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บทที่  1
บทนํา

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา

โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Canine Distemper Virus; CDV) เปน
single stranded RNA จัดอยูในตระกูล Paramyxoviridae มีความสัมพันธใกลชิดกับ measles และ
rinderpest viruses โดยจัดอยูในจีนัส morbillivirus (Robert and  Daniel, 1996) อาการของโรคที่พบ
ได คือ มีไข ซึม ถายเหลว มีตุมหนองหรือผ่ืนแดงขึ้นบริเวณใตทอง มีอาการทางระบบทางเดินหายใจ
อาการทางระบบประสาทและสัตวปวยตายลง ดวยสาเหตุเนื่องจากตัวไวรัสเองหรือภาวะการติดเชื้อ
แทรกซอนอันเปนผลจากการกดภูมิคุมกัน ที่เกิดจากเชื้อไวรัสดังกลาว (Theodore, 1987)

โดยทั่วไปการวินิจฉัยทางคลินิกอาศัยอาการที่ปรากฏในสุนัข สวนการตรวจวินิจฉัย
ทางหองปฏิบัติการเพื่อยืนยันวาเปนไขหัดสุนัขทําไดดวยวิธีการตาง ๆ เชน การตรวจหาแอนติเจนของ
ไวรัสโดยตรงดวยวิธีอิมมูนเรืองแสง (Fluorescent  Antibody Test, FA) การตรวจหา inclusion body
เชน จากเนื้อเยื่อปอด กระเพาะปสสาวะ ตอมน้ําเหลือง โดยวิธีทางจุลพยาธิวิทยา การแยกพิสูจนเชื้อ
ไวรัส ซึ่งอาจทําไดโดยการฉีดเขาไปในสัตวทดลอง และการแยกเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง วิธีการดัง
กลาวไดในตัวอยางซึ่งไดมาจากขณะสัตวมีชีวิตหรือตายแลว การตรวจวินิจฉัยทางซีร่ัมวิทยา โดยการ
ตรวจหาซีร่ัมแอนติบอดี้ตอไวรัสไขหัดสุนัข โดยวิธี serum neutralization และ enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) ทําไดในขณะสัตวมีชีวิตอยู (สงคราม,2533; Blixenkrone-Moller et
al., 1991)

การตรวจวินิฉัยโดยสังเกตุอาการทางคลินิกในขณะสุนัขยังมีชีวิตอยูหากสุนัขมี
ลักษณะการตดิเชื้อแบบ classical CDV การวินิจฉัยโรคจะทําไดคอนขางงาย แตสวนใหญจะพบวามี
อาการไมชัดเจนทําใหการวินิจฉัยโรคโดยวิธีดังกลาวทําไดยาก การวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการที่พบวา
มีขอจํากัดในแตละวิธี คือ การตรวจหาแอนติเจนโดยตรงโดยวิธี FA test อาจตรวจไมพบแอนติเจน
หากเปนโรคที่เกิดมานานและการอานผลตองอาศัยความชํานาญ การแยกเชื้อไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยง
นั้นตองใชเวลา 2-3 สัปดาหและไมคอยประสบผลสําเร็จเนื่องจากขาดเซลลเพาะเลี้ยงที่มีความไวรับ
ตอไวรัสที่เกิดโรคจากเนื้อเยื่อสัตวปวยโดยตรง อาจตองมีการปรับใหไวรัสเพิ่มจํานวนใหไดในเซลลดัง
กลาวเชน vero cell หรือเซลลที่มีความไวตอไวรัสเชน primary lung macrophage มีความไวรับดีกวา
แตมีขอจํากัดคือ ตองเตรียมจากสุนัขที่ปลอดเชื้อ (SPF) สวนการแยกเชื้อไวรัสในสัตวทดลองมีขอ
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จํากัดที่ตองใชสุนัขที่เปนสุนัขที่ปลอดเชื้อเชนกัน การตรวจทางซีร่ัมวิทยา เชน serum neutralizationมี
ขอจํากัดในการอานผลในสุนัขไดรับการฉีดวัคซีนและมีระดับของ neutralizing antibodies สูง สวน
ELISA นั้นจะเปนวิธีที่งายและรวดเร็วในการตรวจ ซึ่งอาศัยการเลือกตรวจหา IgM และ IgG
antibodies อยางไรก็ตามถาสุนัขนั้นมีการติดเชื้อแบบเรื้อรัง (chronic distemper) ซึ่งมีการลดลงของ
IgM จะทําใหการอานผลผิดพลาดได (Shin et al., 1991)

วิธีการทางหองปฏิบัติการไวรัสวิทยาที่มีการพัฒนากนัอยางแพรหลาย คือ วิธีการที่จะ
ตรวจหา กรดนิวคลิอิกของไวรัสโดยตรง ซึ่งรวดเร็ว และแมนยําในการวินิจฉัย ในป 1995 Shin และ
คณะ ไดทําการทดลองตรวจหานิวคลีโอโปรตีนยีนของไวรัสไขหัดสุนัขใน mononuclear cells จากตัว
อยางเลือดโดยวิธี RT-PCR ซึ่งใหผลที่ดีและมีความแมนยํา รวดเร็วในการตรวจ แตวิธีนี้มีขั้นตอนการ
แยกเม็ดเลือดขาวที่ยุงยาก สิ้นเปลือง และในขั้นตอน RT-PCR ตองใช primers จับที่ตําแหนงตางกัน 2
ที่ โดยใช primer 2 คูแยกเปน 2 reaction และผลที่ไดบางครั้งไมสอดคลองกันกับวิธีการอื่น เชน การ
ทํา serum neutralization ใหผลบวกแตผลการตรวจจากการทํา RT-PCR ในผลลบ จึงนาจะไดมีการ
พัฒนาเทคนิคการตรวจดังกลาวและประยุกตใชในการตรวจหาหลักฐานการติดเชื้อไวรัสโดยตรงจาก
ตัวอยางที่ไดจากสัตวปวยที่ยังมีชีวิตอยูทําการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขในเลือด โดยใชเม็ด
เลือดขาวจากการแยกชั้น buffy coated และตัวอยางที่ไดจากการแยกพลาสมา และนํามาเพิ่มจาํนวน
ยีนโดยพัฒนาเทคนิค nested PCR primers เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจซึ่งถาผลที่ไดออกมามีประ
สิทธิภาพในการตรวจจะสามารถลดขั้นตอนการทํางาน คาใชจายและนํามาประยุกตใชงานไดอยาง
เหมาะสม

วัตถุประสงคของการวิจัยครั้งนี้เพื่อพัฒนา nested RT-PCR มาประยุกตในการตรวจ
หากรดนิวคลิอิกของไวรัสไขหัดสุนัข และเพื่อนําเทคนิค nested RT-PCR มาประยุกตใชในตัวอยาง
ทางคลินิก



                                   บทที่  2
             เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

แนวคิดและทฤษฎี

โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข (Canine Distemper Virus; CDV) ทําให
เกิดอาการทางระบบทางเดินอาหาร ระบบทางเดินหายใจ ระบบประสาทสวนกลางและสัตวปวยตาย
ลงดวยสาเหตุเนื่องมาจากตัวไวรัสเองหรือภาวะการติดเชื้อแทรกซอนอันเปนจากการกดภูมิคุมกัน  โดย
ทั่วไปการตรวจวินิจฉัยทางคลินิกอาศัยอาการที่ปรากฏในสุนัข สวนการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติ
การเพื่อยืนยันวาเปนไขหัดสุนัขทําไดดวยวิธีการตางๆ เชน การตรวจหาแอนติเจนไวรัสโดยตรงดวยวิธี
อิมมูนเรืองแสง โดยวิธีทางจุลพยาธิวิทยา การตรวจวินิจฉัยโดยการแยกและพิสูจนเชื้อไวรัสในสัตว
ทดลองหรือเซลลเพาะเลี้ยง การตรวจวินิฉัยทางซีร่ัมวิทยา ซึ่งในแตละวิธีมีขอจํากัดในการตวจตางกัน
ในการศึกษาครั้งนี้ไดพัฒนาเทคนิค nested RT-PCR มาประยุกตใชในการตรวจหาหลักฐานการติด
เชื้อไวรัสจากสัตวปวยที่ยังมีชีวิตอยูทําการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขโดยใชเม็ดเลือดขาวจาก
การแยกชั้น buffy coated และตัวอยางที่ไดจากพลาสมา ซึ่งถาผลที่ไดออกมามีประสิทธิภาพในการ
ตรวจจะสามารถลดขั้นตอนในการทํางาน คาใชจาย และนํามาประยุกตใชงานไดอยางเหมาะสม

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

โรคไขหัดสุนัขเกิดจากเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขซึ่งไดรับการยืนยันพิสูจนโดย Dunkin และ
Laidlaw (1926) เชื้อไวรัสไขหัดสุนัขเปน single stranded RNA ในตระกูล Paramyxoviridae จีนัส
Morbillivirus มีความสัมพันธใกลชิดกับ Measles (MV) Rinderpest virus (RV) และ Pest des petits
ruminants virus (PPRV) (Fenner, 1976) มีรูปรางแบบ spherical บางครั้งเปน filament เสนผาศูนย
กลาง 100-700 nm (Robert and Daniel, 1996)

โรคนี้ปจจุบันควบคุมดวยวัคซีน attenuated live virus เร่ิมพัฒนาโดย Cabasso และ
คณะ (1962) มีรายงานการเกิดโรคอยางตอเนื่องในสุนัขที่ไดรับการฉีดวัคซีนแลว เชนการระบาดของ
โรคไขหัดสุนัขในฟนแลนดในสุนัขที่มีการฉีดวัคซีน (Ek-Kommon et al., 1997) Gemma และ คณะ
(1996) ไดทําการสํารวจการระบาดของโรคไขหัดสุนัขในประเทศญี่ปุนในลักษณะเดียวกัน ทําใหเกิด
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แนวคิดวาชนิดของไวรัสที่แยกไดจากสัตวปวยโดยตรงอาจมีความแตกตางกับไวรัสสเตรนที่นํามาทํา
วัคซีน นอกจากไวรัสชนิดนี้ทําใหเกิดโรคในสุนัขแลวยังมีรายงานทําใหเกิดโรคในสัตวอ่ืน เชน เสือชีตาร
(Chistian and Anna,1995) ใน spotted hyenas (Haas et al., 1996) raccoon dogs (Machida et
al., 1993) และในสุนัขปา (Lopez-Pena et al., 1994)

ระบาดวิทยาของโรค (Epizootiology)

โรคไขหัดสุนัขเปนโรคติดตอรายแรงที่สําคัญของสุนัข พบไดทั่วโลก สัตวที่เปนโรคนี้ใน
สภาพธรรมชาติไดแกสัตวใน Order Carnivora, sub-order Fissipeda (terrestrial Carnivora) ซึ่ง
ตระกูลที่มีความไวตอการติดเชื้อไดแก ตระกูล Canidae สัตวในตระกูลนี้ไดแก สุนัข สุนัขดิงโก สุนัข
จิ้งจอก สุนัขปา coyote และสัตวในตระกูล Mustelidae ซึ่งไดแก mink, skunk, ferret, และ weasel
นอกจากนี้ก็มีสัตวบางชนิดในตระกูล Procyonidae เชน raccoon เปนตน (Goss, 1948) สวนแมวซึ่ง
อยูใน suborder นี้เชนเดียวกันแตอยูในตระกูล Felidae พบวาสามารถติดเชื้อจากสุนขัปวยไดแตไม
ปรากฏอาการใหเห็นโดยการพบการเพิ่มจํานวนของไวรัสในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองเทานั้นไมพบการเพิ่ม
จํานวนของเชื้อไวรัสในเซลลเยื่อบุ และเซลลในระบบประสาทเลย ในสัตวชนิดอื่นเคยมีรายงานการทํา
ใหติดเชื้อโดย intranasal inoculation ไดเหมือนกันเชน สุกรสามารถติดโรคไดในลักษณะเดียวกับแมว
สัตวสองชนิดนี้ตรวจพบ neutralizing antibody ตอเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในวันที่ 7 หลังการติดเชื้อและ
พบวาไมมีบทบาทในการแพรโรค (Appel et al., 1974)

สุนัขเปนสัตวเก็บกักโรคและแพรโรคที่สําคัญเพราะสุนัขปวยจะขับเชื้อไวรัสออกมากับ
ส่ิงคัดหลั่งทุกชนิด เชน น้ํามูก ขี้ตา และน้ําลาย (Gorham 1960) ในอุจจาระและปสสาวะของสุนัขปวย
ก็พบวามีเชื้อไวรัสที่ทําใหแพรกระจายโรคได (Gillespie and Timoney, 1981) โดยในสวนของน้ํา
ปสสาวะนั้นพบวาเชื้อไวรัสจะถูกขับออกมาในน้ําปสสาวะตั้งแตวันที่ 6 หลังการติดเชื้อ (Shen et al.,
1981) พบวาชวงระยะที่ฟนตัวจากการปวยจะยังคงมีเชื้อไวรัสถูกขับออกมาอีกหลายสัปดาห และ
ตรวจไมพบเชื้อไวรัสในส่ิงขับถายตาง ๆ เมื่อสุนัขหายปวยโดยสมบูรณ สําหรับเชื้อไวรัสจากวัคซีนจะไม
มีการขับแพรโรค (shedding) ในสุนัข (Appel, 1977)
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การติดตอของโรค (Transmission)

ในสภาพธรรมชาติชองทางของการติดเชื้อที่สําคัญที่สุด คือการติดตอโดยผานทาง
ระบบหายใจ (aerosol route) การฟุงกระจายของเชื้อไวรัสในละอองสิ่งขับถายโดยเฉพาะในน้ํามูก น้ํา
ลายและขี้ตาเปนแหลงสําคัญของการติดเชื้อ (Gorham and Brandy, 1953) การติดตอโดยการสูดดม
เขาทางลมหายใจนี้อาจเกิดจากการสัมผัสโดยตรงหรือลมพัดพา มีรายงานการติดตอผานทางรกจาก
ในสภาพธรรมชาติและทดลอง (Krakowka  et al., 1977)

พยาธิกําเนิด (Pathogenesis)

เมื่อสุนัขไดรับเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขผานเขาทางระบบหายใจจะสามารถตรวจพบเชื้อที่
ตอมน้ําเหลืองของหลอดลม (bronchial lymph nodes) และตอมทอนซิลในวันที่ไดรับเชื้อนั้น และจะ
ตรวจพบเชื้อในวันที่ 2 และ 3 (เม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cells) ซึ่งในชวงระยะ 6 วันแรกนี้เชื้อ
จะเพิ่มจํานวนขึ้นในเนื้อเยื่อระบบน้ําเหลือง ซึ่งตรวจพบเม็ดเลือดขาวชนิด mononuclear cells  ที่ติด
เชื้อไดทั่วรางกาย ทําใหเชื้อไวรัสแพรขยายเขาไปในเยื่อบุ (epithelial cells) ทั่วรางกาย โดยเฉพาะ
อยางยิ่งที่ระบบทางเดินอาหาร ระบบหายใจ ระบบขับถายปสสาวะ ระบบสืบพันธุ รวมตลอดถึงระบบ
ประสาทสวนกลาง ซึ่งเชื้อจะผานเขาไปทาง CSF หรือใน meningeal macrophage การแพรขยายการ
ติดเชื้อเขาไปใน epithelial tissue ทั่วรางกายเชนนี้เปนผลทําใหปรากฏอาการของการปวยหลายๆ
ระบบพรอม (Appel, 1969) (รูปที่ 2.1)

อาการของโรค (Clinical signs)

 อาการของโรคระยะเฉียบพลัน (acute) จะเกิดขึ้นในชวง 3-6 วัน หลังจากที่สุนัขได
รับเชื้อ อาการเริ่มแรก คืออาการไขซึ่งจะเกิดขึ้นเพียง 1-2 วัน รวมกับอาการเบื่ออาหาร เยื่อตาขาว
อักเสบรวมดวยแลวอาการตางๆ ที่พบในระยะแรกนี้จะหายไป สุนัขที่ติดเชื้อแตไมมีภูมิคุมกันโรคเกิด
ข้ึนในระดบัที่ปองกันโรคไดจะแสดงอาการไขเกิดขึ้นอีกเปนครั้งที่สอง โดยอาจทิ้งชวงหางจากครั้งแรก
หลายวัน การเกิดอาการไขคร้ังที่สองนี้จะเกิดขึ้นรวมกับอาการอื่น ๆ เปนตนวา ซึม เบื่ออาหาร พรอม
กับแสดงอาการของระบบหายใจ และระบบทางเดินอาหารอันไดแก มีน้ํามูก ขี้ตา ไอ และอาการ
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อาเจียนและทองเสียเกิดขึ้นควบคูกันไป ระยะถัดมาติดเชื้อแบคทีเรีย ที่ผิวหนังอาจพบตุมหนองหรือ
ลักษณะของ impetigo หรือผดผื่นเกิดขึ้นพบไดบอยที่ผิวหนังหนาทอง ซึ่งอาจเกิดจาก allergic
response ตอเชื้อไวรัส ตอมาสุขภาพจะทรุดโทรมลงอยางรวดเร็ว บางรายพบสภาพการขาดน้ําชัดเจน
ในที่สุดจะตายโดยอาจไมแสดงอาการชักลวงหนา สุนัขปวยบางรายแสดงอาการดีขึ้นระยะหนึ่งแลว
แสดงอาการทางระบบประสาทในเวลาตอมา ซึ่งอาการชักอาจรุนแรงและคงอยูจนกระทั่งตาย อาการ
ทางระบบประสาทที่เกิดขึ้นนี้เปลี่ยนแปรไดมาก ข้ึนอยูกับตําแหนงของระบบประสาทสวนกลางที่ถูก
เชื้อไวรัสทําลาย อาการชัก อาการเคลื่อนไหวเกิน (hypermotility) การเดินหรือวิ่งวนและ psychic
changes มักเนื่องมาจากการเกิดรอยโรคที่สมองสวน cerebrum ถาสมองสวนกลาง สวน
cerebellum สวน vestibular และสวน medulla oblongata เกิดเสียหายจะทําใหการยางกาวลําบาก
ทาทางผิดไป ถาสวนไขสันหลังเสียหายจะทําใหการใชขาไมสัมพันธกัน (ataxia) reflexes ตางๆ จะผิด
ไป ทั้งนี้ขึ้นอยูกับตําแหนงของไขสันหลังที่เสียหาย บางครั้งการพบรอยโรคที่ประสาทตาและสวนเรตินา
ทําใหการมองเห็นผิดไปหรือถึงขั้นทําใหตาบอดได การกระตุกของมัดกลามเนื้ออยางเปนจังหวะที่เรียก
วา chorea หรือ tic หรือ tremor หรือ myoclonus เปนอาการทางระบบประสาทอีกรูปแบบหนึ่ง ซึ่ง
อาจเกิดขึ้นขณะที่กําลังแสดงอาการของโรคหรือเกิดขึ้นตามหลังอาการตางๆ ที่ทุเลาลง การกระตุกดัง
กลาวนี้พบไดบอยๆ ที่กลามเนื้อสวนใบหนา โดยเฉพาะกลามเนื้อที่ใชขบเคี้ยวและกลามเนื้อของสวน
ขา (Farrow and Love, 1983)  การเกิดกระตุกอยางเปนจังหวะของกลามเนื้อนี้ พบวาเปนปรากฏ
การณเฉพาะที่ที่เกิดจาก intrinsic neural mechanisms ของไขสันหลังเฉพาะสวน ไมไดเกิดจาก
higher center  แต higher center

ความรุนแรงของโรคไขหัดสุนัข กระบวนการของโรค และการพยากรณโรค
(prognosis) ขึ้นอยูกับชวงอายุของสุนัขที่ไดรับเชื้อ ลูกสุนัขอายุนอยมากๆ ที่ไมไดรับภูมิคุมโรคจาก
แม เมื่อไดรับเชื้อจะตายอยางรวดเร็ว ลูกสุนัขอายุ 5-7 วันที่ทําใหติดเชื้อ พบวาทําใหเกิดกลามเนื้อหัว
ใจเสื่อมจนถึงกลามเนื้อตายบางสวนดวย (Higgins et al., 1981) ลูกสุนัขในชวงอายุหมดภูมิคุมโรค
จากแม สุนขัรุน และสุนัขอายุนอยถาติดโรคจะแสดงอาการของโรคแบบเฉียบพลันอยางชัดเจน แตใน
สุนัขอายุมากมักไมแสดงอาการของโรคใหเห็นอยางเปนขั้นตอน อาจพบเพียงอาการของสมองอักเสบ
เกิดขึ้นโดยไมมีอาการลวงหนามากอน ที่เรียกวา “old dog encephalitis” หรือ subacute diffuse
encephalomyelitis (Lincoln et al., 1971) อยางไรก็ตาม ODE เปนกลุมอาการที่ยังไมยืนยันแนชัด
วาเกิดจาก canine distemper virus
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พยาธิคลินิก (Clinical Pathology)

ในการติดเชื้อโรคไขหัดสุนัขนั้น คาทางโลหิตวิทยาและการเปลี่ยนแปลงของคาทางชีว
เคมีในซีร่ัมมักไมเดนชัดนัก กลาวคือสภาพ leukopenia มักพบในชวงที่เกิดอาการไขคร้ังแรก การ
ปรากฏอาการอยางเดนชัดของโรคในชวงที่มีไขคร้ังที่สองมักมีการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอนเขาไป
เกี่ยวของ (Farrow and Love, 1983) ไดมีการศึกษาคาทางโลหิตวิทยาในสุนัขที่เปนโรคไขหัดสุนัข
จํานวน 46 ราย พบวาเพียงรอยละ 12.5 เทานั้นที่พบสภาพ leukopenia และรอยละ 23.4 พบอยูใน
สภาพ leukocytosis สวนมากที่สุดรอยละ 64.1 อยูในเกณฑระหวาง low normal ถึง high normal
(6,000-17,000/มม3) แตสิ่งที่พบไดเสมอคือ สภาพ lymphopenia นอกจากนี้พบวาคาเฉลี่ยของเม็ด
เลือดแดง ฮีโมโกลบิน และ pack cell volume (PCV) สวนใหญอยูในเกณฑต่ํากวาคาปกติ สําหรับคา
เฉลี่ยของ total plasma protein นั้นมักพบอยูในเกณฑปกติ (Schalm et al., 1975)

ในสุนัขปวยที่เกิดสมองอักเสบอาจพบโปรตีนและ mononuclear cells ในน้ําไขสัน
หลังเพิ่มข้ึนและพบ specific neutralizing canine distemper antibody ในน้ําไขสันหลังดวย
(Farrow and Love, 1983)

รอยโรคทางพยาธิวิทยา (Pathological Lesion)

รอยโรคที่มองเห็นดวยตาเปลา เมื่อผาซากสุนัขที่ตายดวยโรคไขหัดสุนัขจะพบรอยโรค
ที่อวัยวะตางๆ ที่แตกตางกันออกไปไดมาก ขึ้นอยูกับชวงระยะเวลา กลาวคือถาทําใหสุนัขตายในขณะ
ที่มีอาการสมองอักเสบเพียงอยางเดียวอาจไมพบการเปลี่ยนแปลงที่มองเห็นดวยตาเปลาที่อวัยวะภาย
ในตางๆ เลย แตถาตายภายในชวงระยะที่กําลังแสดงอาการปวยเกี่ยวของกับระบบตางๆ (systemic
phase) จะพบรอยโรคตางๆ ได รอยโรคสวนใหญที่พบไดแก รอยโรคที่ระบบทางเดินหายใจที่พบเสมอ
คือการเกิดปอดอักเสบ(lung edema) และในลูกสุนัขตอมไทมัสจะลดขนาดลงเปนอยางมาก สวน
ตอมน้ําเหลืองอื่นๆ พบสภาพบวมน้ําและมีเลือดคั่ง ในชวงระยะกอนตายอาจพบลักษณะของทองเสีย
แบบมีมูก แตถามีอาการของสมองอักเสบเกิดขึ้นกอนตายอาจพบภาวะเลือดคั่งที่เยื่อหุมสมองดวย

รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาที่พบปอดที่เกิดปอดอักเสบ interstitial pneumonia  โดย
พบผนังถุงลมหนาตัวขึ้นเนื่องจากมีการแทรกตัวของเนื้อเยื่อพังผืด มี hyperplasia และ proliferation
ของ alveolar epithelium ตอมน้ําเหลืองตางๆ และมามจะพบลักษณะของ lymphoid depletion โดย
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lymphoid cells ลดจํานวนลง แต reticular cells บวมพองและมี proliferation ทําใหเห็นโครงสราง
ของเนื้อเยื่อตอมน้ําเหลืองมีเซลลนอยลงและมีสภาพบวมน้ํา เนื้อสมองพบไดตั้งแตการอักเสบเพียง
เล็กนอย หรือพบลักษณะ perivascular cuffing ที่สวนเยื่อหุมสมองและเนื้อสมอง จนถึงการเกิด
meningoencephalomyelitis ซึ่งมี demyelination  และ gliosis เกิดขึ้นดวย ในลูกสุนัขออน (อายุ 5-7
วัน) ที่ติดเชื้อไขหัดสุนัขอาจพบลักษณะความเสื่อมของเซลลที่หัวใจและไตเกิดขึ้น รายงานพบวาเชื้อไว
รัสไขหัดสุนัขทําใหกลามเนื้อหัวใจตายแลวมีแคลเซี่ยมไปจับเกาะอยูดวย

การเปลี่ยนแปลงทางจุลพยาธิวิทยาที่นับวามีความสําคัญและเปนลักษณะจําเพาะ
ของโรค คือการตรวจพบ inclusion bodies ที่ เซลลเยื่อบุทั้งหลาย เชนที่ผนังกระเพาะอาหาร ผนังของ
ทางเดินปสสาวะ และที่เหมาะสมที่สุดในการตรวจหาไดแกที่ เยื่อบุถุงลมปอด ในสวนของระบบ
ประสาท inclusion bodies ตรวจหาไดใน glia cells และ neurones พบไดที่สวนของ optic,
cerebellar peduncle และ white matter ของ spinal cord (Jubb and Kennedy, 1970 ;  Higgins
et al., 1981 ; Farrow and Love, 1983)

การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันตอไวรัสไขหดัสุนัข (immunity)

การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันในชวงแรกสุนัขมักเกิด lymphopenia และ
immunosuppression (Steven and Osburn, 1976) Neutralizing antibodies (SN) พบในชวง 10-
20 วันหลังการติดเชื้อ และสูงสุดในเวลาตอมา  complement dependent humoral cytotoxicity เกิด
ในรูปแบบเดียวกัน virus –specific IgM และ IgG พบในชวงแรกของการติดเชื้อ โดยสามารถตรวจพบ
IgM ไดตั้งแตวันที่  7 หลังการติดเชื้อและสูงสุดในสัปดาหที่ 3 ของการติดเชื้อ และในสัปดาหที่ 4-5 เร่ิม
มีการลดลงของระดับ IgM ในอัตราสวน 2-4 เทา แตระดับ SN ในซีร่ัม (SN)ลดลงคอนขางนอย ใน
สัปดาหที่ 5-6 เร่ิมมีการตรวจพบระดับของ IgG ซึ่งพบวาระดับของ SN ที่มากกวา 1:100 แสดงวามี
ภูมิคุมกันตอไวรัสไขหัดสุนัข (Noon et al., 1980) (รูปที่ 2.2) และ virus-specific cytotoxic T cell พบ
หลังติดเชื้อ 10-14 วัน สูงสุด 14-21 วันหลังติดเชื้อ (Appel, 1987)
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โครงสรางระดับโมเลกุลของไวรัสไขหัดสุนัข (Molecular Characterization)

ไวรัสไขหัดสุนัขมีโครงสรางที่สําคัญประดวยสวนของ envelope และ
neucleocapsid envelope ประกอบดวยโปรตีน M และ F nucleocapsid ประกอบดวยโปรตีน N P
และ L ในโปรตีนแตละสวนมีหนาที่ดังนี้ สวนของ  H  โปรตีนเปนสวนของ haemagglutinin ทํางาน
รวมกับ F โปรตีน (cell fusion และ haemolytic function) M (matrix) โปรตีน เปนสวนพื้นผิวดานใน
ของ envelope N(nucleoprotein) โปรตีนเปนสวนของ nucleocapsid สวน P และ L โปรตีนทําหนาที่
เอนไซม polymerase (Robert and Daniel., 1996) (รูปที่ 2.3) Rozenblatt และคณะ (1985) ได
เปรียบเทียบ nucleotide sequence ระหวางไวรัสไขหัดสุนัข (CDV)และไวรัสไขหัดในคน (MV) ในสวน
ของ nucleocasid gene พบวามีความเหมือนโดยแบงออกเปน 3 บริเวณ ชวง nucleotide 501-1215
มีความเหมือนกันสูง (77%) ชวง nucleotide 1-500 เหมือนปานกลาง (59%) และไมเหมือนกันในชวง
nucleotide ที่ 1216-1625 ทําใหบางครั้งเมื่อมีการทดลองเกี่ยวกับ MV สามารถประยุกตใชกับ CDV
ได ยีโนมทั้งหมดของไวรัสไขหัดสุนัขมีความยาว 15,616 nucleotide และมีความยาวสั้นกวา MV  277
nucleotide ยีนที่มี conserved region คือ N M และ F gene และ variable region ในสวนของ H
และ L gene (Mohinderjit et al., 1993) (รูปที่ 2.3)

การวินิจฉัยโรค (Diagnosis)

การวินิจฉัยโรคเบื้องตน (Tentative Diagnosis) ในกรณีที่สุนัขปวยแสดงอาการของ
โรคแบบเฉียบพลันโดยเฉพาะในสุนัขอายุนอย การปรากฏอาการไขคร้ังแรกมักไมสังเกตเห็นทางคลินิก
แตการปรากฏอาการไขครั้งที่สองประกอบกับอาการทางระบบหายใจและระบบทางเดินอาหารที่เกิด
ขึ้นในชวงระยะเวลาที่ไลเลี่ยกัน  ลักษณะอาการที่กลาวนี้จึงคอนขางจะเปนลักษณะจําเพาะของโรคที่
ชวยในใหการวินิจฉัยโรคเบื้องตนได รวมกับอาการทางระบบประสาทหรือพบการหนาแข็งตัวของฝา
เทา (hard pads) อยางไรกต็ามในกรณีที่สัตวปวยไมแสดงอาการที่เปนรูปแบบของโรคเปนเรื่องยากที่
จะใหการวินิจฉัยโรคโดยอาศัยเพียงอาการอยางเดียว ดังนั้นจึงตองมีการวินิจฉัยโรครวมกับการตรวจ
ทางหองปฏิบัติการ ซึ่งการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการ มีดังนี้ เชน การแยกเชื้อไวรัสสามารถทําได
ในไขไกฟกโดยดู pock ที่เกิดขึ้นบน chorioallantoic membrane หรือแยกในเซลลเพาะเลี้ยง vero
cell ซึ่งมีปญหาคือตองทําหลาย passage หรือ เซลล B95-a (marmoset B lymphocyte cell line)
ในการแยกเชื้อไวรัสจากสัตวปวยทางคลินิก โดยทํา co-cultivation กับ mononuclear cell ใหความไว
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ในการตรวจมากกวา อยางไรก็ตามการแยกเชื้อไวรัสคงตองอาศัยเวลาในการวินิจฉัย (Kai et al.,
1993) การตรวจหา viral antigen โดยตรงจากตัวอยางดวยการใช Immunohistochemistry และ
Immunofluorescence (FA) เปนวิธีที่มีความจําเพาะแตตองตรวจพบไวรัสในระยะเฉียบพลัน
(Iwatsuki et al., 1995) การวินิจฉัยทางซีร่ัมวิทยาที่นิยมทํากันเปนมาตรฐานคือ serum
neutralization ตองอาศัยการตรวจแอนติบอดี้เปรียบเทียบกัน (paired serum) และใชเวลาหางกัน
ประมาณ 3 สัปดาห สามารถตรวจพบไดแลวประมาณ 10-20 วันหลังการติดเชื้อ (Appel and
Robson, 1973) Blixenkrone-Moller และคณะ (1991) ไดพัฒนา IgM และ IgG ELISA มาใชตรวจ
แอนติบอดี้ที่จําเพาะดงักลาว ซึ่งตรวจไดตั้งแตวันที่ 6 ถึงวันที่ 50 หลังการติดเชื้อ แตในรายที่ติดเชื้อมา
นานแลวจะไมสามารถตรวจพบไดหรืออยูในระดับตํ่า ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคปฏิกริยาลูกโซโพลี
เมอรเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) มาประยุกตใชในการวินิจฉัยมากขึ้นโดยเปนการตรวจ
หากรดนิวคลิอิกและมีความไว ความแมนยํา และความจําเพาะมาก เชน การใชเทคนิค nested RT-
PCR มาตรวจหากรดนิวคลิอิกของ MV ใน nasal secretion ของผูปวย ซึ่งพบวาใหผลดี (Shimizu et
al., 1993) ในโรคไขหัดสุนัข Shin และคณะ (1991) ไดนํา RT-PCR มาใชในการตรวจหากรดนิวคลิอิก
ใน mononuclear cell พบวาใหผลดีแตยังมีปญหาในดานขั้นตอนและความไวของการตรวจวัดที่จํากัด
ซึ่งยังตองมีการพัฒนาวิธีและออกแบบ primer ตอไป
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วิธี nested RT-PCR

เทคนิค PCR ที่นํามาใชในการตรวจวิเคราะห RNA เรียกวาเทคนิค RT-PCR โดยขั้น
ตอนสําคัญ เร่ิมตนโดยการสกัด RNA จากเนื้อเยื่อหรือเซลล แลวใช RNA นี้เปนแมพิมพ (template)
สําหรับปฏิกริยา reverse transcription ใหสังเคราะห cDNA (complementary DNA) จากนั้นจะใช
cDNA ที่สังเคราะหไดเปนแมพิมพสําหรับปฏิกริยา PCR โดยใช  primers สองสาย ที่สังเคราะหมาเพื่อ
ขยายตําแหนงที่สนใจบน cDNA นั้น ผลิตผล PCR ที่ขยายจํานวน cDNA สามารถตรวจวิเคราะห
ขนาดของผลิตผล PCR ดวยวิธี agarose gel electrophoresis

การเพิ่มขยายจํานวน target DNA ดวยเทคนิค PCR โดยใช primer 1 คู (one-pair
primer PCR) กับ DNA ทั้งหมดที่แยกสกัดจากเซลลหรือเนื้อเยื่อของสิ่งสงตรวจซึ่งมี DNA อ่ืน ๆ ปนอยู
เปนจํานวนมากนั้น มักใหผลผลิตที่ตองการจํานวนนอยจนไมสามารถตรวจวิเคราะหเบื้องตน ดวยวิธี
agarose gel electrophoresis ติดตามดวยการยอมสี ethedium bromide ได บางกรณีอาจจะตองใช
วิธีการตรวจวิเคราะหที่ยุงยาก ทั้งนี้ target DNA ที่ไมเกี่ยวของจํานวนมาก ทําให  primer แตละสายมี
โอกาสจับ (anneal) กับตําแหนงที่เปนเบสคูสมบน target DNA ไดยาก จึงเปนผลใหผลผลิตของ
target DNA เพิ่มขยายไดจํานวนนอย และสวนใหญจะมีผลผลิตที่ไมตองการ (nonspecific product)
ปนมาดวยคอนขางมาก การดัดแปลงเทคนิค PCR พื้นฐานในสามารถขยายจํานวน target DNA ใหได
มากขึ้นโดยลดจํานวนผลผลิตที่ไมจําเพาะใหเหลือนอยที่สุด ทําไดโดยเทคนิค nested PCR ซึ่งเปนปฏิ
กริยา PCR 2 ขั้นตอน (two-step PCR) ดวย primer 2 คูไดแก bracket primers และ nested
primers ในปฏิกริยาชวงแรกของ nested PCR จะใช bracket primers ซึ่งเปน primers ที่อยูรอบนอก
target DNA และใช crude DNA ใหเกิดปฏิกริยา PCR จํานวน 20-25 รอบทําใหไดผลิตผลที่มีลําดับ
นิวคลีโอไทด สําหรับเพิ่มจํานวนใหไดผลิตผลของ target DNA อยูภายในแตมีขนาดยาวกวา ซึ่ง
สัมพันธกับตําแหนงของ bracket primers ที่ออกแบบไว จํานวนผลิตผลจากปฏิกริยา PCR ชวงแรกนี้
จะเทียบเทากับจํานวนผลิตผลที่เพิ่มขยายไดจากเทคนิค PCR พื้นฐานดวย primer คูเดี่ยว ในปฏิกริยา
ชวงที่สองของ nested PCR ทําโดยใชผลผลิตจาก PCR ชวงแรกเปนแมพิมพ (template) และใช
nested primers ซ่ึงออกแบบใหมีลําดับนิวคลีโอไทด สําหรับเพิ่มจํานวนใหไดผลผลิตของ target DNA
อยูถัดเขามาดานในจาก bracket primer ใหเกิดปฏิกริยา 25-30 รอบ จะทําใหไดผลิตผลของ target
DNA มีความบริสุทธิ์สูงและไดจํานวนขยายเพิ่มมากขึ้นปจจุบันเทคนิค nested PCR ไดรับความนิยม
แพรหลายโดยเฉพาะอยางยิ่งประยุกตใชเพื่อการชันสูตรโรค (วัชรี, 1994) (รูปที่ 2.5)
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รูปที่ 2.1 แผนภาพแสดงพยาธิกําเนิด (Pathogenesis) ของไวรัสไขหัดสุนัข
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รูปที่ 2.2 การเกิดการตอบสนองของระดับแอนติบอดี้ตอไวรัสไขหัดสุนัขในสุนัขทดลอง 2 ตัว A และ B
แสดงผลของ SN, ELISA ของแอนติบอดี้ชนิด IgG และ ELISA ของแอนติบอดี้ชนิด IgM (Noon et al.,
1980)



14

รูปที่ 2.3 แสดงโครงสรางระดับโมเลกุลของไวรัสไขหัดสุนัข (Robert and Daniel , 1996)



15

รูปที่ 2.4 แสดงแผนภาพยีโนมของไวรัสไขหัดสุนัข และขยายในสวน ยีน NP ที่มีระดับความเหมือน
   ตางๆ กันเมื่อเปรียบเทียบกับ genus morbillivirus (Frisk et al., 1999)
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รูปที่ 2.5 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทํา nested RT-PCR



บทที่  3
อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

ไวรัส

ไวรัสไขหัดสุนัข สเตรน Onderstepoort (เอื้อเฟอจาก Dr. K. Platt, National
Veterinary Service Laboratory, Ames, Iowa) นํามาทําการเพาะเลี้ยงและหาความเขมขนของเชื้อ
(infectivity) ในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด vero cell

เซลลเพาะเลี้ยง

เซลลเพาะเลี้ยงชนิด African Green Monkey kidney (vero cell) ไดมาจากหนวยไว
รัสวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล ชนิด minimum essential medium (MEM) ใน 5% fetal calf serum ใน CO2 incubator
และใชเวลาในการอานผลในแตละ passage ประมาณ 5 วัน

ตัวอยางเลือดจากสุนัข

เก็บตัวอยางเลือดจากสุนัขที่เขารับบริการการตรวจรักษาที่โรงพยาบาลสัตวเล็ก คณะ
สัตวแพยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หรือคลินิกเอกชน ตั้งแตเดือนตุลาคม 2541- เดือนมีนาคม
2542 ปริมาตร 2 ml ในขวดที่มีสารกับการแข็งตัวของเลือด ethylene diamine teta acetate (EDTA)
2 mg โดยสุนัขแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่1 เขามารับการฉีดวัคซีนเข็มแรกและสัตวแพทยไดทํา
การตรวจแลววามีสุขภาพที่ปกติ จํานวน 23 ตัวอยาง สวนกลุมที่2 เปนสุนัขปวยที่สัตวแพทยไดทํา
การวินิจฉัยเบื้องตนทางคลินิกวามีอาการของการติดเชื้อไวรัสไขัหัดสุนัข เชน อาการไขซึม มีขี้ตา น้ํา
มูก ผื่นแดงตามทอง ชัก กระตุกของกลามเนื้อบริเวณหนา อัมพาต และอาการติดเชื้อแทรกซอน
จํานวน 65 ตัวอยาง ทําการบันทึกประวัติและอาการทางคลินิก เปนวันที่สัตวเร่ิมแสดงอาการปวย
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แยกสัตวตามลักษณะอาการปวยที่สังเกตเห็น เปนกลุมระบบทางเดินหายใจ ทางเดินอาหาร หรือ
ระบบประสาท และนําตัวอยางที่ไดไปทําตามขั้นตอนตาง ๆ ตามแผนภาพที่ 3.1

วิธีการ

การแยกสวนตัวอยางเลือด

นําตัวอยางเลือดจํานวน 2 ml ที่เก็บใน ethylene diamine teta acetate (EDTA) มา
ปนแยกพลาสมาออกดวยความเร็ว 1,500 รอบ/นาที นาน10นาที ที่อุณหภูมิหอง  แลวดูดสวนของ
พลาสมาออกใสในหลอด Eppendorf สวนเม็ดเลือดที่เหลืออยูใส red cell lysis buffer (RCLB)
[ภาคผนวก] จํานวน 1 ml ผสมใหเขากันแลวในไปปนที่ความเร็ว 2,500 รอบ/นาที นาน 15 นาที หลัง
จากนั้นเทสวนที่เปน supranatant ทิ้ง ทําขั้นตอนขางตน จนกระทั่งสวนของ supranatant ไมมีสีแดง
และเห็นสวน buffy coat ที่มีสีขาวตรงสวนกนหลอด eppendorf แลวปนลางเซลล buffy coat ดวย
Phosphate Buffer Saline (PBS) 3 คร้ังในครั้งสุดทายใส PBS จํานวน 0.5 ml แลวเก็บที่ –700 C สวน
ตัวอยางพลาสมาเก็บที่ –700 C

การแยกสกัด RNA ของไวรัสไขหัดสุนัข

นําตัวอยางพลาสมาหรือ buffy coat เติม  RNA extraction buffer [mono-phasic
solution of phenol and guanidine isothiocyanate] (Trizol®, Gibco BRL, USA) จํานวน 0.75 ml
ผสมใหเขากันและอบที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที แลวใส chloroform จํานวน 0.2 ml ผสมใหเขากัน ทิ้ง
ไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที ตอมาทําการแยกโปรตีนออกโดยปนแยกที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที
นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 40 C ดูดสวนใสที่ไดออกมาใสใน eppendorf แลวใส isopropanol จํานวน
0.5 ml ผสมแลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาทีและนําไปปนตกตะกอน RNA ที่ความเร็ว 12,000
รอบ/นาที นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 40 C ทําการลางสวนตะกอน RNA ดวย 70% ethanol  แลวทําให
แหงใน desicator pump ใส 0.1 DEPC  water 20 µl ละลายตะกอน RNA ใหเปนสารละลาย
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การออกแบบ Primer

ในการทดลองครั้งนี้เลือกบริเวณที่ออกแบบ primer จากสวนของยีนบริเวณ
nucleoprotein gene (NP) ของไวรัสไขหัดสุนัข โดยลําดับเบส DNA ของไวรัสไดจาก GENEBANK
(Access No X02000 M10242)และนําโปรแกรม Williamstone (internet free software, USA) มา
ทําการวิเคราะหชวยในการออกแบบ Primer ซึ่งทําใหได primer ที่มีลําดับเบสดังนี้

Outer primers

Forward primer (CDV1): (location; nt572-nt591)

5’ CCC-AGC-AAA-GAC-GTG-TGG-TCG 3’

Reverse primer (CDV4): (location; nt1020-nt1000)

5’ CCC-TCC-CAT-GGA-GTT-TTC-AAG 3’

Inner Primers

Forward primer (CDV2): (location; nt631-nt651)

5’ AGA-AAC-AGG-ATT-GCT-GAG-GAC 3’

Reverse primer (CDV3): (location; nt908-nt888)

5’ TAC-GGT-GCT-GTT-TCA-CCC-ATC  3’
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การเพิ่มขยายจํานวนสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง

(Nested Reverse Transcriptase Polymerse Chain Reaction (Nested RT-PCR))

cDNA synthesis

เตรียมสวนผสมของปฏิกริยาใหมีความเขมขนของสารละลายเปน 50 mM Tris-HCl
(pH 8.3), 75mM KCl, 3mM MgCl2 , 10 mMDTT, 1.5 mM dNTP, 3.2 mM MgCl2 , 50 pmol
primer CDV1, 20U Rnase inhibitor, 200 U M-MLV ใน 12 reaction volume  แลวนํา RNA ที่
ไดจากการสกัด ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นําไปอุนใน water bath อุณหภูมิ 650 C นาน 5 นาที ใส
cDNA mixture 12 ไมโครลิตร แลวแชในน้ําแข็ง 2 นาที นําไปใส water bath ที่อุณหภูมิ 370 C นาน 1
ชั่วโมง

เทคนิค Nested PCR

ใน 50 ไมโครลิตรของปฏิกริยา PCR ชวงแรก ประกอบดวย 10mM Tris-HCl
(pH8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 37.5 pmole ของ primer CDV1 และ primer CDV4, 200
uM dNTPs, 0.5 unit ของ Taq DNA polymerase, ดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอยาง 5 ไมโครลิตร และน้ํา
กลั่น นําหลอด microtubes ที่เตรียมพรอมแลวไปใสในเครื่อง Programmable DNA Thermal Cycler
(Perkin Elmer 9600; CA, USA) โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาของแตละขั้นตอนดังนี้

เร่ิมตนที่อุณหภูมิ 95 0C นาน 1 นาที และ 550 C นาน 1 นาทีจํานวน 1 รอบ

ในแตละรอบของปฏิกริยา PCR กําหนดอุณหภูมิและเวลาดังนี้

Denaturation 950 C 30 วินาที

Annealing 550 C 30 วินาที

Extension 720 C 1.5 นาที

ทําซ้ํา 30 รอบ
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เมื่อครบรอบสุดทายตามดวยอุณหภูมิ 95 0C นาน 1 นาที, 55 0C นาน 2 นาที, 72 0C
นาน 10 นาที จํานวน 1 รอบ จากนั้นแชหลอด (soak) ไวที่อุณหภูมิ 4 0C เพื่อนําไปสูขั้นตอน Nested
RT-PCR ตอไป

ใน 25 ไมโครลิตรของปฏิกริยา PCR ชวงสอง ประกอบดวย 5 mM Tris-HCl (pH8.3),
25 mM KCl, 0.75 mM MgCl2 , 18.75 pmole  ของ primer CDV2 และ primer CDV3, 100 uM
dNTPs, 0.25 unit ของ Taq polymerase, ผลิตภัณฑจาก PCR ชวงแรก 1.5 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น
นําหลอด microtubes ที่เตรียมพรอมแลวไปใสในเครื่อง Programmable DNA Thermal Cycler โดย
กําหนดอุณหภูมิและเวลาของแตละขั้นตอนเหมือนกับการทํา PCR ชวงแรก

ความไวของเทคนิค Nested RT-PCR

นําไวรัสไขหัดสุนัขสเตรน Onderstepoort ที่มีความเขมขน 104 TCID50 มาทําการเจือ
จางทีละสิบเทาไปจนถึง 10-4 TCID50 จากนั้นนําไปทําการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขตามขั้น
ตอนการแยกสกัด RNA ที่กลาวมาขางตนโดยทําการเปรียบเทียบกับ non-infected vero cell เปนตัว
ควบคุม

การตรวจหาผลผลิตของปฏิกริยา (Product detection)

โดยการใสผลผลิตของปฏิกริยา 10 ไมโครลิตรลงบน 1.5% agarose gel
electrophoresis ใน 1X TBE buffer ที่ 100 โวลตนาน 40 นาที ยอมสีดวย  ethidium bromide (0.5
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ดูดวยกลอง  UV light ขนาดของผลผลิต  PCR วัดโดยเทียบกับ molecular
weight marker 100 bp DNA ladder (New England, Biolabs) โดยคาดวาผลผลิตที่ไดจะอยูในชวง
278 bp
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 การหาแอนติบอด้ีจําเพาะชนิด IgM โดยวิธี ELISA

การตรวจหาแอนติบอดี้จําเพาะชนิด IgM ตอไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี ELISA (เอื้อเฟอ
ชุดตรวจจาก Dr.A.Osterhaus, Eramus University, The Netherlands) ซึ่งมีวิธีการทําดังนี้

ทําการเคลือบ 96-well microtiterplate ดวย seal antidog-IgM ปริมาตร 100
ไมโครลิตร แลว incubate นาน 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 0C แลวลาง plate ดวย washing buffer (
0.05% tween-20 ในน้ํา) 3 คร้ัง ตอมาใสพลาสมา 100 ไมโครลิตร (ความเขมขน 1:100 ใน buffer
(PBS+ 0.01% Merthiolate)) incubate 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 0C ลาง plate ดวย washing buffer 3
คร้ัง หลังจากนั้นเตรียม Canine distemper virus- Horse raddish peroxidase (CDV-HRPO)
conjugate โดยใส CDV-PO buffer (ที่มาพรอมกับชุดตรวจ) แลวใสลงไปใน plate ปริมาตร 100
ไมโครลิตร ทิ้งไว 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 370 C ลาง plate ดวย washing buffer 3 คร้ัง จากนั้นเตรียม
substrate โดยผสม Tetramethylbenzidine (TMB) กับ substrate buffer(5% acetone, 10% DSO
ใน PBS) แลวใสลงไปในปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไว 15 นาทีที่อุณหภูมิหอง หยุดปฏิกริยาดวย
stop solution (1 N H2SO4) แลวนําไปอานคาที่ OD450 โดยคาที่ใหผลบวกตองมากกวา 2 เทาของ
negative control (ที่มาพรอมกับชุดตรวจ)

การแยกเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากตัวอยางเลือดสุนัข

นํา buffy coat จํานวน 200 ไมโครลิตร ไปทําการเพาะเลี้ยงรวม (co-cultivated) กับ
เซลลเพาะเลี้ยงชนิด vero cell โดยเลี้ยงดวยอาหารเพาะเลี้ยงเซลล MEM ที่มี 5% fetal calf serum
ทําการเพาะเลี้ยงจนถึง passage ที่ 4 แลวอานผลโดยดูการเปลี่ยนแปลงของเซลลเพาะเลี้ยง ถาเกิด
การเปลี่ยนแปลงเซลลแบบ syncytial formation พิจารณาใหผลบวกตอไวรัสไขหัดสุนัข
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Dog suspected of CDV infection and healthy dog
↓

Plasma  ←  Whole blood  →buffy coated
↓ ↓

- IgM ELISA                            - IgM ELISA

- Nested RT-PCR                     - Nested RT-PCR

รูปที่ 3.1 แผนภาพแสดงขั้นตอนการทํางานวิจัย



บทที่  4
ผลการทดลอง

ในการประเมินวิธีการตรวจหาหลักฐานการติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขในสุนัขมีชีวิต ซึ่ง
ปรากฏอาการตางๆ ที่สงสัยจะติดเชื้อไวรัสดังกลาว ไดประเมินวิธีการเพาะแยกเชื้อไวรัสในเซลลเพาะ
เลี้ยง การตรวจหาแอนติบอดี้ชนิด IgM ที่จําเพาะตอไวรัสไขหัดสุนัขรวมทั้งการตรวจหา RNA genome
ในสวนยีน NP ของไวรัสดังกลาวโดยวิธี nested RT-PCR

จากตัวอยางทั้งหมด 88 ตัวอยางสามารถแบงกลุมสุนัขที่สงสัยวาเปนไขหัดสุนัข
ไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่มีอาการทางระบบทางเดินหายใจและทางเดินอาหาร จํานวน 39 ตัวอยาง
กลุมที่มีอาการทางระบบทางเดินหายใจและระบบประสาท จํานวน 17 ตัวอยาง กลุมที่มีอาการทาง
ระบบประสาท จํานวน 9 ตัวอยาง โดยมีสุนัขสุขภาพปกติซึ่งจํานวน 23 ตัวอยางเปนกลุมควบคุมดัง
แสดงใน ตารางที่ 4.1

ตารางที่ 4.1 ตารางการจําแนกกลุมสุนัขที่สงสัยไขหัดสุนัขจํานวน 65 ตัวอยาง และสุนัขปกติจํานวน
23 ตัวอยาง รวม 88 ตัวอยาง

อาการทางคลินิก จํานวน

ระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร 39

ระบบทางเดินหายใจและระบบประสาท 17

ระบบประสาท 9

กลุมควบคุม 23

รวม 88



25

การเพาะแยกเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข

ในการเพาะแยกเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากชั้น buffy coats ของตัวอยางเลือด จํานวน
30 ตัวอยางจาก 65 ตัวอยางของสุนัขที่มีอาการสงสัยเปนไขหัดสุนัข ผลการทดลองตรวจไมพบการ
เปลี่ยนแปลงของเซลลเพาะเลี้ยงดังกลาวในการ passage ทั้ง 4 คร้ัง ไมสามารถแยกเชื้อไวรัสดังกลาว
ในเซลลเพาะเลี้ยง vero cell

การตรวจหาแอนติบอด้ีชนิด IgM ที่จําเพาะตอไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี ELISA

จากการตรวจหาแอนติบอดี้ชนิด IgM ตอไวรัสไขหัดสุนัข (CDV-IgM) โดยวิธี ELISA
คา cut-off ที่จะตัดสินวาใหผลบวกที่คา OD450 ของตัวอยางที่มากกวากลุมควบคุม (OD450= 0.1285)
อยางนอยสองเทาคือ 0.2570 เปนกลุมที่ใหผลบวก ซึ่งคา OD450 ที่นอยกวา 0.1285 เปนกลุมที่ใหผล
ลบ สวนกลุมที่อยูระหวางคา 0.1286-0.257 เปนกลุมที่ตัดสินไมได  พบวามีตัวอยางซึ่งตรวจพบ CDV-
IgM คิดเปน 35.38% (23/65) ที่ใหผลลบจํานวน 7.69%(5/65) และในกลุมที่ตัดสินไมไดจํานวน
35/65 (53.85%)  ดังแสดงในตารางที่ 4.2 , 4.3 และรูปที่ 4.1 ในกลุมที่ตรวจพบ CDV-IgM เมื่อ
พิจารณาอาการทางคลินิกที่สุนัขแสดงออกในกลุมตางๆ พบวา ตรวจพบ CDV-IgM ในกลุมทางเดิน
หายใจรวมกับทางเดินอาหาร กลุมทางเดินหายใจรวมกับระบบประสาท และกลุมระบบประสาท
จํานวน 20/39 (51.28%) 2/17 (11.76%) และ 1/9 (11.11%) ตามลําดับดังแสดงในตารางที่ 4.4
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ตารางที่ 4.2 แสดงผลการตรวจหาแอนติบอดี้ชนิด IgM ตอไวรัสไขหัดสุนัข โดยวิธี ELISA

ผลของ IgM ELISA จํานวน/ตัวอยางตรวจ (รอยละ)

ผลบวก 23/65 35.38%

ผลลบ 7/65 10.77%

ตัดสินไมได 35/65 53.85%

35.38

53.85
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ผลบวก ผลลบ ตัดสินไมได

35.38

10.77

58.85

รูปที่ 4.1 กราฟแสดงผลที่ไดจากการทํา IgM ELISA
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลการตรวจการแอนติบอดี้ชนิด IgM ตอไวรัสไขหัดสุนัขที่ใหตัดสินไมได แยกตาม
วันที่สังเกตุพบอาการ

ชวงเวลาที่สังเกตุพบ
อาการ (วัน)

กลุมใหผลบวก

จํานวน/จํานวนในกลุม
ทั้งหมด (%)

กลุมใหผลลบ

จํานวน/จํานวนในกลุม
ทั้งหมด (%)

กลุมใหผลตัดสินไมได

จํานวน/จํานวนในกลุม
ทั้งหมด (%)

1-10 13/23 (56.52) 4/7 (57.14) 15/35 (42.86)

11-20 7/23 (30.43) 2/7 (28.57) 10/35 (28.57)

21-30 2/23 (8.70) 0/7 (0) 3/35 (8.57)

51-60 1/23 (4.35) 1/7 (14.29) 7/35 (20)

รวม 23/23 (100) 7/7 (100) 35/35 (100)

ตารางที่ 4.4 แสดงผลการตรวจแอนติบอดี้ชนิด IgM ตอไวรัสไขหัดสุนัขที่ใหผลบวก แยกตามกลุม
อาการทางคลินิก

อาการทางคลินิก จํานวน (รอยละ)

กลุมทางเดินหายใจ

และทางเดินอาหาร

20/39 (51.28%)

กลุมทางเดินหายใจ

และระบบประสาท

2/17 (11.76%)

กลุมระบบประสาท 1/9 (11.11%)

รวม 23/65 (35.38%)
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การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี nested RT-PCR

ก. ความไวของวิธี nested RT-PCR

การประเมินความไวของวิธี nested RT-PCR ในการตรวจหา nucleoprotein (NP)
gene ของไวรัสไขหัดสุนัขโดยใช primer 2 คู โดยคูแรก (outer primer) คือ CDV1-CDV4 ซึ่งใหผล
ผลิตขนาด 449 คูเบส และคูที่สอง (inner primer) คือ CDV2-CDV3 ซึ่งใหผลผลิตขนาด 278 คูเบส  ที่
ไดจากการเจือจางไวรัสไขหัดสุนัขเสตรน Onderstepoort ทีละ 10 เทาที่ความเขมขนตั้งแต 104

TCID50 จนถึง 10-4 TCID50  และตรวจหาไวรัส RNA ของไวรัส โดยวิธี nested RT-PCR โดยมี RNA
จาก non-infected vero cell culture เปนตัวควบคุมลบ พบวาวิธีดังกลาวสามารถตรวจพบ RNA ของ
ไวรัสไขหัดสุนัขไดถึงที่มากกวาหรือเทากับ 10-4 TCID50 ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.1

รูปที่ 4.2  แสดงความไวของวิธี nested RT-PCR ในการตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขเสตรน
Onderstepoort ที่ความเขมขนเจือจางที่ละ 10เทาจาก 104 TCID50 ถึง10-4 TCID50 (lane 0- lane –8)
เปรียบเทียบกับ non-infected vero cell culture control (N)
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ข. การตรวจหา  RNA  ของไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยางพลาสมาโดยวิธี   nested
RT-PCR

การตรวจหา RNA genome สวน nucleoprotein (NP) gene  ของไวรัสไขหัดสุนัข
โดยวิธี nested RT-PCR ไดใช primer จํานวนสองคู ที่ไดกลาวมาแลวขางตนในตัวอยางพลาสมาของ
สุนัขจํานวน 88 ตัวอยาง ซึ่งใหผลผลิตที่ 278 คูเบส (รูปที่ 4.2) พบวาใหผลลบในสุนัขกลุมควบคุม
สุนัขในกลุมที่มีอาการทางระบบทางเดินหายใจรวมกับระบบประสาท และกลุมที่มีอาการทางระบบ
ประสาท แตสามารถตรวจพบไดเฉพาะในกลุมที่มีอาการทางระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดิน
อาหารจํานวน 14/39 ตัวอยาง หรือคิดเปน 21.53% (14/65) ดังแสดงในตารางที่ 4.5

ในกลุมสุนัขที่แสดงอาการทั้งหมดนี้ สามารถตรวจพบยีน NP สูงสุดไดจํานวน 8/33
ตัวอยาง ในกลุมสุนัขที่พบอาการใน 10 วัน กลุมที่พบอาการมาแลวในชวง 11-20 วันตรวจพบยีน NP
ของไวรัสไดจํานวน 5/18 ตัวอยาง และตรวจพบยีน NP จํานวน 1/5 ตัวอยาง ในกลุมที่พบอาการมา
แลวในชวง 21-30 วันหลังจากนั้นไมสามารถตรวจพบได (ตารางที่ 4.6)
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รูปที่ 4.3 แสดงขนาดของผลผลิต RT-PCR ในการตรวจหา RNA genome สวนยีน NP ของไวรัสไขหัด
สุนัขจากตัวอยางพลาสมาของสุนัข M= 100bp ladder marker  P= ตัวอยางควบคุมจาก CDV
infected vero cell N= ตัวอยางควบคุมจาก non-infected vero cell control S1-S4= ตัวอยาง
พลาสมาสุนัขที่สงสัยวามีการติดเชื้อ CDV 4 ราย (S1 และ S3 แสดงผลบวกตอเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข)
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ตารางที่ 4.5 แสดงผลการตรวจหา  RNA genome    สวนยีน NP   ของไวรัสไขหัดสุนัขจากตัวอยาง
พลาสมาโดยพิจารณาตามกลุมอาการทางคลินิก

อาการทางคลินิก ผลบวก/จํานวนทั้งหมด (รอยละ)

กลุมอาการทางระบบหายใจ

รวมกับทางเดินอาหาร

14/39 (35.89%)

กลุมอาการทางเดินหายใจ

รวมกับระบบประสาท

0/17 (0%)

กลุมอาการทางระบบประสาท 0/9 (0%)

รวมกลุมที่แสดงอาการทั้งหมด 14/65 (21.53%)

กลุมควบคุม 0/23 (0%)
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ตารางที่ 4.6 แสดงผลการตรวจหา RNA genome สวนยีน NP ของไวรัสไขหัดสุนัขจากตัวอยาง
พลาสมาในกลุมที่แสดงอาการทั้งหมด พิจารณาตามจํานวนวันที่ตรวจพบอาการ

ชวงเวลาที่ตรวจพบอาการ(วัน) ผลบวก/จํานวนทั้งหมด (รอยละ)

1-10 8/33 (24.24%)

11-20 5/18 (27.78%)

21-30 1/5 (20%)

51-60 0/9 (0%)

รวม 14/65 (21.53%)

ค. การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยาง buffy coat เลือดสุนัข โดยวิธี
nested RT-PCR

เมื่อพิจารณาใชตัวอยาง buffy coat ของเลือดสุนัขซึ่งมีองคประกอบของเม็ดเลือด
ขาวแทนการใชพลาสมาในการตรวจหา RNA genome สวนยีน NP โดยวิธี nested RT-PCR  และ
primer 2 คูดังกลาวขางตนผลที่ไดพบวา สามารถตรวจพบยีน NP ของไวรัส 56/65 ตัวอยางของกลุมที่
แสดงอาการคิดเปน 86.15% ในจํานวนนี้เปนกลุมสุนัขที่มีอาการทางระบบทางเดินหายใจรวมกับ
ระบบทางเดินอาหาร 36/39 (92.31%) ตัวอยาง  ในกลุมที่มีอาการทางเดินหายใจรวมกับระบบ
ประสาทจํานวน 15/17 ตัวอยาง (88.24%) ในกลุมที่มีอาการทางระบบประสาทจํานวน 5/9 ตัวอยาง
(55.56%) สวนในกลุมควบคุมตรวจไมพบยีน NP ในทุกตัวอยาง (ตารางที่ 4.7)

และเมื่อพิจารณาตามชวงวันที่ตรวจพบอาการพบวา วิธีดังกลาวสามารถตรวจพบ
RNA ของไวรัสไดไมนอยกวา 60 วัน ของการตรวจพบอาการ (ตารางที่ 4.8)
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ตารางที่ 4.7 แสดงผลการตรวจหา RNA genome สวนยีน NP ของไวรัสไขหัดสุนัข ดวยวิธี nested
RT-PCR จากตัวอยาง buffy coat ของเลือดสุนัข โดยพิจารณาแบงตามกลุมอาการทางคลินิก

อาการทางคลินิก ผลบวก/จํานวนทั้งหมด (รอยละ)

กลุมระบบทางเดินหายใจ

และทางเดินอาหาร

36/39 (92.31%)

กลุมทางเดินหายใจ

และระบบประสาท

15/17 (88.24%)

กลุมระบบประสาท 5/9 (55.56%)

รวม 56/65 (86.15%)

กลุมควบคุม 0/23 (0%)
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ตารางที่ 4.8 แสดงผลการตรวจหา RNA genome สวนยีน NP ของไวรัสไขหัดสุนัข ดวยวิธี nested
RT-PCR จากตัวอยาง buffy coat ของเลือดสุนัขโดยพิจารณาตามชวงวันที่ตรวจพบอาการ

ชวงเวลาที่สังเกตุพบอาการ (วัน) ผลบวก/จํานวนทั้งหมด (รอยละ)

1-10 27/33 (81.82%)

11-20 18/18 (100%)

21-30 3/5 (60%)

51-60 8/9 (88.89%)

รวม 56/65 (86.15%)



บทที่  5
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ

การเพาะแยกเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข

การเพาะแยกเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขจากชั้น buffy coat ของตัวอยางเลือด มีสมมติฐานที่
ไวรัสดังกลาวจะเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเลี้ยง vero และทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่เห็นไดดวยตา
เปลา แตพบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลเพาะเลี้ยง vero จนกระทั่งถึง passage ที่ 4  ซึ่งขอจํากัด
อาจอยูที่ความไวของเซลลเพาะเลี้ยงไมเหมาะสมที่นํามาสําหรับเพาะแยกเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขที่ไดมา
จากสัตวปวย ไดมีการศึกษาพบวาปริมาณความเขมขนของไวรัสในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด vero cell ที่
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลลไดนั้นตองมีความเขมขนไมนอยกวา 106 TCID50  ซึ่งความเขมขน
ของไวรัสในช้ัน buffy coat อาจไมถึง 106 TCID50 ทําใหไมสามารถพบการเปลี่ยนแปลงของเซลลเพาะ
เลี้ยงดังกลาวได อีกประการหนึ่งอาจจํากัดดวยธรรมชาติของไวรัสที่ไดมาจากสัตวปวยที่แตกตางจาก
ไวรัสเสตรนอางอิง (Onderstepoort) ในการเพิ่มจํานวนในเซลลดังกลาว แตกตางกันเชนเดียวกันกับที่
เกิดกับไวรัสไขหัดคนที่เพิ่มจํานวนในเซลล vero cell เดียวกันนี้(Kobune et al., 1990) จากการสังเกตุ
การแยกเพาะเลี้ยงไวรัสใน vero cell ใน passage แรก ๆ พบวาประมาณ 50% ของการเพาะแยกเชื้อ
ไวรัสเกิดมี small foci ขึ้นในเซลลเพาะเลี้ยงแตใน passage ตอมาเซลลกลับมีรูปรางที่ปกติ ซึ่งผลที่ได
สอดคลองกับการพบของ Kobune และคณะ(1990)  ซึ่งไดใหเหตุผลวาเซลลเพาะเลี้ยงชนิดนี้มีความ
ไวจํากัดตอไวรัสไขหัดสุนัขที่ไดมาจากสัตวปวยโดยตรง

จากปญหาที่เกิดขึ้นไดมีการพัฒนาใชเซลลเพาะเลี้ยงชนิด B95a มาทําการแยกเพาะ
เลี้ยงไวรัสไขหัดสุนัขพบวาสามารถทําใหเกิด cytopathic effect ไดใน passage แรก ซึ่งไดมีการ
ทดลองพบวามีความไวมากกวา vero cell ถึง 10,000 เทา (Kai et al.,1993) ดังนั้นจึงมีการแนะนําให
ใชทําการเพาะแยกเชื้อไวรัสไขหัดสุนัข ในการทดลองของ Shin และคณะในป 1995 นั้นไดใช B95a
cell มาทําการเพาะแยกเชื้อไวรัสแตไมสามารถแยกไดจากตัวอยางสัตวปวย ซึ่ง Shin และคณะสรุปวา
อาจเนื่องมาจากความไวของเซลลอาจไมพอสําหรับไวรัสที่เปน wild type หรือเกิดมีการปนเปอนของ
เชื้อแบคทีเรีย

ในอดีตที่ผานมาเซลลเพาะเลี้ยงที่พบวามีความไวตอไวรัสไขหัดสุนัขชนิด wild type 
นั้นควรเปนเซลลเพาะเลี้ยงชนิด primary cell แตก็มีปญหาในเรื่องที่จะตองใชสุนัขที่ปลอดเชื้อ ซึ่งใน
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ประเทศไทยนั้นหาไดยาก   มีราคาแพง มีความยุงยากในการเตรียมเซลลเพาะเลี้ยง    และเซลลมีอายุ
การใชงานที่สั้น

โดยวิธีการแยกพิสูนเชื้อดังนั้นการพิสูจนสุนัขติดเชื้อไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธีการแยก
พิสูจนเชื้อ ควรที่จะมีการตรวจสอบวิธีอ่ืนดวย เชน IFA, IHC

การตรวจหาแอนติบอด้ีชนิด IgM ที่จําเพาะตอไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี ELISA

จากการตรวจหาแอนติบอดี้ชนิด IgM  ที่จําเพาะตอไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี ELISA พบ
วาคาที่ไดอยูในชวงที่ตัดสินไมไดเปนจํานวนมากคือ 35/65 ตัวอยาง(53.85%) ใน 35 ตัวอยางนี้พบวา
สวนใหญ 15/35 (42.86%) อยูในกลุมที่ตรวจพบอาการมาแลวในชวงเพียง 1-10 วัน (ประมาณ 7-17
วันหลังการติดเชื้อ) และ 10/35 (28.57%) อยูในกลุมแสดงอาการมาแลวในชวง 11-20 วัน (ประมาณ
18-27 วันหลังการติดเชื้อ) ควรเปนชวงเดียวกับเวลาที่จะตรวจพบ IgM ได รายงานระดับของ IgM จะ
ตรวจพบไดตั้งแตวันที่ 7 หลังการติดเชื้อข้ึนสูงสุดในวันที่ 21หลังการติดเชื้อและเริ่มลดลงในวันที่ 28
ถึงวันที่ 35 ของการติดเชื้อ (Noon et al.,1980) ผลการตรวจนาจะจํากัดโดยคา cut off ที่กําหนดโดย
ชุดตรวจดังกลาว ซึ่งควรไดทําการประเมินและพิจารณาปรับใชคาที่เหมาะสมตอไป

เมื่อแจกแจงผลการตรวจในกลุมซ่ึงตัดสินไมไดจํานวนมากนี้ IgM ที่ใหผลบวกพบวา
สวนใหญจะอยูในกลุมที่มีอาการทางระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร(51.28%) และพบ
ไดนอยในกลุมที่มีอาการทางระบบประสาท(11.11%) ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับการทําการทดลองของ
Blixenkrone-Moller และคณะ(1991) สวนใหญอยูในกลุมที่มีอาการปวยเฉียบพลัน (89.80%) และ
พบนอยในกลุมที่มีอาการปวยเรื้อรัง (60%) ดังนั้นการตรวจหาแอนติบอดี้ชนิด IgM ตอไวรัสไขหัดสุนัข
นั้ นควรที่ จะทําการตรวจหาในสุนัขที่ เ ร่ิมมีอาการปวยมากกวาสุนั ขที่ป วย เรื้ อ รั งมานาน  
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การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขโดยวิธี nested RT-PCR
ก.  ความไวของวิธี nested RT-PCR

ในการทดสอบความไวของวิธี nested RT-PCR นั้นพบวามีความสามารถตรวจพบไว
รัสไดที่มีความเขมขนมากกวาหรือเทากับ 10-4 TCID50 ซึ่งจะพบวาวิธีนี้มีความไวมากในการตรวจหา
RNA ของไวรัสไขหัดสุนัข  Shin และคณะ(1995) ไดทําการหาความไวของวิธี RT-PCR พบวาสามารถ
ตรวจหาไวรัสไดที่ 200 copies cDNA หรือ one infected cell แตไดออกแบบ primers สําหรับตรวจ
หา RNA ที่ชวงลําดับเบสตางกัน 2 ตําแหนงคือ ที่ 453-563 (129 bp) และ 1108-1562 (478 bp)
Frisk และคณะ (1999) ไดออกแบบ primers ของ RT-PCR สําหรับตรวจหา RNA ของไวรัสแตไมได
ระบุความไวของวิธีนี้ ซึ่ง primer ที่ออกแบบมาตรวจหา RNA อยูในชวงลําดับเบสที่ 764-1055
(287 bp) ซึ่งเมื่อนํามาเปรียบลําดับเบสแลวพบวาลําดับชวงเบสของ primers ที่ใชอยูในชวงที่ใกล
เคียงกัน จากการนําไปตรวจหา RNA ของไวรัสในสัตวปวยนั้นพบวา วิธีของ Shin และคณะตรวจได
53.13% วิธีของ Frisk และคณะตรวจได 86% ในซีร่ัม และ 88% ใน clotted blood ซึ่งคาที่ไดของ
Frisk และคณะใกลเคียงกับการทดลองครั้งนี้ (86.15% ใน buffy coat และ 21.56% ในพลาสมา)

ผลที่ไดจากการตรวจหาความไวของวิธี nested RT-PCR จากรูปที่ 4.1 นั้นจะพบวา
ใน lane ที่ 0 และ –1 ขนาดของผลผลิตที่ไดจะอยูที่ 449 bp ใน lane ที่ –2 และ –3 จะแสดงขนาดของ
ผลผลิต 3 ขนาด คือที่ 449 bp ระหวาง 449-278 bp และที่ 278 bp และใน lane ที่ –4 ถึง  -8 มีผล
ผลิตที่ 278 bp ผลที่ไดนั้นอาจเกิดจากการแยงจับกันระหวาง primers ชุดแรกและ primers ชุดที่สอง
ของการทํา nested RT-PCR ซึ่งในชวงแรกการเจือจางความเขมขนของไวรัสนั้น primers ชุดแรกที่ใชมี
จํานวนมากอาจจับกับ RNA ของไวรัสทําใหไดขนาดผลผลิตที่ 449 bp การแสดงผลผลิตทั้งสามขนาด
อาจมีการแยงจับกันไดทั้งสอง primers และมีการเกิด semi nested RT-PCR ขึ้นดวยทําใหมีผลผลิต
ขึ้นระหวางกลาง สวนในตอนทายที่ผลผลิตมีขนาดที่ 278 bp นั้น   ไวรัสมีความเขมขนนอย primers
ชุดแรกจับแตไมสามารถเพิ่มปริมาณไดมากพอที่จะแสดงขนาดของผลผลิต 449 bp แตเมื่อเขาสูรอบ
ของ primers ชุดที่สองมีการเพิ่มจํานวนของยีนมากขึ้นทําใหแสดงขนาดของผลผลิตที่ไดจาก primers
ชุดที่สอง (278 bp)
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ข.  การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยางพลาสมาโดยวิธี nested RT-PCR

จากการตรวจหา RNA genome สวนยีน NP ของไวรัสไขหัดสุนัขในพลาสมานั้น
สามารถตรวจพบไดในสุนัขที่อยูในกลุมที่มีอาการทางระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร 
หรือเมื่อแบงตามวันที่ตรวจพบอาการก็ตรวจพบไดจนถึงวันที่ 30 ซึ่งจากผลที่ไดแสดงวามีไวรัสอิสระ
อยูในพลาสมาซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่ผานมาของ Krakowka และคณะ(1980) เมื่อนํา พลาสมา
ที่ไดจากสุนัขที่ติดเชื้อไวรัสไขหัดสนุัขไปเพาะเลี้ยงในเซลลเพาะเลี้ยง vero cell สามารถทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของเซลลเพาะเลี้ยง สามารถตรวจพบไวรัสอิสระ ไดตั้งแตวันที่ 7 ของการติดเชื้อ และพบ
สูงสุดในวันที่ 21 ของการติดเชื้อ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับอาการที่พบแลวจะเปนชวงที่มีอาการทางระบบ
ทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร ซึ่งในระยะหลังไมสามารถตรวจหา RNA ของไวรัสอาจเนื่อง
มาจากมีการลดลงของไวรัสอิสระ จนไมสามารถตรวจพบได ผลดังกลาวขัดแยงตอการทดลองของ
Frisk และคณะ(1999) เพราะผลการทดลองนั้นสามารถตรวจพบไวรัสไดในซีร่ัมของสุนัขที่มีอาการ
ปวยทั้งแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง

ค. การตรวจหา RNA ของไวรัสไขหัดสุนัขในตัวอยาง buffy coat เลือดสุนัข โดยวิธี nested
RT-PCR

จากผลที่ไดพบวาสามารถตรวจพบ RNA ของไวรัสไดในทุกระยะที่แสดงอาการของ
ระบบตางๆ แสดงวาไวรัสอยูในเม็ดเลือดขาวทุกระยะของการติดเชื้อซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ
Cornwell (1965) ซึ่งมีการพบเชื้อไวรัสอยางตอเนื่องหากสุนัขตัวนั้นไมมีภูมิคุมกันเพียงพอที่จะขับ
ไวรัสออกจากกระแสเลือดได และสอดคลองกับการทดลองของ Frisk และคณะ(1999) ซึ่งสามารถ
ตรวจพบ RNA  ของไวรัสไดทุกระยะของการติดเชื้อ ในการวิจัยตรวจพบไวรัสใน buffy coat มากกวา
ในพลาสมา

 Axthelm และคณะ (1987) พบวาเมื่อนําไวรัสชนิด virulence เสตรนมาทําการ
ทดลอง พบการเกิด lymphopenia ไดตั้งแต 7 วันหลังการติดเชื้อ และในสุนัขที่มีอาการทางระบบ
ประสาทพบการเกิด lymphopenia ลดลง ซึ่งในการทดลองของ Axthelm และคณะนี้ไดติดตามจนถึง
วันที่ 35 หลังการติดเชื้อ พบแนวโนมการลดลงของสภาวะ viremia ในชวงหลังของการติดเชื้อ แตวิธี
nested RT-PCR นี้ยังสามารถทําการตรวจพบ RNA ของไวรัสได การลดลงของไวรัสในกระแสเลือด
หรือในเม็ดเลือดขาวนั้นอาจตองพิสูจนโดยการใช Quantitative RT-PCR ตอไป
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ขอเสนอแนะ

จากผลที่ไดทั้งหมดแสดงวาวิธี nested RT-PCR มีศักยภาพในการนํามาวินิจฉัยโรค
ไขหัดสุนัขในสุนัขที่มีชีวิตอยูได ซึ่งสามารถตรวจพบไวรัสไดในทุกระยะของการแสดงอาการโดยใชตัว
อยาง buffy coat อยางไรก็ตาม ควรไดมีการประเมินวิธีการตรวจดังกลาวกับตัวอยางทางคลินิกอ่ืนๆ
เพื่อลดขั้นตอนการปฏิบัติ และงายตอการเก็บตัวอยางของสัตวแพทย เชน ตัวอยางน้ํามูก น้ําลาย
ปสสาวะ หรือ whole blood เปนตน และอาจทําการพัฒนาวิธีการดังกลาวรวมกบัวิธีทางหองปฏิบัติ
การอื่น [Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)] เพื่อแยกแยะไวรัสระหวางเสตรน
เชน เสตรนที่ใชเปนวัคซีน กับ isolates ที่ไดจากการติดเชื้อโดยธรรมชาติ
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก 
 
การเตรียมสารอาหารเลี้ยงเซลล 

1.ใสอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Minimum Essential Medium จํานวน 1 ซอง 

2.ใส pyruvic acid 0.11 g 

3.ใส sodium bicarbonate 2.2 g 

4.ใส lactalbumin ที่ละลายเรียบรอยแลว (2 g) 

5.ใส Sterile water 1,000 cc 

6. นําไป stirring  ใหเขากัน 

7. นําไปกรอง ดวยแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน 

การเตรียมMEM 5% fetal calf serum 

  นําอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MEM มา 100 mlเติม fetal calf serum จํานวน 5 ml 

สวนประกอบ 5X buffer 

  50 mM Tris-HCl (pH 8.3) 

  75 mM KCl 

  3 mM MgCl2 

  10 mM DTT 

สวนประกอบ 70% ethanol 

  absolute ethanol 70 ml  

  0.1% DEPC water 30 ml 
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การเตรียม 0.1% DEPC water 

  DEPC 1 ml เติม sterile water 999 ml เขยาใหเขากัน 

การเตรียม 5X TBE 

  Tris base  27 g 

  Boric acid 13.75 g 

  0.5 EDTA(pH 8) 10 cc 

  เติมน้ําในครบ 1,000 ml 

การเตรียม 1X TBE 

  นํา 5X TBE  200 ml เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 1000 ml 

การเตรียม RCLB 

  1 M Tris (pH 7.6)  10 cc 

  0.5 M NaCl             2 cc 

  1 M MgCl2               5 cc 

 เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตร 1000 ml 

การเตรียม 1M Tris 

  Tris HCl 21 g เติมน้ํากลั่นครบ 1,000 ml ปรับ pH ดวย HCl ใหได 7.6 

การเตรียม 0.5 NaCl 

  NaCl 20 g เติมน้ํากลั่นครบ 1,000 ml 

การเตรียม 0.5 M EDTA 

  EDTA 186.1 g เติมน้ํากลั่นครบ 1,000 ml ปรับ pH ดวย NaOH ใหไดเทากับ 8  
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การเตรียม 1M MgCl2 

  MgCl2 95 g เติมน้ํากลั่นใหครบ 1,000 ml 

การเตรียม 1.5% Agarose gel 

  ชั่ง Agarose 1.5 g ละลายใน 1X TBE ใหมีปริมาตรทั้งหมด 100 ml เติม 
ethidium bromide 10 ไมโครลิตร 

การเตรียม PBS 

  นํา Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline 1 หอ (9.6 g) ละลายในน้ํากลั่น 
1,000 ml 

การเตรียม Loading buffer 

  SDS 0.5 g  

  Bromophenolblue 0.05 g 

0.1 M EDTA 10 cc 

Glyceral  25 cc 

เติมน้ํากลั่นใหครบ 50 cc 

การเตรียมเจลแบบแผนนอนราบ 

  เตรียมเจลขนาด 20x10x2 cm โดยใชชุดเตรียม Horizontal gel 
electrophoresis,Bio-Rab, USA โดยเสียบหวีและเทเจล 1.5% Agarose ใหมีความหนา 5 mm. 
ปลอยเจลทิ้งไวอยางนอย 20 นาที เพื่อใหเจลแข็งตัว 
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สารเคมีและแหลงที่มา 

สารเคมี                                                                      แหลง  

Agarose      Promega, USA 

Boric acid      Merck, Germany 

2’- Deoxynucleotide-5’-triphosphate, dNTP  Pharmacia, Sweden 

Ethidium bromide     Sigma, Germany 

EDTA       Sigma, Germany 

Hydrochloride acid (HCl)    Sigma, Germany 

10x buffer      Phamacia, Sweden 

5x buffer      Phamacia, Sweden 

Phosphate Buffer Saline     Gibco BRL, USA 

Sodium hydroxide (NaOH)    Merck, Germany 

Tris       Amersham, USA  

Minimum Essential Media    Gibco BRL, USA 
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เครื่องมือ 
Analytic balance, Mettler Toledo, Switzerland 
Automatic pipette, Gilson, France 
Bubble plastice rack, Sciencewae, USA 
Centrifuge H-103N, Kokusan, Japan 
Centrifuge Micro-6, Iwaki, Japan 
Centrifuge tube 15 ml, Elkay, USA 
Freezer –20 0 C, Sanyo, Japan 
Freezer – 70 0C, Forma Scientific, USA 
Gel Doc 1000, Bio-Rab, USA 
Horizontal gel electrophoresis, Bio-Rab, USA 
Hydroclave MC10, Harvey, USA 
Microcentrifuge tube 0.2 ml, Axygen, USA 
Microcentrifuge tube 1.5 ml, Elkay, USA 
Multi-block heater, Lab-Lime Intrument Inc, USA 
Pippette tips 0.5-10 ul, Axygen, USA 
Pippette tips 200 ul, Axygen, USA 
Pippette tips 200-1000 ul, Eurolab, Germany 
PH meter, ORION 520, Orion Research Inc, USA 
Thermal cycler 9600, Perkin-Elmer Cetus, USA 
Timer, Canon, Japan 
UV-visible recocing spectrophotometer, UV-160A, Shimadzu, Japan 
Vortex mixer, Genie-2TM , Scientific Industries, USA  
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ลําดับเบสของสวน Nucleocapsid gene ที่นํามาออกแบบ primer 
 
LOCUS       PAMYCDV1     1599 bp    mRNA            VRL       15-JUL-1998 
DEFINITION  Canine distemper virus (CDV) mRNA for nucleocapsid protein 
            fragment. 
ACCESSION   X02000 M10242 
VERSION     X02000.1  GI:60921 
KEYWORDS    nucleocapsid. 
SOURCE      canine distemper virus. 
  ORGANISM  canine distemper virus 
            Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Mononegavirales; 
            Paramyxoviridae; Paramyxovirinae; Morbillivirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1599) 
  AUTHORS   Rozenblatt,S., Eizenberg,O., Ben-Levy,R., Lavie,V. and Bellini,W.J. 
  TITLE     Sequence homology within the morbilliviruses 
  JOURNAL   J. Virol. 53 (2), 684-690 (1985) 
  MEDLINE   85108164 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1599 
                     /organism="canine distemper virus" 
                     /db_xref="taxon:11232" 
     CDS             <1..1545 
                     /codon_start=1 
                     /product="put. nucleocapsid protein" 
                     /protein_id="CAA26032.1" 
                     /db_xref="GI:60922" 
                     /db_xref="SWISS-PROT:P04865" 
                     /translation="LFKRTRDQPPLASGSGGASRGIKHVIIVLIPGDSSIVTRSRLLD 
RLVRLVGDPNVNGPKLTGILISILSLFVESPGQLIQRIIDDPDVSIKLVEVIPSINS 
CGLTFASRGASWILRADEFFKIVDEGSKAQGQLGWLENKDIVDIEVDNAEQFNILLAS 
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ILAQIWILLAKAVTAPDTAADSEMRRWIKYTQQRRVVGEFRMNKIWLDIVRNRIAEDL 
SLRRFMVALILDIKRSPGNKPRIAEMICDIDNYIVEAGLASFILTIKFGIETMYPALG 
LHEFSGELTTIESLMMLYQQMGETAPYMVILENSVQNKFSAGSYPLLWSYAMGVGVEL 
ENSMGGLGFGRSYFDPAYFRLGQEMVRRSAGKVSSALAAELGITKEEAQLVSEIASKT 
TEDRTIRATGPKQSQITFLHSERSEVANQQPPTINKRSENQGGDKYPIHFSDERLLGY 
TPDVNSSERSGSRYDTQIVQDDGNDDDRKSMEAIAKMRMLTKMLSQPGTSEDNSPVYN 
DKELLN" 
polyA_site      1598 
BASE COUNT      476 a    335 c    378 g    410 t 
ORIGIN       
1 ctgttcaaga ggactcggga ccaaccccct cttgcctctg gctccggggg agcatcaaga 
61 ggaataaagc atgtcattat agtcctaatc ccgggtgatt caagcattgt tacaagatct 
121 cgactattgg atagacttgt taggttggtt ggtgatccaa atgtcaacgg ccctaaatta 
181 actgggatct taatcagtat cctctccttg tttgtggaat cccctggaca gttgatccag 
241 aggatcatag acgaccctga tgtaagcatc aagttagtag aggtaatacc aagcatcaac 
301 tctgcttgcg gtcttacatt tgcatccaga ggagcaagct ggattctgag ggcagatgag 
361 ttcttcaaaa ttgtagacga agggtcgaaa gctcaagggc aattaggctg gttagagaat 
421 aaggatatag tagacataga agttgataat gctgagcaat tcaatatatt gctagcttcc 
481 atcttggctc aaatttggat cctgctagct aaagcggtga ctgctcctga tactgcagcc 
541 gactcggaga tgagaaggtg gattaagtat acccagcaaa gacgtgtggt cggagaattt 
601 agaatgaaca aaatctggct tgatattgtt agaaacagga ttgctgagga cctatctttg 
661 aggcgattca tggtggcgct catcttggac atcaaacgat ccccaggaaa caagcctaga 
721 attgctgaaa tgatttgtga tatagataac tacattgtgg aagctgggtt agctagtttc 
781 atcctaacta tcaagtttgg cattgaaact atgtatccgg ctcttgggtt gcatgagttt 
841 tccggagaat taacaactat tgaatccctc atgatgctat atcaacagat gggtgaaaca 
901 gcaccgtaca tggttatctt ggaaaactct gttcaaaaca aatttagtgc agggtcctac 
961 ccattgctct ggagttatgc tatgggggtt ggtgttgaac ttgaaaactc catgggaggg 
1021 ttgggtttcg gtcgatctta ctttgaccca gcttacttca gactcgggca agaaatggtt 
1081 aggagatctg ccggcaaagt aagctctgca cttgccgccg agcttggcat caccaaggag 
1141 gaagctcagc tagtgtcaga aatagcatcc aagacaacag aggaccggac aattcgagct 
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1201 actggtccta agcaatccca aatcactttt ctgcactcgg aaagatccga agtcgccaat 
1261 caacaacccc caaccatcaa caagaggtcc gaaaaccagg gaggagacaa ataccccatt 
1321 cacttcagtg acgaaaggct tctagggtat accccagatg tcaacagttc tgaacggagt 
1381 gggtcacgct atgacaccca aattgtccaa gatgatggaa atgacgatga tcggaaatcg 
1441 atggaagcaa tcgccaagat gaggatgctt actaagatgc tcagtcaacc tgggaccagt 
1501 gaagataatt ctcctgttta taatgacaaa gagctactca attaaatatt caagaccagt 
1561 cttgcatcag tcaacaatta tcattctaaa ctcattata 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวพูลทรัพย รงนิศากร เกิดวันที่ 31 พฤษภาคม พ.ศ.2515 ที่โรงพยาบาล
ประจําจังหวัดลพบุรี สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิตจากคณะสัตวแพทย
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2539 และเขาศึกษาตอระดับวิทยาศาสตรมหา
บัณฑิต หลักสูตรพยาธิชีววิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ.2540 
ปจจุบันเปนสัตวแพทยประจําโรงพยาบาลสัตวลาดปลาเคา 
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