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บทที่ 1 
บทน ำ 

1.1 ที่มำและควำมส ำคัญ 

              ปัจจุบันปรสิตในเลือดที่ส ำคัญของสุนัขที่อำศัยอยู่ในเขตร้อนคือ พยำธิหนอนหัวใจ (Dirofilaria 

sp.) เป็นปรสิตที่มีควำมส ำคัญทำงคลินิกเนื่องจำกเป็นภัยคุกคำมต่อชีวิตสุนัขซึ่งเป็นสัตว์เลี้ยงที่มีควำมใกล้ชิด

กับมนุษย์ โดยเฉพำะกลุ่มประเทศที่อยู่ในพื้นที่เขตร้อนและกึ่ง-ร้อน  โรคพยำธิหนอนหัวใจเป็นโรคปรสิตที่เกิด

จำกพยำธิตัวกลมในกลุ่มฟิลำเรีย ชื่อ Dirofilaria immitis (D. immitis) เป็นพยำธิที่จัดอยู่ในวงศ์ (Family) 

Filaridae เช่นเดียวกับพยำธิในสกุล Brugia และ Wuchereria ซึ่งเป็นพยำธิที่เป็นสำเหตุของโรคเท้ำช้ำงในคน 

พยำธิหนอนหัวใจท ำให้เกิดกำรป่วย กำรเปลี่ยนแปลงของค่ำเม็ดเลือด ค่ำเคมีเลือดและอำจท ำให้สุนัขและแมว

เสียชีวิตได้ พยำธิชนิดนี้มียุงเป็นพำหะน ำโรค พยำธิตัวเต็มวัยซึ่งอำศัยอยู่ในสัตว์เลี้ยงจะปล่อยตัวอ่อนที่เรียกว่ำ 

ไมโครฟิลำเรีย (Microfilaria) เข้ำสู่กระแสเลือด เมื่อยุงมำดูดเลือดของสัตว์ก็จะได้รับไมโครฟิลำเรียเข้ำไป 

หลังจำกนั้นไมโครฟิลำเรียจะเจริญเติบโตและพัฒนำจนกลำยเป็นตัวอ่อนระยะที่ 3 (L3) ซึ่งเป็นตัวอ่อนระยะ

ติดต่อของโรคเมื่อยุงที่ติดเชื้อมำดูดเลือดสัตว์เลี้ยง ตัวอ่อนระยะที่ 3 น้ีจะเคลื่อนที่ออกจำกปำกของยุง เข้ำสู่ชั้น

ใต้ผิวหนังของสัตว์เลี้ยงหลังจำกนั้นจะเคลื่อนที่ไปสู่หลอดเลือดแดงพัลโมนำรี (Pulmonary artery) ซึ่งเป็นที่

ส ำหรับพัฒนำ เจริญเติบโตและอยู่อำศัยจนกลำยเป็นพยำธิตัวเต็มวัย (Bowman, 2009)  นอกเหนือจำกกำร

ก่อโรคในสัตว์แล้ว พยำธิหนอนหัวใจยังท ำให้เกิดกำรติดเชื้อในคน แต่มักไม่ก่อให้เกิดอำกำรรุนแรงและติดสู่คน

โดยบังเอิญ (incidental host) มีหลำยประเทศได้รำยงำนกำรติดพยำธิหนอนหัวใจในคน เช่น สหรัฐอเมริกำ 

ญี่ปุ่น บรำซิล เป็นต้น (Thesis, 2005; Miyoshi et al., 2006; Milanez de Campos et al., 1997) และมี

รำยงำนในประเทศไทย ว่ำ พบตัวอ่อนของพยำธิหนอนหัวใจจำกก้อนเนื้อในปอดจำกกำรผ่ำชันสูตรศพ 

(Sukpanichnant et al., 1998)  

              จำกรำยงำนกำรเกิดโรคในคน เช่น ในประเทศสหรัฐอเมริกำ พบว่ำผู้ป่วยมักอยู่ในแหล่งเดียวกับ

กำรระบำดของโรคในสุนัข (Lee et al., 2010; Thesis., 2005) รำยงำนด้ำนระบำดวิทยำของโรคพยำธิหนอน

หัวใจในประเทศไทยส่วนใหญ่มักเป็นกำรศึกษำในสุนัข (ดูเนื้อหำเพิ่มเติมในส่วนระบำดวิทยำ) ส่วนกำรศึกษำใน

แ ม วนั้ น ยั ง มี ง ำ น วิ จั ย ไ ม่ ม ำ กนั ก  ( Litster and Nilkumhang, 2003; Nuchprayoon et. al., 2006; 

Sukhumavasi et al., 2012) โดยล่ำสุดพบควำมชุกของกำรติดพยำธิหนอนหัวใจในแมวในกรุงเทพฯ จ ำนวน 

4.6% (34/746) (Sukhumavasi et al., 2012)  แมวไม่สำมำรถแพร่กระจำยโรคพยำธิหนอนหัวใจไปยังโฮสต์

อื่นได้ เนื่องจำกมีจ ำนวนไมโครฟิลำเรียในกระแสเลือดน้อยมำกหรือ ไม่มี (Amicrofilaria) และมีอำกำรที่
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แตกต่ำงจำกในสุนัข (Litster and Atwell, 2008; Bowman and Atkins, 2009)  ดังนั้นบทควำมนี้ผู้เขียนจะ

ขอกล่ำวโดยเน้นโรคพยำธิหนอนหัวใจในสุนัขเป็นหลัก 

  กำรตรวจวินิจฉัยพยำธิหนอนหัวใจในสุนัขสำมำรถท ำได้หลำยวิธี เช่น กำรตรวจทำงกล้องจุลทรรศน์ 

(Microscopic examination) เป็นกำรตรวจหำตัวอ่อนของพยำธิหนอนหัวใจในเลือด ซึ่งเป็นวิธีที่ท ำได้ง่ำยใช้

เวลำน้อยและรำคำถูก แต่ข้อเสียคือมีควำมไวต่ ำ (Low sensitivity) เนื่องจำกใช้เลือดปริมำณน้อยในกำรตรวจ 

จึงมีโอกำสได้ผลลบเทียม  และในปัจจุบันมีกำรตรวจวินิจฉัยพยำธิหนอนหัวใจด้วยชุดทดสอบ  Snap 4Dx ที่

เป็นที่นิยมในกำรใช้ตรวจหำปรสิตในเลือดที่มีควำมสะดวกรวดเร็ว ใช้เวลำเพียงแค่ 10 นำที ในกำรตรวจแต่ว่ำ

มีบำงกรณีที่พบว่ำกำรตรวจหำปรสิตด้วยชุดทดสอบ Snap 4Dx นั้นมีข้อผิดพลำดด้วยกำรที่ว่ำในชุดทดสอบ 

Snap 4Dx นั้นตรวจไม่พบปรสิตในเลือดเมื่อเทียบกับตรวจหำปรสิตด้วยกำรส่องกล้องจุลทรรศน์ที่ตรวจพบ

ปรสิตในเลือด และมีข้อเสียคือมีควำมไม่จ ำเพำะ นอกจำกนั้นชุดทดสอบ Snap 4Dx จะตรวจหำเฉพำะ

แอนติเจนที่อยู่บนตัวเมียเท่ำนั้น แต่ในขณะเดียวกันกำรตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค PCR เป็นกำรตรวจหำสำร

พันธุกรรมของพยำธิ ซึ่งมีควำมจ ำเพำะ และควำมไวสูงขึ้น มีค่ำใช้จ่ำยสูง วิธีกำรตรวจซับซ้อน ต้องอำศัยควำม

ช ำนำญของเจ้ำหน้ำที่ และท ำในห้องปฏิบัติกำรที่ได้มำตรฐำน จึงเป็น ข้อจ ำกัดในกำรน ำไปใช้ทำงคลินิกแต่

จุดเด่นของวิธีนี้คือสำมำรถยืนยันกำรจ ำแนกชนิดพยำธิได้ในระดับชีวโมเลกุล ใช้ปริมำณตัวอย่ำงน้อย มี

ประสิทธิภำพและควำมแม่นย ำสูงในกำรตรวจหำปรสิตในเลือด 

    กำรศึกษำงำนวิจัยในครั้งนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษำประสิทธิภำพกำรท ำงำนของชุดทดสอบ  Snap 

4Dx ในกำรหำตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจในสุนัขและจะท ำกำรยืนยันผลด้วยวิธีเทคนิค PCR เพื่อยืนยัน

ประสิทธิภำพของชุดทดสอบ Snap 4Dx 

1.2 วัตถุประสงคข์องกำรวจิัย 

1. เพื่อศึกษำเปรียบเทียบประสิทธิภำพของชุดทดสอบ Snap 4DX ในกำรตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจ

ในสุนัขเมื่อเทยีบกับผลกำรตรวจด้วยเทคนิค PCR 

1.3 ตัวแปร 

          ตัวแปรต้น      : ชุดทดสอบ Snap 4DX 

          ตัวแปรตำม     : ประสิทธิภำพของชุดทดสอบในกำรตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจในสุนัข 
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1.4 ประโยชนท์ี่คำดว่ำจะไดร้ับ 

1. ได้ทรำบถึงประสิทธิภำพของชุดทดสอบ Snap 4DX เมือ่เทียบกับกำรตรวจด้วยเทคนิค PCR  (Polymerase 

chain reaction) และสำมำรถใช้เป็นข้อมูลให้กับสัตวแพทย์ได ้

 

1.5 ขอบเขตของกำรวิจัย 

     ผู้วิจัยได้ก ำหนดขอบเขตกำรวิจัยไว้ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1.6 นิยำมศัพท์ที่ใช้ในกำรวจิัย 

1.6.1 Heartworms พยำธิหนอนหัวใจในสุนัข หรือ พยำธิหนอนหัวใจ ชื่อทำงวิทยำศำสตร์คือ Dirofilaria 

immitis เป็นพยำธิตัวกลมแบบฟิลำเรียชนิดหนึ่งซึ่งมียุงเป็นพำหะ โฮสต์แท้ของพยำธิชนิดนี้คือสุนัข แต่ก็

สำมำรถติดแมว สุนัขป่ำ สุนัขจิ้งจอก ไคโยตี้ และสัตว์อื่นๆ เช่น เฟอร์เร็ต สิงโตทะเล หรือแม้แต่มนุษย์ได้ แม้

จะพบน้อย  (ที่มำ :  กองบรรณำธิกำร HONESTDOCS) 

กำรศึกษำข้ อมูลทุติ ยภูมิ จำกหนั งสื อ 

งำนวิจัย วำรสำรและอินเทอร์เน็ต  เช่น 

 - ควำมรู้ทั่วไปของพยำธิหนอนหัวใจ กำร

เก็บตัวอย่ำงเลือดและวงจรชีวิตพยำธิ

หนอนหัวใจ เป็นต้น 

- ศึกษำประสิทธิภำพของชุดทดสอบ Snap 

4DX 

- ศึกษำด้วยเทคนิค  Polymerase chain 

reaction (PCR) 

กำรออกแบบวิธีวิจัย 

กำรเก็บตัวอย่ำงเลือด 

กำรทดสอบด้วยชุดทดสอบ Snap 4DX และยืนยันด้วยเทคนิค PCR 

ผลของศึกษำประสิทธภิำพของชุดทดสอบ Snap 4DX และเทคนิค PCR 

กำรวิเครำะห์ผลกำรศึกษำ 
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1.6.2 ชุดตรวจ Snap 4DX  (SNAP 4Dx Plus Test Kit)  ส ำหรับกำรตรวจหำพยำธิในเม็ดเลือด 3 ชนิด ได้แก่

พยำธิหนอนหัวใจ Dirofilaria immitis พยำธิในเม็ดเลือด Ehrlichia canis พยำธิในเม็ดเลือด Anaplasma 

platys และพยำธิในเม็ดเลือดที่ก่อให้เกิด Lyme Disease ซึ่งมีควำมถูกต้องแม่นย ำสูงและสะดวกรวดเร็ว 

สำมำรถทรำบผลภำยใน 10 นำท ี(ที่มำ : www.idexx.com) 

1.6.3 แอนติเจน (Antigen) คือ สิ่งแปลกปลอมต่อเน้ือเยื่อร่ำงกำย เมื่อเข้ำสู่ร่ำงกำยแล้วจะกระตุ้นร่ำงกำยให้

สร้ำงแอนติบอดี และแอนติเจนนั้นต้องท ำปฏิกิริยำจ ำเพำะกับแอนติบอดี หรืออำจกล่ำวว่ำ แอนติเจนเป็นสำร

ใด ๆ ที่กระตุ้นให้เกิดกำรตอบสนองทำงภูมิคุ้มกันอย่ำงจ ำเพำะเจำะจง (ที่มำ : นพ.ชนินันท์ สนธิไชยและคณะ

,2560)  

1.6.4 แอนติบอดี (Antibody) คือ โปรตีนที่ระบบภูมิคุ้มกันในร่ำงกำยของสิ่งมีชีวิตสร้ำงขึ้นมำ เพื่อก ำจัดและ

ท ำลำยแอนติเจนซึ่งเป็นสิ่งแปลกปลอมที่เขำ้สู่ร่ำงกำย ประกอบด้วยโพลีเพปไทด์ 4 เส้น วำงเรียงกันเป็นรูปตัว 

Y ส่วนใหญ่สรำ้งมำจำกเซลล์เม็ดเลือดขำวชนิดบีลิมโฟไซต์ แอนติบอดีแต่ละตัวนั้นจะมีปฏิกิริยำจ ำเพำะกับ

แอนติเจนแต่ละชนิดที่มำกระตุ้นเท่ำนั้น (ที่มำ : นพ.ชนินันท์ สนธิไชยและคณะ,2560) 

1.6.5 Polymerase chain reaction เทคนิคพีซีอำร์ (PCR)  มีชื่อเต็มว่ำเทคนิคปฏิกิริยำลูกโซ่โพลิเมอเรส 

(Polymerase Chain Reaction)  เป็นเทคนิคเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรมคือดีเอ็นเอ  ให้มีปริมำณมำกเป็นล้ำน

เท่ำ ในระยะเวลำอันรวดเร็ว โดยอำศัยหลักกำรจ ำลองตัวของสำยดีเอ็นเอ (DNA Replication) เลียนแบบ

กระบวนกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตตำมธรรมชำติ ที่มีกำรสร้ำงสำยดีเอ็นเอสำยใหม่อีกหนึ่งสำยจำกดี

เอ็นเอเดิม (ที่มำ : ดร. อำรีย์รัตน์ หนูนวล ภำควิชำพยำธิวิทยำ คณะแพทยศำสตร์ 

มหำวิทยำลัยสงขลำนครินทร,์2561) 
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บทที่ 2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

จำกกำรศึกษำเรื่อง ศึกษำประสิทธิภำพของชุดทดสอบ Snap4DX ในกำรตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจ    

ในสุนัขสำมำรถรวบรวมเอกสำรเกี่ยวกับผลงำนวิจัย ซึ่งสำมำรถสรุปได้ดังนี้ 

          สมบูรณ์ แสงมณีและคณะ (2545) ไดศ้ึกษำควำมชุกของปรสิตในเลือดสุนัขระหว่ำงมกรำคม 2537 ถึง

ธันวำคม 2544 จำกตัวอย่ำงเลือดที่ส่งตรวจทำงห้องปฏิบัติกำรโรงพยำบำลสัตว์คณะสัตวแพทยศำสตร์

มหำวิทยำลัยขอนแก่นรวม 3, 898 ตัวอย่ำง ปรสิตในเลือดที่ตรวจพบมี 5 ชนิด คือ พยำธิหนอนหัวใจ 

(Dirofitaria immitis), Hepatozoon sp , Trypanosome sp, Babesia sp.และ Ehrtichia sp. โดยสุนัขมี

กำรติดพยำธิเหล่ำนี้โดยเฉลี่ยต่อปีคิดเป็นร้อยละ 18.09, 7.08, 1.33, 1.13 และ 0.87 ตำมล ำดับ และกำรติด

พยำธิของสุนัขที่ให้ผลบวกต่อกำรตรวจเลือดเมื่อจ ำแนกตำมชนิดของพยำธิโดยเฉลี่ยต่อปีคิดเป็นร้อยละ 64. 

13, 24, 44, 4, 60, 3. 78 และ 3. 05 ตำมล ำดับผลกำรศึกษำพบว่ำสุนัขมีกำรติดพยำธิหนอนหัวใจ 

Hepatozoon sp Trypanosoma sp ,Babesia sp. แ ล ะ  Ehrtichia sp. ต ล อ ด ทั้ ง ปี แ ล ะ มี เ พี ย ง 

Trypanosoma sp. ที่มีแนวโน้มรูปแบบของกำรติดพยำธิค่อยๆเพิ่มขึ้นเป็นวงจรในทุกๆ 3-4 ปีและสุนัขมี

อัตรำกำรติดพยำธิ  Trypanosoma sp. สูงในช่วงเดือนสิงหำคมถึงธันวำคมของแต่ละป ี 

            พิชิต อึ่งทองและคณะ (2553) ได้กล่ำวถึงโรคพยำธิหนอนหัวใจเป็นโรคหนึ่งที่ส ำคัญในสุนัขมีผลท ำ

ให้เกิดภำวะหัวใจล้มเหลวและควำมผิดปกติของระบบไหลเวียนเลือดเป็นผลต่อกำรด ำเนินชีวิตและสุขภำพของ

สุนัขที่แย่ลงกำรศึกษำครั้งนี้เพื่อหำควำมชุกของกำรติดตัวอ่อนของพยำธิหนอนหัวใจจำกยุงในสุนัขอ ำเภอห้วย

กระเจำจังหวัดกำญจนบุรีโดยท ำกำรเก็บตัวอย่ำงเลือดจำกสุนัขจ ำนวน 145 ตัวท ำกำรตรวจเลือดด้วยวิธีกำร

ย้อมสี Modified Wright-Giemsa และส่องตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบว่ำสุนัขมีกำรติดตัวอ่อนของพยำธิ

หนอนหัวใจคิดเป็นร้อยละ 6. 43 (9/145) พยำธิที่พบคือ Dirofilaria immitis 

            สถำพร จิตตปำลพงศ์และคณะ (2558) ได้ศึกษำโรคพยำธิหนอนหัวใจ (Dirofilaria immitis) เป็น

โรคที่น ำโดยยุงและพบโรคมีกำรแพร่กระจำยส่วนใหญ่ในสุนัข โรคพยำธิหนอนหัวใจ จัดว่ำเป็นโรคที่มี

ควำมส ำคัญในสัตว์เลี้ยงเป็นโรคที่มีกำรระบำดแพร่หลำยในหลำยๆพื้นที่ของกรุงเทพมหำนครและบริเวณ

ใกล้เคียงโดยธรรมชำติแมวจะไมค่อยติดเชื้อพยำธิหนอนหัวใจไดง้่ำย เหมือนใน สุนัข แต่อย่ำงไรก็ตำมมีรำยงำน

กำรพบโรคนี้ในแมวมีควำมถี่มำกขึ้นจ ำนวนของประชำกรสุนัขและแมวที่ไม่มีเจ้ำของในกรุงเทพมหำนครมี

จ ำนวนเพิ่มขึ้น และส่งผลต่อควำมปลอดภัยในด้ำนสุขภำพของประชำชนมำกขึ้น โดยเฉพำะที่เกี่ยวของกับโรค
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สัตว์สูคน นอกจำกนี้พำหะที่ส ำคัญของโรคนี้ ไดแก่ ยุงที่พบอยู่โดยทั่วไปซึ่งจะน ำโรคไปสู่สัตว์หรือน ำโรคจำก

สัตว์ที่เป็นแหล่งพักโรค โดยเฉพำะในพวกสัตว์ที่ไมมีเจำของจำกปัจจัยดังกล่ำวบ่งชี้ว่ำ สุนัขและแมวใน

กรุงเทพมหำนคร มีควำมเสี่ยงต่อกำรติดเช้ือพยำธิหนอนหัวใจ จุดประสงคข์องกำรวิจัยครั้งนี้ เพื่อท ำกำรส ำรวจ

หำระยะตัวอ่อน (Microfilaria) ในเลือดของสุนัขและแมวที่ไมมีเจำของในเขตต่ำงๆ ของกรุงเทพมหำนครท ำ

กำรเก็บตัวอย่ำงเลือดแมวจ ำนวน 598 ตัวอย่ำงจำก 41 เขต และเลือดสุนัข 475 ตัวอย่ำง จำก 38 เขต ท ำกำร

ตรวจด้วยวิธี Modified Knott’s technique ผลกำรตรวจวินิจฉัย พบว่ำ ควำมชุกของกำรติดพยำธิหนอน

หัวใจ ในสุนัขคิดเป็นร้อยละ 13.9 และในแมวร้อยละ 0.3 พื้นที่ของกำรติดพยำธิหนอนหัวใจในสุนัขพบ

มำกกว่ำร้อยละ 73 ขณะที่พบในแมวเพียงร้อยละ 4.9 จำกผลกำรศึกษำในครั้งนี้ พบว่ำสุนัขที่ไมมีเจำของมี

ควำมเสี่ยงในกำรติดพยำธิ Dirofilaria immitis สูงในเขตกรุงเทพมหำนคร กำรใช้ยำป้องกันพยำธิหนอนหัวใจ

ในสัตว์ที่มีเจำของจะช่วยลดกำรติดพยำธิหนอนหัวใจและลดกำรน ำโรคในสัตว์ที่อำจเป็นตัวเก็บกักโรค

 Ketsarin Kamyingkirda (2017)  เพื่ออัพเดทกำรติดเชื้อไมโครฟิล์มในสัตว์เลี้ยงกำรศึกษำครั้งนี้

ก ำหนดควำมชุกและปัจจัยเสี่ยงของกำรติดเชื้อ Microfilaria ในสุนัขและแมวที่รวบรวมจำก 8 อ ำเภอในจังหวัด

สงขลำและสตูลทำงตอนใต้ของประเทศไทย รวมทั้งหมด 482 ตัวอย่ำง (394 สุนัขและ 88 แมว) ได้รับกำร

ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ (ME) ปฏิกิริยำลูกโซ่โพลีเมอเรส (PCR) และกำรวิเครำะห์ล ำดับ ควำมชุกโดยรวม

ของกำรติดเชื้อ microfilaria ในสุนัขและแมวคือ 24.1% (95/394) และ 36.4% (32/88) โดยใช้ PCR 

ตำมล ำดับ นอกจำกนี้ผลลัพธ์โดยรวมยังเป็นบวก 7.7% (37/482) เมื่อใช้ ฟME เทียบกับ 26.3% (127/482) 

โดยใช้ PCR กำรวิเครำะห์ล ำดับของผลิตภัณฑ์ PCR เชิงบวกทั้งหมดระบุ Microfilaria เป็น Dirofilaria 

immitis กำรติดเชื้อ Dirofilaria immitis ในแต่ละอ ำเภอของจังหวัดสงขลำและสตูลนั้นอยู่ในช่วง 0–48% 

ส ำหรับสุนัขและในช่วง 15.4-75% ส ำหรับแมว กำรวิเครำะห์ปัจจัยเสี่ยงพบว่ำมีกำรติดเชื้อ Dirofilaria 

immitis ในสุนัขที่มีอำยุมำกกว่ำ 2 ปีอย่ำงมีนัยส ำคัญ              

Manusvee Kaikuntod (2018) Filariasis เป็นปัญหำสำธำรณสุขในเขตร้อนและกึ่งเขตร้อนท ำให้เกิด

โรคระบำดที่พบได้ทั่วไปในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ หนอน filarial ที่พบมำกที่สุดในสุนัขใน

ภูมิภำคนี้คือ Dirofilaria immitis โดยมีอัตรำกำรติดเช้ืออยู่ระหว่ำง 1-46% ในปี 2560 ควำมชุกของสุนัขที่ติด

เชื้อ Dirofilaria immitis ในสงขลำและสตูลประเทศไทยอยู่ที่ 24.1% นอกจำกนี้ยังพบกำรติดเชื้อของ Brugia 

malayi ในสุนัขและมนุษย์ในมำเลเซียบรูไนอินโดนีเซียเวียดนำมกัมพูชำและฟิลิปปินส์ และประเทศไทย ในปี 

2554 กำรติดเชื้อ Brugia malayi ในมำเลเซียอยู่ที่ 36.20% มีรำยงำนกำรติดเชื้อหนอน filarial ชนิดอื่น 

ได้แก่ Dirofilaria repens, Brugia pahangi และ Acanthocheilonema reconditum ในสุนัขในภูมิภำคนี้

รวมทั้งประเทศไทย หนอน Filarial มีทั้งที่ท ำให้เกิดโรคและไม่ใช่ที่ท ำให้เกิดโรค สปีชีส์บำงชนิดเช่น 
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Dirofilaria immitis ก่อให้เกิดโรคหัวใจที่เป็นอันตรำยต่อโฮสต์ของพวกเขำและน ำไปสู่กำรติดเช้ือสัตว์จำกสัตว์

สู่คนในโฮสต์โดยไม่ได้ตั้งใจซึ่งเป็นหลักฐำนในรำยงำนก่อนหน้ำนี้ของรอยโรคปอดในมนุษย์ แม้ว่ำ  Brugia 

malayi ส่วนใหญ่เป็นสำเหตุของเท้ำช้ำงในมนุษย์กำรติดเชื้อยังพบได้ในสัตว์ในอ่ำงเก็บน้ ำ บทควำมนี้มี

วัตถุประสงค์เพื่อทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้องกับโรคเท้ำช้ำงโดยมุ่งเน้นไปที่กำรจ ำแนกประเภทชีววิทยำและ

วงจรชีวิตของหนอน filarial ระบำดวิทยำของหนอน filarial ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้อำกำรทำงคลินิกและ

กำรวินิจฉัยโรคเท้ำช้ำง กำรทบทวนนี้คำดว่ำจะน ำไปสู่กลยุทธ์กำรควบคุมและป้องกันโรคที่มีประสิทธิภำพใน

อนำคต 

 

2.1 ข้อมลูเกี่ยวกับพยำธิหนอนหัวใจ 

พยำธิหนอนหัวใจในสุนัข หรือ พยำธิหนอนหัวใจ ชื่อทำงวิทยำศำสตร์ว่ำ Dirofilaria immitis เป็นพยำธิตัว

กลมแบบฟิลำเรียชนิดหนึ่งซึ่งมียุงเป็นพำหะ โฮสต์แท้ของพยำธินี้คือสุนัข แต่ก็สำมำรถติดแมว สุนัขป่ำ สุนัข

จิ้งจอก โคโยตี้ และสัตว์อ่ืนๆ เช่น เฟอร์เร็ต สิงโตทะเล หรือแม้แต่มนุษย์ก็สำมำรถติดได้แม้จะพบน้อย 

2.1.1 กำรจ ำแนกชั้นทำงวิทยำศำสตร ์        

        อำณำจักร : Animalia  

                   อำณำจักรย่อย: Magnoliophyta         

                               ไฟลัม : Nematoda  

                                        ชั้น: Secernentea 

                                                 ชั้นย่อย: Spiruria 

                                                             อันดับ: Spirurida                       

                                                                       วงศ์: : Onchocercidae 

                                                                                สกุล: Dirofilaria 

                                                                                       สปีชีส์: D. immitis 

               

รูปที่1 พยำธิหนอนหัวใจ                           

(ที่มำ: คลังภำพปรสิตของ University of Melbourne 

parasite) 
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โรคพยำธิหนอนหัวใจ (heartworm disease, dilofiriasis) เกิดจำกกำรได้รับเชื้อพยำธิหนอนหัวใจที่

ชื่อว่ำ Dilofilaria immitis ซึ่งเป็นหนอนพยำธิตัวกลมชนิดหนึ่งที่พบวำมีพำหะเป็นยุง โดยตัวอ่อนของ

หนอนพยำธิจะอยู่ในร่ำงกำยสุนัขตัวหนึ่ง เมื่อยุงมำดูดเลือดสุนัข ก็จะเอำตัวอ่อนเข้ำไปพัฒนำในตัว และตัวเต็ม

วัยก็จะถูกปล่อยออกมำพร้อมน้ ำลำยเมื่อยุงไปดูดสุนัขอีกตัวหนึ่ง เมื่อพยำธิหนอนหัวใจ เมื่อพยำธิหนอนหัวใจ

โตเต็มที่ก็จะเข้ำไปอำศัยอยู่ในห้องหัวใจและหลอดเลือดใกล้เคียง เป็นผลให้กำรท ำงำนของหัวใจไป เกิดภำวะ

ควำมดันเลือดในปอดสูงขึ้น (pulmonary hypertension) และตัวอ่อนในกระแสเลือดยังก่อให้เกิดควำม

เสียหำยต่อเลือดได้อีกด้วย นอกจำกนี้  Dilofilaria immitis ยังมำพร้อมๆกับแบคทีเรียที่อยู่ด้วยกันที่ชื่อว่ำ 

Wolbachia sp. ซึ่งก่อให้เกิดภำวะปอดอักเสบอย่ำงรุนแรงร่วมด้วย จำกที่กล่ำวมำจะเห็นได้ว่ำโรคพยำธิ

หนอนหัวใจเป็นโรคที่ติดต่อได้ง่ำย หำกสุนัขไม่ได้รับกำรป้องกันพยำธิหนอนหัวใจอย่ำงต่อเนื่องก็มี โอกำสเป็น

โรคได้ทันท ี

 

2.2 วงจรชีวิตของพยำธิหนอนหัวใจ 

 

 

 

รูปที่2 วงจรชีวิตพยำธิหนอนหัวใจ                                                             

ที่มำ: www.cdc.gov.com 
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วงจรชีวิตของพยำธิหนอนหัวใจ แบ่งออกเป็น 4 ระยะใหญ่ๆ คือ 

ระยะที่ 1 แพรโ่ดยยุงจะน ำตัวอ่อนของพยำธิหนอนหัวใจมำสู่สุนัข จำกกำรที่ยุงไปกัดสุนัขที่ป่วยเป็นโรคนี้ ซึ่ง

ตัวอ่อนของพยำธิหนอนหัวใจจะเข้ำสู่ตัวยุงผ่ำนเลือดของสุนัข ดังนั้นในระยะน้ีท ำให้ยุงเป็นพำหะน ำโรคพยำธิ

หนอนหัวใจโดยสมบูรณ์                                                                                                                 

ระยะที ่2 ระยะฟักตัวในยุง ตัวอ่อนของพยำธิหนอนหัวใจจะฟักตัวอยู่ในยุงประมำณ 2-3 สัปดำห ์                

ระยะที่ 3 ตัวอ่อนในสุนัขยุงทีม่ีตัวอ่อนพยำธิหนอนหัวใจจะไปกัดสุนัข จำกนั้นตัวอ่อนของพยำธิหนอนหัวใจจะ

เข้ำสู่ตัวสุนัข ชอนไชผ่ำนเนื้อเยื่อ จนไปถึงหัวใจและปอด                                                                 

ระยะที ่4 ระยะโตเต็มวัย พยำธิหนอนหัวใจจะเติบโตเต็มวัยในหัวใจและปอด และจะเริ่มแพร่พันธุ์ตัวอ่อนไปใน

กระแสเลือดของสุนัข จำกนั้นเมื่อยุงมำกัดสุนัขที่ป่วยเป็นโรคยุงก็จะกลำยเป็นพำหะ 

 

2.3 อำกำร 

          อำกำรของโรคสำมำรถแบ่งออกได้เป็น 4 ระดับ ระดับที่ 1 จะยังไม่แสดงอำกำรใดๆ กำรท ำงำนของ

หัวใจอำจจะยังปกติอยู่ก็ได้ แต่พบกำรปรำกฏของหนอนพยำธิในห้องหัวใจหรือหลอดเลือดที่ไปปอด 

(Pulmonary artery) แล้ว ระดับ 2 จะเริ่มแสดงอำกำรผิดปกติของหัวใจโดยส่วนใหญ่จะท ำให้เกิดภำวะหัวใจ

ฝั่งขวำล้มเหลว (Right-sided congestive heart failure) แต่ยังไม่รุนแรงมำกนัก อำจจะพบกำรเพิ่มขึ้นของ

ควำมดันในระบบเลือดปอด ซึ่งก่อให้เกิดอำกำรไอ ร่วมกับภำวะท้องมำน ตับโต เป็นต้น ระดับ3 จะเริ่มมีอำกำร

ของกำรถ่ำยปัสสำวะสีแดง ซึ่งเป็นสีของ Hemoglobin ทั้งนี้เนื่องจำกตัวอ่อนและตัวเต็มวัยของ    พยำธิ

หนอนหัวใจจะไปเฉือนเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดแล้วท ำให้เม็ดเลือดแดงแตก ได้ Hemoglobin ในเลือด

ปริมำณมำกจึงถ่ำยปัสสำวะออกมำเป็นสีแดงด้วย และอำจพบภำวะโลหิตจำงด้วยเช่นกัน ส่วนระดับ 4 หรือ

ระดับสุดท้ำย จะเรียกว่ำ Caval syndrome หรือเกิดกำรอุดตันของหลอดเลือดด ำใหญ่ Vena cava คือ

ปริมำณของพยำธิหนอนหัวใจเยอะมำกจนเบียดกันเต็มห้องหัวใจทั้งหมด ส่งผลให้เกิดภำวะหัวใจวำยรุนแรง มี

อำกำรไอ เหนื่อยง่ำย หำยใจล ำบำก เป็นลม และอำจรุนแรงถึงชีวิตได้ 
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2.4 ข้อมูลเกี่ยวกับ Snap 4DX Plus Test 

Snap 4Dx คือ ชุดตรวจนี้จะใช้ในกำรตรวจโรคปรสิตในเลอืดของสุนัข คือ                                                 

1. พยำธิหนอนหัวใจ Dirofilaria sp.                                                                                                                 

2. พยำธิในเมด็เลือด Ehrlichia sp.                                                                                                    

3. พยำธิในเมด็เลือด Anaplasma sp.                                                                                          

4. เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Borrelia burgdorferi ที่ก่อให้เกิด Lyme Disease  

 

ชุดทดสอบ SNAP 4Dx 

ชุดตรวจ Snap 4DX  (SNAP 4Dx Plus Test Kit)  ส ำหรับกำรตรวจหำ

พยำธิในเม็ดเลือด 4 ชนิด ได้แก่ พยำธิหนอนหัวใจ  Dirofilaria sp. 

พยำธิในเม็ดเลือด Ehrlichia sp. พยำธิในเม็ดเลือด Anaplasma sp. 

และเชื้ อแบคที เ รี ยกลุ่ ม  Borrelia burgdorferi ก่อให้ เกิด  Lyme 

Disease ซึ่งมีควำมถูกต้องแม่นย ำสูงและสะดวกรวดเร็ว สำมำรถทรำบ

ผลภำยใน 8 นำท ี     

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่5 Snap4dx                  

ที่มำ : www.idexx.com 

รูปที่3 Snap4dx     

ที่มำ : www.idexx.com 

รูปที่4 Snap4DX 

ที่มำ : www.idexx.com 
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กำรเก็บตัวอย่ำงส ำหรับกำรตรวจด้วยชุดตรวจ Snap4DX 

1) ตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรตรวจ คือ เซรั่ม พลำสม่ำหรือเลือดจำก

หลอดEDTA  

2) กำรเก็บรักษำตัวอย่ำงควรเก็บอยู่ที่อุณหภูมิห้อง 18-25 ° C 

ก่อนเริ่มทดสอบ 

 

 

 

 

กำรอ่ำนผลกำรทดสอบ 

          เมื่อได้รับกำรตรวจโดยใช้ชุดตรวจ Snap 4Dx แล้วกำรตรวจด้วยวิธีนี้พบว่ำผลเป็น บวก(+)หรือ 

positive นั่นก็หมำยถึงว่ำ สุนัขมีกำรติดเชื้อ ส่วนที่ไม่มีจุดขึ้น หรือ เป็นลบ(-) หรือ negative น่ันหมำยถึงว่ำ

สุนัขไม่มีกำรติดเชื้อ หรืออำจจะแปลได้ว่ำสุนัขอำจมีกำรติดเชื้อน้อยกว่ำ 6 เดือน ต้องมีกำรติดเชื้อมำกกว่ำ   

6-7 เดือน เนื่องจำกว่ำชุดตรวจ Snap4Dx เป็นชุดตรวจที่ตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจระยะที่ 4 หรือตัวเต็มวัย

และเป็นเพศเมียเท่ำนั้น ดังนั้นจะไม่สำมำรถตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจที่เป็นระยะที ่1- ระยะที ่3 ได ้ 

 

 

 

รูปที่6 หลอดเก็บตัวอย่ำง                    

ที่มำ : www.idexx.com 

รูปที่7 Snap4dx                                    

ที่มำ : www.idexx.com 
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2.5 เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

              Polymerase Chain Reaction หรือ PCR เป็นเทคนิคส ำหรับเพิ่มปริมำณดี เอ็นเอภำยใน

ระยะเวลำอันสั้น ซึ่งพัฒนำขึ้นโดย Kary Mullis และคณะ แห่งบริษัท Cetus Corporation ข้อดีของเทคนิคนี้ 

คือ สำมำรถเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอได้อย่ำงเฉพำะเจำะจง โดยมีขั้นตอนกำรท ำงำนน้อย และใช้เวลำไม่นำน PCR 

เป็นเทคโนโลยีที่ส ำคัญมำก โดยสำมำรถน ำไปใช้ได้กับงำนวิจัยทำงชีวโมเลกุล และพันธุวิศวกรรม เช่น กำรเพิ่ม

ปริมำณยีน (gene cloning) กำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของยีน (gene sequencing) กำรสร้ำง DNA probe และ

กำรวิจัยประยุกต์ เช่น กำรสร้ำงยีนกลำยพันธุ์ (PCR based mutagenesis) กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน

จำก mRNA กำรตรวจหำดีเอ็นเอของไวรัสซึ่งเป็นสำเหตุของโรค เป็นต้น (ที่มำ : www.barascientific.com) 

            เทคนิคพีซีอำร์  (PCR)  มีชื่อเต็มว่ำเทคนิคปฏิกิริยำลูกโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase Chain 

Reaction)  เป็นเทคนิคเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรมคือดีเอ็นเอ  ให้มีปริมำณมำกเป็นล้ำนเท่ำในระยะเวลำ

อันรวดเร็ว โดยอำศัยหลักกำรจ ำลองตัวของสำยดีเอ็นเอ (DNA Replication) เลียนแบบกระบวนกำร

สังเครำะห์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตตำมธรรมชำติ ที่มีกำรสร้ำงสำยดีเอ็นเอสำยใหม่อีกหนึ่งสำยจำกดีเอ็นเอเดิม  

(ที่มำ : https://juthapornapisara.wordpress.com) 

 

 รูปที่ 8 กำรจ ำลองดีเอ็นเอ                              

ที่มำ : https://sites.google.com 
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หลักกำรท ำงำนของเทคนิคพีซีอำร์  

เทคนิคนี้ใช้หลกักำรพ้ืนฐำนในกำรเพ่ิมดีเอ็นเอด้วยกำร

จ ำลองดีเอ็นเอสำยใหม่จำกสำยดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบ

หนึ่งสำย ด้วยเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA 

polymerase)  โดยใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นหรือไพรเมอร์ 

(Primer) 1 คู่ ท ำให้สังเครำะห์ดีเอ็นเอได้ครำวละ 2 

สำยพร้อมกัน ประกอบด้วยปฏิกิริยำส ำคัญ 3 ขั้นตอน 

และหมุนเวียนต่อเนื่องกันไป ภำยใต้สภำวะที่เหมำะสม

ของแต่ละขั้นตอน   

(ที่มำ : https://juthapornapisara.wordpress.com) 

 

 

1. กำรแยกสำยดีเอ็นเอเกลียวคู่ออกจำกกัน (Denaturation) ใช้อุณหภูมิ ประมำณ 94 องศำเซลเซียส เมื่อ

เริ่มต้นดีเอ็นเอแม่แบบ จะอยู่ในลักษณะที่เป็นเกลียวคู่ เมื่อเพิ่มอุณหภูมิถึงประมำณ 94 องศำเซลเซียส จะท ำ

ให้พันธะไฮโดรเจนระหว่ำงคู่เบสของดีเอ็นเอถูกท ำลำย ท ำให้เส้นดีเอ็นเอแยกออกจำกกัน โดยขั้นตอนนี้จะ

แตกต่ำงจำกกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอในธรรมชำติ คือ ในสิ่งมีชีวิติจะมีเอนไซม์เฮลิเคส(Helicase) ช่วยในกำรแยก

สำยและคลำยเกลียวดีเอน็เอ 

2. กำรจับของไพรเมอร์กับดีเอ็นเอแม่แบบ (Annealing) ใช้อุณหภูมิประมำณ 40-62 องศำเซลเซียส เมื่อแยก

สำยดีเอ็นเอออกจำกกันแล้ว จะลดอุณหภูมิลงเหลือ 40-62 องศำเซลเซียส เพื่อให้ดีเอ็นเอสังเครำะห์ขนำดสั้น

ประมำณ 15-25 เบส ที่เรียกว่ำไพรเมอร์ (Primer) เข้ำมำจับบริเวณที่มีล ำดับเบสคู่สมกัน ในกำรสังเครำะห์ดี

เอ็นเอ ไม่สำมำรถที่จะเริ่มจำกศูนย์ได้เนื่องจำกเอ็นไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอร์เรส (DNA polymerase) ต้องกำร

ปลำย-OH ทำงด้ำน 3’เพื่อน ำ นิวคลีโอไทด์ตัวต่อมำต่อ ซึ่งในสิ่งมีชีวิตจะมีเอ็นไซม์ที่มีชื่อว่ำ ไพรเมส 

(Primase) เป็นตัวสร้ำงอำร์เอ็นเอไพรเมอร์ขึ้น 

3. กำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอสำยใหม่ต่อจำกไพรเมอร์ (Extension) ใช้อุณหภูมิ ประมำณ 68-72 องศำเซลเซียส 

ในขั้นตอนนี้จะเป็นกำรสร้ำงสำยดีเอ็นเอต่อจำกไพรเมอร์ โดยอุณหภูมิที่ใช้จะพอเหมำะกับ กำรท ำงำนของ 

Taq DNA polymerase   (ที่มำ : https://juthapornapisara.wordpress.com) 

รูปที่ 9 หลักกำรท ำงำน                              

ที่มำ : https://sites.google.com 
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              จำกขั้นตอนที่ 1-3 ซึ่งนับเป็นจ ำนวน 1 รอบ (One cycle) ให้ผลผลิตเป็นดีเอ็นเอสำยคู่ที่มีล ำดับ

เบสเป็นคู่สม (หรือเข้ำกัน) กับดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบ เพิ่มขึ้นเป็นสองเท่ำ และเมื่อจัดให้เกิดปฏิกิริยำลูกโซ่จำก

ขั้นที่ 1 ถึง 3 หมุนเวียนไปอีกหลำย ๆ รอบ จะเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอได้จ ำนวนมำก ประมำณว่ำปฏิกิริยำ 30 – 

40 รอบ สำมำรถเพิ่มปริมำณสำรดีเอ็นเอได้ไม่น้อยกว่ำพันล้ำนเท่ำ  ดังนั้น แม้ตัวอย่ำงที่น ำมำศึกษำมีปริมำณ

สำรพันธุกรรมน้อยมำก เรำก็ใช้เทคนิคพีซีอำร์เพิ่มจ ำนวนได้หลำยเท่ำทวีคูณ     

(ที่มำ : https://juthapornapisara.wordpress.com) 

 

ดีเอ็นเอที่เกิดจำกเทคนิคนี้ในหลอดทลอง มองไม่เห็นด้วยตำเปล่ำ  ดังนั้นเพื่อตรวจหำดีเอ็นเอผลผลิต ต้องน ำ

ตัวอย่ำงที่ท ำพีซีอำร์มแยกหำดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคที่เรียกว่ำอะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟริ สิส (Agarose gel 

electrophoresis) ซึ่งเป็นกำรแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำบนแผ่นวุ้น (Agarose gel) โดยระยะทำงที่ดีเอ็นเอ

เคลื่อนที่ไปได้ขึ้นกับขนำดของดีเอ็นเอและกระแสไฟฟ้ำที่ใช้ ดีเอ็นเอที่แยกโดยวิธีนี้ มองเห็นได้เมื่อย้อมด้วยสี

พิเศษ ซึ่งเรืองแสงภำยใต้แสงอุลตรำ้ไวโอเลต (ที่มำ : https://juthapornapisara.wordpress.com) 
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ประโยชน์ของ PCR ในกำรตรวจวินิจฉัยโรค 

PCR เป็นเทคนิคส ำคัญมำกในงำนอณูชีวโมเลกุล ทั้งในส่วนที่เป็นงำนพื้นฐำนในห้องปฏิบัติกำร ตลอดจนกำร

ประยุกต์ใช้ทำงกำรแพทย์ และกำรเกษตรสำมำรถใช้ในกำรวินิจฉัยโรคต่ ำง ๆ ทั้งโรคติดเชื้อและโรคจำก

พันธุกรรม ศึกษำควำมผันแปรทำงพันธุกรรม ศึกษำกลำยพันธุ์ของยีน ท ำแผนที่ยีน และศึกษำล ำดับเบสของ

ยีนของสิ่งมีชีวิตได้ทุกชนิด (ที่มำ : https://juthapornapisara.wordpress.com) 

ข้อจ ำกัดของเทคนิค PCR 

แม้ว่ำเทคนิค PCR จะมีประสิทธิภำพสูง แต่มีข้อจ ำกัดบำงอย่ำง เช่น 

1. ข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่ต้องกำรเพ่ิมจ ำนวน  

กำรท ำปฏิกิริยำ PCR จ ำเป็นต้องทรำบล ำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอที่อยู่บริเวณขอบหรือบริเวณขนำบข้ำง

ของบริเวณที่ต้องกำรเพ่ิมจ ำนวน เพื่อใช้ออกแบบไพรเมอร์ ซึ่งคู่ของไพรเมอร์ (forward primer และ reverse 

primer) จะเข้ำไปจับโดยคร่อมส่วนดีเอ็นเอที่ต้องกำรศึกษำ  

2. ข้อผิดพลำดในกำรท ำงำนของเอนไซม์ Taq DNA polymerase  

Taq DNA polymerase มีควำมผิดพลำดในกำรน ำนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ใช่คู่สมมำต่อกับดีเอ็นเอที่ก ำลังสร้ำงขึ้นมำ

เท่ำกับ 10-5 error/base เมื่อท ำ PCR ไป 30 รอบ โอกำสที่จะผิดพลำดจะพบ 1 ใน 3000 bp ของ PCR 

product ดังนั้นถ้ำใช้จ ำนวนรอบที่มำกขึ้นเท่ำใด โอกำสที่จะได้ PCR product ผิดพลำดก็มำกขึ้นตำมไปด้วย 

3. ควำมยำวของขนำด PCR  

ถึงแม้ว่ำปฏิกิริยำ PCR สำมำรถท ำให้ได้ผลผลิตที่มีขนำดยำวถึงประมำณ 10 Kb ได้ แต่โดยปกติจะได้ผลดีที่สุด

เมื่อ PCR product ขนำดน้อยกว่ำ 1 kb (1000 bp) เพรำะข้อจ ำกัดในกำรท ำงำนของเอนไซม์ Taq DNA 

polymerase ที่ไม่มีคุณสมบัติ proof reading ท ำให้มีควำมผิดพลำดในกำรน ำนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้องมำต่อใน

สำยดีเอ็นเอ จนอำจท ำให้ไม่สำมำรถต่อสำยดีเอ็นเอต่อไปอีกได้  

4. กำรปนเป้ือนของปฏิกิริยำ PCR 

เนื่องจำกปฏิกิริยำ PCR สำมำรถเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอได้เป็นล้ำนเท่ำในเวลำอันสั้น ดังนั้น PCR จึงเป็นวิธีที่ไวต่อ

กำรปนเปื้อนของดีเอ็นเออื่น ๆ ที่ไม่ใช่ดีเอ็นเอต้นแบบ หำกไพรเมอร์สำมำรถจับได้ก็จะมีกำรเพิ่มจ ำนวน



16  
 

ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอนั้นไปพร้อมกันกับกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอส่วนที่ต้องกำรศึกษำ กำรปนเปื้อนอำจเกิดได้จำก

หลำยสำเหตุ เช่น ในขั้นตอนกำรสกัดแยกดีเอ็นเอ หรือจำกกำรปนเป้ือนของผลผลิต PCR ครั้งก่อน 

(ที่มำ : https://juthapornapisara.wordpress.com) 
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บทที่3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 กำรศึกษำครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อต้องกำรศึกษำประสิทธิภำพของชุดตรวจ Snap 4Dx ในกำร
ตรวจหำ พยำธิหนอนหัวใจในสุนัข (Dirofilaria immitis) และใช้เทคนิคกำรตรวจทำง PCR  (Polymerase 
Chain Reaction) ในกำรยืนยันชุดตรวจ  

1. กลุ่มตัวอย่ำง 

  ท ำกำรเก็บตัวอย่ำงต้ังแต่วันที่  1 ธันวำคม 2562 ถึง 1 มกรำคม 2563 โดยท ำกำรสุ่มตัวอย่ำงเลือด
สุนัขทั้งหมดจ ำนวน 10 ตัวอยำ่ง  ซึ่งเป็นตัวอย่ำงเลือดสุนัขที่ทำงโรงพยำบำลน ำมำส่งตรวจกับทำง Vet & 
Vitro Central Lab  

2. ขั้นตอนวิธกีำรทดลอง 

2.1 วิธีกำรทดลองชุดทดสอบ Snap 4Dx 

 

1. เตรียมอุปกรณ์ตรวจทดสอบ Snap 4Dx และตัวอย่ำงเลือดที่ต้องกำรทดสอบ  

         

2. มิกซ์เลือด แล้วใช ้Dropper ดูดเลือดแล้วหยดตัวอย่ำงเลือด 3 หยดลงใน Microcentrifuge Tube 
และ หยด Buffer 4 หยด ปิดฝำมิกซ์ตัวอย่ำงให้เข้ำกันโดยคว่ ำหลอดไปมำ 3-5 ครั้ง  
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3. เทตัวอย่ำงเลือดทั้งหมดลงบริเวณต ำแหน่งที่ใช้ส ำหรับหยดตัวอย่ำงในชุดทดสอบ Snap 4Dx  

 

4. เมื่อสแีรกปรำกฏในวงกลมให้กดตัวกระตุ้นให้แน่น 

      

5. ท ำกำรจับเวลำ 8 นำท ีแล้วอ่ำนผลทันที  (ไม่ควรอ่ำนผลหลังจำก 8 นำที เพรำะจะท ำให้ผลกำร
ตรวจของชุดตรวจคลำดเคลือ่นได้)  กำรอ่ำนผล ถ้ำเกิดจุดวงกลมบริเวณต ำแหน่งต่ำง ๆ แสดงถึงกำรตรวจพบ
แอนติเจนของ Heartworm และแอนติบอดีต่อ Ehrlichiosis , Anaplasmosis และ  Lyme Disease 
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ที่มำ : http://www.avmhk.com/IDEXX-Laboratories/SNAP-4Dx-Plus-Test 

2.2 วิธีกำรทดลองใช้เทคนคิกำรตรวจทำง PCR  (Polymerase Chain Reaction) 
น ำตัวอย่ำงเลือดที่ตรวจด้วยชุดทดสอบ Snap 4Dx   มำท ำกำรสกัด DNA โดยใช้วิธีของ (In Young 

Oh et al. 2017 ) โดยใช้ยีน COI ที่จ ำเพำะต่อเชื้อ Dirofilaria immitis ซึ่งใช้ Primer  ขนำด 150 bp. ท ำกำร
เพิ่มจ ำนวน ใช้มิกซ์เซอร์ขนำด 1 x master mix ใช้ DNA 50 นำโนกรัม Primer ขนำด 500 นำโนเมตร  
จำกนั้นน ำตัวอย่ำง DNA ที่ต้องกำรเพ่ิมจ ำนวนใส่ในเครื่อง PCR  (Polymerase Chain Reaction)  
ซึ่งขั้นตอนหลกัจะมีดังนี้ 

1. ขั้นตอน  Denaturing เป็นกำรแยกสำยDNA ต้นแบบจำกสภำพที่เป็นเส้นคู่ ใหเ้ป็นเส้นเดี่ยวโดย
ปรับอุณหภูมใิหสู้งที่  98  °C    

2. ขั้นตอน Annealing โดยท ำกำรลดอุณหภูมิลงเหลือ 60 °C เป็นเวลำ 20 นำที  
และจัดไพรเมอร์ ซึ่งเป็น DNA สำยสั้น ๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์ 17-24 เบส) ที่มีล ำดับเบสเป็นคู่

สมกับ DNA  Dirofilaria immitis ที่เป็นต้นแบบจับคู่กัน  
3. ขั้นตอน Extension ท ำกำรสังเครำะห์ DNA  สำยใหม่โดยสังเครำะห์ต่อจำกส่วนปลำย 5′ ไป 3′ 

ของไพรเมอร ์ตำมล ำดับเบสคู่สมของ DNA  Dirofilaria immitis ที่เป็นต้นแบบแต่ละสำยโดยอำศัยกำรท ำงำน
ของเอ็นไซม์ DNA  polymerase ซึ่งเอนไซม์ท ำงำนได้ดีที่ อุณหภูมิ  68-72 °C  

4. น ำ DNA ที่เกิดจำกปฏิกิริยำ PCR ไปท ำกำรย้อมสี อิธิเดียมโบรไมด์ แล้วมำแยกหำ  DNA โดยใช้
เทคนิคที่ เรียกว่ำ Agarose gel electrophoresis ซึ่งเป็นกำรแยก DNA  ด้วยกระแสไฟฟ้ำบนแผ่นวุ้น 
(Agarose gel) โดยใช้กระแสไฟฟ้ำ 500 นำโนเมตร จะปรำกฏแถบ DNA เรืองแสงขึ้นบนแผ่นวุ้น (สุรินทร์ , 
2558) 
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บทที ่4  
ผลกำรทดลอง 

4.1 กำรตรวจตัวอย่ำงเลือดสุนัขด้วยชุดตรวจ Snap 4Dx 

 น ำตัวอย่ำงเลือดสุนัขทั้ง 12 ตัวอย่ำงน ำไปตรวจหำ พยำธิหนอนหัวใจในสุนัข (Dirofilaria immitis)   

โดยชุดตรวจ  Snap 4Dx  

 

ตำรำงที่ 4.1 ผลกำรตรวจตัวอย่ำงเลือดสุนัขด้วยชุดตรวจ Snap 4Dx 

ตัวอย่ำง Positive (+) Negative (-) 

1 +  

2 +  

3 +  

4 +  

5  - 

6  - 

7  - 

8  - 

9  - 

10  - 

11  - 

12  - 
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4.2 กำรตรวจตัวอย่ำงเลือดสุนัขด้วยเทคนิค PCR  (Polymerase Chain Reaction ) 

ตัวอย่ำงเลือดสุนัขทั้ง 12 ตัวอย่ำงที่ตรวจด้วยชุดทดสอบ Snap 4Dx แล้วน ำไปตรวจยืนยันผลด้วย

เทคนิค PCR  (Polymerase Chain Reaction ) 

 

ตำรำงที่ 4.2 ผลกำรตรวจเลือดด้วยเทคนิค PCR  (Polymerase Chain Reaction ) 

ตัวอย่ำง Positive (+) Negative (-) 

1 +  

2 +  

3 +  

4 +  

5 +  

6  - 

7  - 

8  - 

9  - 

10  - 

11  - 

12  - 
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รูปที่ 4.2.1 แสดงผล Positive (+)  โดยวิธี PCR  (Polymerase Chain Reaction )  

 

 

 รูปที่ 4.2.2 ภำพแสดงผล Negative (-) โดยวิธี PCR  (Polymerase Chain Reaction )  
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4.3 กำรเปรียบเทียบผลกำรทดลองตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจ (Dirofilaria immitis) 

ตำรำงที่ 4.3 ผลกำรเปรียบเทียบกำรทดลองตรวจหำพยำธิหนอนหัวใจในสุนัข (Dirofilaria immitis)

โดยใช้ด้วยชุดตรวจ Snap 4Dx และ เทคนิค PCR  (Polymerase Chain Reaction ) 

 ชุดทดสอบ Snap 4Dx PCR  (Polymerase Chain Reaction ) 

Positive (+) 4 5 

Negative (-) 8 7 

รวม 12 12 
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บทที่ 5 

สรุปและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

สรุปผลกำรทดลอง 

 จำกกำรเก็บตัวอย่ำงเลือดสุนัข 12 ตัวอย่ำง พบว่ำตัวอย่ำงเลือดสุนัขหมำยเลข 1,2,3 และ 4 ที่มีกำร

ทดสอบด้วยชุดทดสอบ Snap 4Dx ให้ผลเป็น Positive และหมำยเลขที่ 5,6,7,8,9,10,11 และ 12 ให้ผลเป็น 

Negative และจึงน ำมำยืนยันผลของตัวอย่ำงเลือดสุนัข ด้วยเทคนิค PCR พบว่ำ หมำยเลข 1,2,3 และ 4 ให้ผล

เป็น Positive และ หมำยเลข 6,7,8,9,10,11 และ 12 ให้ผลเป็น Negative ดังเดิม มีเพียงหมำยเลข 5 ที่จำก

เดิมคือ ให้ผลเป็น Negative จำกชุดทดสอบ Snap 4Dx กลำยเป็นผล Positive ในกำรตรวจยืนยันผลด้วย

เทคนิค PCR แสดงให้เห็นว่ำชุดทดสอบ Snap 4Dx ยังมีข้อบกพร่องที่ท ำให้ผลลบลวง (False Negative) เกิด

จำกตัว Test kit ที่มีข้อจ ำกัดในกำรตรวจคือ ปริมำณของปรสิต ต้องมำกกว่ำ 2 ตัวขึ้นไป และสำมำรถตรวจ 

Antigen บนรังไข่เพศเมียของพยำธิหนอนหัวใจเท่ำนั้น ท ำให้ส่งผลเสียต่อตัวสุนัข ดังนั้นจึงต้องมีกำรตรวจ

ยืนยันเพ่ิมเติมด้วยเทคนิค PCR เพือ่ควำมแม่นย ำในกำรตรวจและกำรรักษำอย่ำงถูกต้องของสัตวแพทย์ต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

1. ควรเลือกตัวอย่ำงเลือดที่มีปริมำณเพียงพอต่อกำรตรวจในแต่ละวิธ ี

2. ควรเพ่ิมระยะเวลำในกำรเก็บตัวอย่ำง 
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