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บทคัดย่อ เฮอร์ปีส์ไวรัสในช้าง (Elephant Endotheliotropic Herpesvirus: EEHV) เป็นสาเหตกุารตายอยา่งรุนแรงในช้าง
เอเชียทัว่โลก การตรวจพบเชือ้ที่รวดเร็วและให้การรักษาอยา่งทนัทว่งทีจะสามารถรักษาชีวิตช้างไว้ได้ การศกึษานีไ้ด้ตรวจ
พบ EEHV ที่ท าให้เกิดการตายในช้างเอเชียจ านวน 2 เชือก และตรวจพบจากการกวาดงวงในช้างสขุภาพดีจ านวน 1 เชือก 
ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยเทคนิค PCR จากนัน้เปรียบเทียบล าดบัสารพนัธุกรรมของเชือ้ที่ท าให้ช้าง
ตายและที่ตรวจพบในช้างสขุภาพดีในการศึกษาครัง้นีก้บัเชือ้ EEHV 1A อ้างอิง โดยเปรียบเทียบในสว่นยีน ดีเอ็นเอ โพลี
เมอเรส และพฒันาไพรเมอร์เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบยีน เทอร์มิเนส ไทมิดีนไคเนส และ ไกลโคโปรตีน บี ผลการศึกษา
พบวา่ไวรัสทกุตวัอยา่งในการศกึษาครัง้นีจ้ดัอยูใ่นกลุม่ EEHV 1A และมีความคล้ายคลงึกนั (similarity) ที่ 100% กบัไวรัส
อ้างอิงในต าแหนง่ยีน ไกลโคโปรตีน บี แสดงให้เห็นถึงความใช้ได้ของชดุไพรเมอร์ที่พฒันาขึน้ใหม ่นอกจากนี ้การตรวจพบ 
EEHV จากการกวาดงวงจึงเป็นการยืนยนัความใช้ได้ของวิธีนีใ้นการเก็บตวัอยา่งในช้างมีชีวิต และไพรเมอร์ของยีน ไกลโค
โปรตีน บี ซึง่ให้ความยาวของสารพนัธุกรรมที่มีขนาดสัน้ และมีความจ าเพาะสงู จึงมีความเหมาะสมที่จะน ามาพฒันาการ
ตรวจวินิจฉยัเพื่อเพิ่มความรวดเร็วและจ าเพาะตอ่การส ารวจโรค EEHV ในช้างมีชีวิต  
 
ค าส าคัญ เฮอร์ปีส์ไวรัสในช้าง ช้างเอเชีย พีซีอาร์ กวาดงวง 
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Abstract Elephant Endotheliotropic Herpesvirus (EEHV) is one of the major causes of severe death in Asian 
elephants worldwide. Early detection of infected elephants helps in saving their lives. In the present study, 2 
identified EEHV-1 isolates causing death of two Asian elephants and one EEHV-1 isolate from trunk swab of a 
clinically healthy elephant in Northeast of Thailand were studied by using PCR techniques. Nucleotides of the 
three isolates were compared with reference virus, EEHV 1A at the gene of DNA polymerase. Three newly 
designed primer sets that specific to genes of terminase, thymidine kinase, and glycoprotein B were also 
applied to the three isolates. The results revealed that all identified viruses were EEHV 1A. Similarity at 100% of 
the identified viruses with reference virus at the glycoprotein B genes suggested a usefulness of the developed 
primer sets for the virus gene. Furthermore, the discovery of EEHV from trunk swab could prove its effectiveness 
in collecting samples from live elephants and be tested against the primers of glycoprotein B genes which 
yielded a short, but specific product for further development of other methods to increase rapidness and 
specification of EEHV diagnosis in live elephants. 
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บทน า 
 

 ช้าง (Elephas maximus) ถือเป็นสตัว์ประจ าชาติ
ไทยอยู่คู่บ้านคู่เมืองและมีความส าคญัต่อประเทศไทย
มายาวนาน แต่ในปัจจุบัน ผลกระทบจากการพัฒนา
ด้านอุตสาหกรรมและความเจริญของสังคมเมืองได้
รุกรานพืน้ที่ป่าซึ่งเป็นแหลง่อาศยัของช้างตามธรรมชาติ 
รวมทัง้การลา่ช้างเพื่อเอางาท าให้จ านวนช้างลดลงอยา่ง
มาก องค์การระหว่างประเทศเพื่อการอนรัุกษ์ธรรมชาติ 
หรือ International Union for Conservation of Nature 
จึงจัดให้ช้างอยู่ในกลุ่มสัตว์ที่ เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์   
(IUCN, 2015) แ ม้มี ความพยายามจากทุก ฝ่ายที่
เก่ียวข้องในการอนรัุกษ์ช้าง โดยใช้วิธีผสมพนัธุ์ช้างนอก
ธรรมชาติเพื่อเพิ่มจ านวนช้าง แตค่วามส าเร็จในการเพิ่ม
จ านวนประชากรดังกล่าวยังค่อนข้างต ่า ทัง้นี  ้หนึ่งใน
สาเหตุส าคญัคือการตายของลกูช้างเนื่องจากเชือ้เฮอร์
ปีส์ไวรัส (Zachariah et al., 2013) เฮอร์ปีส์ไวรัสในช้าง 
หรือ Elephant endotheliotropic herpesvirus (EEHV) 
มีรายงานครัง้แรก ในปี ค.ศ.  1999 โดย Richman และ
คณะ จากช้างเอเชียและช้างแอฟริกาในสวนสัตว์ใน
สหรัฐอเมริกา ส าหรับในประเทศไทย มีรายงานยืนยัน
ก า ร ต ร ว จพบ  EEHV ค รั ้ง แ ร ก  ใ น ปี  ค .ศ . 2008 
(Sanyathitiseeree et al., 2010)  และมีรายงานตามมา
อย่างต่อเนื่อง (Sripiboon, Lungka & Thitaram, 2011; 
Sariya et al., 2012; Sripiboon et al., 2013;  
Lertwatcharasarakul et al., 2015) EEHV จัดอยู่ ใน 
Subfamily betaherpesvirus ประกอบด้วย EEHV1A,  
EEHV1B,  EEHV2,  EEHV3,  EEHV4,  EEHV5,  
EEHV6 (Latimer et al., 2011) และมีรายงานล าดบัสาร
พัน ธุ ก ร รม ขอ ง  EEHV 7  ใ น  National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) จ า ก ตั ว อ ย่ า ง
อวยัวะช้างแอฟริกา (Richman et al., 2012) เชือ้ EEHV 
ก่อโรคได้ทัง้ในช้างแอฟริกาและช้างเอเชีย แต่ในช้าง
เอเชียจะมีความรุนแรงและเสียหายมากกว่า โดยไวรัส
จะท าลายผนงัหลอดเลือดและแพร่กระจายตามกระแส

เลือดไปยงัอวยัวะต่างๆ ทัว่ร่างกาย และท าให้เกิดการ
บวมน า้ใต้ผิวหนงั บริเวณหวั งวง คอ ขาหน้า (Garner et 
al., 2009) โดยเฉพาะในลกูช้างเอเชียอาย ุ1-10 ปีซึ่งจะ
แสดงอาการและตายอย่างเฉียบพลันภายใน 1-7 วัน
หลงัแสดงอาการหากไมไ่ด้รับการรักษาอยา่งทนัทว่งที มี
อตัราการตายสงูถึง 85 %  (Hayward, 2012)  EEHV มี
ข้อจ ากัดในการตรวจวินิจฉัยคือยังไม่สามารถเพิ่ม
จ านวนไวรัสบนเซลล์เพาะเลีย้งได้  ดังนัน้ วิธีหลักใน
การศึกษาและตรวจการติดเชือ้ มีเพียงวิธีทางอณวูิทยา 
อีกทัง้การวินิจฉยั EEHV มกัจะตรวจพบจากอวยัวะของ
ช้างที่ตายหรือเลือดของช้างป่วยที่อยู่ในระยะ viremia 
เท่านัน้ จึงมีโอกาสตรวจพบได้น้อยในช้างที่ไม่แสดง
อาการป่วย (Atkins et al., 2013)  

 ช้างเอเชียในประเทศไทย มีทัง้ที่เป็นช้างป่าที่
อยูต่ามธรรมชาติและช้างที่อยูร่่วมกบัคนเหมือนเป็นสตัว์
เลีย้ง รวมถึงช้างในแคมป์ช้างต่างๆ  โดยจ านวนแคมป์
ช้างในประเทศไทยในปัจจุบนั มีประมาณ  176 แคมป์ 
และมีช้างอยูป่ระมาณ 4,435 เชือก (วีระศกัดิ์ และคณะ, 
2557) โดยช้างเลีย้งเหลา่นี ้มีบทบาทส าคญัอย่างยิ่ง ใน
การอนุรักษ์และการท่องเที่ยว ช่วยเพิ่มจ านวนช้างนอก
ธรรมชาติ สร้างรายได้ให้กับประเทศจากการท่องเที่ยว
เป็นจ านวนมาก EEHV จึงถือเป็นภัยคุกคาม หากเกิด
การระบาดในวงกว้างจะสร้างความเสียหายทัง้ในด้าน
การอนรัุกษ์และการท่องเที่ยวของประเทศไทยเป็นอยา่ง
มาก ดังนัน้การศึกษานี ้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อจ าแนก
ชนิดของ EEHV ที่ตรวจพบทัง้จากช้างที่ตายและช้างที่
สขุภาพดี เพื่อให้ได้ข้อมูลทางระบาดวิทยาที่ชัดเจนใน
การวางแผนป้องกนัและควบคมุโรค และพฒันาวิธีการ
ตรวจและเก็บตวัอย่างซึ่งเป็นแนวทางส าคญัในการลด
ความสญูเสียในลกูช้างซึ่งจะน าไปสูก่ารอนรัุกษ์ช้างไทย
อยา่งยัง่ยืน 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 
 ใช้ตวัอยา่งอวยัวะและตวัอยา่งจากการกวาด
งวงในช้างเอเชีย โดยการขออนญุาตจากคณะกรรมการ
จรรยาบรรณการใช้สตัว์ทดลอง ศูนย์สตัว์ทดลองภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ มหาวิทยาลยัขอนแก่น (หมายเลข
อ้างอิง 0514.1.12.2/88) 
 
 
 

อวัยวะ 
 อวัยวะจากช้างเอเชีย 2 เชือก ที่ ป่วยตายด้วย
ลกัษณะอาการของ EEHV ตวัแรกเป็นช้างเพศผู้  อาย ุ1 
ปี (D1) ตวัที่สองเป็นช้างเพศเมีย อาย ุ2 ปี (D2) โดยทัง้
คู่มีอาการซึม พบลักษณะการบวมของใบหน้าจนถึง
ล าคอและตายหลงัจากแสดงอาการ 3 - 5 วนั รอยโรค
จากการผ่าซากพบการบวมน า้ใต้ผิวหนัง โดยเฉพาะ
บริเวณหัวและล าคอ (รูปที่  1) พบจุดเลือดออกตาม
อวยัวะทัว่ร่างกาย โดยเฉพาะหวัใจ (รูปท่ี 2)   

 

 

Figure 1  Lesion of EEHV; 
Subcutaneous edema of 
head and neck. 

 
 
 

 

Figure 2  Lesion of EEHV; 
hemorrhagic features in 
the heart. 
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ตัวอย่างจากการกวาดงวง 
 การเก็บตัวอย่างกวาดงวง : ดัดแปลงจากวิธีของ 
Sariya และคณะ (2012) ดงันี ้ท าการเก็บตวัอย่าง โดย
ใช้ก้านส าลีปลอดเชือ้ กวาดสิ่งคดัหลัง่จากเยื่อเมือกใน
งวงช้าง หลงัจากนัน้จุ่มลงในหลอดพลาสติกขนาด 15 
ml  ซึ่งมีน า้ยา viral transport media (VTM) อยู่ 3 ml 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและส่งห้องปฏิบตัิการ
เพื่อท าการทดสอบภายใน 48 ชั่วโมง โดยท าการสุ่ม
ตรวจในช้าง 50 เชือกที่มีสขุภาพดีจากบนัทึกการตรวจ
สขุภาพของสถาบนัวิจยัและบริการสขุภาพช้างแหง่ชาติ 
และท าการทดสอบด้วยวิธี nested PCR (Latimer et 
al., 2011) ณ ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสตัวแพทย์ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือตอนลา่ง 
 
การสกัดสารพันธุกรรม 
 อวัยวะ : ใช้ตัวอย่างหัวใจซึ่งมีโอกาสตรวจพบ 
EEHV ได้มาก (Sariya et al., 2012) ปริมาณ 25 µg ใส่
ลงในหลอดพลาสติกปลอดเชือ้ขนาด 1.5 ml. ซึ่งมีน า้ยา  
tissue lysis buffer  200  µl และ proteinase K 20   µl 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
เสร็จแล้วเลือกเอาส่วนใสปริมาณ 200  µl เพื่อใช้ใน
ขัน้ตอนการสกดัพนัธุกรรม 
 กวาดงวง จ านวน 50 ตัวอย่าง : ดัดแปลงจากวิธี
ของ Sariya และคณะ (2012) ดงันี ้น าตวัอยา่งกวาดงวง 
ในหลอดพลาสติก ป่ันที่ความเร็ว 1,500 g เป็นเวลา 15 
นาที  เลือกเอาส่วนใส ปริมาณ 0.5 - 1 ml ใส่ในหลอด
พลาสติกปลอดเชือ้ ขนาด 1.5 ml  โดยใช้ปริมาณ 200  
µl  ในขัน้ตอนการสกดัพนัธุกรรม น าตวัอยา่งอวยัวะและ
กวาดงวงที่ผ่านขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างแล้ว มาสกดั 
DNA ด้วยชดุสกดัส าเร็จรูป DNA Isolation Kit for Cells 
and Tissues  (Roche®, Mannheim, Germany) ตาม
วิธีการและขัน้ตอนข้อบง่ใช้ของผู้ผลติ 
 
 
 

การท า  nested PCRและ การเ พ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรม 
 น าตวัอยา่งอวยัวะและตวัอยา่งจากการกวาดงวงไป
ตรวจหาเชือ้ EEHV โดยวิธี nested PCR โดยใช้ชุดไพร
เมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อเชือ้ EEHV  ในสว่นของ ยีน ดี
เอ็นเอ โพลีเมอเรส ตามขัน้ตอนของ Latimer และคณะ 
(2011) น าตวัอยา่งที่ให้ผลบวกด้วยวิธี nested PCR มา
เพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม โดยใช้ไพรเมอร์ในส่วนของ
ยีน ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส ตามวิธีของ Latimer และคณะ 
(2011) แ ล ะ อ อก แบบ ไพ ร เ ม อ ร์ ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม 
OligoArchitect™ Primer and Probe Design 
Solutions (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) เพื่ อ
ใช้ในการศกึษายีน เทอร์มิเนส, ไทมิดีน ไคเนส และ ไกล
โคโปรตีน บี โดยใช้ข้อมูลจากเชือ้ EEHV หมายเลข 
KC618527.1 ซึ่งเป็น complete genome ที่บนัทึกไว้ใน
ฐานข้อมลู NCBI (Wilkie et al., 2013) โดยไพรเมอร์ของ
แตล่ะยีนที่ใช้ในการศกึษาจะมีล าดบันิวคลโีอไทด์ดงันี ้ 
ดีเอ็นเอ โพลเีมอเรส (500 bp) : PAN-EBP A1 (ACA 
AAC ACG CTG TCR GTR TCY CCR TA) และ PAN-
EBP B1 (GTATTTGATTTYGCNAGYYTGTAYCC),  
เทอร์มิเนส (320 bp) : ETerF 
(GTACGTCCTTTCTAGCTCAC) และ EterR 
(GTGTCGGCTAAATGTTCTTG),  
ไทมิดีน ไคเนส (331 bp) : EThyF 
(ATTGTGGCTCACGAGATCGG) และ EThyR : 
(TTGAGTACGTGGTA CCGTGC),  
ไกลโคโปรตีน บี (188) :EGlyF 
(ATGTCATTTACGGATCAGAC) และ EGlyR 
(CATATACGATAAGG CCATATTT)   
 ท า ก า ร เ พิ่ ม จ า น ว น ยี น ที่ ต้ อ ง ก า ร ศึ ก ษ า 
ประกอบด้วย ช่วง denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ช่วง annealing ที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที และช่วง 
extention ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
นาที 30 วินาที  เป็นจ านวน 30 รอบ แล้วตามด้วย
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้
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ส่งตัวอย่างสารพันธุกรรมที่เพิ่มจ านวนแล้ว ไปท าการ
วิ เ ค ร า ะ ห์ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ โ ด ย วิ ธี  Sanger 
sequencing ณ  บ ริ ษั ท  SolGent Co., Ltd, Korea.
    
การวิเคราะห์ล าดับสารพันธุกรรม 

น าล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน ดีเอ็นเอ โพลเีมอ
เรส มาสร้าง Phylogenetic tree เปรียบเทียบกับข้อมลู
ล าดบันิว คลีโอไทด์ของ EEHV กลุ่มต่างๆที่บนัทึกไว้ใน
ฐานข้อมูล NCBI โดยใช้การวิเคราะห์แบบ neighbor 
joining analysis ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  MEGA ( Kumar, 
Tamura, & Nei, 1994) จากนัน้ น าข้อมลูล าดบันิวคลโีอ
ไทด์ในแตล่ะยีน (ดีเอ็นเอ โพลเีมอเรส, เทอร์มิเนส,  ไทมิ
ดีน ไคเนส และ  ไกลโคโปรตีน บี) มาจัดเรียงด้วยวิธี 
Clustal W multiple alignment เพื่อเปรียบเทียบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างที่ต้องการศกึษากบัเชือ้ EEHV 
อ้างอิง โดยใช้โปรแกรม Bioedit (Hall, 1999) 

 
ผลการศึกษา 
 

ผลการตรวจ ด้ วยวิ ธี  nested PCR พบว่า
ตวัอย่างอวยัวะจากช้างป่วยตาย (D1 และ D2) รวมทัง้
ตวัอย่างกวาดงวง 1 ตวัอย่าง (T1) จาก 50 ตวัอย่าง ให้
ผลบวกต่อการทดสอบ EEHV ด้วยวิ ธี  nested PCR  
(1/50) ผลการวิเคราะห์โดยการสร้าง Phylogenetic tree 
ของยีน ดีเอ็นเอ โพลเีมอเรส ขนาด 500 bp. เปรียบเทียบ
กับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ EEHV กลุ่มต่างๆที่
บนัทึกไว้ในฐานข้อมูล NCBI โดยใช้การวิเคราะห์แบบ 
neighbor joining analysis พบ ว่ า  เ ชื ้อ  EEHV ทุ ก
ตวัอย่างที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี ้จดัอยู่ในกลุม่ EEHV1A 
(รูปท่ี 3) 

ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ตัวอย่างที่ ใช้ในการศึกษากับข้อมูลของเชือ้ EEHV 
อ้างอิง ในต าแหน่ง ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส, เทอร์มิเนส, ไท
มิดีน ไคเนส และ ไกลโคโปรตีน บี พบวา่มีความแตกตา่ง
กันเพียงเล็กน้อย (รูปที่  4-7) ข้อมูลในส่วนของยีน         

ไทมิดีน ไคเนส พบว่าทุกตัวอย่างในการศึกษาครัง้นี ้
(D1, D2 และ T1) ไมม่ีความแตกตา่งกนั แตแ่ตกตา่งกบั
เชือ้ EEHV อ้างอิง ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 131, 190 
และ 207 (รูปท่ี 6) และพบวา่ ล าดบันิวคลโีอไทด์ของทกุ
ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครัง้นีแ้ละเชือ้ EEHV อ้างอิง 
ไม่มีความแตกต่างกันในส่วนของยีน ไกลโคโปรตีน บี 
(รูปท่ี 7) 

 
วิจารณ์ 
 

จากผลการศึกษาล าดบัสารพันธุกรรมพบว่า
ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยในครัง้นี ้
พบ EEHV ชนิด 1A  ซึ่ งสอดคล้องกับรายงานการ
เสียชีวิตของช้างเนื่องจาก EEHV 1A ในประเทศไทยที่
ผา่นมาจากการศกึษาของ Sripiboon และคณะ (2011), 
Sariya และคณะ  (2012), Lertwatcharasarakul และ
คณะ  (2015) นอกจากนี  ้Lertwatcharasarakul และ
คณะ (2015) ยังรายงานการพบ EEHV1B จากอวยัวะ
ช้างเอเชียในประเทศไทยอีกด้วย อยา่งไรก็ตาม นอกจาก 
EEHV1 แ ล้ว  กา รศึกษาของ  Sripiboon และคณะ 
(2011), Sripiboon และคณะ  (2013)  ไ ด้ต รวจพบ 
EEHV3  และ EEHV4 จากตัวอย่างอวัยวะช้างที่ตาย
ตามล าดับ ท าให้สรุปได้ว่า ในปัจจุบันเชือ้ EEHV ที่มี
รายงานในประเทศไทย มี 4 ชนิดคือ EEHV1A EEHV1B  
EEHV3  และ EEHV4  ในขณะท่ีประเทศอื่นๆ ในภมูิภาค
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต้คือกัมพูชาและลาว มีรายงาน
การพบ EEHV 1 เท่านัน้ (Reid et al., 2006; Bouchard  
et al., 2014) EEHV1 จดัเป็นไวรัสในกลุม่ที่ก่อโรครุนแรง
และเป็นสาเหตุการตายของช้างเอเชีย อย่างไรก็ตาม 
การศึกษานีแ้สดงให้เห็นวา่การตรวจพบ EEHV1 ในช้าง
ที่ไม่แสดงอาการป่วยนัน้ สามารถพบได้จากการเก็บ
ตวัอย่างโดยการกวาดงวง สอดคล้องกบัการศึกษาของ 
Sariya และคณะ (2012) ที่ตรวจพบ EEHV1 โดยการ
กวาดงวงช้างเอเชียที่มีชีวิตที่ไม่แสดงอาการป่วย  ทัง้นี ้
อตัราการพบเชือ้ในการศึกษาครัง้นี ้เป็นการตรวจด้วย
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วิธี nested PCR พบ EEHV ในช้าง 1 เชือก จากทัง้หมด 
50 เชือก คิดเป็น 2% (1/50) ซึง่ต ่ากวา่กบัการศกึษาของ 
Sariya และคณะ (2012) ที่ตรวจพบเชือ้ EEHV ด้วยวิธี
เรียลไทม์พีซีอาร์ในช้าง 2 เชือก จากทัง้หมด 29 เชือก 

คิ ด เ ป็น  6.8% (2/29) อัต ราที่ พบอาจแตกต่างกัน
เนื่องจากต่างฝูงกัน สภาพการเลีย้งและวิธีการตรวจ
วินิจฉยัแตกตา่งกนั นอกจากการกวาดงวงแล้ว  

 

 
Figure 3 Phylogenetic tree of DNA polymerase gene 500 bp of EEHV derived from 3 samples of Asian 
elephant compared with EEHV in worldwide using neighbor-joining analysis (NJ). The samples of this study 
(D1, D2, T1) were categorized into EEHV 1A (thick line) 
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Figure 4 Multiple sequence of nucleotide alignments of DNA polymerase gene of  EEHV from organs of two 
death elephants (D1,D2)and one trunk swab from a clinically healthy elephant (T1) compared with reference 
EEHV-1A (KC618527.1). Dots identify positions with identical nucleotide residues.  

 

 
Figure 5 Multiple sequence of nucleotide alignments of terminase gene of  EEHV from organs of two death 
elephants (D1,D2)and one trunk swab from a clinically healthy elephant (T1) compared with reference EEHV-
1A (KC618527.1). Dots identify positions with identical nucleotide residues. 
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Figure 6 Multiple sequence of nucleotide alignments of thymidine kinase gene of  EEHV from organs of two 
death elephants (D1,D2)and one trunk swab from a clinically healthy elephant (T1) compared with reference 
EEHV-1A (KC618527.1). Dots identify positions with identical nucleotide residues. 

 

 
Figure 7 Multiple sequence of nucleotide alignments of glycoprotein B gene of  EEHV from organs of two 
death elephants (D1,D2)and one trunk swab from a clinically healthy elephant (T1) compared with reference 
EEHV-1A (KC618527.1). Dots identify positions with identical nucleotide residues.  

 
การศึกษาของ Stanton และคณะ  (2010, 

2013) ยงัตรวจพบ EEHV1 โดยการล้างงวงช้างเอเชียใน
สวนสตัว์ในการตรวจสขุภาพประจ าปี ซึ่งลกัษณะการ
ติดเชือ้แฝงโดยที่สัตว์ไม่แสดงอาการป่วยนัน้ เป็น
ลกัษณะเฉพาะของกลุม่เฮอร์ปีส์ไวรัส แต่เมื่อใดก็ตามที่
สตัว์ตวัดงักลา่วอยูใ่นสภาวะอ่อนแอ เครียด เชือ้ไวรัสจะ
เพิ่มจ านวน ท าให้สตัว์แสดงอาการและตายได้ (Kondo, 
1998; Chi et al., 2012) ดังนัน้ วิธีการตรวจวินิจฉัยใน
ช้างมีชีวิตเป็นเร่ืองที่ส าคญัเพราะเป็นการค้นหาสตัว์ที่
อาจเป็นตวัอมโรคและแพร่เชือ้ไปยงัตวัอื่นๆได้ การตรวจ

เพื่อค้นหา EEHV โดยตรงด้วยวิธี PCR จากการกวาด
งวงนบัเป็นวิธีที่มีความปลอดภยั สามารถปฏิบตัิงานได้
อย่างรวดเร็ว ลดระยะเวลาในการสัมผัสตัวสัตว์เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเจาะเลือดหรือการล้างงวง โดยใน
การล้างงวงนัน้ จะท าได้ในช้างที่ได้รับการฝึกมาแล้ว
เทา่นัน้ แตอ่ยา่งไรก็ตาม การตรวจหา EEHV โดยตรงนัน้ 
จะตรวจพบได้ในช่วงที่เชือ้มีการเพิ่มจ านวนและแพร่
ออกมาทางสิ่งคัดหลัง่ตามเยื่อบุต่างๆเท่านัน้ หากอยู่
ในช่วงที่เชือ้แฝงตัวอยู่ในร่างกายหรือมีในสิ่งคัดหลัง่
ปริมาณน้อย อาจให้ผลการทดสอบเป็นลบลวงได้ ส่วน



162                                           บพิธ และคณะ เชียงใหม่สตัวแพทยสาร 2558; 13(3): 153-164 
 

 
 

การตรวจทางซีรัมวิทยา หรือการทดสอบแอนติบอดีต่อ
เชือ้ EEHV นัน้ มีรายงานการใช้วิธีทางอณูชีววิทยาใน
การผลติแอนติเจนในสว่น ไกลโคโปรตีน ของ EEHV เพื่อ
ใช้ในการทดสอบแอนติบอดีด้วยวิธี ELISA (van den 
Doel et al., 2015)  ในปัจจบุนัยงัไมส่ามารถเพิ่มจ านวน
เชือ้ EEHV ในเซลล์ได้ จึงยังไม่มีการผลิตแอนติเจน 
EEHV จากการเลีย้งเซลล์ แม้ว่าจะมีการรายงานการใช้
เซลล์สายสะดือ (umbilical cord cell) จากรกช้าง ใน
การเพิ่มจ านวน EEHV แต่ก็ยงัอยู่ในขัน้ตอนการทดลอง
เท่านัน้  (Bennett et al., 2015)  ผลการทดสอบใน
ต าแหน่งยีน ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส ด้วยวิธี nested PCR 
และผลการทดสอบยีน เทอร์มิเนส, ไทมิดีน ไคเนส และ 
ไกลโคโปรตีน บ ีด้วยวิธี PCR พบวา่ทัง้ 3 ตวัอยา่งให้ผล
บวกต่อ EEHV แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ทัง้วิธี nested 
PCR และ PCR ในการทดสอบโรคได้ อย่างไรก็ตาม 
แม้ว่าการทดสอบด้วยวิธี PCR โดยไพรเมอร์ที่ออกแบบ
เอง จะมีความรวดเร็วกว่าวิธี nested PCR ซึ่งใช้ในการ
ทดสอบ EEHV ทุกชนิด แต่ในการศึกษานีทุ้กตัวอย่าง
เป็น EEHV1A ดงันัน้การน าไพรเมอร์ที่ออกแบบเองไปใช้
งาน จึงอาจยังไม่ครอบคลุม EEHV ชนิดอื่นๆ ผลการ
เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ในสว่นยีน ไกลโคโปรตีน 
บี ซึ่งมีความยาว 188 bp. พบว่า ตวัอย่างในการศึกษา
ทัง้ 3 ตวัอยา่งและตวัอยา่งอ้างอิง ไมม่ีความแตกตา่งกนั 
จึงมีความเหมาะสมที่จะน ามาพฒันาการตรวจวินิจฉยั
ด้วยวิธี real-time PCR เพื่อเพิ่มความรวดเร็วในการ
ตรวจคดักรอง EEHV1A ในช้างเลีย้งในประเทศไทย  

 
สรุป 
 

จากข้อมูลการศึกษาครัง้นี  ้แสดงให้เห็นว่า 
EEHV มีอยูใ่นประชากรช้างในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
ของประเทศไทยโดยในการศึกษาครั ง้นี เ้ ป็นชนิด 
EEHV1A ซึ่งสามารถตรวจพบการติดเชือ้โดยไม่แสดง
อาการในช้างมีชีวิต ท าให้มีโอกาสที่จะแพร่เชือ้ไปสู่ตวั
อื่นๆในฝูงได้ การตรวจคัดกรองโรคเป็นประจ าอย่าง

ต่อเนื่องจึงเป็นเร่ืองส าคัญ ข้อมูลทางระบาดวิทยามี
ความส าคัญอย่างยิ่งในการวางแผน การควบคุมโรค
ไม่ให้แพร่กระจายจากประชากรช้างแห่งหนึ่งไปยงัอีก
แห่งหนึ่ง สิ่งส าคญัคือความร่วมมือกนัของหน่วยงานที่
เก่ียวข้อง ในการสร้างองค์ความรู้เก่ียวกบั EEHV ทัง้ใน
ด้านการตรวจวินิจฉยัที่เป็นมาตรฐานเดียวกนั การจดัท า
ฐานข้อมูลของเชือ้และแหล่งที่พบ เพื่อศึกษาในด้าน
ระบาดวิทยา การส ารวจและเฝา้ระวงัโรคอยา่งเป็นระบบ 
ก า ร แ ก้ ปัญห า โ ร ค  EEHV ก็ จ ะ เ ป็ น ไ ป อ ย่ า ง มี
ประสิทธิภาพ และส่งผลให้การอนุรักษ์ช้างไทยเป็นไป
อยา่งยัง่ยืน 
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