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Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Babesia canis and Anaplasma platys ในสุนัข 
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Abstract 
 

 This study developed multiplex polymerase chain reaction (mPCR) as a diagnostic technique 
for canine blood parasite infections.  It was improved from our previous version of technique that 
could detect only Ehrlichia canis, Hepatozoon canis (protozoa), and Babesia canis (protozoa). In this 
study, we developed mPCR for simultaneous detection of VirB9 gene of E.  canis, 18S rRNA gene of 
H.  canis and B.  canis, and groEL of Anaplasma platys in canine blood sample.  All four pathogens 
require brown dog ticks (Rhipicephalus sanguineus)  as carrier.  Infected dogs usually present similar 
symptoms, i.e. anemia, anorexia, and lethargy. Current diagnostic techniques employ Wright Giemsa 
staining of thin blood smear, immunochromatographic assay for detection of specific antibody, and 
PCR.  Among these techniques, PCR has the highest sensitivity, but it is time-consuming, particularly 
when used for detection of individual pathogen. The mPCR technique developed in this study should 
reduce duration of assay for simultaneous detection of these four pathogens. 
 

Keywords:   Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Babesia canis, Anaplasma platys, multiplex PCR 
 
 

Received: April 30, 2020 
Revised: March 24, 2021 
Accepted: July 15, 2021 



Journal of Agri. Research & Extension 38(3): 62-74 
 

63 

บทคัดย่อ 
 
 งานวิจัยนี้พัฒนาเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส
แบบมัลติเพล็กซ์ เพื ่อช่วยในการวินิจฉัยการติดเชื้อ        
ก่อโรคพยาธิในเลือดในสุนัข โดยเทคนิคที ่พัฒนาขึ้น       
ต่อยอดจากเทคนิคที่ผู้วิจัยพัฒนาขึ้นก่อนหน้านี้ ซึ่งสามารถ
ตรวจพบเชื้อก่อโรคได้ 3 ชนิด ได้แก่ Ehrlichia canis, 
Hepatozoon canis (โปรโตซัว) และ Babesia canis 
(โปรโตซัว) โดยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นใหม่นี้สามารถตรวจหายีน 
VirB9 ของเชื้อ E. canis, ยีน 18S rRNA ของเชื้อ H. canis 
และ B. canis และยีน groEL ของเชื้อ Anaplasma platys 
จากตัวอย่างเลือดของสุนัข เชื้อก่อโรคทั้งสี่ชนิดมีพาหะ
ร่วมกัน คือ เห็บสุนัขสีน้ำตาล (Rhipicephalus sanguineus)  
และทำให้สุนัขแสดงอาการป่วยที่คล้ายกัน ได้แก่ ซีด เบื่อ
อาหาร และอ่อนแรง วิธีการวินิจฉัยการติดเชื้อเหล่านี้       
ในปัจจุบันใช้วิธีการย้อมฟิล์มเลือดบางด้วยสี Wright–
Giemsa วิธี Immunochromatographic เพื ่อตรวจหา
แอนติบอดี และวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส ในวิธีต่างๆ 
เหล่านี้วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสให้ความไวในการ
ตรวจพบเชื้อสูงที่สุด แต่ใช้ระยะเวลาในการตรวจนาน
ที่สุด โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อตรวจหาเชื้อก่อโรคทีละเชื้อ  
เทคนิคปฏิก ิร ิยาล ูกโซ่โพลิเมอเรสแบบมัลติเพล็กซ์          
ที่พ ัฒนาขึ ้นนี ้จะช่วยลดระยะเวลาในการวินิจฉัยการ       
ติดเชื้อโรคทั้งสี่ชนิดได้  

 
คำสำคัญ:   Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, 
               Babesia canis, Anaplasma platys  
               ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบมัลติเพล็กซ์ 
 

บทนำ 
 

 โรคพยาธิในเลือด (Blood parasites) เป็นโรค 
ที่พบได้บ่อยในสุนัขในประเทศไทย โรคนี้เกิดจากการติดเชื้อ
โปรโตซัว ได้แก่ Hepatozoon canis, Babesia canis 
และ Babesia gibsoni  เชื้อแบคทีเรีย ได้แก่ Bartonella 

vinsonii, Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, 
Ehrlichia ewingii , Anaplasma platys  แ ล ะ 
Anaplasma phagocytophila (Little, 2010; Baneth, 
2011; Chomel, 2011; Solano-Gallego et al., 2016)  
โรคนี ้มีพาหะ คือ เห็บสุนัขสีน้ำตาล (Rhipicephalus 
sanguineus) ที่มีเชื้อก่อโรคอยู่ภายในตัว สำหรับประเทศ
ไทยเชื้อก่อโรคที่พบได้บ่อย ได้แก่ E. canis (ก่อโรคชื่อว่า 
Ehrlichiosis), H. canis (ก่อโรคชื ่อว่า Hepatozoonosis),  
B. canis (ก ่อโรคชื ่อว ่า Babesiosis) และ A. platys         
(ก่อโรคชื ่อว่า Anaplasmosis) (Jittapalapong et al., 
2006; Laummaunwai et al. , 2014; Piratae et al. , 
2015; Liu et al., 2016)  สุนัขติดเชื้อ E. canis, B. canis 
และ A. platys จากการถูกเห็บที ่มีเชื ้อกัดและเชื้อถูก
ปล่อยผ่านทางน้ำลายของเห็บเข้าสู่กระแสเลือดของสุนัข 
และติดเชื ้อ H. canis จากการกินเห็บที ่ม ีเช ื ้อ เข ้าไป 
(Pantchev et al., 2015)    

เมื่อเชื้อเข้าสู่กระแสเลือดของสุนัข เชื้อจะติดเข้าสู่
เซลล์เป้าหมายต่างๆ ได้แก่ เชื้อ E. canis, E. chaffeensis 
และ E. ewingii จะติดเข้าส ู ่ เซลล์ เม ็ดเล ือดขาวชนิด          
โมโนซัยต์ (Monocyte) และลิมโฟซัยต์ (Lymphocyte)  
เชื้อ H. canis ติดเข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยต์
และนิวโทรฟิล (Neutrophil)  เชื ้อ B. canis และ B. 
gibsoni ติดเข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดง เชื้อ A. platys และ              
A. phagocytophila ต ิดเข้าสู่ เกล ็ดเลือด (Platelets) 
และเชื้อ B. vinsonii ติดเข้าสู่เซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด 
(Endothelial cells) (Skotarczak, 2003; Carrade et al. , 
2009; Baneth et al., 2015) เชื ้อเหล่านี ้มีระยะฟักตัว
ประมาณ 2-3 สัปดาห์ ก่อนจะแสดงอาการทางคลินิก        
ซึ ่งที่พบบ่อย ได้แก่ โลหิตจาง เยื ่อเมือกซีด ไข้และซึม  
สุนัขบางตัวที่ติดเชื้อ E. canis จะมีเลือดกำเดาออกง่ายและ
อาจแสดงอาการทางประสาทร่วมด้วย สุนัขบางตัวที่       
ติดเชื้อ H. canis อาจแสดงอาการเจ็บกล้ามเนือ้ขาโดยเฉพาะ
ขาหลัง ทำให้ขาหลังไม่มีแรงลุกยืนลำบาก จนถึงเป็น
อัมพาตของขาหลัง สุนัขอายุน้อยมักจะตายถ้าไม่ได้รับ 
การวินิจฉัยที่ถูกต้องและได้รับการรักษาทันเวลา   
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ปัจจุบันการวินิจฉัยโรคพยาธิในเลือดในสุนัข
สามารถทำได้หลายวิธี ได้แก่ การใช้ชุดตรวจสำเร็จรูป 
(Rapid test kit) ซึ่งให้ผลตรวจรวดเร็ว  สามารถตรวจหา
แอนติบอดีต่อเชื้อ E. canis, E. ewingii, A. platys และ 
A.  phagocytophila ได ้  แต ่ย ั ง ไม ่สามารถตรวจหา
แอนติบอดีต่อเชื้ออ่ืนๆ นอกเหนือจากนี้ได้ วิธีนี้มีข้อจำกัด
คือ สามารถบอกได้เพียงว่าสุนัขมีแอนติบอดีต่อเชื้อ แต่ไม่
สามารถแยกแยะได้ว่าแอนติบอดีนั้นเกิดจากการที่สุนัข
กำลังติดเชื้อหรือเป็นแอนติบอดีที่เกิดขึ้นจากการติดเชื้อ
ครั้งก่อน วิธีการทำฟิล์มเลือดบาง (Thin blood smear) 
และย้อมด้วยสี Wright–Giemsa เพื่อตรวจหาเชื้อภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ วิธีนี้มีข้อดี คือ ให้ผลตรวจรวดเร็วและมี
ค่าใช้จ่ายน้อย แต่มีข้อจำกัด คือ มีความไว (Sensitivity) ต่ำ 
และต้องอาศัยความชำนาญของผู้ตรวจ  และวิธีปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
เพื่อตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ ซึ่งมีทั้งวิธีปฏิกิริยา 
PCR แบบทั ่วไป (Conventional PCR) ที่ตรวจหาสาร
พันธุกรรมของเชื้อทีละเชื้อ และวิธีปฏิกิริยา PCR แบบ
ม ัลต ิ เพล็กซ ์ เ ร ียลไทม ์  (Multiplex real- time PCR)            
ที่สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมได้ตั ้งแต่ 2 เชื ้อขึ ้นไป
พร้อมกัน (Bell and Patel, 2005; Peleg et al., 2010; Harrus 
and Waner, 2011; Allison and Little, 2013; Kongklieng 
et al., 2014; René-Martellet et al., 2015; Modrý et al., 
2017) ซึ่งวิธีปฏิกิริยา PCR แบบมัลติเพล็กซ์เรียลไทม์ต้อง
อาศัยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมแบบเวลาจริงที่มี
ราคาสูงมากไม่ได้มีใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป วิธีปฏิกิริยา 
PCR มีข้อดี คือ มีความไวและความจำเพาะ (Specificity) สูง 
สามารถตรวจได้ทุกชนิดเชื้อและเป็นวิธีทางห้องปฏิบัติการ 
ที่ใช้ตรวจวินิจฉัยยืนยันการติดเชื้อพยาธิในเลือด แต่วิธีนี้  
มีข้อจำกัด คือ มีขั ้นตอนที่ซับซ้อนและใช้เวลานานกว่า      
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนโดยเฉพาะเมื่อตรวจทีละเชื้อ  

งานวิจัยนี ้มีว ัตถุประสงค์เพื ่อพัฒนาต่อยอด
เทคนิคการตรวจหาเชื้อพยาธิในเลือดด้วยวิธีปฏิกิริยา 
PCR แบบมัลติเพล็กซ์ (multiplex PCR; mPCR) โดยใน
งานวิจ ัยก่อนหน้าน ี ้  ผ ู ้ว ิจ ัยได ้พ ัฒนาเทคนิค  mPCR          

ท ี ่สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื ้อ E. canis,        
H. canis และ B. canis พร้อมกันได้ (Nithikadpanich 
et al., 2019) ในงานวิจัยนี้เทคนิค mPCR ถูกพัฒนาขึ้น
ให้สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื ้อ E. Canis,      
H. canis, B. canis และ A. platys ได้พร้อมกัน 4 ชนิด 
โดยเทคนิคที ่พัฒนาขึ ้นจะช่วยลดระยะเวลาการตรวจ
วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
ตัวอย่างเลือดสุนัข 

เจาะเก็บเลือดปริมาตร 2 มล. จากหลอดเลือด
ดำขาหน้า (Cephalic vein) ของสุนัขจากศูนย์พักพิงสุนัข
ในอำเภอดอยสะเก็ด และอำเภอสันป่าตอง จ ังหวัด
เชียงใหม่ จำนวนรวม 195 ตัว ใส่ในหลอดที่มีสารกันเลือด
แข็งตัวชนิด EDTA (BD Vacutainer, USA) แล้วนำไปเก็บ
ไว้ที่อุณหภูม ิ4°ซ. ในระหว่างรอการสกัดดีเอ็นเอ งานวิจัยนี้
ได้ผ่านการอนุมัติจากคณะกรรมการกำกับดูแลการเลี้ยง
และใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 
(Approval No. MACUC 005S/2562) 

 
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด 
 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดทำภายใน 12 
ชั่วโมงหลังได้รับเลือด โดยปิเปตตัวอย่างเลือดปริมาตร 30 
ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดปั่นเหวี่ยง เติมน้ำกลั่นปราศจาก
เชื ้อปริมาตร 1 มล. กลับหลอด 3-4 ครั ้ง ตั ้งทิ ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 5 นาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 
รอบ/นาที นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใสและล้างตะกอนด้วยน้ำ
กลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 1 มล. ผสมตะกอนกับน้ำกลั่น
ปราศจากเชื้อ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 
1 นาที ทิ้งส่วนใสทำซ้ำ 1 ครั้ง แล้วเติมสาร 5% Chelex 
resin (Sigma-Aldrich, USA) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
และเอนไซม์ Proteinase K (Invitrogen, USA) ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 10 มก./มล.) ผสมให้เข้ากัน 
แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 56°ซ. นาน 30 นาที แล้วบ่มต่อ       
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ที่อุณหภูมิ 95°ซ. นาน 10 นาที จากนั้นตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที 
เก็บส่วนใสใส่หลอดปั่นเหวี่ยงหลอดใหม่แล้วเก็บดีเอ็นเอ 
ที่สกัดได้ที่ -20°ซ. ตรวจวัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ
ที่สกัดได้ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
230, 260 และ 280 นาโนเมตร โดยเครื่อง Nanodrop 
2000/2000C spectrophotometer V1.0 (Thermo Fisher 
Scientific, USA) 

การตรวจสอบยีน VirB9 ของ E. canis, 18S rRNA 
ของ H. canis และ B. canis และ groEL  
ของ A. platys 
 นำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ
ยีนเป้าหมายด้วยปฏิกิริยา PCR ด้วยชุด Quick Taq® HS 
DyeMix (Toyobo, Japan) โดยใช ้ไพรเมอร์  (Primer)  
ดังแสดงใน Table 1  
 

 

Table 1   Primer sequence for VirB9 gene of E. canis, 18S rRNA gene for H. canis and B. canis,  
               and groEL gene for A. platys 
 

Pathogen Gene Primer 
name 

Primer sequence (5’-3’) Product size 
(base pair; bp) 

Tm 

E. canis VirB9 Ehr1401F CCATAAGCATAGCTGATAACCCTGTTACAA 380 62 
Ehr1780R TGGATAATAAAACCGTACTATGTATGCTAG 

H. canis 18S 
rRNA 

Hs462F TGTGTACAAAGGGCAGGGACG 462 62 
Hs462R GCGGCTTAATTTGACTCAACAC 

B. canis 18S 
rRNA 

Ba103F CCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACA 619 68 
Ba721R CCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCTCAAG 

A. platys groEL Ap724F AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTA 724 58 
Ap724R CATAGTCTGAAGTGGAGGAC 

 

 

สภาวะที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน
เป้าหมายทั้ง 4 ยีนเหมือนกัน ได้แก่ Initial–denaturation 
(94°ซ. นาน 3 นาที จำนวน 1 รอบ) Denaturation 
(94°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) Annealing 
(58°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) Extension 
(68°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) และ Final 
extension (72°ซ. นาน 10 นาที จำนวน 1 รอบ) 
 นำผลผลิตดีเอ็นเอที ่ได้จากปฏิกิริยา PCR มา
แยกตามน ้ำหน ักโมเลก ุลด ้วยว ิธ ีอ ิ เล ็กโตรโฟร ีซิส 
(Electrophoresis) โดยใช้อะกาโรสเจล (Agarose gel; 
Biobasic, Canada) ที่ความเข้มข้น 2% และใช้ 1x Tris–

Borate–EDTA (TBE) buffer (Biobasic) เป็นตัวนำไฟฟา้ 
ใช้กระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ นาน 60 นาที ย้อมเจลด้วย     
เอทธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide) (Biobasic) เพื่อให้
เห็นแถบดีเอ ็นเอ ตัดเจลของแถบดีเอ็นเอที ่ข ึ ้นตรง
ตำแหน่งขนาด 380 bp (สำหรับยีน VirB9) 462 bp 
(สำหรับยีน 18S rRNA ของ H. canis) 619 bp (สำหรับ
ยีน 18S rRNA ของ B. canis) และ 724 bp (สำหรับยีน 
groEL)  ม าทำบร ิ ส ุ ท ธ ิ ์ ด ้ ว ย  PCR Clean-Up & Gel 
Extraction Kit (Bio-Helix, Taiwan) แล้วส่งวิเคราะห์
ลำดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide sequencing) ที่บริษัท 
1st Base จำกัด ประเทศมาเลเซีย เปรียบเทียบลำดับ      
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นิวคลีโอไทด์ที่ได้กับลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI 
ด้วยโปรแกรม BLAST ใช้ดีเอ็นเอดังกล่าวเป็นกลุ่มควบคุม
เชิงบวก (Positive control) ของปฏิกิริยา mPCR ต่อไป 
 
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับขั้นตอน Annealing  
 เ ต ร ี ยมปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  PCR ท ี ่ สภาวะ  Initial–
denaturation (94°ซ. นาน  3 นาท ี  จำนวน 1 รอบ) 
Denaturation (94°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) 
Annealing (57, 58, 59 และ  60°ซ .  นาน  30 ว ินาที  
จำนวน 35 รอบ) Extension (68°ซ. นาน  30 ว ินาที  
จำนวน 35 รอบ) และ Final extension (72°ซ. นาน 10 
นาที จำนวน 1 รอบ) ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย Quick 
Taq® HS DyeMix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไพรเมอร์        
ที่ความเข้มข้น 500 nM และดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
(104 copy numbers) ปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเท่ากับ 
20 ไมโครลิตร อ่านผลด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส  เปรียบเทียบ
ความเข ้มของแถบด ี เอ ็น เอภายใต ้แสงเหน ือม ่ วง 
(Ultraviolet) บันทึกภาพด้วยเครื่อง GelMax® UV Gel 
Imager (Labortechnik, Germany)  เ ล ื อกอ ุณหภ ูมิ  
Annealing ที่สามารถให้ความเข้มของแถบดีเอ็นเอของยีน 
VirB9, 18S rRNA และ AgroEL มากที่สุด และไม่มีแถบ    
ดีเอ็นเอที่ไม่จำเพาะเกิดขึ้น เพื่อใช้ในปฏิกิริยา mPCR ต่อไป    
 
การศึกษาความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่เหมาะสม 
 เ ต ร ี ย มปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  PCR ท ี ่ ส ภ า ว ะ  Initial–
denaturation (94°ซ. นาน  3 นาท ี  จำนวน 1 รอบ) 
Denaturation (94°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) 
Annealing (58°ซ. นาน  30 ว ินาท ี  จำนวน 35 รอบ) 
Extension (68°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) และ 
Final extension (72°ซ. นาน 10 นาที จำนวน 1 รอบ) 
ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย Quick Taq® HS DyeMix 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ที ่ความเข้มข้น 50, 
100,150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 และ 500 nM 
 

และดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร (104 copy numbers) 
ปร ิมาตรรวมของปฏ ิก ิ ร ิยาเท ่าก ับ 20 ไมโครล ิตร 
เปรียบเทียบความเข้มของแถบดีเอ ็นเอหลังการทำ 
อิเล็กโตรโฟรีซิส  เลือกความเข้มข้นของไพรเมอร์ที ่ให้
ความเข้มของแถบดีเอ็นเอของยีน VirB9, 18S rRNA และ 
AgroEL มากที่สุดและไม่มีแถบดีเอ็นเอที่ไม่จำเพาะเกิดขึ้น
เพื่อใช้ในปฏิกิริยา mPCR ต่อไป 

 
การศึกษาปริมาณของดีเอ็นเอที่น้อยที่สุดที่สามารถ
ตรวจพบผลิตภัณฑด์้วยปฏิกิริยา mPCR 
 เ ต ร ี ยมปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า  PCR ท ี ่ สภาวะ  Initial–
denaturation (94°ซ. นาน  3 นาท ี  จำนวน 1 รอบ) 
Denaturation (94°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) 
Annealing (58°ซ. นาน  30 ว ินาท ี  จำนวน 35 รอบ) 
Extension (68°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) และ 
Final extension (72°ซ. นาน 10 นาที จำนวน 1 รอบ) 
ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย Quick Taq® HS DyeMix 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอมีความเข้มข้นที่ 105, 
104, 103, 102, 101 และ 100 copy numbers ไพรเมอร์
ที่ความเข้มข้น 400 nM ของ Ap724F และ Ap724R, ที่ 
200 nM ข อ ง  Ehr1401F, Ehr1780R, Ba103F แ ล ะ 
Ba721R และท ี ่  100 nM ของ Hs462F และ Hs462R  
ปร ิมาตรรวมของปฏ ิก ิ ร ิยาเท ่าก ับ 20 ไมโครล ิตร  
เปรียบเทียบความเข้มของแถบดีเอ ็นเอหลังการทำ    
อิเล็กโตรโฟรีซิส 
 
การศึกษาความจำเพาะในการตรวจพบยีน VirB9, 18S 
rRNA และ AgroEL ด้วยปฏิกิริยา mPCR ในตัวอย่าง
เลือดของสุนัขป่วย 
 นำตัวอย่างเลือดสุนัขที่ตรวจพบยีน VirB9 ของ 
E. canis, 18S rRNA ของ B. canis และ H. canis และ/
หรือ groEL ของ A. platys มาศึกษาความจำเพาะของ
ปฏิกิริยา mPCR โดยเตรียมปฏิกิริยา mPCR ที่สภาวะ 
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Initial–denaturation (94°ซ. นาน 3 นาที จำนวน 1 
รอบ) Denaturation (94°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 
รอบ) Annealing (58°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) 
Extension (68°ซ. นาน 30 วินาที จำนวน 35 รอบ) และ 
Final extension (72°ซ. นาน 10 นาที จำนวน 1 รอบ) 
ปฏิกิริยา mPCR ประกอบด้วย Quick Taq® HS DyeMix 
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
(0.5 นาโนกร ัม) ไพรเมอร ์ท ี ่ความเข ้มข ้น 400 nM           
ของ Ap724F และ Ap724R ที่ 200 nM ของ Ehr1401F, 
Ehr1780R, Ba103F และ Ba721R และที่ 100 nM ของ 
Hs462F และ Hs462R ปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเท่ากับ 
25 ไมโครลิตร 
 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
 
 เมื่อนำดีเอ็นเอซึ่งเตรียมขึ้นจากปฏิกิริยา PCR 
ด้วยคู่ไพรเมอร์ Ehr1401F/Ehr1780R, Hs462F/Hs462R, 
Ba103F/Ba721R และ Ap724F/Ap724R มาวิเคราะห์
ความเหมือน (Identity) กับยีน VirB9 ของเชื้อ E. canis 
ยีน 18S rRNA ของเชื้อ H. canis และ B. canis และยีน 
AgroEL ของเชื ้อ A. platys ตามลำดับ ด้วยโปรแกรม 
BLAST กับฐานข้อมูล NCBI พบว่าชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมขึ้น
มีความเหมือนกับยีน VirB9 ของ E. canis ยีน 18S rRNA 
ของ B. canis และยีน AgroEL ของ A. platys ร้อยละ 
100 และมีความเหมือนกับยีน 18S rRNA ของ H. canis 
ร้อยละ 99.74 (Table 2) 

Table 2   Nucleotide sequence homology of VirB9, 18S rRNA and groEL PCR products compared 
              to NCBI database 
 

Pathogen Homologous 
     gene 

GenBank 
accession No. 

BLAST details 
Max score % Query coverage % Identity E-value 

E. canis      VirB9 CP025749.1 1853 100 100 0.0 

H. canis    18S rRNA MH615006.1 712 99 99.74 0.0 
B. canis   18S rRNA MG586235.1 1947 100 100 0.0 

A. platys     groEL LC428207.1 1125 100 100 0.0 
 
 

นำชิ้นดีเอ็นเอดังกล่าวมาใช้เป็นกลุ่มควบคุมเชิง
บวกเพื่อหาอุณหภูมิที ่เหมาะสมในขั้นตอน Annealing 
เพื่อนำไปใช้ในปฏิกิริยา mPCR ต่อไป โดยเลือกอุณหภูมิ
ทดสอบ 4 อุณหภูมิ ได้แก่ 57, 58, 59 และ 60°ซ. พบว่า
ที่อุณหภูมิ 58°ซ. สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด
ความยาวของนิวคลีโอไทด์ตรงกับที่ต้องการ คือ 380 bp 

สำหรับ E. canis, 462 bp สำหรับ H. Canis, 619 bp 
สำหรับ B. canis และ 724 bp สำหรับ A. platys และมี
ความเข้มและความคมชัดมากกว่าที่อุณหภูมิ 57, 59 และ 
60°ซ. และไม่มีแถบดีเอ็นเอที่ไม่จำเพาะเกิดขึ้น (Figure 1) 
ดังนั้นจึงเลือกอุณหภูมิ 58°ซ. เป็นอุณหภูมิสำหรับขั้นตอน 
Annealing ในปฏิกิริยา mPCR ต่อไป 
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Figure 1   Optimization of annealing temperature for (a) VirB9 of E. canis; (b) 18S rRNA of H. canis;  
               (c) 18S rRNA of B. canis and (d) groEL of A. platys. (Lane M = 100 bp plus DNA marker;  
               1 = 57°C; 2 = 58°C; 3 = 59°C; 4 = 60°C; N = negative control)  
 
 

นำชิ้นดีเอ็นเอของกลุ่มควบคุมเชิงบวกมาศึกษา
หาความเข้มข้นที่เหมาะสมของไพรเมอร์ โดยเลือกความ
เข้มข้นที่ทดสอบ 10 ความเข้มข้น ได้แก่ 50, 100, 150, 
200, 250, 300, 350, 400, 450 และ  500 nM พบว่ า      
ที่ความเข้มข้น 100 nM ขึ้นไป สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
ที ่มีขนาดความยาวของนิวคลีโอไทด์ตรงกับที ่ต้องการ        
แต่แถบที่เกิดจากความเข้มข้น 200 nM สำหรับคู่ไพรเมอร์ 

Ehr1401F/Ehr1780R และ Ba103F/Ba721R, 100 nM 
สำหร ับค ู ่ ไพรเมอร์  Hs462F/Hs462R และ 400 nM 
สำหรับคู ่ไพรเมอร์ Ap724F/Ap724R มีความเข้มและ
ความคมชัดมากกว่าที่ความเข้มข้นอื่น (Figure 2) ดังนั้น
จึงเลือกความเข้มข้นดังกล่าวของแต่ละคู่ไพรเมอร์สำหรับ
ใช้ในปฏิกิริยา mPCR ต่อไป 
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Figure 2   Optimization of primer concentration for (a) VirB9 of E. canis; (b) 18S rRNA of H. canis;  
              (c) 18S  rRNA of B. canis and (d) groEL of A. platys. (Lane M = 100 bp plus DNA marker;  
              1 = 50 nM; 2 = 100 nM; 3 = 150 nM; 4 = 200 nM; 5 = 250 nM; 6 = 300 nM; 7 = 350 nM;  
              8 = 400 nM; 9 = 450 nM; 10 = 500 nM; N = negative control) 

 
 

นำชิ้นดีเอ็นเอของกลุ่มควบคุมเชิงบวกมาศึกษา
ต่อเพื่อหาปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบที่น้อยที่สุดที่ปฏิกิริยา 
PCR สามารถตรวจพบได้ โดยศึกษาปริมาณดีเอ ็นเอ
ต ้ น แบบ ท ี ่  105, 104, 103, 102, 101 แ ล ะ  100 copy 
numbers พบว่าปฏิกิริยา PCR สามารถตรวจพบแถบ     
ดีเอ็นเอที่เห็นได้ชัดของยีน VirB9 ของ E. canis, 18S rRNA 

ของ H. canis และ B. canis และ groEL ของ A. platys 
ได้ที่ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบเท่ากับ 101 copy numbers 
ของเชื ้อ E. canis และ B. canis, 104 copy numbers 
ของเชื ้อ H. canis และ 103 copy numbers ของเชื้อ         
A. platys (Figure 3) 
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Figure 3   Determination of least detectable DNA template by PCR for (a) VirB9 of E. canis; (b) 18S rRNA  
              of H. canis; (c) 18S rRNA of B. canis and (d) groEL of A. platys. (Lane M = 100 bp plus DNA  
              marker; 1-6 = 105-100 copy numbers, respectively; N = negative control) 
 
 

ศึกษาความจำเพาะของปฏิก ิร ิยา  mPCR ที่
พัฒนาขึ ้นกับตัวอย่างดีเอ็นเอที ่แยกได้จากเลือดสุนัข      
ที่ป่วยจากการติดเชื้อ E. canis, H. canis, B. canis หรือ 
A. platys อย่างใดอย่างหนึ ่งหรือร่วมกัน พบว่าจาก
ตัวอย่างเลือดสุนัขที่ติดเชื ้อ E. canis เพียงอย่างเดียว 
ปฏิกิริยา mPCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถสร้างแถบดีเอ็นเอ         
ที่มีน้ำหนักโมเลกุลตรงกับยีน VirB9 ของ E. canis และ
ไม่สร้างแถบดีเอ็นเอที่มีน้ำหนักโมเลกุลตรงกับยีน 18S 
rRNA ของ H. canis และ B. canis และยีน groEL ของ 
A. platys  และจากตัวอย่างเลือดสุนัขที่ติดเชื้อ H. canis 
หร ือ B. canis เพ ียงอย ่างเด ียว ปฏิก ิร ิยา  mPCR ที่
พัฒนาขึ้นสามารถสร้างแถบดีเอ็นเอที่มีน้ำหนักโมเลกุล
ตรงกับยีน 18S rRNA ของ H. canis และ B. canis และ
ไม่สร้างแถบดีเอ็นเอที่มีน้ำหนักโมเลกุลตรงกับยีน VirB9 
ของ E. canis และยีน groEL ของ A. platys  และจาก

ตัวอย่างเลือดสุนัขที่ติดเชื้อ A. platys เพียงอย่างเดียว 
ปฏิกิริยา mPCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถสร้างแถบดีเอ็นเอ       
ที่มีน้ำหนักโมเลกุลตรงกับยีน groEL ของ A. platys และ
ไม่สร้างแถบดีเอ็นเอที่มีน้ำหนักโมเลกุลตรงกับยีน VirB9 
ของ E. canis และยีน 18S rRNA ของ H. canis และ         
B. canis 

จากตัวอย่างเลือดสุนัขที ่ติดเชื ้อทั้ง E. canis,          
H. canis, B. canis และ A. platys ปฏิก ิร ิยา mPCR          
ที่พัฒนาขึ้นสามารถสร้างแถบดีเอ็นเอที่มีน้ำหนักโมเลกุล
ตรงก ับท ั ้ งย ีน VirB9 ของ E.  canis, 18S rRNA ของ          
H. canis และ B. canis และ groEL ของ A. platys (Figure 4) 
ซึ ่งผลการศึกษานี้บ่งชี ้ว่าปฏิกิริยา mPCR ที่พัฒนาขึ้น      
มีความจำเพาะในการตรวจพบยีน VirB9 ของ E. canis, 
18S rRNA ของ H. canis และ B. canis และ groEL ของ 
A. platys 
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Figure 4   Determination of specificity of mPCR (Lane M = 100 bp plus DNA marker; 1 and 11 = VirB9  
               of E. canis; 2 and 12 = 18S rRNA of H. canis; 3 and 13 = 18S rRNA of B. canis; 4 and 14 = groEL  
              of A. platys; 5 = VirB9 of E. canis and 18S rRNA of H. canis; 6 = VirB9 of E. canis and 18S rRNA  
              of B. canis; 7 = VirB9 of E. canis and groEL of A. platys; 8 = 18S rRNA of B. canis and H. canis;  
              9 = 18S rRNA of H. canis and groEL of A. platys; 10 = 18S rRNA of B. canis and groEL of  
              A. platys; 15 = VirB9 of E. canis and 18S rRNA of H. canis and B. canis; 16 = VirB9 of E. canis,  
               18S rRNA of H. canis and groEL of A. platys; 17 = VirB9 of E. canis, 18S rRNA of B. canis and  
               groEL of A. platys; 18 = 18S rRNA of H. canis and B. canis and groEL of A. platys; 19 = VirB9 of  
             E. canis, 18S rRNA of H. canis and B. canis, and groEL of A. platys; 20 = blood sample from  
             an uninfected dog; 21 = empty lane; N = negative control) 
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ผลการศึกษานี้จะเป็นประโยชน์ต่อการวินิจฉัย
การติดเชื้อ E. canis, H. canis, B. canis และ A. platys 
ในส ุน ัข โดยจะช ่วยลดระยะเวลาในการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการ เพราะสามารถตรวจหา 4 เชื้อพร้อมกันได้
ในเวลาเดียวกัน และจะช่วยลดค่าใช้จ่ายของเจ้าของสุนัข
ในการตรวจวินิจฉัยโรคทางห้องปฏิบัติการด้วย  
 

สรุปผลการวิจัย 
 
การศึกษานี้พัฒนาเทคนิคปฏิกิริยา mPCR เพื่อ

ตรวจหายีน VirB9 ของ E.  canis, 18S rRNA ของ             
H.  canis และ B.  canis และ groEL ของ A.  platys       
เพื่อช่วยในการวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการต่อโรคติดเชื้อ 
ทั้งสี่ชนิดนี้ในสุนัข   ผลที่ได้จากการศึกษานี้คือสภาวะ       
ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา mPCR ที่สามารถตรวจพบยีน 
VirB9 ของ E. canis, 18S rRNA ของ H. canis และ         
B. canis และ groEL ของ A. platys ได้อย่างแม่นยำ 
และประโยชน์ที่ได้จากการศึกษานี้ คือ การช่วยลดระยะเวลา
ของการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อ E. canis, H. canis, B. canis 
และ A. platys ในสุนัข 
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