน 13 ตัวอยาง 
โดยวิธี ABI Prism® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Original and 
version 2.0) ตามวิธีการท่ีระบุไวในเอกสารของบริษัทผูผลิต (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, 
USA) โดยยอดังนี้ นํา PCR product ท่ีไดมาเปน DNA ตนแบบ (template) จากนั้นทําการเตรียม reaction 
mixture ประกอบดวย 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) และติดฉลากดวย dye 
terminator ดวยเครื่อง the GeneAmp PCR System 9600 นํา product ท่ีไดไปทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี 
Isopropanol precipitation เพ่ือกําจัด dye terminator ที่มีมากเกินไปใน Sequencing reaction ซึ่งจะมีผลตอ
การอานลําดับเบสได จากนั้นนําไปอานผลดวย ABI Prism 310 Genetic Analyzer  
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การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดกลุมสเตรนของไวรัสไขหัดสุนัข 
 

ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่แยกไดในประเทศไทยกับสายพันธุ ท่ีรายงานไว 
ใน  GeneBank database จากนั้นนํามาวิเคราะหดวยโปรแกรม Clustal X และ PHYLIP 95 เพ่ือเรียงลําดับ
ขอมูลและเปรียบเทียบเปอรเซนตความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด 
 

 
 

 
 
 
  
 
  
 
 
  
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

ประวัติและอาการทางคลินิก  
 

จากตัวอยางชิ้นเนื้อของสุนัขที่ใชในการศึกษาจํานวน 13 ตัว ที่ใหผลการยืนยันการติดเชื้อไวรัส 
ไขหัดสุนัขโดยวิธี Immunohistochemistry และ/หรือใหผลบวกตอการตรวจหา RNA genome ในสวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสดังกลาวโดยวิธี nested RT-PCR พบวามาจากสุนัข 
เพศเมียจํานวน 5 ตัว และเพศผูจํานวน 8 ตัว โดยอายุเฉลี่ยของสุนัขท่ีใชในการศึกษาคือ 3.3 เดือน (ชวง 
2-8 เดือน) สําหรับประวตัิการฉีดวัคซีน พบวามีสุนัขที่ไดรับการฉีดวัคซีนแลวจํานวน 4 ตัว ไมไดรับ 
การฉีดวัคซีนจํานวน 2 ตัว และไมทราบประวัติการฉีดวัคซีน 7 ตัว นอกจากนี้พบวาสุนัขปวย การแสดง 
อาการทางคลินิกในแตละระบบดังนี้ ระบบประสาท เชน อาการชักรอยละ 46.15 (6/13) ระบบทางเดิน
หายใจ เชน ไอ จาม หายใจหอบ น้ํามูกขน เลือดกําเดาไหลรอยละ 92.30 (12/13) ระบบทางเดินอาหาร 
เชน ทองเสีย อาเจียนรอยละ 69.23 (9/13) และระบุอยูในชวงมีไขสูงรอยละ 15.38 (2/13)  (ตารางที่ 4.1 
และตารางที่ 4.2) 
 
 
ตารางที่ 4.1 ตารางการจําแนกกลุมอาการสุนัขท่ีติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจํานวน 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) สามารถวินิจฉัยวาสุนัขปวยและเสียชีวิตจากโรค 
ไขหัดสุนัขรอยละ 46.15 (6/13) โดยท่ีระบบประสาทสวนกลาง เชน เลือดคั่งในสมอง (brain 
congestion)  สมองอักเสบแบบไมมีหนอง (non-suppurative encephalitis) การอักเสบกึ่งเฉียบพลันของ 
Choroid แบบมี หนอง (subacute suppurative choroiditis) พบ inclusion bodies (IB) ใน neuron, glial 
cell, microglia และ parenchymal cell  การอักเสบแบบเนื้อตายของเซลลประสาท (neuronal necrosis)  
gliosis และ spongiosis ที่ระบบทางเดินหายใจ เชน ปอดอักเสบแบบ interstitial pneumonia, 
suppurative broncopneumonia, พบ inclusion bodies ที่เซลลเยื่อบุหลอดลม และผนงัถุงลมฝอย, การ
อักเสบที่หลอดลม (tracheitis) และ กลองเสียงอักเสบ (laryngitis)  ที่ระบบทางเดินอาหาร เชน มีการ
อักเสบแบบมีเมือกของลําไสเล็ก และกระเพาะอาหาร รวมกับพบ inclusion bodies ที่เยื่อบุกระเพาะ
อาหาร นอกจากนี้ที่อวัยวะอื่นๆ เชน ตับ พบจุดเนื้อตายกระจายอยูทั่วไป (multifocal necrotic foci in 
liver) มาม พบการอักเสบแบบมีหนอง (suppurative splenitis), การอักเสบแบบเนื้อตายแบบแข็งตัว 
(multifocal coagulative necrotic splenitis) รวมกับพบ inclusion bodies ใน macrophage ที่ตอมน้ํา
เหลือง พบการอักเสบแบบมีหนอง (suppurative lymphadenitis) การอักเสบแบบเนื้อตาย (multifocal 
necrotic lymphadenitis) รวมกับ lymphoid depletion, lymphoid necrosis หรือลักษณะ follicular 
atrophy ที่กระเพาะปสสาวะ การอักเสบที่กระเพาะปสสาวะ (cystitis) และพบ inclusion bodies ที่เยื่อบุ
กระเพาะปสสาวะ นอกจากนี้พบการหนาตัวข้ึนของฝาเทา และพบ inclusion bodies ที่ช้ัน squamous 
epithelium จากตารางที่ 4.4  พบวาสามารถตรวจหา inclusion bodies ไดจากระบบประสาทสวนกลาง
รอยละ 25 (3/12) และระบบทางเดินหายใจรอยละ 38.46  (5/13) 
 ผลทาง immunohistochemistry (ตารางที่ 4.4) พบวาสามารถตรวจพบแอนติเจนของไวรัส โดย
พบในระบบประสาทสวนกลางรอยละ 58.33 (7/12) และที่ระบบทางเดินหายใจรอยละ 83.33 (10/12) 
โดยสามารถพบแอนติเจนของเชื้อไวรัสไดตามเซลลเยื่อบุ เชนที่ระบบประสาทสวนกลางพบไดทั้งใน
นิวเคลียส และ/หรือไซโตพลาสมของเซลลประสาท (neuron) และเซลลค้ําจุน (glial cell, microglia 
และ   astrocytes)   และบริเวณเสนใยประสาทที่ระบบทางเดินหายใจพบไดทั้งในนิวเคลียส     และ/หรือ 
ไซโตพลาสมของ alveolar epithelium, bronchiolar epithelium และ alveolar macrophage และยัง
สามารถพบไดท่ีเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร เซลลเยื่อบุกระเพาะปสสาวะ และชั้น squamous epithelium 
เปนตน 
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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 และวัคซีนปองกันพิษสุนัขบา 1 ครั้ง 
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลทางจุลพยาธิวิทยาจากตัวอยางสุนัขจํานวน 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 
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               ตารางที่ 4.4 แสดงผล Viral inclusion bodies , Immunohistochemistry และ Nested RT-PCR ในตัวอยางจากสุนัขจํานวน 13 ตัว 
 

  ระบบประสาทสวนกลาง   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 
      * ตําแหนงที่พบดังตารางที่ 4.3 
      ** พบแอนติเจนภายในนิวเคลียส และ/หรือไซโตพลาสมของ neuron, glial cell, parenchymal cell และเสนใยประสาท 
      *** พบแอนติเจนภายในนิวเคลียส และ/หรือไซโตพลาสมของ alveolar epithelium, bronchial epithelium, bronchiolar epithelium และ alveolar macrophage 
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การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี nested RT-PCR 
 

ก. ความไวของวิธี nested RT-PCR 
 

 ประเมินความไวของวิธี nested RT-PCR ในการตรวจหาสวน C-terminal ของ nucleocapsid 
protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัข โดยใช primer 2 คู โดยคูแรก (outer primer) คือ CDV1 และ CDV4 
ซึ่งจะใหผลิตภัณฑขนาด 615 คูเบส และคูท่ีสอง (inner primer) คือ CDV2 และ CDV3 ซึ่งจะใหผลิต 
ภัณฑขนาด 474 คูเบส โดยไดจากการเจือจางไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน Onderstepoort ทีละ 10 เทา ที่
ความเขมขนตั้งแต 104 TCID50 จนถึง 10-4 TCID50 และตรวจหาไวรัสโดยวิธี nested RT-PCR โดยมี 
RNA จาก non-infected vero cell culture เปนตัวควบคุมลบ  พบวาวิธีดังกลาวสามารถตรวจพบ RNA 
ของไวรัสไขหัดสุนัขไดต่ําสุดท่ี 10-3 TCID50 equivalent โดยผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.1 
  
 
    

   
 
 
 
รูปที่ 4.1 แสดงความไวของวิธี nested RT-PCR ในการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน 
Onderstepoort ที่ความเขมขนเจือจางทีละ 10 เทาจาก 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 ของไวรัสไขหัดสุนัขจากตัวอยางชิ้นเนื้อโดยวิธี nested RT-PCR 
 

 ทําการตรวจหา RNA genome ของไวรัสไขหัดสุนัขในสวน C-terminal ของ nucleocapsid 
protein gene จากตัวอยางชิ้นเนื้อดวยวิธี  nested RT-PCR พบวาสามารถตรวจพบ RNA ของไวรัสไขหัด
สุนัขไดจากตัวอยางชิ้นเนื้อจํานวน 13 ตัวอยาง (ตารางที่ 4.3) โดยผลิตภัณฑที่ไดมีขนาด 474 คูเบส ดัง
แสดงในรูปที่ 4.2 
 
 
 

 
 
 
 
รูปที่ 4.2 แสดงขนาดของผลิตภัณฑ nested RT-PCR ในการตรวจหา RNA genome ในสวน C-terminal 
ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขจากตัวอยางชิ้นเนื้อของสุนัข (M = 100bp ladder 
marker , P = ตัวอยางควบคุมบวกจาก CDV-infected vero cell , N = ตัวอยางควบคุมลบจาก non-
infected vero cell และ S1- S13 = RT-PCR product จากตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย) 
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การหาลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัข 
จาก nested RT-PCR product และการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
 
 ทําการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด ในสวน C-terminal ที่มีนิวคลีโอไทดจํานวน 335 นิวคลีโอ
ไทด ครอบคลุม 19.90% ของ nucleocapsid protein gene โดยเริ่มจากนิวคลีโอไทดตําแหนงที่ 1342 ถึง 
1676 จากตัวอยางชิ้นเนื้อสมองสุนัขจํานวน 13 ตัวอยาง ซ่ึงเปนสเตรนและทําการเปรียบเทียบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดของไวรัสไขหัดสุนัขสเตรนวัคซีน  Onderstepoort ในตําแหนงเดียวกันที่รายงานโดย 
Sidhu และคณะ (1993) พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัวอยาง (207, 577, 230, 034, 418, 
621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีรอยละความเหมือนกับไวรัสวัคซีน (onderstepoort strain) 90.75-
91.94 และตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 มีรอยละความเหมือนกับสเตรนวัคซีน 
(onderstepoort strain) 97.61 และ 99.10 ตามลําดับ (ตารางที ่4.5) 
 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขในประเทศไทย พบวาตัวอยาง 
เบอร 207, 577, 230 และ 034 มีรอยละความเหมือนกันของลําดับนวิคลีโอไทด 100 และตัวอยางเบอร 
418 และ 621 มีรอยละความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด 100 โดยพบวาตัวอยางที่แยกไดจาก
สมองสุนัข 11 ตัว อยาง (207 , 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีรอยละความ
เหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทด  96.42-99.10 โดยมีรอยละความเหมือนกับตัวอยางที่แยกไดจาก
สมองสุนัขเบอร  442  และ 171   89.55-90.75 และ  91.04-92.24  ตามลําดับ   และเมื่อเปรียบเทียบลําดับ 
นิวคลีโอไทดระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 พบวามีรอยละความเหมือน 
97.31 (ตารางที่ 4.5) 
 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขในประเทศ 
ไทยกับสเตรนอื่นๆที่รายงานใน GeneBank database เชน Yanaka, Ueno, Hamamatsu และ Adachi 
(สเตรนที่แยกไดในประเทศญี่ปุน),   2544/Han95 (สเตรนที่แยกไดในประเทศเยอรมัน) และ A75/17 
(สเตรนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่กอใหเกิดโรครุนแรง) พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัว
อยาง (207, 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีความเหมือนกับ Yanaka, Ueno , 
Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ A75/17 รอยละ  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  สําหรับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข  เบอร 
171 มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ A75/17 
รอยละ 91.04, 91.34, 91.64, 91.34, 90.45 และ 93.13 ตามลําดับ และตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข
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เบอร 442 มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ 
A75/17 รอยละ 89.55, 89.85, 90.14, 89.85, 89.55 และ 91.64 ตามลําดับ (รูปที่ 4.3) 
 
 
ตารางที่ 4.5 แสดงการเปรียบเทียบรอยละความเหมือน (% Homology) ของลําดับนิวคลีโอไทด ในสวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย 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                  
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รูปที่ 4.3 แสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด ในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene 
ตําแหนงที่ 1342 ถึง 1676 ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย (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 
 
 ทําการตรวจหาลําดับกรดอะมิโนในสวน C-terminal ท่ีมีกรดอะมิโนจํานวน 111 ตัว โดยเริ่ม
จากตําแหนงที่ 413 ถึง 523 จากนั้นทําการเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน 
วัคซีน Onderstepoort  ในตําแหนงเดียวกัน พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัวอยาง (207, 577 
, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) มีรอยละความเหมือนกับไวรัสวัคซีน 
(onderstepoort strain) 90.99-93.69 และตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 มีความ
เหมือนกับไวรัสวัคซีน (onderstepoort strain) 97.30 และ 99.10 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.6) 
 
 เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขในประเทศไทยดวยกัน พบวา
ตัวอยางเบอร 621, 468, 418, 207, 577, 230 และ 034 มีรอยละความเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโน 
100 โดยพบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัว อยาง (207, 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468 , 
438, 443 และ 466) มีรอยละความเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโน 96.40-100 โดยมีรอยละความ
เหมือนกับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 90.10-94.60 และ 91.89-94.60 ตามลําดับ 
และเมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171 พบ 
วามีความเหมือน 100 (ตารางที่ 4.6) 
 

เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน ระหวางตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขในประเทศ
ไทยกับสเตรนอื่นๆ พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัข 11 ตัวอยาง (207, 577, 230, 034, 418, 621, 
400, 468, 438, 443 และ 466) มีความเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95 และ 
A75/17รอยละ 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 สําหรับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ Yanaka, Ueno, 
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Adachi , 2544/Han95 และ A75/17 รอยละ 92.79 เทากัน และเหมือนกับ Hamamatsu รอยละ 93.69 และ
ตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ Yanaka, Ueno, Adachi, 
2544/Han95 และ A75/17 รอยละ  90.99 และเหมือนกับ Hamamatsu รอยละ  91.89 (รูปท่ี 4.4) 
 
ตารางที่ 4.6 แสดงการเปรียบเทียบรอยละความเหมือน (% Homology) ของลําดับกรดอะมิโนใน สวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย 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 แสดงการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene
จากตําแหนงที่ 413 ถึง 523  ระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน (Onderstepoort 
strain) และสเตรนอื่นๆ ที่รายงานใน GeneBank database (Yanaka , Ueno , Hamamatsu และ Adachi , 
2544/Han95  และ A75/17) 
 
การศึกษา Phylogenetic relationship 
 
 จากผลการศึกษา phylogenetic relationship ในสวนของ C-terminal ของ nucleocapsid protein 
gene ของไวรัสไขหัดสุนัขระหวางเชื้อไวรัสที่แยกไดจากชิ้นเนื้อสมองสุนัขในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน 
(Onderstepoort strain) และสเตรนอื่นๆ ท่ีรายงานใน GeneBank database (Yanaka, Ueno, Hamamatsu 
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Adachi , 2544/Han95  และ A75/17) และเชื้อไวรัสนอกกลุม (Measles virus และ Mumps virus) พบวา
สามารถแบงความสัมพันธออกไดเปน 2 กลุมคือ กลุมที่มีความสัมพันธใกลเคียงกับไวรัสวัคซีน (ตัว
อยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 และ 171) และกลุมท่ีมีความสัมพันธใกลเคียงกับและสเตรน
อ่ืนๆ ที่รายงานใน GeneBank database (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207, 577, 230, 034, 418, 
621, 400, 468, 438, 443 และ 466) ซ่ึงมีความแตกตางจากเชื้อไวรัสนอกกลุมอยางชัดเจน (รูปที่ 4.5 และ 
4.6) 
 

0.01

Onderstepoort
171

442
2544/Han95

438
A75/17

400
418
621

466
468

Hamamatsu
443
Yanaka

Adachi
Ueno
034
207
577
230

 
 
รูปที่ 4.5 แสดง Phylogenetic relationship ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ 
nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย 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 ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ nucleocapsid 
protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขระหวางตัวอยางที่แยกไดในประเทศไทย ไวรัสวัคซีน (Onderste 
poort strain) ไวรัสไขหัดสุนัขสเตรนอื่นๆ ที่รายงานใน GeneBank database (Yanaka, Ueno, 
Hamamatsu, Adachi, 2544/Han95  และ A75/17) และไวรัสนอกกลุม (Measles virus และ Mumps 
virus) โดย Clustal X program 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปราย และขอเสนอแนะ 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ ไดพัฒนา nucleotide primers ขึ้นจาก nucleocapsid protein gene ของไวรัสไข
หัดสุนัข เพื่อใชในเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ในการเพิ่ม
จํานวน RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยางเนื้อเยื่อสุนัข ปจจุบันมีการนําเทคนิค RT-PCR มาวินิจฉัย
โรคไขหัดสุนัขกันอยางแพรหลายมากขึ้นเนื่องจากเปนวิธีท่ีใหผลรวดเร็ว ความไว (sensitity) และความ
จําเพาะ (specitivity) สูง ดังเชนการศึกษาของ Haas และคณะ (1991) ไดนําวิธีดังกลาวมาตรวจวินิจฉัย 
Phocine distemper virus จาก phosphoprotein ในเนื้อเยื่อแมวน้ําที่ไดรับการติดเชื้อ Shin และคณะ (1995) 
ทําการตรวจหาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจาก nucleocapsid protein gene จากตัวอยางเม็ดเลือดขาวชนิดโมโน
ซัยท และลิมโฟซัยท ที่พบในกระแสเลือดในสุนัขที่ปวยดวยโรคไขหัดสุนัข Tiwananthakorn และคณะ 
(2000) ทําการศึกษาเพื่อทดสอบการใชเทคนิค RT-PCR เปนวิธีการวินิจฉัยโรคไขหัดสุนัขในสวน 
nucleocapsid protein gene โดยใชตัวอยางจากชิ้นเนื้อสดจากสัตวปวย และตาย Tiwananthakorn และคณะ 
(2002) ศึกษาความเปนไปไดของการนําวิธี RT-PCR มาประยุกตใชในการวินิจฉัยตรวจหาเชื้อไขหัดสุนัข
จากตัวอยางเม็ดเลือดขาวโมโนนิวเคลียรของสุนัขปวยที่ยังมีชีวิตซึ่งสงสัยวาเปนโรคไขหัดสุนัข   Wakasa 
และคณะ (2000)   ทําการนําวิธี RT-PCR มาทําการเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในสวน 
phosphoprotein จากตัวอยางที่แยกไดในประเทศญี่ปุนกอนนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด Frölich และคณะ 
(2000) ไดนําวิธีดังกลาวมาตรวจหาการแพรระบาดของไวรัสไขหัดสุนัขในสัตวกินเนื้ออ่ืนๆ ในประเทศ
เยอรมัน และ Hashimoto และคณะ (2001) นําวิธีดงักลาวมาใชในการตรวจ และเพิ่มจํานวนไวรัสไขหัด
สุนัขในสวน Hemagglutinin gene กอนนําไปศึกษาเพื่อจัดลําดับยีโนไทป นอกจากนี้ไดมีการพัฒนาเพิ่ม
ความไวของวิธี RT-PCR โดยการนําวิธี one step RT-PCR มาใชรวมกับ nested PCR ซ่ึงจะทําใหเพ่ิมความ
ไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specitivity) ในการตรวจมากขึ้น 

 
สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนของ nucleocapsid protein gene ในสวน C-

terminal  โดยที่ nucleocapsid protein gene เปนสวนของโปรตีนโครงสรางท่ีเกี่ยวของกับ RNA ของไวรั
สมีผลตอการประกอบตัวของเชื้อไวรัส และยังควบคุมหนาที่บางอยางที่เกี่ยวของกับ viral transcription 
และ viral replication (Stettler and Zurbriggen, 1995) สวนของยีนดังกลาวใชในการศึกษากันมากในการ
เปรียบเทียบกลุม morbilliviruses ตางๆ และในไวรัสแตละชนิด โดยพบวาเปนบริเวณท่ีมีความหลากหลาย
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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 พบวาสามารถใชลําดับนิวคลีโอไทดจากบริเวณดังกลาว
ในการแบงไวรัสไดเปน 7 ยีโนไทป โดยสมมติฐานไดวาความหลากหลายในไวรัสกลุม morbilliviruses น้ี
เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของยีนในสวนดังกลาวและอาจมีผลในการทําหนาที่ และทําใหโครงสรางของ 
nucleocapsid  protein ที่เปลี่ยนแปลงไป (Rima et al., 1995) 

 
สําหรับการศึกษาในครั้งนี้ เมื่อนําลําดับของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของยีนดัง 

กลาวจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากตัวอยางสมองสุนัขในประเทศไทย (13 ตัวอยาง) มาเปรียบ 
เทียบกับไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain) และสเตรนอื่นๆท่ีรายงานใน GenBank database (Yanaka , 
Ueno , Adachi , Hamamatsu และ 2544/Han95) และสเตรนอางอิง (A75/17) พบวาสามารถแบงออกได
เปน 2 กลุมคือ กลุมท่ีมีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับไวรัสวัคซีน (Onderstepoort strain) จํานวน 2 ตัว
อยาง (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 และ 442) และกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับส
เตรนรุนแรงอื่นๆท่ีรายงานใน GenBank database (Yanaka, Ueno, Adachi, Hamamatsu และ 
2544/Han95) และสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง (A75/17) จํานวน 11 ตัวอยาง (ตัวอยางที่แยกไดจากสมอง
สุนัขเบอร 207, 577, 230, 034, 418, 621, 400, 468, 438, 443 และ 466) 

 
สําหรับกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน (Onderstepoort strain) เมื่อ ศึกษา

จากประวัติและอาการ  พบวาตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 อายุ 3 เดือน และมีประวัติเพ่ิงได
รับการฉีดวัคซีนไมเกิน 1 เดือน กอใหเกิดคําถามหรือขอสันนิษฐานวาไวรัสในวัคซีนเปนตัวกอใหเกิดโรค
ไขหัดสุนัข หรือที่สอดคลองกับรายงาน Post-vaccinal Canine Distemper Encephalitis (Bestetti et al., 
1978 ; Krakowka et al., 1982 ; Cornwell et al., 1988 ) ซ่ึงมักจะพบในลูกสุนัขโดยเฉพาะลูกสุนัขที่มอีายุ
ต่ํากวา 6 เดือน และไดรับการฉีดวัคซีนปองกันโรคชนิดเชื้อเปน โดยอาจเกิดขึ้นไดจากขั้นตอนการผลิต
วัคซีนท่ีมีการทําใหเชื้อไวรัสออนแรงลงไมเพียงพอเปนผลใหมีการติดเชื้อที่ระบประสาทสวนกลาง การ
ฉีดวัคซีนมีผลทําใหเกิดการกระตุนใหเกิดการติดเชื้อแบบไมแสดงอาการ (latent  infection) การเกิดจาก
โรคจากสวนประกอบอื่นๆในวัคซีน หรือสัตวมีความไวตอเชื้อไวรัสสูง เชนในสัตวที่มีภาวะกดภูมิคุมกัน 
(Immunosuppression) โดยจะมีการแสดงอาการทางคลินิกภายใน 1 ถึง 2 อาทิตยหลังจากไดรับวัคซีน 
(Braund, 2003) นอกจากนี้พบการรายงานถึงการศึกษาลําดับกรดอะมิโนของ Measles virus ที่แยกไดใน
ประเทศแอฟริกาใต เปรียบเทียบกับวัคซีนสเตรน (Edmonston wild-type strain) ในสวน C-terminal ของ 
nucleocapsid   protein   gene   พบวามี   3   ตัวอยางที่มีความเหมือนของกรดอะมิโนสูงเมื่อเทียบกับวัคซีน 
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สเตรน (Edmonston wild-type strain) ซึ่งกลาวไดวาผูปวยไดรับการติดเชื้อจากไวรัสวัคซีน (Kreis et al., 
1997) สําหรับตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 442 อายุ 2 เดือน และไมมีประวัติการไดรับการฉีด
วัคซีน แตพบวามีเปอรเซ็นตความเหมือนใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน อาจเปนไปไดวาสุนัขดังกลาวมีการ
สัมผัสกับไวรัสวัคซีนในขณะที่มีภาวะกดภูมิคุมกัน ซึ่งสอดคลองกับการรายงานถึงการติดตอของไวรัส 
ไขหัดสุนัขจากการสัมผัสกับสัตวที่ไดรับวัคซีน โดยพบวามีการติดตอของโรคไขหัดสุนัขในลูกสุนัขท่ียัง
กินนมแมที่เพ่ิงไดรับการกระตุนวัคซีนรวม 5 โรค โดยลูกสุนัขแสดงอาการทางระบบประสาท ใน 18 วัน
หลังจากที่แมสุนัขไดรับการกระตุนวัคซีน เมื่อทําการชันสูตรซากพบวามีรอยโรคที่สมอง และการตรวจ
ทางซีรั่มวิทยาพบวาลูกสุนัขไดรับเชื้อไวรัสจากวัคซีนมากกวาเชื้อจากธรรมชาติ (Braund, 2003) และแม
วาสุนัขท้ังสองตัวไมไดมีการแสดงอาการ และผลการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา และอมิมูโนฮีสโตเคมีใหผล
ลบตอการตรวจที่ระบบประสาท แตพบวาสามารถตรวจพบและเพิ่มจํานวนเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในสวน
ของ C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ไดโดยวิธี nested RT-PCR ในชิ้นเนื้อจากสมองได 

 
สําหรับกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับสเตรนรุนแรงอื่นๆท่ีรายงานใน GenBank 

database (Yanaka , Ueno , Adachi , Hamamatsu และ 2544/Han95) และสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง 
(A75/17) ไดแกตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207 577 230 034 418 621 400 468 438 443 และ 
466 ซึ่งนาจะกลาวไดวาสุนัขท้ังหมดมีการติดเชื้อไวรัสที่มีการแพรระบาดในธรรมชาติ โดยเมื่อพิจารณา
จาก ประวัติการฉีดวัคซีน พบวามีสุนัขจํานวน 3 ตัวท่ีไดรับการฉีดวัคซีน ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่
เชื้อไวรัสท่ีสุนัขไดรับจากธรรมชาติมีลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของ C-terminal ของ 
nucleocapsid protein gene ซึ่งเปนสวนที่มีความหลากหลายสูงท่ีแตกตางไปจากวัคซีนสเตรน 
(Onderstepoort strain) ทําใหมีผลกระตุนตอระบบภูมิคุมกันของรางกายท่ีอาจแตกตางกัน ซึ่งมีการรายงาน
วาใน Influenza viruses ถามีการเปลี่ยนแปลงแมเพียงเล็กนอยในบริเวณที่มีความหลากหลาย (variable 
domain) จะพบวามีผลในการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันที่แตกตางกันของสตัวท่ีติดเชื้อ Morbillivirus 
อาจมีลักษณะแตกตางเชนกัน (Rima et al., 1995)  การติดเชื้อจากไวรัสที่มีความแตกตางจากวัคซีน 
(variant viruses) แมวาจะสามารถพบ anti-N antibodies สูง แตพบวาการทํางานของระบบ humoral 
immunity ก็ไมใชทางระบบที่ดีที่สุดในการกําจัดเชื้อไวรัส  โดยพบวาความหลากหลายของตัวเชื้อไวรัสจะ
มีผลตอกลไกกระตุนภูมิคุมกันผาน T cell และไวรัสที่มีความหลากหลายนี้จะไปมีผลตอ 
immunodominant epitopes บน T cell cytotoxicity mediated effect ทําใหรางกายไมสามารถกําจัดเซลลท่ี
มีการติดเชื้อไวรัสนี้ออกไปได (Allen and Zinkernagel, 1994) และนอกจากนี้อาจเกิดจากการที่สุนัขไดรับ
เชื้อไวรัสมากอนที่จะฉีดวัคซีนทําใหการทํางานของวัคซีนลมเหลว (Kai et al., 1993) ซึ่งสอดคลองกับการ
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รายงานการแพรระบาดของ Measles virus ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา ในกลุมประชากรที่ไดรับการฉีด
วัคซีนปองกันโรคเปนจํานวน   50%   ของประชากรที่เปนโรค  ในปค.ศ.  1989-1990  จึงมีการศึกษาลําดับ 
นิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของ glycoprotein genes จากเชื้อไวรัสที่แยกไดจากธรรมชาติ (wild-
type measles virus) เปรียบเทียบกับวัคซีนสเตรน (Moraten strain) พบวามีความหลากหลายเกิดขึ้นใน
สวนของ hemagglutinin gene สูงกวาในสวนของ fusion gene (Rota et al., 1992) และจากผลการศึกษาพบ
วามีสุนัขที่ไมไดรับการฉีดวัคซีนจํานวน 1 ตัว และไมทราบประวัติวัคซีนท่ีแนนอนจํานวน 7 ตัว ซึ่งเปน
ไปไดวาสุนัขดังกลาวติดเชื้อไวรัสจากธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Yoshida และคณะใน
ปค.ศ. 1998 โดยทําการวิเคราะหสวน nucleocapsid protein ที่แยกไดจากไวรัสไขหัดสุนัขในประเทศญี่ปุน 
พบวาสเตรนที่แยกไดจากธรรมชาติ (Yanaka) จะมีรอยละความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนเมื่อเปรียบ
เทียบระหวางสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง (A75/17) สูงกวาวัคซีนสเตรน (Onderstepoort strain) 

 
 จากการจัดกลุมเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากตัวอยางสมองสุนัขในประเทศไทย ที่ขึ้นกับ 
ลาํดับของนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนในสวนของ C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ไมพบ 
วามีความสัมพันธกับความแตกตางของกลุมอาการที่แสดงออก เนื่องจากในกลุมที่มีรอยละความเหมือน
ใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 171 และ 442) พบวาสุนัขทั้งสองตัว
แสดงอาการที่ระบบทางเดินหายใจรวมกับระบบทางเดินอาหาร และกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียง
กับสเตรนอื่นๆที่รายงานใน GenBank database (ตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207 577 230 034 
418 621 400 468 438 443 และ 466) พบวาสุนัขแสดงอาการที่ระบบประสาทรวมกับระบบ ทางเดิน
หายใจและระบบทางเดินอาหาร 4 ตัว ระบบทางเดินหายใจรวมกับระบบทางเดินอาหาร 4 ตัว ระบบ
ประสาทรวมกับระบบทางเดินอาหาร 1 ตัว ระบบประสาทรวมกับระบบทางเดินหายใจ 1 ตัว และระบบ
ทางเดินหายใจ 1 ตัว ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Yoshida และคณะในปค.ศ. 1998 ที่พบวากลุมของไว
รัสไขหัดสุนัขท่ีแยกไดในประเทศญี่ปุน ไมมีความสัมพันธกับระหวางลําดับของนิวคลีโอไทดที่แยกได
กับความแตกตางทางกลุมอาการที่แสดงออกเชนกัน หลังจากไดรับการติดเชื้อไวรัสการที่สัตวจะแสดง
อาการของระบบตางๆ ขึ้นกับปจจัยหลายอยางท้ังจากตัวสัตวและไวรัสสาเหตุ เชน ชนิดของเซลลหรือ
เนื้อเยื่อเปาหมายในระบบตางๆ    จากการศึกษาเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข   พบวามีเซลลเยื่อบุ   ลิมโฟไซท และ 
โมโนไซทหรือแมคโครฝาจ เปนเซลลเปาหมายในการเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัส โดยพบวาเชื้อไวรัสจะเขา
ไปเพิ่มจํานวนในลิมโฟไซท และแมคโครฝาจกอน จากนั้นเซลลดังกลาวจะเปนตัวพาเชื้อไวรัสเขาสู
เนื้อเยื่อนํ้าเหลืองตางๆ ทางหลอดเลือด และทอนํ้าเหลือง และถารางกายไมสามารถกําจัดเชื้อไวรัสออกไป
ได เชื้อไวรัสจะแพรเขาสูเยื่อบุของระบบตางๆ เชน ระบบทางเดินอาหาร ระบบทางเดินหายใจ ระบบขับ
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ถายปสสาวะ และ/หรือระบบประสาทสวนกลาง ซึ่งจากเหตุการณดังกลาวจะทําใหสัตวแสดงอาการทาง
คลินิกตามมาหลังเกิดการติดเชื้อเฉพาะที่ได (Appel and Summers, 1999) สวนประกอบของตัวเชื้อไวรัส 
หรือผลผลิตของยีนของเชื้อไวรัสมีผลโดยตรงตอเซลลท่ีไดรับการติดเชื้อ เชน hemagglutinin ซึ่งไวรัสใช
จับกับตัวรับบนผิวเซลล  เปนสวนแรกที่เชื้อไวรัสใชในการสัมผัสกับเซลล เปนสวนที่มีการแสดงออกบน
ผิวเซลลที่มีการติดเชื้อ และเปนเปาหมายของการตอบสนองทางภูมิคุมกัน พบวาสวนนี้เปนสวนที่มีความ
หลากหลายสูง อาจเปนผลทําใหเชื้อไวรัสสามารถรอดพนจากการกําจัดของระบบภูมิคุมกันของรางกาย 
และสามารถเขาไปเพิ่มจํานวนในเซลลได สําหรับสวน nucleocapsid protein เปนสวนท่ีเกี่ยวของกับ viral 
transcription และ viral replication และมีผลตอการประกอบตัวของเชื้อไวรัส ซึ่งมีผลตอหนาที่ของเซลล
ปกติ สวน phosphoprotein และ polymerase protein เปนสวนของ viral nucleocapsid และเกี่ยวของกับการ
สังเคราะห RNA ของไวรัส โดยทําหนาที่เปนเอนไซม polymerase เปนตน ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนควบคุมการสรางตางๆ อาจมีผลตอโปรตีนนั้นๆ ทั้งโครงสรางและหนาที่ เปน
ผลใหมีการเพิ่มจํานวนของไวรัสในรางกายสัตวที่ไดรับการติดเชื้อ และการแสดงออกของโรคได โดย
ลักษณะกลไกการกอโรคของไวรัส ไมไดมีผลมาจากยีนใดยีนหนึ่ง หรือองคประกอบใดองคประกอบ
หนึ่งของไวรัส ทําใหความรุนแรงของไวรัสขึ้นกับหลายๆยีนประกอบกัน นอกจากนี้ตัวสัตวที่ไดรับเชื้อไว
รัสเอง อาจเปนผลใหเกิดการแสดงของโรคได เชนสัตวท่ีมีความไวตอเชื้อไวรัสสูง เชนในรายที่มีภาวะกด
ภูมคิุมกัน (Appel, 1987) และนอกจากการแสดงอาการหรือรอยโรคจะเปนผลจากการเพิ่มจํานวนของไว
รัสแลว ยังอาจเปนผลมาจากการตอบสนองทางภูมิคุมกันของสัตว ที่อาจเปนสาเหตุใหเกิดรอยโรคการ
อักเสบของระบบตางๆ ทําใหสัตวแสดงอาการที่ระบบนั้นๆ ออกมาได เชน การตอบสนองของ 
nonspecific immunity การผลิต IFN การทํางานของ NK cells และ macrophage ซ่ึงการทํางานของแมค
โครฝาจ อาจทําใหเกิดการอักเสบมากขึ้น จากการหลั่ง Inflammatory cytokines หรือ mediator เชน 
Interleukin I , Phostaglandin E (Vandevelde et al., 1995) เปนผลทําใหเกิดรอยโรคการอักเสบที่รุนแรง
ขึ้น และแสดงอาการตามมาได เชน การหลั่ง cytotoxic enzymes จากแมคโครฝาจ หรือ astroglial cells ท่ี
ติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในระบบประสาทสวนกลาง เปนผลทําใหเกิด demyelination สําหรับการตอบ
สนองของ humoral immunity และ cellular immunity พบวาการทํางานของแอนติบอดี้จะสามารถปองกัน
การติดเชื้อจากไวรัสทําใหสัตวหายปวย และอาจเปนผลทําใหเกิด persistent infection ได โดยที่ระบบ
ภูมิคุมกันจะไมสามารถควบคุมและทําลายการติดเชื้อไวรัสได ถามีไวรัสแอนติเจนปรากฎบนผิวเซลลใน
จํานวนนอย โดยเฉพาะ hemagglutinin และ fusion protein ของเซลลประสาทที่มีการติดเชื้อ และเชื้อไวรัส
ไมมีการขับตัวออกมาโดยการ budding ถามีการเปลี่ยนแปลงการเพิ่มจํานวนของไวรัสนอกเหนือไปจากนี้ 
จะพบวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันจะกลายเปนเหนี่ยวนําใหเกิดการทําลายเนื้อเยื่อสมองได 
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สําหรับการตรวจยืนยันผลดวยวิธี Immunohistochemistry พบวาสามารถแบงตัวอยางออกไดเปน 
2 กลุมคือ กลุมที่ใหผลลบตอการตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข และกลุมที่ใหผลบวกตอการ
ตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากชิ้นเนื้อที่ระบบประสาท และ/หรือระบบทางเดินหายใจ  
โดยพบวาตัวอยางจากชิ้นเนื้อท้ังสองระบบสามารถตรวจพบ และเพิ่มจํานวนของเชื้อไวรัสไดโดยวิธี 
nested RT-PCR  ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาของ Tiwananthakorn และคณะ (2000) สําหรับวิธี nested 
RT-PCR  ไดมีการรายงานวาเปนวิธีที่มีความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) และความ รวดเร็ว
ในการตรวจสูง (Shin et al., 1995 ; Frisk et al., 1999 ; Tiwananthakorn et al., 2000 ; Kim et al., 2001) 
อยางไรก็ตามความไวของการตรวจตัวอยางดวยวิธีน้ีจะขึ้นอยูกับการเลือก primers ในตําแหนงตางๆของ
ยีน (Frisk et al., 1999) สําหรับการที่ไมสามารถตรวจพบเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขดวยตรวจวิธี 
Immunohistochemistry เนื่องจากวิธีดังกลาวอาจใหผลลบลวงได โดยเฉพาะในรายที่เปนโรคแบบกึ่งเฉียบ
พลันหรือแบบเรื้อรัง (Appel, 1987 ; Shin et al., 1995) เมื่อเปรียบเทียบผลของการตรวจยืนยันผลดวยวิธี 
Immunohistochemistry กับผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน พบวาในกลุมท่ีใหผลบวกตอ
การตรวจหาแอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข     จากชิ้นเนื้อท่ีระบบประสาทสวนกลาง และระบบทาง
เดินหายใจ (ตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขเบอร 400 466 577 443 418 034 และ 468) จากผลดังกลาว
สอดคลองกับกลไกการกระจายตัวของไวรัสไขหัดสุนัข ท่ีเปนสเตรนที่กอโรครุนแรง (virulent strain) 
โดยเม่ือเขาสูระบบประสาทสวนกลางจะพบเชื้อไวรัสในลิมโฟซัยท ในชองวางรอบหลอดเลือด 
(perivascular spaces) ของระบบประสาทสวนกลาง 10 วันหลังการติดเชื้อ และยังสามารถพบวาไวรัส
สามารถเขาสูสมอง โดยผานทางน้ําไขสันหลังจากการนําของเซลลในระบบภูมิคุมกันที่ไดรับการติดเชื้อ 
จากนั้นจึงเกิดรอยโรคที่สมองตามมาได (Vandevelde et al., 1995) สําหรับกลุมที่ใหผลลบตอการตรวจหา
แอนติเจนของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข สามารถแบงออกไดเปนกลุมท่ีใหผลลบตอการตรวจหาแอนติเจนทั้ง
ระบบประสาทสวนกลาง และระบบทางเดินหายใจ (ตัวอยางท่ีแยกไดจากสมองสุนัขเบอร 207 และ 171) 
กลุมที่ใหผลลบตอการตรวจหาแอนติเจนทั้งระบบประสาทสวนกลางเพียงอยางเดียว (ตัวอยางที่แยกได
จากสมองสุนัขเบอร 438 และ 621) โดยพบวามีตัวอยางที่แยกไดจากสมองสุนัขสุนัขเบอร 207 438 และ 
621 ซึ่งจัดวาอยูในกลุมที่มีรอยละความเหมือนใกลเคียงกับสเตรนรุนแรงอื่นๆที่รายงานใน GenBank 
database  และสเตรนอางอิงชนิดรุนแรง ซึ่งสอดคลองกับการแสดงออกของไวรัสในสวนตางๆบนผิว
เซลลของระบบประสาทที่จํากัด การแพรกระจายของเชื้อไวรัสท่ีกอใหเกิดโรคท่ัวไป พบวาเมื่อมีการ
เคลื่อนตัวเขาสูระบบประสาทสวนกลาง แลวจะใชเวลานานกวาที่จะมีการปรากฏรอยโรคบนสมอง นอก
จากนี้ยังพบการจํากัดของการแสดงออกของแอนติเจนบางชนิด เชน hemagglutinin และ fusion protein 
บนผิวเซลลในระบบประสาท (Vandevelde et al., 1995) และการแสดงอาการทางระบบประสาท อาจพบ
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ไดในระยะทายของอาการที่ปรากฏ แตทําการเก็บตัวอยางกอนการแสดงอาการชัดเจน ดังนั้นจึงทําใหไม
สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสไดดวยวิธี Immunohistchemistry  หรืออาจเกิดไดจากการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันของรางกาย เชนในกรณีที่แอนติบอดี้เขาจับกับแอนติเจน ทําใหเกิดการบดบังตัวแอนติเจนทําให
การตรวจดวยวิธีนี้ไมไดผล 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้ เปนการศึกษาแรกที่รายงานลําดับของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนใน

สวนของ C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของไวรัสไขหัดสุนัขท่ีแยกไดในประเทศไทย จาก
ผลการศึกษาพบวาลําดับของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่ไดแบงออกไดเปน 2 กลุมคือ กลุมที่มีรอยละ
ความใกลเคียงกับวัคซีนสเตรน   (Onderstepoort strain)   สูง   และกลุมท่ีมีรอยละความใกลเคียงกับวัคซีน 
สเตรน   (Onderstepoort strain) ต่ํา    โดยในกลุมที่มีรอยละความใกลเคียงกับวัคซีนสเตรนต่ํา จะมีรอยละ
ความใกลเคียงกับลําดับของนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนที่แยกได และมีการรายงานในสวนอ่ืนๆของ
โลก (ประเทศญี่ปุน   และประเทศเยอรมัน)    และไวรัสอางอิงชนิดรุนแรง    นอกจากนี้ยังพบวาลําดับของ 
นิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนท่ีแตกตางกันในทั้ง 2 กลุม ไมพบวามีความสัมพันธกับประวัติวัคซีน อาการ
ท่ีแสดงออกทางระบบตางๆ และการปรากฎของแอนติเจน 
 
ขอเสนอแนะ 
 
 จากผลการศึกษาในครั้งนี้ เปนการศึกษาใหทราบถึงลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน ในสวน 
C-terminal ของ nucleocapsid protein gene ของเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่แยกไดจากเนื้อเยื่อสมองของสุนัข
ในประเทศไทยเทานั้น สําหรับการศึกษาในครั้งตอไปควรมีการศึกษาถึงลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิ
โนของยีนในสวนอ่ืนๆ เพื่อจะไดทราบถึงลักษณะของเชื้อไวรัสที่แยกไดในประเทศไทยเพิ่มมากขึ้น 
 
 จากการศึกษาในครั้งนี้ไดเลือกใช reverse primer ในสวนของ outer primer มาเปนตัวเริ่มตนใน
การเปลี่ยน RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขมาเปน cDNA ซึ่งผลจากการใช primer ดังกลาวจะใหผลที่จํากัดตอ
สวนของ nucleocapsid protein gene เทานั้น ดังนั้นเพื่อประโยชนในการเก็บ cDNA ใหไดครอบคลุมใน
สวนตางๆ ของตัวเชื้อไวรัสดังกลาวทั้งหมด ควรเลือกใช random hexamers primer ซึ่งเปน primer ท่ี
สามารถเขาไปจับกับหลายๆ ตําแหนงบน genomic RNA ของเชื้อไวรัส และเมื่อตองการที่จะศึกษายีนใน
สวนใดของไวรัส จึงคอยเลือก gene-specific primer เพื่อเพ่ิมจํานวนยีนในสวนที่ตองการตอไปได 
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 สําหรับเอนไซมที่ใชในขั้นตอนการทํา PCR นี้เปน Taq polymerase ซ่ึงมีรายงานถึงความผิด
พลาดที่อาจจะเกิดขึ้นไดจากการที่ไมมี proof reading เชน 2.0 x 10-5 errors/bp (Lundberg et al., 1991) 
หรือ 1.1 x 10-4 errors/bp (Barnes, 1992) เปนตน ซ่ึงความผิดพลาดดังกลาวจะไปมีผลตอการอานลําดับ
ของนิวคลีโอไทด ดังนั้นในการศึกษาครั้งตอไปอาจมีการทําการศึกษาเปรียบเทียบรวมกับเอนไซมชนิด
อ่ืนๆ เชน 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 
เปนตน ซึ่งเอนไซมตางๆ เหลานี้จะมี 3’ – 5’ exonuclease (proof reading) activity โดยใชเพื่อเปนการยืน
ยันผลของการทํางานของ Taq polymerase และเพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดที่ถูกตอง 
  
 และการศึกษาในครั้งนี้ไดทําการหาลําดับของนิวคลีโอไทดของไวรัสไขหัดสุนัข จากตัวอยาง
เนื้อเยื่อสมองโดยตรง ซ่ึงตัวอยางชิ้นเนื้อนั้นอาจจะมีเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขอยูรวมกันหลากหลายชนิด 
(quasispecies) และอาจจะไปมีผลตอการอานลําดับนิวคลีโอไทดที่ผดิพลาดได ดังนั้นในการศึกษาอาจจะ
มีการเพิ่มการทดลองอื่นๆเชน การศึกษา RNA จากไวรัสที่ผานการ Plaque purification เพื่อใหไดเชื้อไว
รัสที่มีเพียงชนิดเดียว สําหรับวิธีการหลังจะมีขอจํากัดในเรื่องเซลลเพาะเลี้ยงที่ใชแยกเชื้อไวรัส เนื่องจาก
ไวรัสแตละตัวอาจมีขอจํากัดในการเพิ่มจํานวนไดบนเซลลเพาะเลี้ยงแตละชนิดแตกตางกัน เชน ไวรัสท่ี
เปน non-virulent strain มักจะผานการทําใหออนแรงลงในเซลลเพาะเลี้ยงมากอนแลว จึงปรับตัวสามารถ
เติบโตไดดีบนเซลลเพาะเลี้ยง สําหรับไวรัสที่เปน virulent strain ที่แยกไดจากการติดเชื้อในธรรมชาติ อาจ
สามารถเติบโตไดบนเซลลเพาะเลี้ยงไดนอยกวา 
 
 สําหรับการศึกษาถึงความสัมพันธระหวางความแตกตางของเชื้อไวรัส กับประวัติและอาการที่
แสดงออก ควรมีการควบคุมการออกแบบการเก็บตัวอยางที่จําเพาะมากกวานี้สําหรับในการศึกษาครั้งตอ
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 ใหมีปริมาตรทั้งหมด 100 มิลลิลิตร 
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สารเคมีและแหลงที่มา 
 
สารเคมี แหลง 
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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ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน C-terminal ของ nucleocapsid protein gene จากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขท่ีแยกได
จากตัวอยางสมองสุนัขในประเทศไทย 
 
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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

  นางสาวจุฑาทิพย  เขียวเจริญ เกิดวันที่ 6 กุมภาพันธ พ.ศ.2522 ท่ีโรงพยาบาล จุฬาลง
กรณ จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอระดับ วิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต หลักสูตรพยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ มหาวิทยาลัย
เม่ือ พ.ศ.2544  
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