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บทคัดยอ
การติดเชื้อพยาธิเม็ดเลือดชนิด Ehrlichia canis เปนสาเหตุที่ทําใหสุนัขเจ็บปวยและเสียชีวิตได การศึกษาในคร้ังนี้ไดตรวจหา
การติดเชื้อพยาธิเม็ดเลือด E. canis ในสุนัขจรจัดในจังหวัดมหาสารคาม จํานวน 30 ตัวอยาง ในเขตอําเภอวาปปทุม 6 ตัวอยาง 
อําเภอแกดํา 8 ตัวอยาง อําเภอบรบือ 9 ตัวอยาง อําเภอพยัคภูมิพิสัย 7 ตัวอยาง ซึ่งการศึกษาในคร้ังนี้ไดทําการตรวจหาเช้ือ 
E. canis ระยะ morulae โดยการสองกลองจลุทรรศดวยการทาํ thin blood smear และตรวจหาสารพนัธกุรรมของเชือ้ดวยเทคนคิ 
nested polymerase chain reaction (nested PCR) จากการตรวจ thin blood smears พบผลบวกตอเชื้อ E. canis ในระยะ 
morulae 5 ตัวอยาง จาก 30 ตัวอยาง คิดเปน 16.67% และผลการตรวจเช้ือดวยเทคนิค nested PCR พบผลบวกตอเชื้อ
E. canis 8 ตัวอย่างจาก 30 ตัวอย่าง คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 26.67 % เมื่อเปรียบเทียบกัน 2 วิธี สรุปได้ว่าการทํา nested PCR มี
ความไวและจําเพาะเจาะจงมากกว่าวิธีการทํา thin blood smears 

คําสําคัญ : Ehrlichia canis, stray dogs, Nested PCR, Thin blood smears

Abstract
Ehrlichiosis caused by Ehrlichia canis is cause of morbidity and mortality in dogs. This study was detected E. canis 
infection in 30 of stray dogs in 4 districts of Mahasarakham province (6 samples from Wapipathum, 8 samples from 
Kaedam, 9 samples from Borabu, 7 samples from Phayakkhaphum Phisai). Blood samples of stray dogs were 
collected to morulae screend by thin blood smear and molecular screened for 16s rRNA gene of E. canis by nested 
PCR. The results showed that 5 of 30 samples (16.67%) were positive by thin blood smear. By nested PCR, 8 of 30 
samples (26.67%) were positive. Comparing these techniques it was concluded that nested PCR is more sensitivity 
and specifi city technique for detection of E. canis.
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บทนํา
โรคพยาธิเม็ดเลือดในสุนัขยังคงเปนปญหาที่พบไดบอยและ

เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหสุนัขที่เปนโรคถึงแกชีวิต1 โดยทั่วไป
โรคน้ีเกิดจากการติดเช้ือโปรโตซัว ริกเก็ตเซียหรือแบคทีเรีย 

ในเม็ดเลือดแดงหรือเม็ดเลือดขาวก็ไดขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อ 
ซึ่งกอใหเกิดโรคที่มีความรุนแรงแตกตางกันไป โดยทั่วไปโรค
พยาธิเม็ดเลือดถายทอดโดยการมีเห็บ (Rhipicephalus 

sanguineus) เปนพาหะนําโรค2

โรคพยาธิเม็ดเลือดในสุนัขท่ีเกิดจากเช้ือริกเก็ตเซียที่สามารถ
พบการติดเช้ือไดทั่วโลก ไดแก Ehrlichia spp. และ 

Anaplasma spp. ซึ่งสามารถติดตอไดทั้งจากการถูกเห็บที่มี
เชือ้กัด และการถายเลอืดจากสุนขัท่ีเปนโรค โดยเชือ้เหลานีจ้ะ
เขาไปเพ่ิมจํานวนในเม็ดเลือดขาว (E. canis, E. chaffeensis, 
E. muris, E. ewingii, A. phagocytophilum) และเกล็ดเลือด 

(A. platys)3 สงผลใหรางกายสตัวเกดิความเสยีหาย เมด็เลอืดขาว
และเกล็ดเลือดถูกทําลายและลดจํานวนลง สัตวจะแสดง
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อาการ ซีด เหลือง ปสสาวะมีสีเขม มีจํ้าเลือดบนผิวหนัง และ
เลือดกําเดาไหล4

 เชื้อริกเก็ตเซียแกรมลบในสกุล Ehrlichia กอใหเกิด
โรค ehrlichiosis5 ชนิดของเชื้อท่ีมีบทบาทสําคัญและพบการ
ติดเชื้อมากในสุนัขคือ E. canis โดยพบการติดเชื้อไดทั่วโลก
รวมท้ังในประเทศไทย6 โดยตัวเชื้อจะอาศัยอยูในเซลลเม็ด
เลือดขาวชนิดโมโนไซต (monocyte) ของโฮสตซึ่งเปนเซลลที่
อยูในระบบภูมิคุมกันดังนั้นการติดเช้ือชนิดนี้จะสงผลตอการ
ทาํงานของระบบภูมคิุมกันของโฮสต เนือ่งจากตัวเชือ้จะเจริญ
และเพิ่มจํานวนทําใหเกิดการทําลายเซลลเม็ดเลือดขาว
โดยตรงจึงมักพบโรค ehrlichiosis เกิดรวมกับการเกดิโรคติด
เชื้อชนิดอื่นๆ ไดดวย เชน โรค babesiosis ที่เกิดจากเชื้อ 
Babesia canis หรือโรคติดเชื้อไวรัส เชน ไขหัดสุนัข หรือโรค
ติดเช้ือแบคทีเรียอื่นๆ ดังน้ันในขณะท่ีตรวจพบวาสัตวมีเชื้อ 
E. canis ควรระวังโรคแทรกซอนอ่ืนๆ ซึ่งอาจจะทําใหการ
รักษาโรค ehrlichiosis ไมไดผล ในการรักษาใหหายขาด
สามารถใชยาในกลุม doxycyclin โดยใชระยะเวลาในการรกัษา
หลายสัปดาหรวมกบัการตรวจหาเชือ้อยางตอเนือ่ง7 การตรวจ
วินิจฉัยโรคดวยวิธีการตรวจอ่ืนๆ นอกเหนือไปจากการตรวจ
ฟลมเลอืดจะชวยยนืยันผลการรกัษา ปองกนัไมใหสตัวกลบัมา
แสดงอาการของโรคอีก รวมท้ังลดสภาวะการเปนตัวนําโรค 
(carrier) ใหกบัสตัวตวัอืน่ๆ เนือ่งมาจากเห็บทีไ่มมเีชือ้อาจมา
กัดดูดเลือดสัตวที่มีเชื้อและแพรกระจายเชื้อได สุนัขที่ติดเชื้อ 
E. canis ในระยะเฉียบพลันตอบสนองดีตอการรักษา อยางไร
กต็ามโรคตดิเชือ้ E. canis เปนโรคทีร่กัษาใหหายยากและสนุขั

ที่ไดรับการติดเชื้อจะกลายเปนโรคเรื้อรังและทําหนาท่ีเปนตัว

กกัโรค (reservoir host) และเมือ่เกดิการตดิเช้ือซํา้ (re-infection) 
สุนัขจะมีอาการรุนแรงมากกวาเดิม

 ในประเทศไทยโรคพยาธเิมด็เลอืดในสนุขัสามารถพบ
ไดในสุนัขทั่วไปทุกสายพันธุ เนื่องจากมีความชุกชุมของการ

แพรกระจายของเห็บ8 การศึกษาในครั้งนี้ทําเพื่อตรวจการติด

เชื้อ Ehrlichia spp. ในเม็ดเลือดขาวในสุนัขจรจัด ในจังหวัด
มหาสารคาม โดยทําการตรวจฟลมเลือดเพ่ือตรวจหาเช้ือ
โดยตรง และใชวิธี nested PCR เพ่ือตรวจหาสารพันธุกรรม
ของเช้ือ ซึ่งการตรวจโดยวิธี nested PCR เปนวิธีที่มีความ
จําเพาะและความไวสูง สามารถใชตรวจหาเช้ือไดจากเลือด

ของสัตวที่สงสัยในกรณีท่ีสัตวมีเชื้ออยูในกระแสเลือดจํานวน
นอยจนทําใหไมสามารถตรวจพบเชื้อโดยวิธีตรวจฟลมเลือด

วิธีดําเนินการวิจัย
 1.  สัตวทดลอง

  เกบ็ตัวอยางจากสุนขัจรจัดในจงัหวดัมหาสารคาม
ทั้งหมด 30 ตัว จากอําเภอแกดํา 8 ตัวอยาง อําเภอบรบือ 9 
ตัวอยาง อําเภอพยัคภูมิพิสัย 7 ตัวอยางและอําเภอวาปปทุม 
6 ตัวอยางเพื่อมาตรวจดวยวิธี thin blood smear และใช
เทคนิค nested PCR โดยทําการเจาะเลือดตัวละ 3 มิลลิลิตร 
ใสในหลอดทดลองที่มีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด (0.5M 
EDTA) ทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี thin blood smear ทันทีที่
ตัวอยางเลือดถึงหองปฏิบัติการ และเก็บรักษาตัวอยางเลือด
ไวทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะมกีารสกดัดเีอ็นเอ

 2.  วิธีการตรวจหาเช้ือ Ehrlichia canis
   2.1  ตรวจหาเช้ือดวยวิธ ีThin blood smears 
   นําเลือดมาหยดบนแผนสไลดและไถ 
(smear) เม่ือเลอืดแหงทาํการ fi x เม็ดเลือดดวยสาร methanol 
แลวยอมสี Giemsa Stain
  2.2  สกัดดีเอ็นเอ
   สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดโดยใชชุด
สกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปตามวิธีการของบริษัท (Vivantis) โดยมี
หลกัการในการทาํใหเมด็เลอืดแดงแตกแลวตกตะกอนเอาสาร
พันธุกรรม DNA ออกมาเกาะยึดอยูกับเมมเบรนของหลอด
สกัด จากนั้นจึงทําการลาง DNA และชะ DNA ออกมาจาก
เมมเบรนตรวจสอบคุณภาพและความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอโดย
การวัดคาการดูดกลืนแสง และการตรวจสอบคุณภาพ DNA 

ดวยเทคนิค gel electrophoresis
  2.3 เพิม่จาํนวนดเีอน็เอโดยเทคนคิ nested 
PCR
   ทํา PCR โดยใช primer 2 คู เพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอบริเวณตําแหนงยีน 16s rRNA ไพรเมอร คูที่ 1 คือ 
ECC 5’-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3’ และ ECB 

5’-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’ ไพรเมอร คูที่ 2 
คอื canis 5’-CAATTATTTATAGC CTCTGGCTATAGGA-3’ 

และ HE3 5’-TATAGGTAC CGTCATTATCTTCCCTAT -3’ 9,10

   ทาํ PCR ครัง้ที ่1 โดยใช primer คูที ่1 และ
นํา PCR product จากรอบแรกมาเปน DNA ตนแบบในการ
ทาํ PCR รอบที ่2 ปฏิกริยิา PCR แตละรอบมปีรมิาตรรวม 25 

μl ประกอบดวยดเีอน็เอตนแบบความเขมขน 100 ng , 1×PCR 
Buffer, 1.5 mM MgCl

2
, 200 μM dNTP, 2.5 U DNA Polymerase 

(Vivantis) 
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   ในการทํา PCR แตละรอบน้ันจะมีการเพิ่ม
จํานวนปฏิกิริยารอบละ 35 cycles แตละ cycle ประกอบดวย
ขั้นตอน 3 ขั้นตอน ไดแก denaturation ที่อุณหภูมิ 95 oC ขั้น
ตอน annealing ที่อุณหภูมิ 60 oC และ ขั้นตอน extension ที่
อุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 1, 1 และ 2 นาที ตามลําดับ

ผลการทดลอง
 จากการเกบ็ตวัอยางเลอืดในสนุขัทัง้หมด 30 ตวัอยาง 
เมื่อนํามาทํา thin blood smear แลวยอมสีเพ่ือตรวจหาเชื้อ 
E. canis พบวา ตวัอยางทีม่พียาธวิทิยาทาง cytology ของการ
ติดเชื้อ E. canis มีทั้งหมด 5 ตัวอยาง คิดเปนเปอรเซ็นตคือ 
16.67 % เมื่อทําการตรวจหาเชื้อดวยเทคนิค nested PCR 
พบวาตวัอยางท่ีใหผลบวก (positive) โดยการปรากฏแถบสาร
พันธุกรรมของเชื้อที่ประมาณ 389 คูเบส (ภาพที่ 1) มีทั้งส้ิน 
8 ตวัอยาง จากตวัอยางทัง้หมด 30 ตวัอยาง คดิเปน 26.67 % 
และผลลบ (negative) ตอเชื้อ E. canis มีอยู 22 ตัวอยางคิด
เปน 72.33% 

Figure 1  PCR products show amplicons of E. canis 
at 389 bp. (Lane M: vc 100 bp DNA ladder 

(vivantis); Lane 3, 7, 10: Amplifi cation band 
of positive samples; Lane 11: positive con-

trol)

สรุปผลและวิจารณผลการทดลอง
 การติดเช้ือพยาธิเม็ดเลือดในสุนัขเปนโรคท่ีพบได
บอยและเปนสาเหตุที่ทําใหสุนัขเสียชีวิต โรคพยาธิเม็ดเลือด
ในสนุขัมีสาเหตมุาจากเหบ็ โดยเหบ็มีการแพรกระจายทัว่โลก

โดยเฉพาะอยางย่ิงในประเทศไทยซ่ึงมีสภาพอากาศเหมาะแก
การเจริญของเห็บ การศึกษาในครั้งนี้จึงตองการสํารวจ
อัตรา ของการติดเชื้อพยาธิเม็ดเลือดในสุนัขจรซึงเปนโฮสต
กักตุนหรือแหลงรังโรคในการสะสมเชื้อ
 จากการศึกษาการติดเชื้อ E. canis ในสุนัขจรจัดใน

จงัหวดัมหาสารคามพบวาผลจากการทาํ nested PCR มคีวาม

ไวและจําเพาะมากกวาการตรวจหาเชื้อดวยกลองจุลทรรศน
โดยวิธี thin blood smears สอดคลองกับการศึกษาของ 
Laummaunwai และคณะในป 2014 ทีท่าํการตรวจการตดิเชือ้ 
E. canis แลวพบวาวิธี thin blood smears ใหผลบวก 1.3% 
แตวิธี PCR ใหผลบวกของการติดเชื้อ 3%11 ทั้งนี้ในการตรวจ
วินิจฉัยดวยวิธี thin blood smears นั้น ตองอาศัยผูที่ชํานาญ
ในการระบกุารติดเชือ้เนือ่งจากรปูรางของเชือ้ยากแกการระบุ
ชนิด หรือในกรณีของการติดเช้ือในปริมาณนอยอาจทําใหไม
สามารถตรวจพบได ดังนั้นวิธีการตรวจโดย nested PCR จะ
ทําใหไดผลที่ถูกตอง สามารถตรวจหาการติดเชื้อไดแมนยํา
กวาและไวกวา
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