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บทคดัย่อ 

 
ปัจจุบนัสุนัขมอีตัราการตดิเชืvอพยาธใินเมด็เลอืดเพิgมมากขึvน แต่การตรวจส่วนใหญ่ใช้

ระยะเวลานานและตรวจไดค้รั vงละเชืvอเท่านั vน จงึทําใหก้ารวจิยัในครั vงนีvมจุีดประสงคเ์พืgอพฒันา
วธิ ีmultiplex real-time PCR HRM ในการตรวจหาเชืvอพยาธใินเลอืดสุนัขทั vง � ชนิดไดแ้ก่ B. 
vogeli, H. canis, E. canis และ A. platys โดยแบ่งการศึกษาออกเป็น � ส่วน คือ 0. การ
ออกแบบไพรเมอร ์z. ความจาํเพาะเจาะจง �. ความไวในการตรวจพบ และ �. การตรวจหาเชืvอ
ในตวัอย่างจรงิ ผลการศกึษาพบว่า Protz6 และ Bact3 เป็นไพรเมอร์ทีgเหมาะสมเนืgองจากมี
ความจาํเพาะเจาะจงและใหค้า่ melting temperature (Tm) ของเชืvอทั vง � ชนิดทีgแยกออกจากกนั

ได้อย่างชดัเจนทีg P≤0.01 โดย A. platys มคี่า Tm สูงสุดเท่ากบั ��.0�ºC รองลงมาได้แก่      
B. vogeli, E. canis, H. canis เท่ากบั 82.41, 80.37 และ 78.56ºC  ตามลําดบั สาํหรบัความไว
ในการตรวจพบ พบว่า B. vogeli, E. canis และ A. platys มคีวามไวในช่วง 0��-0�� copies/µl 
ส่วน H. canis มคีวามไวในช่วง 0��-0�� copies/µl และจากการทดสอบกบัสุนัข �� ตวั พบว่า
สุนขัมกีารตดิเชืvอ �� ตวั คดิเป็น �� % โดยมกีารตดิเชืvอ E. canis มากสุดถงึ z� ตวั รองลงมา
คือ B. vogeli, A. platys และ H. canis เท่ากบั �, 5 และ � ตามลําดบั ดงันั vนวิธีนีvจึงมคีวาม
เหมาะสมทีgจะนําไปใชใ้นการตรวจหาเชืvอพยาธใินเลอืดสนุขัต่อไป 
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Abstract 
Currently, the prevalence of parasites infected dog has increased. The limitation 

of the parasite examination takes time-consuming and can detect a single species per a 
reaction. This research aimed to develop a multiplex real-time PCR HRM technique. This 
technique was used to simultaneously detect four blood canine parasites including 
Babesia vogeli, Hepatozoon canis, Ehrlichia canis and Anaplasma platys. Our study was 
divided into four parts: (1) the primer design, (2) the specificity, (3) the sensitivity and (4) 
the detection of canine blood whether is infected. The results indicated that Protz6 and 
Bact3 primer were the appropriate primer to detect these agents because their melting 
temperature (Tm) value derived from two primers can clearly discriminate four parasites. 
The highest Tm value with 83.10°C was observed in A. platys followed by B. vogeli, E. 
canis and H. canis with Tm value of 82.41, 80.37 and 78.56°C, respectively. For 
sensitivity, it was found that B. vogeli, E. canis and A. platys have the limit of detection at 
103 copies/µl while the limit of detection for H. canis was 104 copies/µl. Of the 68 dogs 
tested, 34 dogs were infected (50%). We found that E. canis showed the highest 
prevalence with 28 samples while B. vogeli, A. platys and H. canis was detected in 6, 5 
and 4 samples, respectively. These results exhibited that a multiplex real-time PCR HRM 
technique served as the effective tool for the detection of the blood canine parasites. 
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