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บทคัดย่อ 

 
Ehrlichia canis  เป็นริกเก็ตเซียท่ีเป็นสาเหตุของโรค Canine Ehrlichiosis หรือ Canine 

Monocytic Ehrlichiosis    มักพบเชื้อในเม็ดเลือดขาว   มีผลให้การทำงานของระบบภูมิคุ้มกันของ
สุนัขอ่อนแอ ติดเชื้อจุลชีพอ่ืนแทรกซ้อนได้ง่าย สุนัขท่ีได้รับเชื้ออาจจะแสดงอาการรุนแรง ถึงตายได้ 
หรือไม่แสดงอาการ แต่เป็นตัวกักโรคไว้ การวินิจฉัยโรคจะขึ้นกับการตรวจพบเชื้อในเม็ดเลือดขาว ซึ่ง
มักจะมีระดับต่ำ ทำให้วินิจฉัยได้ยาก งานวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือจะพัฒนาเทคนิคการตรวจ
วินิจฉัยการติดริกเก็ตเซียโดยมี  Ehrlichia canis major immunodominant protein  gp36  gene
เป็นเป้าหมายใน PCR ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นมามีความจำเพาะและ และมี
ความไวในการตรวจที่ระดับ 0.001 ng/µl ของดีเอ็นเอเป้าหมาย สามารถนำไปใช้ในการตรวจตัวอย่าง
เลือดทางคลินิกได้  
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Molecular detection of canine blood rickettsia Ehrlichia canis 
Nijjareeya Sirisriro1, Pornpavee Wongkul1, and Kanticha Krewkabpeth1 

  
 

Abstract 
 

Ehrlichia canis  is the main cause of Canine Ehrlichiosis or Canine Monocytic 
Ehrlichiosis, which infected in white blood cell.    Ehrlichia canis infection diminishes 
canine immune system reflecting in weakness, secondary infection and death in 
severe cases. As a minute intracellular parasite, it is a problematic diagnosis in the 
conventional microscopic examination. To improve the efficiency of diagnostic 
technique is the objective of the research. The novel target of Ehrlichia canis major 
immunodominant protein  gp36 gene for PCR detection was investigated. Sensitivity 
were revealed at 0.001 ng/µl of target DNA. There was no cross reactivity to 
Anaplasma platys or Babesia canis infected samples.   
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บทนำ 

 

1. ที่มาและความสำคัญของปัญหา 

Ehrlichia canis  เป็นริกเก็ตเซียท่ีเป็นสาเหตุของโรค Ehrlichiosis มักพบเชื้อในเม็ดเลือด

ขาวชนิด monocyte หรือ macrophage และ neutrophil มีเห็บเป็นพาหะในการนำเชื้อมาสู่สุนัข 

ในประเทศไทยเห็บที่เป็นพาหะคือ Rhipicephalus sanguineus หรือเห็บสีน้ำตาล ข้อสังเกตคือเห็บ

ที่เป็นพาหะของปรสิตในเลือดได้หลายชนิด  ดังนั้นจึงมีโอกาสพบการติดเชื้อหลายชนิดร่วมกันตาม

ธรรมชาติเชื้อจึงมีความเป็นได้ (Aktas et al.,2017, Alvarado-Rybak et al.,2016, Jittapalapong 

et al., 2006) ริกเก็ตเซีย Ehrlichia canis  ทำลายเม็ดเลือดขาว มีผลให้การทำงานของระบบ

ภูมิคุ้มกันของสุนัขอ่อนแอ ติดเชื้อจุลชีพอ่ืนแทรกซ้อนได้ง่าย สุนัขท่ีได้รับเชื้ออาจจะแสดงอาการ

รุนแรง ถึงตายได้ หรือไม่แสดงอาการ แต่เป็นตัวกักโรคไว้ การวินิจฉัยโรคจะข้ึนกับการตรวจพบเชื้อใน

เม็ดเลือดขาว ซึ่งมักจะมีระดับต่ำ ทำให้วินิจฉัยได้ยาก ทั้งนี้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธี thin blood 

smears นั้น ต้องอาศัยผู้ที่ชำนาญในการระบุรูปร่างของเชื้อ หรือในกรณีของการติดเชื้อในปริมาณ

น้อยอาจทำให้ไม่สามารถตรวจพบได้ จึงได้มีการพัฒนาเทคนิคทางชีวโมเลกุลเข้ามาใช้เพ่ือเพ่ิมความ

แม่นยำและรวดเร็วในการวินิจฉัยและรักษา (ดานัย 2553, Azmi et al.,2017) 

  ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้ จึงมุ่งเน้นการพัฒนาการตรวจหาริกเก็ตเซีย Ehrlichia canis ใน

เลือดสุนัขด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล มุ่งหวังการพัฒนาวิธีการวินิจฉัย เพ่ือให้บริการกับประชาชนที่

เข้ามาใช้บริการในโรงพยาบาลสัตว์ และคลินิกสัตวแพทย์ รวมทั้งยังเอ้ือประโยชน์ให้กับสัตวแพทย์

และนักเทคนิคการสัตวแพทย์ที่ทำงานด้านการวินิจฉัยโรคด้วย    

 

2. ทฤษฎี และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

Ehrlichia canis เป็นสาเหตุของโรค Canine Ehrlichiosis หรือ Canine Monocytic 

Ehrlichiosis (CME) ในสุนัข เชื้อ Ehrlichia spp จัดเป็น alphaproteobacteria ใน Family  

Ehrichiaceae (Barbosa et al., 2017) โรค CME มีการติดต่อโดยอาศัยเห็บสีน้ำตาล 

(Rhipicephalus sanguineus) เช่นเดียวกับ  Hepatozoon canis ซึ่งการถ่ายทอดเชื้อในเห็บเป็น

แบบ transstadial transmission คือเห็บสามารถนำเชื้อได้ทุกระยะของการเจริญ ตั้งแต่ระยะตัว

อ่อน (larva) ตัวกลางวัย (nymph) และตัวเต็มวัย (adult)  แตไม่สามารถส่งผ่านแบบ transovarial 
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transmission ได้ (Movilla et al.,2017, Kaewmongkol et al.,2017) ภายหลังจากเชื้อ E. canis 

เข้าสู่ร่างกายสุนัขแล้วจะก่อให้เกิดอาการแตกต่างกันตามระยะการเจริญของเชื้อ ซึ่งแบ่งออกเป็น 3 

ระยะ ดังนี้ 

1) ระยะเฉียบพลัน (acute) เป็นระยะฟักตัวอยู่ที่ 8-20 วัน เชื้อจะเข้าไปเพิ่มจำนวน ใน 

reticuloendothelial cells, lymphocyte และ monocyte ลักษณะของเชื้อที่พบใน monocyte 

จะมีอยู่ 3 รูปแบบ elementary body เชื้อจะมีขนาดประมาณ 0.5 ไมครอน ต่อมาจะมีการแบ่งตัว

เพ่ิมขนาดเป็น initial body จะมีขนาดใหญ่ขึ้น ประมาณ 1-2.5 ไมครอน และ morulae เชื้อจะมี

ขนาดใหญ่มากกว่า 4 ไมครอน เห็นได้ชัดเจน ในระยะนี้สุนัขจะเกิดภาวะ thrombocytopenia สุนัข

จะมีไข้สูง ซึม เบื่ออาหาร อ่อนเพลีย อาจจะมีจุดเลือดออกตามผิวหนัง อาจเกิดค subretinal 

hemorrhage และ retinal detachment นอกจากนี้สุนัขบางตัวอาจ จะมีเกิดความผิดปกติของ

ระบบประสาทร่วมด้วยได้เช่น การเกิดเยื่อหุ้มสมองอักเสบหรือ เกิดเลือดออกที่เยื่อหุ้มสมอง 

(Parashar et al., 2016) 

2) ระยะต่อมาเป็นระยะที่ E. canis เข้าสู่ไขกระดูก ระยะนี้การสร้างเม็ดเลือดจะถูกกด เกิดภาวะ  

pancytopenia ภูมิคุ้มกันจะอ่อนแอ ทำให้สุนัขติดเชื้อแทรกซ้อนและตายได้ง่าย  

3) ระยะสุดท้าย เป็นระยะที่พบได้บ่อยในสุนัขท่ีเคยเป็นโรค และยังรักษาไม่หายขาด ยังมี E. canis 

อยู่ในไขกระดูก คือ ระยะไม่ปรากฏอาการทางคลินิก (subclinical) และระยะเรื้อรัง อาการที่พบได้ 

คือ เยื่อเมือกซีด น้ำหนักลด อ่อนเพลีย มักเป็น ๆ หาย ๆ รวมถึงการมีเลือดกำเดาออกรูจมูกข้างเดียว 

(unilateral epistaxis) (Kaewmongkol et al.,2017, Kottadamane et al.,2017) 

สำหรับการวินิจฉัยโรค Hepatozoonosis และ Ehrlichiosis สามารถทำได้หลายวิธีร่วมกัน ดังนี้  

1. การตรวจด้วยวิธี buffy coat smear ย้อมด้วยสี Wright’s giemsa หรือ Giemsa เพ่ือตรวจหา

เชื้อใน neutrophil และ monocyte วิธีนี้มีข้อจำกัด คือ ผู้ตรวจต้องมีความชำนาญในการจำแนก

ชนิดเม็ดเลือดขาว และวิเคราะห์ลักษณะของเชื้อที่พบในเซลล์ (ปิยะนันท์ 2555) 

2. การตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยา วิธีนี้อาศัยหลักการจับกันของ antigen ของเชื้อ กับ antibody ของ

สุนัข ภายหลังจากท่ีเชื้อเข้าสู่ร่างกาย ระบบภูมิคุ้มกันจะสร้าง immunoglobulin  
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G ภายใน 10-14 วัน ซึ่งถ้าตรวจก่อน ผลที่ได้จะเป็น false negative ในขณะที่ภูมิคุ้มกันของสุนัขที่

ได้รับเชื้อจะอยู่ได้นานถึง 6 เดือน หลังจากได้รับการรักษาแล้ว ในกรณีนี้การตรวจจะให้ผล false 

positive (ปิยะนันท์ 2555) 

3. การตรวจด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล เช่น PCR, realtime PCR เป็นต้น เป็นวิธีที่ใช้หลักการการตรวจหา

สารพันธุกรรมของเชื้อ ซึ่งสามารถตรวจพบได้ในระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อ เป้าหมายของการตรวจ

คือยีนที่มีความจำเพาะต่อเชื้อ เช่น ใน E. canis มักจะใช้ 16S rRNA (Santos-Silva et al., 2017, 

Suh et al.,2017, Movilla et al.,2017) หรือ  trp36 gene (Suh et al.,2017, Movilla et 

al.,2017) เป็นเป้าหมายในการตรวจ 

 

 

3. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย/ โครงการวิจัย 

พัฒนาวิธีการวินิจฉัย Ehrlichiosis ที่เกิดจากริกเก็ตเซีย E. canis ให้มีความจำเพาะต่อเชื้อ

สายพันธุ์ในประเทศไทย     
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รูปที่ 1 Ehrlichia canis ในเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิล  (https://imagebank.hematology.org) 

 

 

 
 

รูปที่ 2 วงจรการเจริญของ Ehrlichia canis ในสุนัขและในเห็บ  (https://www.fecava.org) 

  

https://imagebank.hematology.org/
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ตารางที่ 1 ส่วนประกอบ Ehrlichia canis genome   

 

Name/Gene ID Description 
Genes (total)                      988 

Genes (coding)                      928 

CDSs (with protein)                928 

Genes (RNA)                        42 

rRNAs                              1, 1, 1 (5S, 16S, 23S) 

 

 

 

 
  

รูปที่ 3 จีโนมของ Ehrlichia canis   (GenBank  Assembly: GCA_000012565.1, Mavromatis, 

et al., 2006) 
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วิธีการดำเนินงานวิจัย 

  

1. การเก็บตัวอย่างเลือดสุนัข 

  พ้ืนที่ในการศึกษาได้แก่ จังหวัดนครศรีธรรมราช ตรัง สุราษฎร์ธานี และกระบี่ สุนัขที่ใช้ใน

การศึกษามีทั้งหมด 152 ตัว มีอายุประมาณ 1 ปี - 10 ปี ไม่จำกัดเพศ ระยะเวลาเก็บตัวอย่างในปี 

พฤศจิกายน 2561 - เมษายน 2563 การเก็บตัวอย่างจะเก็บในหลอดที่มีสารป้องกันเลือดแข็งตัวชนิด 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) เจาะเก็บเลือดจากเส้นเลือดดำบริเวณขาหน้าปริมาณ 

0.5 มิลลิลิตร โดยเลือดปริมาณ 200 µl จะนำไปสกัด DNA   และเลือดที่เหลือนำไปตรวจด้วยวิธี

แผ่นฟิล์มเลือดและย้อมสี เพ่ือตรวจหาเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ต่อไป 

 

2. การสกัดสารพันธุกรรม 

 การสกัดสารพันธุกรรมจากเลือดและเม็ดเลือดขาวจะใช้ชุดสกัดสำเร็จรูป Invitrogen™ 

PureLink™ Genomic DNA Kit (ThermoFisher, USA) โดยขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจะ

ปฏิบัติตามคู่มือของบริษัท หลังจากสกัดแล้วจะทำการวัดปริมาณสารพันธุกรรมที่ได้ในแต่ละตัวอย่าง 

DNA ที่สกัดได้จะทำการเก็บรักษาที่ -20OC จนกว่าจะนำมาใช้ 

 

3. เทคนิค PCR   

3.1 การออกแบบไพร์เมอร์สำหรับ PCR (PCR primer)  

ในการออกแบบไพร์เมอร์ (forward และ backward primer) จะใช้โปรแกรม PrimerBlast 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) โดยมีเป้าหมายคือ Ehrlichia canis 

isolate CM196 major immunodominant protein (gp36) gene (ACCESSION MF771085.1, 

Nambooppha et al., 2018)  ในการออกแบบจะคัดเลือกไพร์เมอร์ 2 – 3 คู่มาใช้สำหรับทดสอบ

และประเมินกับกลุ่มควบคุมบวก จากนั้นเลือก 1 – 2 คู่เพ่ือใช้ทดสอบกับตัวอย่างจริงต่อไป  

 

3.2 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย PCR  

 การทำ PCR จะใช้ชุดเอนไซม์และบัฟเฟอร์ TopTaq Master Mix Kit (Qiagen, USA) 

ส่วนผสมสำหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 µl ประกอบด้วย  
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Component   Volume/reaction
  

Final concentration 

10x TopTaq PCR Buffer*  5 µl 1X 
dNTP mix (10 mM of each)  1 µl 200 µM of each dNTP 
Primer A  Variable 0.1–0.5 µM 
Primer B  Variable 0.1–0.5 µM 
TopTaq DNA Polymerase  0.25 µl 1.25 units/reaction 
DNA Template DNA  Variable 50 ng/ reaction 
RNase-free water Template  Add to 50 µl  

 

ในการทำปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมจะมีรอบการทำงานดังนี้ 

Initial denaturation  3 min  94OC  

3 step cycling : 35 cycles 

Denaturation  30 sec  94OC 

Annealing  30 sec 61OC 

Extension  1 min  72OC 

Final extention  10 min 72OC 

 

ในการอ่านผล PCR จะนำผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยาไปทดสอบหาน้ำหนักโมเลกุลของผลผลิต

ที่ได้ด้วยเทคนิคการแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) ที่ 1.5% 

agarose gel ใน Tris-Boric acid-EDTA buffer (TBE) ตรวจหาน้ำหนักโมเลกุลของผลผลิตด้วยการ

ย้อม SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, USA) และส่องดูด้วยแสงสีฟ้า (Blue-light 

transilluminator) 
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3.3 การทดสอบความจำเพาะและความไวของเทคนิค PCR 

 ในการทดสอบความสามารถของเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นมาว่าสามารถตรวจหา Ehrlichia canis 

isolate CM196 major immunodominant protein (gp36) gene (ACCESSION MF771085.1, 

Nambooppha et al., 2018) ได้อย่างถูกต้อง แม่นยำเพียงใด จะทำโดยการเปรียบเทียบกับกลุ่ม

ควบคุมที่เป็นเชื้อในกระแสเลือดสุนัขที่มีรายงานในประเทศไทย ซึ่งได้แก่ Anaplasma platys, 

Babesia canis และน้ำกลั่น  
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

1. การพัฒนาเทคนิค PCR ที่มีความจำเพาะต่อยีน Ehrlichia canis major immunodominant 

protein (gp36) gene (ACCESSION MF771085.1, Nambooppha et al., 2018) 

คณะผู้วิจัยได้ทำการออกแบบ คัดเลือกและหาความไวเชิงวิเคราะห์ของไพร์เมอร์สำหรับ

เทคนิค PCR ใหม่แทนการเลือกใช้ชุดไพร์เมอร์ที่ได้ตีพิมพ์แล้ว (Nambooppha et al., 2018) 

เนื่องจาก 1) ชุดไพร์เมอร์ไม่ได้มีเป้าหมายที่ Ehrlichia canis major immunodominant protein 

(gp36) gene 2) สถาวะของปฏิกิริยาและเอนไซม์ที่ใช้มีความแตกต่างกัน และ 3) ต้องการศึกษาความ

ผันแปรทาง  พันธุกรรมของเชื้อที่มีการระบาดในประเทศไทย เพ่ือให้ผลการวิเคราะห์ความไวและ

ความจำเพาะของเทคนิคมีความเป็นจริงตามลักษณะของเชื้อที่มีการระบาดในประเทศไทย ทาง

คณะผู้วิจัยได้ออกแบบไพร์เมอร์ใหม่จำนวน 5 คู ่ (ตารางที่ 3) และได้ทำการทดสอบเพื่อคัดเลือกไพร์

เมอร์ที่ได้ให้ผลมีความน่าเชื่อถือมากท่ีสุด โดยไพร์เมอร์ที่ออกแบบมาใหม่มีเป้าหมายอยู่ท่ียีน 

Ehrlichia canis major immunodominant protein (gp36) gene ที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์อยู่

ในช่วง 134-377 bp และ 358-800 bp   

 

2. การทดสอบไพร์เมอร์และการหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับตรวจการติด Ehrlichia canis  

ปฏิกิริยาจะถูกทดสอบที่ Annealing temperature แตกต่างกัน 3 อุณหภูมิ คือ 59 °C,  61 

°C, และ 63 °C โดยจะทำปฏิกิริยา 35 รอบ เอนไซม์ที่ใช้คือ TopTaq Master Mix Kit (Qiagen, 

USA) พบว่าอุณหภูมิที่แตกต่างกันทั้ง 3 อุณหภูมิให้ผลการเกิดผลผลิตพีซีอาร์ไม่แตกต่างกัน น้ำหนัก

โมเลกุลของผลผลิตเป็นไปตามที่คำนวน และลำดับนิวคลีโอไทด์มีความถูกต้องเมื่อเทียบกับ DNA 

ต้นแบบ จากการทดสอบเทคนิค PCR ได้คัดเลือกไพร์เมอร์ 2 คู่ คือ ECgb36_F134 กับ 

ECgb36_R377  และ ECgb36_F358 กับ ECgb36_R800  ไพร์เมอร์ทั้ง 2 คู่จะใช้ Annealing 

temperature ที่อุณหภูมิ 59 °C เหมือนกัน   

  

3. การทดสอบความจำเพาะ (specificity test) ของเทคนิค PCR 

 การทดสอบความจำเพาะของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR ทำโดยการ

ทดสอบกับตัวอย่าง DNA จากเลือดของสุนัขที่มีการตรวจพบเชื้อชนิดอ่ืน ๆ ที่มีการระบาดในประเทศ
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ไทย ได้แก ่Anaplasma platys และ Babesia canis ผลการทดสอบพบว่าไพร์เมอร์และสภาวะของ 

PCR ที่ใช้ให้ผลบวกเฉพาะ E. canis เท่านั้น โดยที่ไพร์เมอร์ทั้ง 2 คู่ คือ ECgb36_F134 กับ 

ECgb36_R377  และ ECgb36_F358 กับ ECgb36_R800   ให้ผลการทดสอบเหมือนกัน 

 

4. การทดสอบความไว (sensitivity test) ของเทคนิค PCR 

 การทดสอบความไวของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR ทำโดยการ

ทดสอบกับตัวอย่าง DNA มาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน จากนั้นทำ 10-fold serial dilution 

ให้ได้ความเข้มข้น 100 ng/µl, 10 ng/µl, 1 ng/µl, 0.1 ng/µl, 0.01 ng/µl, และ 0.001 ng/µl นำ 

DNA แต่ละความเข้มข้นมาใช้เป็นต้นแบบ (DNA template) ในการทำ PCR เพ่ือหาความเข้มข้น

ต่ำสุดที่สภาวะและไพร์เมอร์ที่ใช้สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมยีนเป้าหมายได้ ผลจากการ

ทดสอบพบว่าค่าความไวสูงสุดของเทคนิค PCR อยู่ที่ 0.0001 ng/µl สำหรับ ECgb36_F134 กับ 

ECgb36_R377  และ 0.01 ng/µl ECgb36_F358 กับ ECgb36_R800   

 

5. การทดสอบกับตัวอย่างทางคลินิก (Evaluation of the assay) 

 การทดสอบความน่าเชื่อถือของเทคนิค PCR ที่ได้พัฒนาขึ้นมาในโครงการนี้เพ่ือใช้ในการ

ตรวจการติดเชื้อ E. canis ในสุนัขทำได้โดยการทดสอบกับตัวอย่างเลือดของสุนัข 152 ตัวอย่าง พบว่า

มี 48 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกเมื่อทำการทดสอบด้วยไพร์เมอร์ ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377 
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ตารางที่ 2 ไพร์เมอร์ที่ออกแบบสำหรับทดสอบเทคนิค PCR 

 

Primer Sequence Length 
(bp) 

Tm 
(OC) 

GC 
(%)   

Product 
Size (bp) 

ECgb36_F129  TGAGGTCGGAAACAGTGGTG 20  59.89 55.0  
 

ECgb36_R378   TGATGAGTTCCCCTGTACACAC 22  63.0  50.0  250  
ECgb36_F134   TCGGAAACAGTGGTGAGCAT 20  59.60 50.0  

 

ECgb36_R377   GATGAGTTCCCCTGTACACACT 22  59.43 50.0  244  
ECgb36_F356   AGTGTGTACAGGGGAACTCA 20  57.90 60.0  

 

ECgb36_R801  TGTTGTTGAACCTGTTGCTGC 21  60.14  47.62 446  
ECgb36_F136   GGAAACAGTGGTGAGCATGG 20  59.12 55.0  

 

ECgb36_R383  AGAAGTGATGAGTTCCCCTGT 21  58.37 47.62  248  
ECgb36_F358   TGTGTACAGGGGAACTCATCAC 22 59.70 50.0  

 

ECgb36_R800   GTTGTTGAACCTGTTGCTGC 20  58.44 50.0  443 
 

 

 

 
 

รูปที่ 4 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ Ehrlichia canis major immunodominant protein 

(gp36) gene ลูกศรแสดงทิศทางและตำแหน่งของไพร์เมอร์ที่ใช้ในเทคนิค PCR    
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รูปที่ 5 การทดสอบความจำเพาะของเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์จำนวน 2 คูม่าทดสอบ (A) 

ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377  และ (B) ECgb36_F358 กับ ECgb36_R800 

 

 

 

 

 

M :  100 bp DNA marker 

1 :   Anaplasma infected sample 10 ng/ul  

2 :   Anaplasma infected sample 1 ng/ul  

3 :   Babesia infected sample 10 ng/ul  

4 :   Babesia infected sample 1 ng/ul 
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รูปที่ 6  การทดสอบความไวของเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์จำนวน 2 คู่มาทดสอบ (A) 

ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377  และ (B) ECgb36_F358 กับ ECgb36_R800 

 

 

 

 

 

 

 

M :  100 bp DNA marker 

1 : E. canis control DNA 100 ng/ul  

2 : E. canis control DNA 10 ng/ul  

3 : E. canis control DNA 1 ng/ul  

4 : E. canis control DNA 0.1 ng/ul 

5 : E. canis control DNA 0.01 ng/ul 

6 : E. canis control DNA 0.001 ng/ul 

7 : E. canis control DNA 0.0001 ng/ul 
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รูปที่ 7 การทดสอบตัวอย่างทางคลินิกด้วย PCR ต่อ Ehrlichia canis major 

immunodominant protein (gp36) gene โดยใช้ไพร์เมอร์ ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377  

หมายเลขระบุลำดับตัวอย่างที่ทดสอบ A Anaplasma infected sample, B Babesia infected 

sample และ NTC non-template control 
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รูปที่ 8 การทดสอบตัวอย่างทางคลินิกด้วย PCR ต่อ Ehrlichia canis major 

immunodominant protein (gp36) gene โดยใช้ไพร์เมอร์ ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377  

หมายเลขระบุลำดับตัวอย่างที่ทดสอบ A Anaplasma infected sample, B Babesia infected 

sample และ NTC non-template control 
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สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 

คณะผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาวิธีการวินิจฉัยการติดริกเก็ตเซีย Ehrlichia canis ใน

เม็ดเลือดขาวสุนัขให้มีความจำเพาะต่อสายพันธุ์ของเชื้อที่มีการระบาดในประเทศไทย เนื่องด้วยเชื้อมี

ขนาดเล็กมากและอาศัยอยู่ในเม็ดเลือดขาวทำให้การวินิจฉัยด้วยเทคนิคแผ่นฟิล์มเลือดและตรวจดู

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ทำได้ยาก ต้องอาศัยประสบการณ์ความชำนาญของผู้ตรวจ นอกจากนี้มีรายงาน

การผันแปรทางพันธุกรรม การผันแปรทางแอนติเจนและการดื้อยาของเชื้อมาอย่างต่อเนื่อง ทำให้

การวินิจฉัยด้วย PCR โดยเลือกใช้ RNA gene เป็นเป้าหมายจะทำให้ได้ข้อมูลจำเพาะแค่ในด้านระบุ

ตัวเชื ้อ แต่ไม่สามารถให้ข้อมูลด้านอื ่นๆ ได้  คณะผู ้ว ิจ ัยจึงได้เลือก   Ehrlichia canis major 

immunodominant protein (gp36) gene มาใช้เป็นยีนเป้าหมายที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยการติด

เชื้อ  

จากผลการทดสอบในเบ ื ้องต ้น  Ehrlichia canis major immunodominant protein 

(gp36) gene สามารถนำไปใช้เป็นเป้าหมายในการพัฒนาเทคนิคทางชีวโมเลกุลต่างๆ เพื่อตรวจการ

ติดเชื้อได้  รวมทั้งยังสามารถนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อไปทำการวิเคราะห์ต่อในด้านการผัน

แปรทางพันธุกรรม และการผันแปรทางแอนติเจน เพราะยีนเป้าหมายนี้มีความสำคัญต่อการเป็น

แอนติเจน และการกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อของสุนัข    อย่างไรก็ตาม Ehrlichia canis major 

immunodominant protein (gp36) gene ที่เลือกมาใช้ มีความเหมาะสมที่จะเป็นเป้าหมายในการ

ตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล แต่อาจจะไม่เหมาะสมสำหรับการตรวจหาแอนติเจนด้วยการ

ทดสอบทางภูมิคุ้มกันวิทยาเนื่องจากมีความผันแปรทางแอนติเจนสูง  

 

1. ไพร์เมอร์และสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการตรวจการติดปรสิต มีดังนี ้

PCR : ทำ 35 รอบ โดยกำหนดสภาวะ Initial denaturation  3 min  94OC, Denaturation 30 sec 

94 OC, Annealing 30 sec 59 OC, Extension  1 min 72 OC, Final extention 10 min OC ไพร์

เมอร์ที่เลือกใช้คือ  ECgb36_F134 5’TCGGAAACAGTGGTGAGCAT3’ กับ ECgb36_R377 

5’GATGAGTTCCCCTGTACACACT3’ 
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2. ความจำเพาะของการตรวจการติดปรสิต 

ก า ร ต ร ว จ ก า ร ต ิ ด ป ร ส ิ ต ด ้ ว ย เ ท ค น ิ ค  PCR  โ ด ย ม ี  Ehrlichia canis major 

immunodominant protein (gp36) gene  เป็นยีนเป้าหมายมีความจำเพาะต่อการตรวจค่อนข้าง

สูง เนื ่องจากไพร์เมอร์ทั ้งสองคู่ ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377  และ ECgb36_F358 กับ 

ECgb36_R800 ให้ผลลบต่อการทดสอบด้วยเชื้ออ่ืน ๆ ที่มีการระบาดอยู่ในสุนัขใน คือ Anaplasma 

spp. และ Babesia spp.  

 

3. ความไวของการตรวจการติดเชื้อ 

โดยทั่วไปค่าความไวในการเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายของเทคนิค PCR จะมีค่าประมาณ 

0.1-100 ng/µl หรือ 102-106 copy/µl ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆ เช่น ประสิทธิภาพของเอนไซม์ที่ใช้

เพิ่มปริมาณ ความสามารถในการจับกับเป้าหมายของไพร์เมอร์ ความยาวของผลผลิต PCR คุณภาพ

ของ DNA เป็นต้น ผลจากการทดสอบพบว่าค่าความไวสูงสุดของเทคนิค PCR อยู่ที่ 0.0001 ng/µl 

สำหรับ ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377  และ 0.01 ng/µl ECgb36_F358 กับ ECgb36_R800 

ไพร์เมอร์ทั้งสองคู่สามารถใช้ในการตรวจวินิจฉัยได้ แต่ไพร์เมอร์ ECgb36_F134 กับ ECgb36_R377  

มีความไวในการตรวจมากกว่า   
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