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สุรีรัตน  หนูมี : ประสิทธิภาพของวัคซีนชนิดเชื้อตายในสื่อนํ้ามันที่เตรียมขึ้นจากซัลโมเนลลา    
เอนเทอริติดิส ในการปองกันการติดเชื้อของอวัยวะภายใน และการแพรเชื้อผานไขในไกไข 
(EFFICACY OF THE EXPERIMENTAL Salmonella Enteritidis OIL-EMULSION   
BACTERIN  IN  PREVENTING  SYSTEMIC  INFECTION   AND  VERTICAL 
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ทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตายในสื่อน้ํามัน ที่เตรียมขึ้นจากซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส 
(EXBAC) ในการปองกันการติดเชื้อของอวัยวะภายในและการแพรเชื้อผานไขในไกไข แบงการทดลองออก
เปนสองการทดลอง ในการทดลองแรก เมื่อไกอายุ 4 สัปดาห แบงไกออกเปน 4 กลุมๆละ 20 ตัว     ให
วัคซีนโดยการฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ โดยไกกลุมที่ 1 และ 2 เปนกลุมควบคุม กลุมที่ 3 และ 4 เปน
กลุมที่ไดัรับวัคซีนเพื่อการคา (COMBAC) และไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น (EXBAC) ตามลําดับ เมื่อไกอายุ      
8 สัปดาห ปอนเชื้อพิษทับดวยเชื้อสายพันธุเดียวกันกับที่ใชในการผลิตวัคซีน แกไกทุกตัว ความเขมขน 
1.5x106 colony forming unit (cfu.) ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรียพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) ระหวางกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับกลุมควบคุม จากตัวอยางมามและไสตัน 
สําหรับการตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวาไกทดลองกลุมที่ 3 ที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีระดับ
แอนติบอดีสูงกวาไกทดลองทุกกลุม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่อายุ 6 และ 8 สัปดาห แตไม
พบความแตกตางระหวางไกในกลุมดังกลาวกับไกในกลุมที่ 4 ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น  ในการทดลองที่สอง 
แบงไกทดลองออกเปน 5 กลุมๆละ 20 ตัว ไกกลุมที่ 1 เปนกลุมควบคุม กลุมที่ 2 และ 3 ใหวัคซีนเพื่อการ
คา ที่อายุ 8 สัปดาห ครั้งเดียว และใหสองครั้งที่อายุ 8 กับ 12 สัปดาห ตามลําดับ กลุมที่ 4 และ 5   ให
วัคซีนที่ผลิตขึ้น ที่อายุ 8 สัปดาห ครั้งเดียว และใหสองครั้งที่อายุ 8 กับ 12 สัปดาห ตามลําดับ เมื่ออายุ   
23 สัปดาห ปอนเชื้อพิษทับแกไกทดลองทุกตัว ความเขมขน 2x108 cfu. ผลการเพาะเชื้อ S. Enteritidis      
ในไสตันของไกกลุมที่ไดรับวัคซีน พบจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวกตอการตรวจพบเชื้อนอยกวาไกกลุมที่ไม
ไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลการเพาะเชื้อจากเปลือกไข และ ถุงไขแดง            ไม
พบความแตกตางระหวางกลุมทดลอง การตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA พบวา ไกที่ไดรับวัคซีน     เพื่อ
การคาและไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น มีระดับแอนติบอดีที่สูงกวาไกกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ   ทาง
สถิติ (p<0.05) ตั้งแต 2 สัปดาหหลังไดรับวัคซีนจนสิ้นสุดการทดลอง และไมพบความแตกตาง       ของ
ระดับแอนติบอดีระหวางไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น  
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An experimental Salmonella Enteritidis (SE) oil emulsion bacterin (EXBAC) were 
prepared and tested for its efficacy in preventing systemic infection and vertical transmission 
in laying hens. Two experiments were conducted. Bacterin was vaccinated subcutaneously at 
the nape of the neck. The first experiment, chickens were divided into 4 groups, 20 birds of 
each at 4-week-old. Groups 1 and 2 were served as controls. Groups 3 and 4 were vaccinated 
with commercial vaccine (COMBAC) and EXBAC, respectively. All chickens were challenged 
at 8-week-old with broth containing 1.5x106  colony forming unit (cfu.) of nalidixic acid 
resistance SE (nalSE) by oral drop. The results revealed that rate of nalSE isolated from 
spleens and ceca of both vaccinated groups were significantly lower than the controls 
(p<0.05). Antibody against SE performed by ELISA shown that the COMVAC group              
had significantly higher response than other group at 6 and 8-week-old (p<0.05). No 
differences were observed on isolation rate and antibody response between vaccinated 
groups. In the second experiment, chickens were divided into 5 groups, 20 birds of each: 
group 1  served as a control, groups 2 and 3 were vaccinated with COMVAC at 8-week-old 
and 8 and 12-week-old, respectively, groups 4 and 5 were vaccinated with EXBAC at 8-week-
old and 8 and 12-week-old, respectively. All hens were challenged with broth containing 2x108 

cfu of nalSE by oral drop at 23-week-old. The results revealed that rate of nalSE isolated from 
ceca of all vaccinated groups were lower than control group. The rate of nalSE isolated from 
shell and yolk membrane were very low and not significantly difference between groups. 
Antibody against SE of the COMVAC and EXBAC groups were significantly higher than control 
group     2 weeks postvaccination til the end of the experiment. There were no differences 
observed on antibody response among vaccinated groups. 

 

Department Veterinary Medicine   Student’s signature……………………………... 
Field of Avian Medicine    Advisor’s signature……………………………… 
Academic year 2004    Co- advisor’s signature………………………… 



   

 

ฉ

กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงได เนื่องดวยความกรณุาและความชวยเหลืออยางยิ่งของ          
ศ.น.สพ.ดร. จิโรจ  ศศิปรียจนัทร อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธ ซึง่ไดใหคําปรึกษา ขอเสนอแนะ    
ที่เปนประโยชนและมีคายิ่งตอวิทยานพินธและการทํางานของขาพเจา 

ขอกราบขอบพระคุณ รศ.สพ.ญ.อินทิรา   กระหมอมทอง ที่กรุณาใหคําปรึกษา คําแนะนํา 
ในขั้นตอนของการตรวจเชื้อแบคทีเรีย ตลอดจนใหความชวยเหลือจนงานวิจัยครั้งนี้สําเร็จลุลวง   
ไปไดดวยดี 

ขอกราบขอบพระคุณ  รศ.อัจฉรา   ธวัชสิน  และ ผศ.น.สพ.ดร.นิวัตร จันทรศิ ริพรชัย          
ที่กรุณาในการใหคําปรึกษา และใหความชวยเหลือในการทํางานวิจัยดวยดีเสมอมา 

ขอขอบพระคุณ สํานักงานกองทนุสนับสนุนการวิจยั(สกว.) และทุนสนบัสนุนวิทยานพินธ 
เพื่อการตีพิมพเผยแพร ปการศึกษา 2547  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ที่ใหเงินอุดหนนุการวจิัย 

ขอขอบพระคุณ อาจารย นักวิทยาศาสตร  และเจาหนาที่ ประจําหนวยไวรัสวิทยา  ภาค
วิชาพยาธิวิทยา   ภาควิชาอายุรศาสตร  และภาควิชาจุลชีววิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัยทุกทาน อีกทั้งขอขอบคุณคนงานเลี้ยงสัตวทดลองของภาควิชา            อายุร
ศาสตร   ที่ใหความชวยเหลือและสนับสนุนการวิจัยในทุกๆดาน  

ขอขอบพระคุณ ศูนยติดตามการดื้อยาของเชื้อโรคอาหารเปนพิษ (ภายใตความรวมมอืของ
องคการอนามัยโลก) คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ที่ใหความอนุเคราะห
เครื่องมืออุปกรณบางสวนในการทําการทดลองโดยเฉพาะอยางยิ่ง รศ.น.สพ.ดร.ธงชัย  เฉลิมชัยกิจ 
และ  คุณมณฑล   เลิศวรปรีชา  ที่ใหคําปรึกษา และความชวยเหลือดวยดีทุกครั้ง 

ขอขอบพระคุณ ผศ.สพ.ญ.กัลยา   เจือจันทร  น.สพ.กาญจน   เชื้อศิริ   และน.สพ.จาตุรงค      
กสิพันธุ   ที่ใหคําปรึกษาเกี่ยวกับขอมูลในการทํางานวิจัย  

ขอขอบคุณ เพื่อนและนิสิตปริญญาโท หนวยปรสิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา ที่ใหความ
ชวยเหลือในการทํางานวิจัย  และขอขอบคุณนางสาวมยุรี   ศรีวิเลิศ  นางสาวพจนีย  นาคะ  และ
นางสาวช่ืนชีวัน   ชนินทรอารักษ  เพื่อนรักที่คอยรับฟงปญหา และเปนกําลังใจที่ดีเสมอมา 

ทายสุดนี้ใครขอกราบขอบพระคุณ พอ แม พี่ชาย พี่สะใภ  ที่ใหความรักความปรารถนาดี      
คอยหวงใย  เปนกําลังใจ  อีกทั้งยังเปนที่ปรึกษาและเปนแรงผลักดันที่สําคัญใหมีความตั้งใจและ
ความอดทนในการทํางาน จนสําเร็จลุลวงมาดวยดี 

 
ขออุทิศความดีที่จะไดจากงานวิจัยครัง้นี้ แดสัตวทดลองทั้งหมดทั้งปวง ที่ตองสละชวีิตเพื่อ
เปนวิทยาทานใหแกขาพเจา  และผูที่จะไดรับผลประโยชนจากงานวิจยันี้ในภายภาคหนา 
 



สารบัญ 
                                  หนา 
บทคัดยอวทิยานพินธภาษาไทย………………………………………………..…………………...ง 
บทคัดยอวทิยานพินธภาษาอังกฤษ………………………………………………………………...จ 
กิตติกรรมประกาศ………………………………………………………………….……….....……ฉ 
สารบัญตาราง…………………………………………………………………………..………….ญ 
สารบัญภาพ………………………………………………………………………………..……….ฎ 
บทที ่

1 บทนํา…………………………………………………………..…………………...……1 
1.1 ความเปนมา และความสําคัญของปญหา……………………………..…….1 

  1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั…………………………………………..………...4 
  1.3 งานวิจัย…………………………………………………..………………...…5 
  1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจยั………………………..…….……....5 
  1.5 กรอบแนวคิดงานวิจัย……………………………………………...…………6 

2 เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวของ 
  เชื้อ Salmonella spp. 

2.1 ลักษณะทัว่ไปของเชื้อ………………………………………………………...7 
2.2 แหลงทีพ่บเชื้อ………………………………………………………………...7 
2.3 การจาํแนกชนิดของเชื้อ………………………………………………………8 
2.4 โครงสรางทางแอนติเจนของเชื้อ……………………………………………...8 
2.5 การแยกซโีรกรุปของเชื้อ………………………………………………………9 
2.6 พยาธกิําเนิดของเชื้อ………….……………………………………………..10 
2.7 การสรางภูมิคุมเมื่อไดรับวัคซีน…..…………………………………………11 
2.8 การกอโรคของเชื้อ…………………………………………………………..15 
วัคซีนปองกนัโรคซัลโมเนลโลซิส…………………..…………………………….16 
การติดเชื้อซัลโมเนลลาในสตัวปก…………………………..…………………...18 

3 วิธีดําเนนิงานวิจยั………...………………………………………...…………………..25 
  3.1 การเตรียมวัคซีนซัลโมเนลลาเชื้อตาย……………………………………….25 
  3.2 การใหวัคซีน…………………………………………………………………27 
  3.3 การเตรียมเชื้อเพื่อใชทดสอบ………………………………………………..27 
  3.4 การปอนเชื้อพิษทับแกไก……………………………………………………27 



 ฌ

บทที ่                   หนา 
  3.5 การเพาะแยกเชื้อ Salmonella spp.(กอนปอนเชื้อพิษทบั)………..……….28 

3.6 การนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ Salmonella spp…………………………….29 
3.7 การเพาะแยกเชื้อ Salmonella spp.(หลังปอนเชื้อพิษทบั)………...……….30 
3.8 การตรวจการปนเปอนของเชื้อ Salmonella Enteritidis จากไขไก………….31 
3.9 การทดสอบความหนืดของวัคซีน……………………………………………33 
3.10 การทดสอบความคงตวัของวัคซนี…………………………………………33 
3.11 การทดสอบปฏิกิริยาของวัคซีนตอเนือ้เยื่อ………………………………...33 
3.12 การทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis……………………………...33 
3.13 แผนการทดลอง……………………………………………………………35 
3.14 การบนัทกึขอมลูและการวิเคราะหเปรียบเทียบทางสถิติ………………….38 
3.15 แนวทางในการประเมนิผลการทดลอง…………………………………….38 

4 ผลการทดลอง 
  4.1 การทดลองที ่1  
  ผลของวัคซีนตอน้ําหนักตวัไก……………………………………………………39 
  ผลของวัคซีนตออัตราการแลกเนื้อ………………………………………………39 
  ผลการตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis จากการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย…………….41 
  ผลการทดสอบความหนืดของวัคซีน…………………………………………….42 
  ผลการทดสอบความคงตวัของวัคซีน……………………………………………42 
  ผลการทดสอบปฏิกิริยาของวัคซนีตอเนื้อเยื่อ…………………………………...42 
  ผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis………...………………………42 
  4.2 การทดลองที ่2 
  ผลการเพะเชือ้ทางแบคทีเรียจากไขไก…………………………………………..46 
  ผลการเพะเชือ้ทางแบคทีเรียจากไสตันและรังไข…..…………………………....46 
  ผลการทดสอบปฏิกิริยาของวัคซนีตอเนื้อเยื่อ…………………………………...46 
  ผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis………...………………………47 

5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ…………...……...…………………….50 
รายการอางองิ……………………………………………………………………………………...57 
ภาคผนวก………………………………………………………………………………………….66 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ…………………………………………………………………………77 

 



 ญ

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่                       หนา 
1  แสดงน้าํหนักตัวไก……………………………………………………………………….40 
2  แสดงอัตราการแลกเนื้อ………………………………………………………………….40 
3  ผลการตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis จากการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย…………………….40 
4  ระยะเวลาการไหลของวัคซนีเชื้อตายที่เตรียมดวยสูตรตางๆ…………….……………...44 
5  ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ หลงัใหวัคซนี 4 สัปดาห 3 วัน………………………44 
6  ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ หลงัใหวัคซนี 5 สัปดาห…………………………….44 
7  ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรียจากไขไก……………………………………...................48 
8  ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรียจากการผาซากเกบ็ไสตันและรังไข…...………………….48 
9  ผลการทดสอบปฏิกิริยาของวัคซนีตอเนื้อเยื่อ หลังใหวัคซีน 15 สัปดาห………………..48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ฎ

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่                                                         หนา 
1 การเพิม่จํานวน และเปลีย่นแปลงรูปรางของ B cell เพื่อเตรยีมผลิตแอนตบิอดี                 

หลังจากไดรับการกระตุนดวยแอนติเจน และไดรับสัญญาณจาก helper T cell 
(CD4+)………………………………………………………………………………...….12 

2  cytotoxic T cell (CD8+) ที่ผานการกระตุนแอนติเจน และไดรับสัญญาณจาก helper T 
cell (CD4+) ทาํลายเซลลที่มจีุลชีพอยู………………………………………………..….14 

3 วงจรของการติดเชื้อซัลโมเนลลา……………….……………………………………...…19 
4 Preovulatory follicle………………………….……………………………..………..…22 
5 แสดงจํานวนไกที่ใหผลบวกตอการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis   

การทดลองที ่1.........................................................................................................45 
6 แสดง S/N ratio ในการทดลองที ่1……………….………………………………………45 
7  แสดงจํานวนไกที่ใหผลบวกตอการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis   

การทดลองที ่2………………………………………………………………………...….49 
8 แสดง S/N ratio ในการทดลองที ่2…………………………………………….…………49 
 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมา และความสําคัญของปญหา 
 

 ในชวงยี่สิบปหลังของศตวรรษที่ 20 มีการสํารวจพบวาเชื้อซัลโมเนลลา เปนเชื้อที่สราง
ความเสียหายตออุตสาหกรรมการผลิตไกคอนขางสูง โดยสามารถกอใหเกิดโรคติดเชื้อในไก และ
ปนเปอนในผลผลิตที่ไดจากไก อีกทั้งยังกอใหเกิดภาวะอาหารเปนพิษในผูบริโภค วธิีในการปองกัน
การติดเชื้อซัลโมเนลลาในฝูงไกที่เลี้ยงเพื่อเปนอาหาร นอกเหนือจากการปรับปรุงสุขศาสตรของโรง
เรือน  ส่ิงแวดลอม การจัดการและการเฝาระวังฝูงแลว ยังพบวามีวิธีในการลดอุบัติการณของความ
รุนแรง  ในการติดเชื้อและการแพรระบาดของเชื้อที่สําคัญ คือ การใชยาปฏิชีวนะ การใชผลิตภัณฑ
ในรูปของโปรไบโอติก และการใหวัคซีน (McIlroy et al., 1989) 

เชื้อในสกุล Salmonella  ประกอบดวยเชื้อ 2 ชนิด (species) คือ Salmonella enterica 
และ Salmonella bongori  ซึ่งเชื้อ  Salmonella enterica ยังแบงยอยได อีก  6 subspecies คือ 
subspecies I (enterica), II (salamae), IIIa (arizonae), IIIb (diarizonae), IV (houtenae) และ 
VI (indica) พบวา subspecies I คือ enterica  มีมากกวา 2,500 ซีโรวาร  และมีบทบาทสําคัญที่
สุดในการกอผลเสียตอสุขภาพของคนและสัตว  (Altmeyer et al., 1993)  สัตวหลายชนิดเปนพาหะ
นําโรคได  แตไกถูกจัดวาเปนแหลงกักเก็บ (reservoirs) เชื้อที่สําคัญที่สุดแหลงหนึ่ง       (Gast, 
1997b; Bangtrakulnonth et al., 2004)  ทั้งนี้เพราะไกมีการเลี้ยงเปนจํานวนมากเพื่อการบริโภค
ทั่วโลก  ในทางการแพทย   Salmonella Pullorum และ Salmonella Gallinarum   ถูกจัดวาเปน
พาหะและกอใหเกิดโรคในสัตว  ไมกอโรคหรือเปนพาหะในคน แตจะมีผลกระทบตอคนเมื่อมีการใช
ยาปฏิชีวนะรักษาการติดเชื้อในสัตวซึ่งสงผลใหเกิดปญหาการติดเชื้อดื้อยาในคนดวย      (ศศิปรีย
จันทร, 2544)  สวนซีโรวารที่สําคัญที่พบวาเปนปญหาไดทั้งในสัตวปกและสัตวอ่ืนๆ รวมถึงคนดวย 
ไดแก Salmonella Enteritidis และ Salmonella Typhimurium (Gast, 1997a)   เปนตน   

การเกิดโรคในไกพบไดทั้งแบบเฉียบพลันและเรื้อรัง  ความเสียหายที่พบในลูกไกมักเปน
แบบเฉียบพลันและมีอัตราการตายสูง  ไกที่รอดตายจะแคระแกร็น  การเจริญเติบโตไมสม่ําเสมอ  
และเปนพาหะของโรค  สวนไกใหญที่เปนโรคหรือเปนพาหะของโรคจะพบวามีเปอรเซ็นตไขลดลง  
เปอรเซ็นตฟกเปนตัวลดลง  และมีการแพรเชื้อโรคผานไข  โดยไขอาจติดเชื้อโรคมาจากรังไขโดยตรง
หรือเชื้อโรคจากลําไสติดเปอนมากับเปลือกไข  และเชื้อโรคผานรูของเปลือกไขเขาไป (จิโรจ, 2544)  
สําหรับการเกิดโรคในคนนั้นพบวา จะทําใหปวดทอง  ทองเสีย  อาเจียน  และมีไข   (Horrox, 1995)  
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หรืออาจรุนแรงจนทําใหเกิดอาการโรคกระเพาะอาหารและลําไสเล็กอักเสบ  ภาวะมีแบคทีเรียใน
เลือด  หรือมีการอักเสบจากการติดเชื้อเฉพาะที่ เชน กระดูกอักเสบ  ขออักเสบ หรือเยื่อหุมสมอง
อักเสบ  เปนตน  (อํานาจ, 2543) 

ในปจจุบัน ผูบริโภคใหความสนใจในความปลอดภัยดานอาหาร (food safety) กันมากขึ้น  
โดยเฉพาะผูบริโภคในสหภาพยุโรป  ดังจะเห็นไดวา สหภาพยุโรปไดมีการยกเลิกการใชยาปฏิชีวนะ
บางตัวที่เคยอนุญาตใหใชผสมในอาหารสัตว เพื่อเปนสารเรงการเจริญเติบโต (growth promoter)  
กลาวคือ การยกเลิกการใชอะโวพารซิน  (avoparcin) ในป  พ .ศ. 2540 และยกเลิกการใชยา
ปฏิชีวนะอีก   4 ชนิด   ไดแก    ไทโลซิน  (tylosin)  สะไปรามัยซิน  (spiramycin)  แบซิตราซิน 
(bacitracin)  และเวอรจิเนียมัยซิน (virginiamycin) ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2541  โดยใหเหตุผลวา 
ยาเหลานี้มีโครงสรางใกลเคียงกับยาตานจุลชีพที่ใชในมนุษย (Wegener et al., 2000)      

ดังนั้นแนวทางในการปองกันการแพรระบาดของเชื้อซัลโมเนลลาที่เปนสาเหตุสําคัญในการ
กอใหเกิดปญหาอาหารเปนพิษในคนไดดีที่สุดมีหลายวิธี และหนึ่งในนั้น คือ การใหวัคซีน 

Timms  และคณะ (1990) ไดทําการทดลองเพื่อพัฒนาการใชวัคซีนเชื้อตายที่ผลิตจากเชื้อ           
S. Enteritidis ‘phage type’(PT4) ที่มีปริมาณเชื้อเทากับ 1011 cfu/ml. ใน 50% oil adjuvant โดย
การใหเขากลามในไกอายุ 3 สัปดาห พบวาใหผลดีในการปองกันการติดเชื้อชนิดเดียวกันเมื่อมีการ
ใหเชื้อเขากลามเนื้อและเขาเสนเลือดดํา ในขนาด 108 cfu/ml. ที่ 5 และ 8 สัปดาห หลังการให
วัคซีน   และในการทดลองครั้งตอมา Timms และคณะ (1994) ไดพัฒนาการใชวัคซีนเชื้อตายใน
การควบคุม S. Enteritidis และนําไปทดลองใชกับไกในพื้นที่จริงและไดผลเปนที่นาพอใจ  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตายที่ผลิตจากเชื้อ S. Enteritidis 
อีกเปนจํานวนมาก และพบวาวัคซีนใหผลในการควบคุมการติดเชื้อ  S. Enteritidis ในฝูงไกไดเปน
อยางดี (Gast et al.,1992; Gast et al.,1993; Nakamura et al.,1994) 

S. Enteritidis ถือไดวาเปนเชื้อแบคทีเรียที่มีความสําคัญในดานสาธารณสุขมาก คือ 
สามารถกอใหเกิดการติดเชื้อในไก ปนเปอนในผลผลิตที่ไดจากไก และมีผลกระทบถึงผูบริโภค โดย
เปนสาเหตุสําคญัของโรคติดเชื้อจากการบริโภคอาหาร  

 Bangtrakulnonth และคณะ (2004) ไดทําการสาํรวจและรวบรวมซีโรวาร (serovars) ของ
ซัลโมเนลลาทีเ่ปนสาเหตุสําคัญของโรคติดเชื้อจากการบริโภคอาหารดังกลาวขางตน  โดยแยกเชื้อ
ที่เปนสาเหตุของการเกิดภาวะอาหารเปนพิษในคนและแยกเชื้อจากสตัวที่เปนแหลงกักเก็บโรคที่
สําคัญในประเทศไทย ระหวางป 2536 – 2545 โดยแยกเชื้อทีเ่ปนสาเหตุของภาวะอาหารเปนพษิใน
คนไดถึง 44,087 isolates และในจํานวนนีม้ีเชื้อซัลโมเนลลาอยูถงึ 118 ซีโรวาร โดยซีโรวารทีพ่บได
มาก 5 อันดับแรก ไดแก  S. Weltevreden, S. Enteritidis, S. Anatum, S. Derby, S. 1,4,5,12:I 
และโอกาสในการพบ S. Enteritidis มีแนวโนมลดลงในป 2544 จาก 14% เหลือ 9% แตมีการเพิ่ม
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ขึ้นอีกครั้งในป 2545 เปน 12.6% ในการเกบ็ขอมูลจากการแยกเชื้อ จากสัตวที่เปนแหลงกักเก็บโรค
นั้น พบวา ไก มีเปอรเซ็นตการพบ S. Enteritidis ไดสูงที่สุดคิดเปน 19.9%  และในอาหารทะเล พบ
วา  S. Weltevreden  เปนซีโรวารทีพ่บไดเปนสวนใหญ คิดเปน 26% 

การพบ S. Enteritidis ในเนื้อไก ทําใหมีการตระหนักถึงความสําคัญของสัตวที่เปนแหลง
กักเก็บโรค ซึ่งสงผลใหเกิดโรคติดเชื้อจากการบริโภค และมีการศึกษาถึงแนวทางการ         แก
ปญหาและการปองกันการปนเปอนของเชื้อในผลิตภัณฑเพื่อการบริโภคกันอยางกวางขวางใน
ประเทศตางๆ (Guard, 2001)  อยางไรก็ตาม จากการรวบรวมขอมูลของ Bangtrakulnonth และ
คณะ (2004) ในป 2545 พบวา S. Enteritidis  ยังคงเปนสาเหตุสําคัญของการเกิดภาวะอาหารเปน
พิษในคน   นอกจาก S. Enteritidis จะกอปญหาในการปนเปอนผลิตภัณฑประเภทเนื้อไกแลว ยัง
พบวา ไข ก็เปนผลิตภัณฑจากไกอีกประเภทหนึ่งที่สงผลใหเกิดโรคติดเชื้อในทางเดินอาหารใน
หลายๆประเทศ (Rodrigue  et al., 1990) พบวาในสหรัฐอเมริกาเกิดโรคระบาดจากการบริโภค
อาหาร   46  คร้ัง ในชวงป 2530 - 2535 ปรากฏวา ไก ไกงวง และไข เปนสาเหตุของโรคอาหารเปน
พิษ 8.6%, 4.7% และ 4.3% ตามลําดับและพบวา S. Enteritidis เปนสาเหตุใหเกิดโรคระบาด และ
มีผูปวยเสียชีวิตบอยคร้ังมากที่สุด (Bean et al., 1997) โดยมูลเหตุสําคัญในการปนเปอนเชื้อ     
ซัลโมเนลลาดังกลาว มาจากการแพรเชื้อผานไข (vertical transmission) จากแมไกที่ไดรับเชื้อ และ
การปนเปอนของเชื้อจากแมไกมากับมูลไกที่เปรอะเปอนเปลือกไข (Borland, 1975; Timoney et 
al., 1989) โดย เชื้ อสามารถที่ จะแทรกผ านรู   (pores) ของเปลื อกไขปกติ  (Williams and 
Whittemore, 1967; Williams et al., 1968) หรือไขที่มีการแตกราวในระหวางกระบวนการผลิต 
(Borland, 1975)  จากการศึกษาของ  Keller และคณะ  (1995) พบวาป ริมาณของเชื้ อ  S. 
Enteritidis ในมูลไกที่มาจากแมไกที่ติดเชื้อดังกลาว มีความสัมพันธโดยตรงกับผลการเพาะเชื้อทาง
แบคทีเรียที่ไดจากเปลือกไขของแมไกนั้น โดยหากมูลไกหรือ cloacal  tissue พบปริมาณเชื้อมาก 
การปนเปอนของเชื้อมายังเปลือกไข ก็จะใหผลเปนบวก และหากการตรวจทางแบคทีเรียจากมูลไก 
หรือ  cloacal  tissue พบเชื้อในปริมาณนอยมาก  การตรวจสอบการปนเปอนเชื้อจากเปลือกไขก็
จะใหผลเปนลบ 

แนวทางในการลดความเสี่ยงที่จะเกิดขึ้นกับไกและไขไก ดังกลาว คือการพยายามพัฒนา
วัคซีนปองกันโรคซัลโมเนลโลซิส โดยเฉพาะซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส  ในปจจุบัน ประเทศไทย ได
มีการวางแนวทางในการปองกันการติดเชื้อซัลโมเนลลาในไกที่เล้ียงเปนอุตสาหกรรม โดยนิยมให
วัคซีนปองกันในไกพอแมพันธุ ทั้งพอแมพันธุไกเนื้อ และพอแมพันธุไกไขที่จะมีการสงออกขายในสห
ภาพยุโรป หรือ EU และเนื่องจากเงื่อนไขการนําเขาของสหภาพยุโรป  ระบุไววาไกหรอืไขทีจ่ะนาํเขา
นั้น จะตองปราศจากการปนเปอนของเชื้อซัลโมเนลลา โดยมีรายละเอียดในสวนของเนื้อสัตวปก แช
แข็ง จะตองไมพบ S. Typhimurium และ S. Enteritidis ในตัวอยางที่สุมตรวจ 25 กรัม (ศศธิรและสุ
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ปราณี, 2546)  ดังนั้น หากประเทศไทยยังต องการเปนหนึ่งในประเทศผูผลิตและ          ผูสงออก
รายใหญของโลก และโดยเฉพาะมีสหภาพยุโรปเปนตลาดสงออกที่สําคัญ จําเปนตองมีการปรับ
เปลี่ยนกลยุทธในการผลิต เพื่อใหไดสินคาตรงตามความตองการของตลาด ซึ่งนอกจากจะกอให
เกิดความปลอดภัยตอผูบริโภคทั้งภายในและตางประเทศแลว ยังเปนการสรางมูลคาเพิ่มใหแกสิน
คาอีกดวย  

ปจจุบัน วัคซีนที่ใชในการปองกันการติดเชื้อซัลโมเนลโลซิสในประเทศไทยนั้น ยังคงเปน
วัคซีนที่นําเขามาจากตางประเทศ โดยวัคซีนที่ใชมีทั้งวัคซีนเชื้อเปนและเชื้อตาย ซึ่งการเลือกใชจะ
ขึ้นอยูกับปจจัยหลายๆประการ อาทิ  ความรุนแรงของโรคในพื้นที่ ความชุกของการเกิดโรค  และ
เพื่อการสงออก เปนตน  

การคิดคนนําเชื้อซัลโมเนลลา ซีโรวารที่มักพบวาเปนปญหาและกอความรุนแรงมาผลิต
เปนวัคซีน จึงเปนการวางแนวทางในการปองกันการระบาดและลดความรุนแรงของการเกิดโรคซึ่ง
จะเปนประโยชนอยางมากในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก  ลดปญหาสารเคมีตกคางในเนื้อสัตวและ
ผลิตภัณฑที่ไดจากสัตว  ลดปญหาการใชยาปฏิชีวนะในการรักษาสัตวที่สามารถสงผลใหเกิดการ
ดื้อยาในคน  อีกทั้งยังใชเปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาการผลิตวัคซีนขึ้นใชเองภายในประเทศเพื่อ
ลดการนําเขาจากตางประเทศ 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.2.1  เตรียมวัคซีนปองกันโรคซลัโมเนลโลซิสเชือ้ตายในสื่อน้าํมันที่เตรียมจาก Salmonella  

enterica serovar Enteritidis (inactivated oil-adjuvant bacterin)  
1.2.2   ศึกษาประสทิธิภาพของวัคซนีปองกันโรคซลัโมเนลโลซิส ที่ผลิตขึ้นตอการปองกนั  

การติดเชื้อของอวัยวะภายใน (systemic infection) ของไกไข ที่ไดรับวัคซีนเมื่ออายุ           
4 สัปดาห 

1.2.3 เปรียบเทยีบวคัซีนปองกนัโรคซัลโมเนลโลซิสที่ผลิตขึ้น กบัวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคา เกีย่วกับ 
คุณสมบัติเบื้องตนของวัคซีน คือ ความหนืด ความคงตัว และปฏิกิริยาของวัคซีนตอ
เนื้อเยื่อ และระดับแอนติบอดีในไกระยะกอนไข 

1.2.4 ศึกษาประสิทธิภาพของวัคซีนตอการปองกันการแพรเชื้อผานไข และการถายเชื้อจากแมไก
สูส่ิงแวดลอมผานมูลไก โดยทําการศึกษาในไกไข อายุ 22 สัปดาห  
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1.3 สมมติฐานงานวิจัย 
 

1.3.1 เมื่อทําการเปรียบเทียบคุณสมบัติเบื้องตนของวัคซีน ระหวางวัคซีนชนิดเชื้อตายที่ผลิต
ขึ้นกับวัคซีนเชื้อตายที่ผลิตเพื่อการคา ไมควรมีความแตกตางกัน  

1.3.2 วัคซีนสามารถใหผลในการปองกันการติดเชื้อ S. Enteritidis ของอวัยวะภายใน  
1.3.3 วัคซีนสามารถปองกันการการติดเชื้อในรังไข โดยสงผลตอการลดการแพรเชื้อผานไข 

ลดการถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก  
 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย  
 

1.4.1 สามารถผลิตวัคซีนปองกันโรคซัลโมเนลโลซิสชนิดเชื้อตายที่ เตรียมขึ้นจากซีโรวาร         
เอนเทอริติดิส ที่มีประสิทธิภาพไมแตกตางจากวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคา สามารถใหผลใน
การปองกันการติดเชื้อ S. Enteritidis ของอวัยวะภายใน  ลดการแพรเชื้อผานไข   และลด
การถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก 

1.4.2 เปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาการผลิตวัคซีนขึ้นใชเองภายในประเทศ ลดการนําเขาจาก
ตางประเทศ  
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1.5 กรอบแนวคิดงานวจิัย (Conceptual framework) 
 

    THE EXPERIMENTAL Salmonella Enteritidis OIL-EMULSION BACTERIN 
 

                            
 

 ไกไขอายุ 4 สัปดาห          ไกไขอายุ 8 สัปดาห 
                        
 
      ปอนเชื้อพิษทับ (S.E.)  ใหวัคซีนครั้งเดียว                     ใหวัคซีน 2 ครั้ง 
        (อายุ 8 สัปดาห)   (อายุ 8 สัปดาห)     (อายุ 8,12 สัปดาห) 

                                 
        ปอนเชื้อพิษทับ (S.E.) 

                                                               
          รังไข                                     ไสตัน 

                   
  อวัยวะภายในและทางเดินอาหาร                  

• ตับ     
• มาม  
• ไสตัน             ไขไก                                เปลือกไข 

           
      

                       Salmonella Enteritidis  
     Vertical transmission    Fecal Shedding 

                                              
             Salmonella Enteritidis 
  
 
 
 
 







































บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
ไกทดลอง   

การทดลองที่ 1 ใชไกไขเพศเมีย อายุ 1 วัน  จํานวน 80 ตัว  เมื่ออายุ 4 สัปดาห สุมแบงไก
ออกเปน 4 กลุมๆ ละ 20 ตัว (sampling randomization) ใหอาหารและน้ําแบบเต็มที่ (ad libitum)  
ใชเวลาเลี้ยงทั้งหมด 9 สัปดาห  โดยเลี้ยงในกรงตาขายยกพื้น  พื้นที่การเลี้ยงคิดเปน  8 ตัว            
ตอ       0.6  ตารางเมตร 

การทดลองที่ 2 ใชไกไขเพศเมีย อายุ 1 วัน จํานวน 100 ตัว เมื่ออายุ 8 สัปดาห สุมแบงไก
ออกเปน  5 กลุมๆ ละ 20 ตัว ใหอาหารและน้ําแบบเต็มที่  ใชเวลาเลี้ยงทั้งหมด  26 สัปดาห          
โดยเลี้ยงในกรงตาขายยกพื้น  พื้นที่การเลี้ยงคิดเปน 8 ตัวตอ  0.6 ตารางเมตร และเมื่อไกอายุ     
18 สัปดาห นําขึ้นเลี้ยงบนกรงตับ จนกระทั่งเสร็จสิ้นการทดลอง 
อาหาร 
 ใชอาหารไกไขสําเร็จรูปของบริษัท ตามชวงอายุของไก 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
3.1 การเตรยีมวัคซีนซัลโมเนลลาเชื้อตาย ดัดแปลงจากวธิีของ Stone และคณะ (1978) 
 1.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

1.1.1 ใชเชื้อแบคทีเรีย Salmonella Enteritidis (nalidixic-acid-resistance)    
ที่เก็บเปน stock agar ในภาควิชาอายุรศาสตร นาํมาเพิ่มจาํนวนใน 
blood agar จํานวน 5 plates นําไปเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง จากนัน้กวาดเชื้อที่ขึ้นบน agar ใหมากทีสุ่ด 
ใสลงใน tryptone soya broth (TSB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวดูดของ
เหลวใน TSB นั้นมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองทีม่ี TSB 
ปริมาตร  9 มิลลิลิตร เพื่อทาํ ten fold dilution โดยทําการเจือจางตั้งแต
ความเขมขน 10-1-10-11 

1.1.2 นํา dilution ดังกลาวมาเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
1 คืน จากนั้นนําความเขมขนที่ 10-5-10-11 มาทดสอบโดยดูดของเหลวใน
หลอด ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน XLT4 agar แลวทําการ spread 
plate จากนั้นนํา plate ไปเขาตูบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา  1 คืน 
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1.1.3 ตรวจนับปริมาณโคโลนีที่ข้ึนใน plate แลวคํานวณกลับไป จะไดความเขม
ขนของเชื้อต้ังตน หนวยเปน cfu/ml. โดยปริมาณเชื้อต้ังตนที่จะนํามาใช
ในการทดลองจะปรับใหไดความเขมขนที่ 1011 cfu/ml. 

1.1.4 ใช เชื้ อแบคที เรีย  Salmonella Enteritidis (nalidixic-acid-resistance)   
ที่มีความเขมขนเทากับ  1011 cfu/ml. ใน  TSB แบงออกเปน  aliquots 
ขนาด 1 มิลลิลิตร นํามาปนดวยเครื่องปนแยกของเหลว (centrifuge) 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 4,000 g นาน 2 นาที เพื่อใหเชื้อ
แบคทีเรียเปนลักษณะแบบ pellet 

1.1.5 นําแตละ pellet ที่ไดมาทาํการลาง 2 คร้ังใน phosphate buffered 
saline (PBS)  

1.1.6 นํา pellet ของเชือ้แบคทีเรียที่ละลายใน PBS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มา
ทําการ inactivate โดยการเติม 40% formalin ปริมาตร 0.2 มลิลิลิตร ลง
ไป นาํไปเขยาใหเขากนั แลวทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนานประมาณ  8 ชั่วโมง 
จากนั้นจงึนาํมาเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส  1  คืน  

1.1.7 นําเชื้อแบคทีเรียที่ inactivate แลวดังกลาวมาทําการปนลาง 1 คร้ังดวย 
PBS  

1.1.8 เก็บไวในลกัษณะของเชื้อแบคทีเรียที่ละลายใน PBS ที่อุณหภูมิ 4     
องศาเซลเซยีส  เพื่อนาํมาใชเปน stock solution ในขั้นตอนตอไปของการ
ผลิตวัคซีน (แตหากตองการเก็บไวเปนเวลานาน ใหเก็บในไวในรปูแบบ 
pellet)   

1.1.9 ในการทดสอบความ  sterile ของเชื้ อ  จะนํ า  aliquots ดั งกล าวมา 
incubate ใน TSB   

1.2 การเตรียม oil emulsion bacterin (aqueous:oil, ,1:4) ปริมาตร 50 ml.  
1.2.1 ผสม stock solution ปริมาตร 9.6 มิลลิลิตร กับ Tween 80 

(polysorbate 80) ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร จะไดสวนของ aqueous 
phase ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

1.2.2 ผสม mineral oil (Ondina oil,Shell®) ปริมาตร 36 มิลลิลิตร กับ arlacel 
80 (sorbitan monooleate) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask 
แลวปนดวย magnetic stirrer เปนเวลา 2 นาที ไดเปน oil phase 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
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1.2.2 คอยๆผสม aqueous phase ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับ oil phase 
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 

1.2.3 จากนั้นนําสวนผสมทั้งหมดมาผสมใหเปนเนื้อเดียวกันอีกครั้งใน beaker 
โดยการใชแรงดันจากการอัดฉีดสวนผสม ดูดขึ้น-ลงในกระบอกฉีดยา
ขนาด 10 มิลลิลิตร โดยขั้นตอนนี้ใชเวลา 90 นาที จึงจะสามารถทําให
สวนผสมทั้งหมดเปนเนื้อเดียวกัน 

1.2.4 เก็บวัคซนีเชื้อตายในสื่อน้ํามันที่ไดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จนกวา
จะนาํมาใช 

 
3.2 การใหวคัซีน (bacterin administration) 
 การทดลองที่ 1  ใหวัคซีนที่ผลิตขึ้น ดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ใหในไกอายุ 4 สัปดาห  คร้ังเดียว โดยวัคซีนมีความเขมขนของเชื้อ S. Enteritidis  
(nalidixic-acid-resistance)  เทากับ 109 cfu/ml. 
 การทดลองที่ 2  ใหวัคซีนที่ผลิตขึ้นดวยวิธีการฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร  เร่ิมใหวัคซีนครั้งแรก เมื่อไกทดลองอายุ 8 สัปดาห และใหวัคซีนเดียวกันซ้ําอีกครั้งในไก
กลุมที่ใหวัคซีน 2 ครั้ง เมื่อไกอายุ 12 สัปดาห ปริมาตรที่ใหคือ 0.5 มิลลิลิตร และวัคซีนที่ใหใน    
แตละครั้งมีความเขมขนของเชื้อ  S. Enteritidis  (nalidixic-acid-resistance) เทากับ 109 cfu/ml. 
 
3.3 การเตรยีมเชื้อเพื่อใชทดสอบ 
 เตรียมสารละลายเชื้อ (PBS) ใหมีความขุนเทากับ McFarland nephelometer standards 
0.5 ซึ่งมีเชื้อโดยประมาณเทากับ 108 cfu/ml. จากนั้นนํามาเจือจางดวย PBS ไดเชื้อความเขมขน 
3x106 cfu/ml. เพื่อใชในการทดลองที่ 1 และใชความเขมขน 2x108 cfu/ml. เพื่อใชในการทดลอง   
ที่ 2 นําไปทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนในตัวไก  
 
3.4 การปอนเชื้อพิษทับแกไก (Salmonella Enteritidis challenge) 

การทดลองที่ 1  เมื่อไกอายุ 8 สัปดาห ใหเชื้อ S. Enteritidis (nalidixic-acid- resistance) 
ดวยวิธปีอนปาก ขนาด 106 cfu/ml. ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว  

การทดลองที ่ 2  เมื่อไกอาย ุ 23 สัปดาห ใหเชื้อ S. Enteritidis (nalidixic-acid- 
resistance) ดวยวิธปีอนปาก ขนาด 108 cfu/ml. ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว (Shivaprasad 
et al., 1990) 
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3.5 การเพาะแยกเชื้อ Salmonella  (กอนทาํการปอนเชื้อพิษทับ) 
ตัวอยางที่เก็บในชวงกอนการปอนเชื้อพิษทับ ซึ่งไดแก cloacal swab และ อุจจาระ นํามา

ตรวจการปนเปอนเชื้อ Salmonella  Enteritidis โดยขั้นตอนในการเพาะแยกเชือ้   มีดงันี ้
ขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อนั้น เบื้องตนไดดัดแปลงวิธขีอง Corrier และคณะ (1994)  โดย

นํา cloacal swab และ อุจจาระ เติม buffered peptone water (BPW)   pH 7.5  ในอัตราสวน    
1 : 10 (ตัวอยาง(g) : BPW(ml)) นําเขาตูบมเพาะเชื้อ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง 

สําหรับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อ S. Enteritidis ในลําดับ
ตอไป  ไดดัดแปลงจากวิธีที่แนะนําไวโดย Bangtrakulnonth และคณะ (1995); Suthienkul และ
คณะ (1995) และ Bangtrakulnonth และคณะ (2002)  

นําตัวอยางออกมาจากตูบมเพาะเชื้อ  ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  
หยดลงบน modified semi-solid rappaport-vassiliadis (MSRV) medium แลวกลิ้งของเหลวรอบ
จาน และ อีก 1000 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดทดลองที่มี tetrathionate broth (TTB) จากนั้นนํา
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดเขาบมในตูบมเพาะเชื้อ  อาหารเลี้ยงเชื้อ MSRV ใชอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส  นาน 18-24 ชั่วโมง ตัวอยางที่ใหผลบวก จะทําใหสีของ MSRV medium เปล่ียนจากสี
เขียวแกมน้ําเงินใส เปนสีขาวขุนรอบๆจุดที่หยดเชื้อ เนื่องจากเชื้อ S. Enteritidis ที่มีแฟลกเจลลา 
จะสามารถเคลื่อนที่ไปรอบๆจุดที่หยดเชื้อ   จากนั้นใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จุดที่แผ
ไป ไกลที่ สุ ด  นํ า ไป  streak ลงบน  brilliant green agar (BGA) ที่ เติ ม  novobiocin  (DifcoTM, 
France) ข น า ด  0.01 mg./ml. แ ล ะ  xylose lysine tergitol 4 (XLT4) ที่ เ ติ ม  nalidixic acid  
(DifcoTM, France) ขนาด 0.025 mg./ml. โดยควร streak เชื้อใหกระจาย เพื่อใหเชื้อสามารถขึ้น
เปนโคโลนีเดี่ยวๆ จากนั้น นํา BGA และ XLT4 agar เขาตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 
18-24 ชั่วโมง 

ของเหลวจาก TTB หลังจากนําเขาตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส18-24 ชั่วโมง 
ใหนําลูป  (loop) ที่ผานการฆาเช้ือแลวจุมของเหลวจาก  TTB แลว streak ลงบน  BGA ที่ เติม 
novobiocin ขนาด 0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่เติม nalidixic acid ขนาด 0.025 mg./ml.  โดยจะ 
streak เชื้อใหกระจาย เพื่อใหเชื้อสามารถขึ้นเปนโคโลนีเดี่ยวๆ จากนั้นนํา BGA และ XLT4 agar 
เขาตูบมเพาะเชื้อ อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง  โคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ที่ได 
สวนใหญ 91.6%  ที่ขึ้นบน XLT4 agar  มีรูปรางกลม สีออกชมพูแดง  ขนาดปานกลาง ตรงกลางมี
สีดําเนื่องจากมีการสรางไฮโดรเจนซัลไฟด (Ewing and Ball, 1996 cited in Bangtrakulnonth, 
2002) โคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ที่ข้ึนบน BGA มีสีลักษณะกลม สีชมพูแดง ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สีออกแดง เลือกลักษณะโคโลนีดังกลาวนําไปเพาะยืนยันใน  triple sugar iron agar slant (TSI) 
และ motility indole lysine medium (MIL) (37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง) 
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ขั้นตอนตอไปจะนาํ TSI และ MIL ไปตรวจยนืยนัดวยวิธทีางซรัีมวิทยาและหาซีโรกรุปของ
เชื้อที่ตรวจพบ  ตามวธิีของ Bangtrakulnonth (2002) โดยลักษณะของ TSI และ MIL ที่จะนําไป
ตรวจตอจะพจิารณาดังนี ้

คุณสมบัติเฉพาะของ S. Enteritidis คือ เปลี่ยนสีของ TSI agar ใหสีเหลืองที่กนหลอด 
(acid butt)  และมีสีแดงทีผิ่วหนา slant  (alkaline slant) มีการสรางกาซไฮโดรเจน ซัลไฟดที่
บริเวณกนหลอด และ ใน MIL ตัวอยางที่ใหสีมวงขุนจากการที่เชื้อสามารถใช glucose กับ amino 
acid (lysine decarboxylation) และเชื้อมีการเคลื่อนที่ออกจากแนว stap (motile)รวมทั้งเมื่อใช 
Kovac’s reagent หยดลงใน MIL เพื่อทดสอบการสราง indole ของเชื้อ แลวปรากฏสีเหลืองของ 
reagent บนผวิดานหนาของ media แสดงถึงเชื้อไมสามารถใช tryptophan ได ผลสรุปปรากฏดัง
ตารางการแปลผลการทดสอบทางชีวเคม ี
การแปลผลการทดสอบทางชีวเคม ี

การทดสอบ Salmonella Enteritidis 
TSI acid from glucose 
TSI gas from glucose 
TSI acid from lactose 
TSI acid from sucrose 

TSI hydrogen sulfide produced 
lysine decarboxylation 
production of indole 

motile 

+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
- 
+ 

ขอมูลจาก คูมือวิธีมาตรฐานสําหรับการทดสอบเชื้อซัลโมเนลลา International standard ISO 6579:2002(E) 
เรียบเรียงโดย น.สพ. วิษณุ วรรณแสวง  บริษัทสหฟารม จํากัด 

 
3.6 การนับจาํนวนโคโลนขีองเชื้อ Salmonella  Enteritidis 

นําตัวอยางมาทําการตรวจนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ซึ่งไดดัดแปลงวิธีการ
ตรวจนับมาจาก Gast และคณะ (1993) โดยขั้นตอนการเก็บตัวอยางจะเก็บดวยวิธีปราศจากเชื้อ 
จากนั้นนําตัวอยางที่ตองการตรวจนับจํานวนโคโลนีมาชั่งน้ําหนัก แยกรายตัวใสในถุงพลาสติกที่
ปราศจากเชื้อ ใชกรรไกรตัดชิ้นเนื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว ตัดยอยตัวอยางใหเปนชิ้นเล็กๆ หรือนําตัว
อยางไปบดดวยแทงบด (homoginizer) เติม PBS ในอัตราสวน 1:10 (น้ําหนักตัวอยาง (g.) : PBS 
(ml.) ) นําตัวอยางดังกลาวมาทําการเจือจาง 10 เทา (ten fold dilution) ดูดของเหลวปริมาตร 100 
ไมโครลิตร จากแตละ dilution ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ XLT4 ที่เติม nalidixic acid ขนาด     0.025 
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mg./ml. แลวทําการ spread เชื้อใหกระจายทั่วจานเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวเขา
ตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง  

นําจานเลี้ยงเชื้อที่มาจากแตละความเขมขน (dilution) มาทําการนับจํานวนโคโลนีของเชื้อ
ซัลโมเนลลา โดยในการคํานวณจํานวนโคโลนี จะคิดเปนหนวย cfu (colony forming unit)  
 
3.7 การเพาะแยกเชื้อ Salmonella Enteritidis (หลังทาํการปอนเชื้อพิษทบั) 

ตัวอยางอวัยวะที่เกบ็ในชวงหลังทําการปอนเชื้อพษิทับของในแตละการทดลองไดแก ไสตัน 
ตับ  มาม และรังไข นาํมาทําการเพาะแยกเชื้อ S. Enteritidis โดยขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อนัน้ 
เบื้องตนไดดัดแปลงวิธีของ Corrier และคณะ (1994)  โดยเก็บตัวอยางใสถุงพลาสติกที่ปราศจาก
เชื้อ  จากนั้นใชกรรไกรตัดชิ้นเนื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว  ตัดยอยไสตันใหเปนชิ้นเล็กๆ  เติม BPW  
pH 7.5  ในอัตราสวน 1:9 (ตัวอยาง:BPW) ปดผนึกปากถงุพลาสตกิดวยความรอนโดยใช plastic 
sealer  จากนั้นนําถุงตวัอยางเขาเครื่อง masticator (IUL instruments, Barcelona, Spain) เปด
ใหเครื่องทาํงานนาน 20 วินาทีตอถงุ โดยดัดแปลงจากวิธีของ Wooley และคณะ (1999) ; Corrier 
และคณะ (1991)  ใชกรรไกรตัดปากถุงกอนนาํเขาตูบมเพาะเชื้อ  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    
18-24 ชั่วโมง 

สําหรับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและขั้นตอนในการเพาะแยกเชื้อ S. Enteritidis ในลําดับ
ตอไป  ไดดัดแปลงจากวิธีที่แนะนําไวโดย Bangtrakulnonth และคณะ (1995); Suthienkul และ
คณะ (1995) และ Bangtrakulnonth และคณะ (2002)  

นําถุงตัวอยางออกมาจากตูบมเพาะเชื้อ ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  
หยดลงบน MSRV medium จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อเขาบมในตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส  นาน 18-24 ชั่วโมง ตัวอยางที่ใหผลบวก จะทําใหสีของ MSRV medium เปลี่ยนจาก     
สีเขียวแกมน้ําเงินใส เปนสีขาวขุนรอบๆจุดที่หยดเชื้อ เนื่องจากเชื้อ S. Enteritidis ที่มีแฟลกเจลลา 
สามารถเคลื่อนที่ไปรอบๆจุดที่หยดเชื้อ  ใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จุดที่แผไปไกลที่สุด 
นําไป  streak ลงบน  BGA ที่ เติม novobiocin ขนาด  0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่ เติม  nalidixic 
acid ขนาด 0.025 mg./ml. โดยควร streak เชื้อใหกระจาย เพื่อใหเชื้อสามารถขึ้นเปนโคโลนีเดี่ยวๆ 
จากนั้นนํา BGA และ XLT4 agar เขาตูบมเพาะเชื้อ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  18-24 ชั่วโมง 

นําโคโลนีของเชื้อ S. Enteritidis ที่ได บน XLT4 agar  และ BGA  ไปเพาะยืนยันใน TSI 
agar slant และ MIL (37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง) 

ตัวอยางที่ไดจาก TSI agar slant และตัวอยางที่ไดใน MIL เชนเดียวกนักับการเพาะแยก
เชื้อในชวงกอนการปอนเชื้อพิษทบั นําไปตรวจยืนยนัดวยวธิีทางซีรัมวิทยาและหาซโีรกรุปของเชื้อที่
ตรวจพบ  ตามวิธีของ Bangtrakulnonth (2002)  
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3.8 การตรวจการปนเปอนของเชื้อ Salmonella  Enteritidis จากไขไก 
3.8.1 การตรวจการปนเปอนของเชื้อภายนอกไข (Egg shell contamination)    
     ดัดแปลงจากวิธีของ Shivaprasad และคณะ (1990) 
 

เมื่อเก็บไขมาแลว นาํไขทั้งฟอง ใสลงใน 10 ml. ของ BPW  ที่บรรจุอยูในภาชนะ หรือถุงพลาสติกที่
ปราศจากเชื้อ แลวแชทิ้งไวประมาณ 5 นาที  จากนัน้ใชปากคีบที่ผานการฆาเชื้อแลว  

คีบไขออกจากถุง 
 

 
นํา BPW ที่บรรจุอยูในถงุพลาสติก ไปเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,overnight 

 
 

ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  หยดลงบน MSRV medium  
นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 42°c , 18-24 ชั่วโมง 

 
 

ใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จดุที่แผไปไกลทีสุ่ด streak ลงบน BGA ที่เติม novobiocin  
ขนาด 0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่เติม nalidixic acid ขนาด 0.025 mg./ml. 

นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,18-24 ชั่วโมง 
 
 

นํา Salmonella like colony นําไปเพาะยนืยนัใน TSI agar slant และ MIL  
(37°c, 24 ชั่วโมง) 

 
 

ตรวจยืนยนัดวยวธิีทางซีรัมวทิยาและหาซโีรกรุปของเชื้อที่ตรวจพบ 
ตามวิธีของ Bangtrakulnonth (2002) 
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3.8.2 การตรวจการปนเปอนของเชื้อภายในไข  
      ดัดแปลงจากวิธีของ Thiagarajan และคณะ (1994) 
 

นําไขที่เก็บมาลางทําความสะอาดเปลือกไข โดยใช betadine และ 70% ethanol 
ใชกรรไกรที่ผานการฆาเชื้อแลว เจาะเปดฝาไขดานปาน แลวปลอยให content ภายในตกลงบน      

จานเลีย้งเชื้อที่ปราศจากเชือ้ 
 
 

ใช cotton swab เขี่ยมวนเฉพาะ membrane ที่อยูลอมรอบ content ออกมา โดยกอนนาํ 
membrane ดงักลาวไปเพาะเชื้อในข้ันตอนตอไป ควรใช BPW  ที่จะใชในขั้นตอนตอไป             

ลางทําความสะอาด membrane เพื่อลางสวนของไขแดงที่อาจติดมากับ membrane นั้นกอน 
จากนั้นนํา membrane ดงักลาวใสลงใน BPW ปริมาตร 20 ml. 

 
ใชกรรไกรที่ผานการฆาเชื้อแลว ทําการตัดยอย membrane ใหละเอียด 

นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,18-24 ชั่วโมง 
 

ใชปเปตดูดถายของเหลวจํานวน 100 ไมโครลิตร  หยดลงบน MSRV medium                      นาํ
เขาตูบมเพาะเชื้อ 42°c , 18-24 ชั่วโมง 

 
 

ใชเข็มเขี่ย (straight wire) แตะเชื้อ ณ จดุที่แผไปไกลทีสุ่ด streak ลงบน BGA ที่เติม novobiocin  
0.01 mg./ml. และ XLT4  ที่เติม nalidixic acid ขนาด 0.025 mg./ml. 

นําเขาตูบมเพาะเชื้อ 37°c ,18-24 ชั่วโมง 
 

 
นํา Salmonella like colony นําไปเพาะยนืยนัใน TSI agar slant และ MIL (37°c, 24 ชั่วโมง) 

 
 

ตรวจยืนยนัดวยวธิีทางซีรัมวิทยาและหาซโีรกรุปของเชื้อที่ตรวจพบ   
ตามวิธีของ Bangtrakulnonth (2002) 
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3.9 การทดสอบความหนดืของวัคซีน 
 ตามวิธีของ Stone และคณะ (1978) ; Stone และ Xie (1990) โดยการดูดวัคซนีเชื้อตาย       
ที่ทดสอบความหนืดดวยปเปตพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร และจับเวลาเปนวนิาที นับต้ังแตปลอย
วัคซีนมาในแนวตั้ง จากระดับ 0 มิลลิลิตรถึง 0.4 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ังตอการทดสอบ โดยใช
นาฬิกาจับเวลา 
 
3.10 การทดสอบความคงตัวของวัคซีน  
 ดัดแปลงจากวิธีของ  Stone (1991)   คือ ระยะเวลา (สัปดาห)   ที่วัคซีนสามารถรักษา
สถานะอิมัลชัน่ไวได จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นอยางชัดเจนของสวนที่เปนน้าํอยูใตชัน้ของอิมัลชัน่ใน
หลอดแกวปดสนิท ภายใตอุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส ดูผลทุกวนัเปนเวลานาน 4 สัปดาห 
 
3.11 การทดสอบปฏกิิริยาของวัคซีนตอเนื้อเยื่อ 
 ภายหลงัการใหวัคซนีเปนเวลา 7 วัน ตรวจปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อของวัคซนีโดยดัดแปลงจาก
วิธีของ Stone (1997) ตรวจดูรอยโรคที่ผิวหนังบริเวณคอในตําแหนงที่ฉีดวัคซนี สังเกตการเปลี่ยน
แปลงของเนื้อเยื่อ ไดแก การเปลี่ยนสี การอักเสบ การบวมน้าํ การเกิดกอน granuloma  การมี
ปลอกแคปซูลหุมลอมรอบ บริเวณที่ฉีดวคัซีน หรือพบวคัซีนกระจายทั่วไป  
โดยการใหคะแนนรอยโรคแบงเปน 3 ระดับ ดังนี ้

ระดับออน  บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดลง  ขนาดเสนผานศนูยกลางไมเกนิ 1 เซนติเมตร 
ไมมีวัคซีนเหลอือยู 
ระดับปานกลาง บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดถึงแดง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-3 
เซนติเมตร  พบวัคซีนเหลืออยูเปนเม็ดเลก็ๆในชั้น superficial muscle เทานั้น  
ระดับรุนแรง  บริเวณที่เกดิรอยโรคมีสีแดง ขนาดเสนผานศนูยกลาง 3-4 เซนติเมตร พบ
วัคซีนเหลืออยูเปนเม็ดขนาดใหญ เมื่อผาออกจะมีของเหลวไหลออกมา  
 

3.12 การทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S.Enteritidis  
 เก็บตัวอยางเลือด แลวทําการแยกซีร่ัม โดยเก็บเลือดจากเสนเลือดดําที่คอ (jugular vein) 
ประมาณ 1 มิลลิลิตร ใสหลอดบรรจุเลือด แลวปนแยกซีร่ัมดวยเครื่องปนแยกของเหลว ที่ความเรว็ 
3000 g นาน 5 นาท ีแยกซีร่ัมใสลงในหลอดบรรจุเลือดแลวเก็บในถุงพลาสติก  แชเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ
–20 องศาเซลเซียส นาํไปตรวจแอนติบอดีตอวัคซีน S. Enteritidis ดวยวิธ ีELISA โดยใชชุดทดสอบ
สําเร็จรูป FLOCKCHECK*SE® (IDEXX, UK.) ซึ่งเปน competitive ELISA วิธกีารทดสอบเริม่ดวย
ใช ELISA plate ที่เคลือบดวยแอนติเจนของ S. Enteritidis เติมซีร่ัมไกที่ตองการทดสอบโดย       
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เจือจางเปน 1:250 ในตัวทาํละลาย (serum diluent) จากนั้นดูดมาใสใน ELISA plate หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมหิอง นาน 1 ชั่วโมง จากนัน้จึงลาง 3 คร้ังดวย washing solution เติม 
anti-SE conjugate (horseradish peroxidase-HRPO) ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิหอง นาน 30 นาท ีจากนั้นลาง 3 คร้ัง เติม substrate (TMB) จํานวน 100 ไมโครลิตร  บม
ที่อุณหภูมหิอง นาน 15 นาท ี จากนัน้จึงเติมน้าํยาหยุดปฏิกิริยา (stop solution) หลุมละ 100 
ไมโครลิตร จากนัน้นาํไปวัดคาความเขมของสี  อานเปนคา optical density (OD) จากเครื่องอาน 
ELISA multiscan ที่มีความยาวคลื่นแสง 650 นาโนเมตร บันทึกผล เปรียบเทียบกับคาซีร่ัมบวก
ควบคุมและซร่ัีมลบควบคุม 
 
 การกําหนดคาบวกและคาลบ (positive/negative cut off value) 
  
 การคํานวณคา negative control จะมาจาก หลมุ A1 + หลุม  A2  = > 0.8 
           2 
 การคํานวณคา positive control  จะมาจาก หลมุ A3 + หลุม  A4  = < 0.5 
           2 

การแปลผล 
คาที่ไดจากการทดสอบ แสดงผลเปน S/N ratio คอืการนาํคา OD ของแตละตัวอยางที่ทดสอบ  
หารดวย คา OD ของ negative control 

1. คา S/N ratio มากกวาหรือเทากับ 0.75 ตัดสินเปน ผลลบ 
2. คา S/N ratio อยูระหวาง 0.6-0.74 ตัดสินเปน ตองทดสอบใหม 
3. คา S/N ratio นอยกวาหรือเทากับ 0.59 ตัดสินเปน ผลบวก 
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3.13 แผนการทดลอง 
 

แผนการทดลองที ่1  
การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนที่เตรยีมขึ้นตอการปองกนัการตดิเชื้อ S. Enteritidis ของอวัยวะ
ภายใน              
• ไกทดลองพนัธุไข ปราศจากเชื้อ S. Enteritidis  เลี้ยงตั้งแตอายุ 1 วัน จํานวน 100 ตัว  

 

แผนผังแสดงการปฏิบัติงาน 
 

      อายุ 3 weeks/ G      อายุ 6 weeks/ C                 อายุ 9 weeks/ J,K 
 
             อายุ 8 weeks 3 วัน 
 
           
                             K 
อายุ 1 day/ A        อายุ 4 weeks/ B,D,E,F,G                อายุ 8 weeks/ I 
 

A เก็บ cloacal swab  และนํากระดาษรองอุจจาระ ไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการ
ปนเปอนของ Salmonella spp. ในไกกอนเริ่มการทดลอง  

B เจาะเลือดไก เพื่อนาํไปตรวจแอนติบอดีกอนการทําวัคซีน 
C เจาะเลือดไก เพื่อนาํไปตรวจแอนติบอดีหลังการทําวัคซีน 
D สุมแบงกลุมไกดวยวิธี sampling randomization ออกเปน 4 กลุมๆละ 25 ตัว 
กลุมที ่1A   กลุมควบคุมให PBS ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
กลุมที ่2A   กลุมควบคุมให Oil adjuvant ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
กลุมที ่3A   วัคซีนเชือ้ตายเชิงพาณิชยสายเชื้อ S. Enteritidis (commercial vaccine)           

      ขนาด 0.3  ml. /ตัว ฉีด  เขาใตผิวหนงับริเวณคอ 
กลุมที ่4A   วัคซนีเชือ้ตายในสื่อน้าํมันที่ม ีเชื้อ S. Enteritidis ขนาดความเขมขน109  cfu/ml         

      ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
E ติดเลขประจําตัวไก จํานวน 10 ตัว ตอกลุมที่จะทําการเก็บตัวอยางเลอืดในแตละครั้ง 
F ใหวัคซีนปองกนั S. Enteritidis ตามกลุมที่ไดแบงไว 
G เก็บ cloacal swab และ อุจจาระบนกระดาษรองพืน้กรง จํานวนอยางละ 10 ตัวอยาง/
กลุม นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการปนเปอนของ S.  Entritidis 
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I ปอนเชื้อพษิทบั โดยใชเชื้อ S. Enteritidis (nalidixic-acid-resistance)  
ขนาด 106 cfu/ml. ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว  

J ปดการทดลอง โดย ทาํการ euthanasia ไกทุกตวั  
K เก็บตัวอยางอวัยวะ คือ ไสตนั ตับ มาม นาํไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการติดเชื้อ

ของ S. Entritidis 
 
แผนการทดลองที ่2 
ประสิทธิภาพของวัคซีนปองกันซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส ที่ผลิตขึ้นตอการปองกนัการแพรเชื้อผาน
ไข และการถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก 
            
  อายุ 7 weeks* (G) 
    อายุ 10 weeks(C)   อายุ 14 weeks(C)           G,H** 
 
 
 
1 day       8 weeks  12 weeks    23 weeks           27 weeks 
   A        B,D,E,F,G                     B,F          I                J,K 
หมายเหต ุ   
* กอนใหวัคซีน 1 สัปดาห ใหยาปฏิชีวนะ ในขนาดปองกัน แกไกทดลองทุกตัว 
** 2 สัปดาหแรกหลังปอนเชื้อพิษทับ เก็บตัวอยางวันเวนวัน    

เนื่องจากในการศึกษาของ   Shivaprasad  และคณะ (1990)   และ  Gast และ Beard  
(1990a,b,c) พบวาระยะเวลา  ที่สามารถตรวจพบการปนเปอนของเชื้อ S. Enteritidis ในความเขม
ขนที ่108 cfu/ml. ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยการปอนเขาปาก ในไกอายุใกลเคียงกนักับการทดลองนี ้
คืออยูในชวงอายุ 20-88 สัปดาหนัน้ สามารถตรวจพบเชื้อไดมากในชวงหลังจากปอนเชือ้พิษทับไป
แลวประมาณ 2 สัปดาห หลงัจากนัน้การตรวจพบจะลดลง  โดยในการทดลองนี้จะเริ่มเก็บตัวอยาง
ไข และ cloacal swab คร้ังแรกหลังจากปอนเชื้อพิษทบัไปแลว 24 ชั่วโมง 

เร่ิมนําไกไข อายุ 1 วัน เขาเลี้ยงในหองทดลอง โดยในระยะแรกจะเลี้ยงไกในกรงลวดตา
ขายยกพืน้ จาํนวนไก 8 ตัว ตอพืน้ที่กรง 0.6 ตารางเมตร โดยตารางการปฏิบัติการทดลองเปนไป
ตามแผนภาพ ตัวอักษรกาํกบัอธิบายตามลําดับ ดังนี ้
A เก็บ cloacal swab  และนํากระดาษรองอุจจาระ นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดู

การปนเปอนของเชื้อซัลโมเนลลาในไกกอนเร่ิมการทดลอง  
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B เจาะเลือดไก เพื่อนําไปตรวจแอนติบอดีกอนการทําวัคซีน 
C เจาะเลือดไก เพื่อนําไปตรวจแอนติบอดีหลังการทําวัคซีน 
D แบงไกทดลองออกเปน 5 กลุม กลุมละ 20 ตัว ดังนี้ 
กลุมที่ 2.1  กลุมควบคุมให PBS ขนาด 0.5 ml. เขาใตผิวหนังบริเวณคอ 
กลุมที ่2.2 วัคซีนเชื้อตายเชิงพาณิชยสายเชื้อ S. Enteritidis ขนาด 0.3 ml. /ตัว ฉีด  เขาใตผิวหนัง 

บริเวณคอ ใหวัคซนีครั้งเดียวที่อายุ 8 สัปดาห 
กลุมที ่2.3 วัคซีนเชือ้ตายเชิงพาณิชยสายเชื้อ S. Enteritidis  ขนาด 0.3 ml. /ตัว ฉีด  เขาใตผิวหนงั 

บริเวณคอ ใหวัคซีนสองครัง้ ที่อายุ 8 และ 12  สัปดาห 
กลุมที ่2.4  วัคซีนเชื้อตายในสื่อน้ํามันที่ผลิตเอง สายเชื้อ  S. Enteritidis ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขา 

ใตผิวหนงั บริเวณคอ ใหวัคซนีครั้งเดียวที่อายุ   8  สัปดาห 
กลุมที ่2.5  วัคซนีเชือ้ตายในสื่อน้าํมันที่ผลิตเอง สายเชื้อ S. Enteritidis ขนาด 0.5 ml. /ตัว ฉีดเขา 

ใตผิวหนงั บริเวณคอ ใหวัคซนีสองครั้งที่อาย ุ8 และ 12  สัปดาห 
E ติดเลขประจําตัวไกแตละตัว 
F ใหวัคซีนปองกัน S. Enteritidis ตามกลุมที่ไดแบงไว 
G เก็บ cloacal swab และ อุจจาระบนกระดาษรองพืน้กรง จํานวนอยางละ 10 ตัวอยาง/
กลุม นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการปนเปอนของ S.  Entritidis 
H เก็บไขจากไกแตละกลุมโดยเฉลี่ย 10 ฟอง ตอครั้งที่เก็บ พรอมบันทึกเลขประจําตัวไกที่เก็บ        
            ไขในแตละครั้ง นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรียเพื่อดูการปนเปอนของเชื้อซัลโมเนลลา            
            โดย แยกตรวจเปน 2  ทาง คือ 

1.ตรวจการปนเปอนบริเวณเปลือกไข โดยวิธีการเก็บตัวอยางเพื่อนําไปตรวจเพาะเชื้อทาง
แบคทีเรียจะดัดแปลงจากวิธีของ Shivaprasad และคณะ (1990) 

2.ตรวจการปนเปอนภายในไข โดยเลือกเก็บเฉพาะสวน membrane ที่หุม content ของไข 
โดยวิธีการเก็บจะดัดแปลงจากวิธีของ Thiagarajan และคณะ (1994) 
I ปอนเชื้อพิษทับ โดยใชเชื้อ Salmonella Enteritidis (Nalidixic-acid-resistance)  

ขนาด 108 cfu/ml. ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแกไกทุกตัว (Shivaprasad et al., 1990) 
J ปดการทดลอง โดย ทําการ Euthanasia ไกทุกตัว  
K เก็บตัวอยางอวัยวะ คือ รังไข และ ไสตัน นําไปตรวจเพาะเชื้อ S. Enteritidis  
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3.14 การบันทึกขอมูลและการวิเคราะหเปรยีบเทียบทางสถิติ 
การวิเคราะหผลการทดลอง ใชโปรแกรม SPSS for Microsoft windows version  13.0 
น้ําหนกัไก เปรียบเทียบน้ําหนกัไกระหวางกลุมดวยวธิี analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบ
เทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 
เปอรเซ็นต 
อัตราการแลกเนื้อ   คิดจากอาหารที่ใชตลอดการทดลองหารดวยผลรวมของน้าํหนักตวั 
ผลการตรวจเพาะเชื้อ Salmonella spp.  วิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมการทดลองโดยใชวิธ ี
Chi-square ทีร่ะดับความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต 
ระยะเวลาการไหลของวัคซนีและการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ วิเคราะหความแตกตางระหวาง
กลุมการทดลองดวยวิธ ี analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคา
เฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
ระดับแอนติบอดี  ตรวจระดับแอนติบอดีตอวัคซีน  S. Enteritidis ดวยวิธี  Enzyme-linked 
immunosorbent assays (ELISA) วิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมการทดลองโดยใชวิธี 
analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s 
multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 

 

3.15 แนวทางในการประเมินผลการทดลอง 
 

ในการทดลองที่ 1 วัคซีนทีด่ีและมีประสิทธิภาพ ประเมินจาก 
1. จํานวนไกที่ใหผลบวกตอการตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis ในไสตัน ตับ และมาม ของไกใน

กลุมที่ไดรับวคัซีนจะตองมจีํานวนนอยกวาไกกลุมควบคุม 
2. เมื่อทําการตรวจนับจาํนวนเชื้อ S. Enteritidis ในไสตัน ตับ และมาม ของไกในกลุมที่ไดรับ

วัคซีนจะตองมีจํานวนนอยกวาไกกลุมควบคุม 
3. วัคซีนที่ใหจะตองมีปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อนอย มีความหนดืต่ํา และมีความคงตัวสงู 

ในการทดลองที่ 2 ประสิทธิภาพของวัคซนี ประเมินจาก 
1. ผลของวัคซีนตอการกระตุนระดับแอนติบอดีในไกระยะกอนไข  
2. วัคซีนสามารถปองกันการการติดเชื้อของอวัยวะภายใน โดยเมื่อนําตัวอยางของไข และ   

รังไข มาทําการตรวจเพาะเชื้อ S. Enteritidis แลวพบวา ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนมีการตรวจ
พบเชื้อในตัวอยางนอยกวาไกกลุมควบคุม  

3. วัคซีนใหผลในการลดการถายเชื้อจากแมไกสูส่ิงแวดลอมผานมูลไก โดยเมื่อนําตัวอยาง
ของไขมาทําการตรวจหาเชื้อ S. Enteritidis บริเวณเปลือกไข ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนควรมี
การตรวจพบเชื้อในตัวอยางนอยกวาไกกลุมควบคุม  



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การทดลองที่ 1  
การทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนที่ เตรียมขึ้นตอการปองกันการติดเชื้อ  S. Enteritidis           
ของอวัยวะภายใน 
 
ผลของวัคซีนตอน้ําหนักตัวไก 

พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของน้ําหนักตัวไก หลังไดรับวัคซีนที่อายุ 5 
สัปดาห โดยไกในกลุมควบคุมที่ใช PBS ฉีดเขาใตผิวหนังบริเวณคอ มีน้ําหนักตัวใกลเคียงกับไกใน
กลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น ในขณะที่ไกในกลุมที่ไดรับ oil กับไกกลุม  ที่ไดรับวัคซีนของบริษัท มี
แนวโนมของน้ําหนักตัวที่นอยกวาไกสองกลุมดังกลาวขางตนลักษณะดังกลาวนี้ คลายคลึงตอเนื่อง
ไปจนน้ําหนักในชวงอายุ 6 สัปดาห ตางกันตรงที่ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนของบริษัทมีน้ําหนักตัวที่กลับ
มาใกลเคียงกับไกในกลุมอ่ืนๆ และยังพบวาไกในกลุมที่ไดรับ oil  ยังคงมีน้ําหนักตัวที่นอยกวาไก
กลุม PBS และไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น    น้ําหนักตัวของไกที่อายุ 7 สัปดาห จนถึงสิ้นสุดการ
ทดลอง ไมพบวามีความแตกตางกันระหวางกลุมแตอยางใด ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ผลของวัคซีนตออัตราการแลกเนื้อ   

เมื่อแบงชวงอายุไกในการพิจารณาอัตราการแลกเนื้อเปน 2 ชวงคือ ชวงอายุ 4-6 สัปดาห 
และชวงอายุ 6-8 สัปดาห  พบวา ชวงอายุ 6-8 สัปดาหนั้น ไกมีอัตราการแลกเนื้อที่ดีกวาไกในชวง
อายุแรก โดยชวงอายุ 4-6 สัปดาห ไกจะมีอัตราการแลกเนื้อเฉลี่ยอยูที่ 2.3 ในขณะที่ไกชวงอายุ    
6-8 สัปดาห มีอัตราการแลกเนื้อเฉลี่ย เทากับ 2.1 ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 1 แสดงน้ําหนักตัวไก 
 

กลุม อายุ 4 สัปดาห อายุ 5 สัปดาห อายุ 6 สัปดาห อายุ 7 สัปดาห อายุ 8 สัปดาห 
1  380.50 + 50.61b 465.50 + 66.79 b 649.50 + 72.74 725.50 + 80.55 

2  369.50 + 59.76a 458.50 + 54.56a 652.00 + 69.81 731.50 + 94.53 

3 265.50 + 29.37 367.50 + 60.47a 464.50 + 72.57 ab 651.50 + 78.66 728.50 + 81.60 

4  377.00 + 62.81b 468.50 + 68.89 b 655.00 + 75.78 730.00 + 92.93 

 

a-b ตัวอักษรทีแ่ตกตางกนัในชวงอายุเดียวกันแสดงความแตกตางกนัทางสถิติ (P < 0.05) 
 
ตารางที่ 2 แสดงอัตราการแลกเนือ้ 
 

กลุม อายุ 4-6 สัปดาห อายุ 6-8 สัปดาห 
1 2.25 2.15 
2 2.28 2.11 
3 2.33 2.02 
4 2.35 2.14 

 
ตารางที่ 3 ผลการตรวจพบเชื้อ Salmonella Enteritidis จากการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย 
 

อายุที่ทําการเก็บตัวอยางและจํานวนตัวที่ตรวจพบ 
อายุ  1 วัน  

3,4,8 
สัปดาห 

อายุ 8 สัปดาห  3 วัน อายุ 9 สัปดาห 

cloacal 
swab 

liver spleen caecum liver spleen caecum 

กลุม 

n* % n % n % n % n % n % n % 
1   5/10 50ab 6/10 60b 8/10 80 b 7/10 70ab 6/10 60b 10/10 100b 
2  0/20   0 6/10 60b 7/10 70b 10/10 100b 8/10 80b 7/10 70b 10/10 100b 
3   1/10 10a 2/10 20a 3/10 30 a 3/10 30a 2/10 20a 4/10 40a 
4   2/10 20ab 1/10 10a 4/10 40a 4/10 40ab 1/10 10a 5/10 50a 

* n = จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อ / ตัวอยางทั้งหมดที่เก็บ 
a-b ตัวอักษรที่แตกตางกันในชวงอายุเดียวกันแสดงความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05) 



                                                                                                                                             41

ผลการตรวจพบเชื้อ Salmonella Enteritidis จากการเพาะเชือ้ทางแบคทีเรีย 
 ในชวง 8 สัปดาหแรกของการทดลอง สุมตรวจการปนเปอนเชื้อ S. Enteritidis อยาง
สม่ําเสมอ คือต้ังแตวันแรกที่ลูกไกมาถึง อายุ 3 สัปดาห อายุ 4 สัปดาห และอายุ 8 สัปดาห โดยการ 
swab กนไก นําไปตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย ผลที่ได ปรากฎดังตารางที่ 3 คือไมพบเชื้อ            
S. Enteritidis ตลอดระยะเวลาของการเลี้ยง  
 เมื่อไกอายุครบ 8 สัปดาห ทําการปอนเชื้อพิษทับ ความเขมขนของเชื้อ S. Enteritidis เทา
กับ 106 cfu/ml. ปอนทางปาก ตัวละ 1 มิลลิลิตร สามวันหลังการปอนเชื้อพิษทับ euthanasia ไก
จํานวน 10 ตัวตอกลุมเก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ และมาม นํามาตรวจเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย ผลที่ได
พบวา ไสตัน เปนอวัยวะที่มีการตรวจพบเชื้อไดมากที่สุด โดยเฉพาะไกกลุมควบคุมที่ให PBS และ 
oil คือ 80 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนไกในกลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุม คือกลุมที่สาม ที่
ไดรับวัคซีนเพื่อการคา และกลุมที่สี่ ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองนั้น มีการปนเปอนของเชื้อ S. 
Enteritidis นอยและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับไกในกลุมควบคุมทั้ง
สองกลุม โดยพบเพียง 30 และ 40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้ เมื่อทําการเปรียบเทียบ
ระหวางไกกลุมที่ไดรับวัคซีนปองกันกับไกที่ไมไดรับวัคซีนปองกัน ตัวอยางของอวัยวะ คือ มาม และ 
ไสตันของไกกลุมที่ไดรับวัคซีนปองกัน มีการตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis ไดนอยกวาอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติ  ในสวนของตับ พบวาไกกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีการตรวจพบเชื้อนอยกวา
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับไกกลุมควบคุมที่ให oil ในขณะที่ไกกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิต
ขึ้นใหผลในการตรวจพบเชื้อไมแตกตางกับไกกลุมควบคุมทั้งสองกลุม 
 หนึ่งสัปดาหหลังการปอนเชื้อพิษทับ ทําการเก็บตัวอยางอีกครั้ง โดยนําไกที่เหลือของทุก
กลุมมาทําการ euthanasia แลวเก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ และมาม นํามาทําการตรวจเพาะเชื้อทาง
แบคทีเรีย สามารถตรวจพบเชื้อในจํานวนตัวอยางที่มากกวาชวงอายุ 8 สัปดาห 3 วัน ในเกือบทุก
อวัยวะ ยกเวน มาม ที่ตรวจพบในเปอรเซ็นตที่เทาเดิม ในขณะที่ ตับและไสตัน มีการปนเปอนของ
เชื้อ S. Enteritidis ในเปอรเซ็นตที่มากข้ึน โดยไสตันของไกในกลุมที่ไมไดรับวัคซีนใดๆ ตรวจพบเชื้อ 
S. Enteritidis ไดมากถึง 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่กลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและกลุมที่ได
รับวัคซีนที่ผลิตขึ้น พบการปนเปอนของเชื้อ S. Enteritidis เพียง 40 และ 50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
ในตัวอยางของมาม พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่คลายคลึงกับตัวอยางของไสตัน คือ กลุม
ที่ไดรับ PBS พบเชื้อ 60 เปอรเซ็นต กลุมที่ไดรับ oil   พบเชื้อ 70 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่ไดรับ
วัคซีนเพื่อการคา พบเชื้อ 20 เปอรเซ็นต และกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น พบเพียง 10 เปอรเซน็ต ตวั
อยางตับที่เก็บที่อายุ 9 สัปดาห พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ระหวางกลุมที่ไมไดรับ
วัคซีน กับกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา โดยพบวา ไกทดลองกลุมที่ไดรับ PBS และ oil  ตรวจพบ
เชื้อ 70 เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะที่กลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา ตรวจพบ 
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30 เปอรเซ็นต และกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นไมมีความแตกตางกับไกกลุมควบคุมทั้งสองกลุมและ
กลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา โดยพบเชื้อคิดเปน 40 เปอรเซ็นต 
ผลการทดสอบความหนดืของวัคซีน 
 ตารางที่ 4 แสดงระยะเวลาการไหลของวัคซีนที่ผลิตขึ้นเปรียบเทียบกับวัคซีนเพื่อการคา 
พบวา วัคซีนที่ผลิตขึ้นมีระยะเวลาการไหลมากกวาวัคซีนเพื่อการคา และพบวา oil มีระยะเวลาการ
ไหลนอยกวาวัคซีนทั้งสองชนิด 
 

ผลการทดสอบความคงตวัของวัคซีน 
หลังการเตรียมวัคซีน พบวา วัคซีนผสมเขากันไดดีเปนเนื้อเดียวกัน และจากการประเมิน

ความคงตัวของวัคซีนโดยการวางขวดบรรจุวัคซีนไวที่อุณหภูมิตางๆกัน ผลที่ไดปรากฏดังนี้ 
การเก็บรักษาวัคซีน  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวามีความคงตัวอยูอยางนอย 24 สัปดาห 

     ที่อุณหภูมิหอง พบวามีความคงตัวอยู 20 สัปดาห 
     ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  พบวามีความคงตัวอยู 16 สัปดาห 

 

ผลการทดสอบปฏิกิรยิาตอเนื้อเยื่อ 
 ทําการตรวจผลของวัคซีนตอเนื้อเยื่อบริเวณที่มีการฉีดวัคซีนทุกครั้งเมื่อมีการเก็บตัวอยาง
หลังไดรับวัคซีน โดยจะทําการตรวจสอบที่ 4 สัปดาห 3 วัน และ 5 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน เปรียบ
เทียบระหวางวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น ในวันที่ 4 สัปดาห 3 วันหลังไดรับวัคซีน พบวา
วัคซีนที่ผลิตขึ้นไมพบวากอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ คิดเปนรอยละ 60 เของไกที่นํามาทดสอบ และ รอย
ละ 40 ที่เหลือมีผลในระดับออน ใกลเคียงกับผลของวัคซีนที่ไดจากไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา คือ
วัคซีนไมกอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ คิดเปนรอยละ 70 และในวันที่ 5 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน ผลที่ไดไม
แตกตางจากชวง 4 วันกอนหนา คือ วัคซีนที่ผลิตขึ้น ไมพบวากอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ คิดเปนรอยละ 
70 ของไกที่นํามาทดสอบ และไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาก็พบในลักษณะเดียวกันคือ รอยละ 80 
ของไกที่นํามาทดสอบนั้น ไมพบวาวัคซีนกอปฏิกิริยาใดๆตอเนื้อเยื่อ อีกทั้งวัคซีนมีการกระจายตัวดี 
มกีารหลงเหลือของวัคซีนอยูเพียงเม็ดเล็กๆในไกบางตัว และเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีด ไมพบการอักเสบ  
 

ผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S.Enteritidis 
จากการสุมตัวอยางซีร่ัม 30 ตัวอยาง ในไกทดลองที่อายุ 4 สัปดาห กอนเริ่มใหวัคซีน ไม

พบตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบ เมื่อทําการสุมตัวอยางซีร่ัมกลุมละ 10 ตัวอยาง หลังให
วัคซีนไปแลว 2 สัปดาห (ไกอายุ 6 สัปดาห) พบวาในกลุมที่ 3 ที่ใหวัคซีนเพื่อการคา  ใหผลบวกตอ
การทดสอบทั้ง 10 ตัวอยาง และกลุมที่ 4 ที่ใหวัคซีนที่ผลิตเองพบวามีจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวก
ตอการทดสอบ 4 ตัวอยาง สวนไกในกลุมควบคุมที่ให PBS และ oil  นั้น ไมมีตัวอยางที่ใหผลบวก
ตอการทดสอบ   สองสัปดาหตอมาพบวาจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวกยังคงที่ คือสามารถตรวจพบ
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ตัวอยางที่ใหผลบวกเปน 10 ตัวอยาง และ  4 ตัวอยาง ในกลุมที่ใหวัคซีนเพื่อการคา  และกลุมที่ให
วัคซีนที่ผลิตขึ้นตามลําดับ และไมพบตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบ ในกลุมที่ 1 และ 2 ที่เปน
กลุมควบคุม ดังแสดงในภาพที่ 5 
 สําหรับการตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA (S/N ratio) ในการทดลองที่ 1 พบวาไกทดลอง
กลุมที่ 3 คือกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีคา S/N ratio ต่ํากวาไกทดลองทุกกลุมอยางมีนัยสําคัญ 
เมื่ออายุ 6 และ 8 สัปดาห สําหรับไกในกลุมที่ 4 ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น มีระดับตํ่ากวากลุมที ่1 และ
กลุมที่2 แตไมมีความแตกตางทางสถิติ ดังแสดงในภาพที่ 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 4 ระยะเวลาการไหลของวัคซีนเชื้อตายที่เตรียมดวยสูตรตางๆ 
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เวลา* (วินาท)ี กลุม ชนิดวัคซีน 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

MEAN + SE 

2 oil  21.192 22.415 21.544 21.717 + 0.36a 

3 วัคซีนเพื่อการคา   20.282 21.534 20.521 20.779 + 0.38a 

4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 29.542 30.382 29.640 29.854 + 0.26b 
* สภาวะการทดสอบ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
a-b ตัวอักษรที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05) 
 
ตารางที่ 5 ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อภายหลังการใหวัคซีนเชื้อตายเปนเวลา 4 สัปดาห 3 วัน 

รอยโรคและสิ่งตกคางที่ตําแหนงการฉดีวัคซนี กลุม ชนิดวัคซีน 
ไมพบ ระดับออน ระดับปานกลาง ระดับรุนแรง 

1 PBS 10/10 0/10 0/10 0/10 
2 oil  8/10 2/10 0/10 0/10 
3 วัคซีนเพื่อการคา 7/10 3/10 0/10 0/10 
4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 6/10 4/10 0/10 0/10 

 
ตารางที่ 6 ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลงัการใหวัคซีนเชื้อตายเปนเวลา 5 สัปดาห 

รอยโรคและสิ่งตกคางที่ตําแหนงการฉดีวัคซนี กลุม ชนิดวัคซีน 
ไมพบ ระดับออน ระดับปานกลาง ระดับรุนแรง 

1 PBS 10/10 0/10 0/10 0/10 
2 oil  10/10 0/10 0/10 0/10 
3 วัคซีนเพื่อการคา 8/10 2/10 0/10 0/10 
4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 7/10 3/10 0/10 0/10 

 
หมายเหตุ 
ระดับออน  บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดลง  ขนาดเสนผานศูนยกลางไมเกิน 1 เซนติเมตร ไมมีวัคซีนเหลืออยู 
ระดับปานกลาง บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีซีดถึงแดง  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-3 เซนติเมตรพบวัคซีนเหลืออยู
เปนเม็ดเล็กๆในชั้น superficial muscle เทานั้น  
ระดับรุนแรง บริเวณที่เกิดรอยโรคมีสีแดง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3-4 เซนติเมตร และพบวัคซีนเหลืออยูเปน
ลักษณะของถุงน้ํา เมื่อบีบมีวัคซีนไหลเยิ้มออกมา 
(ตามวิธีของ Stone (1997)) 
 
 
ภาพที่ 5 แสดงจํานวนไกที่ใหผลบวกตอการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis การทดลองที่ 1 
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4.2 การทดลองที่ 2 ประสิทธิภาพของวัคซีนปองกนัซัลโมเนลลา เอนเทอริติดิส ที่ผลิตขึ้นตอการ
ปองกนัการแพรเชื้อผานไข และการถายเชื้อจากแมไกสูสิ่งแวดลอมผานมูลไก 
 

ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย จากไขไก 
 ตรวจพบการปนเปอนเชื้อ S. Enteritidis จากภายนอกไขไกไดในวันที่สามหลังมีการปอน
เชื้อแกแมไกในทุกกลุมทดลอง โดยเฉพาะอยางยิ่งในไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง 
และไกในกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 2 คร้ัง (กลุมที่ 2 และ 3 ตามลําดับ) ตรวจพบเชื้อไดนอยกวา
ไกกลุมอ่ืนๆ คือ พบเพียง 1 ตัวอยาง จาก 5 ตัวอยางที่ตรวจ  ดังแสดงในตารางที่ 7   

ระยะเวลาที่ตรวจพบการปนเปอนของเชื้อภายนอกไข อยูระหวางวันที่ 3 วันที่ 5 และวันที ่7 
หลังการปอนเชื้อ และจากการตรวจถุงไขแดง พบเชื้อไดจากตัวอยางของไขในกลุมที่ไดรับ PBS เทา
นั้น และพบเพียงครั้งเดียวในวันที่สามหลังการปอนเชื้อ 

 

ผลการเพาะเชื้อทางแบคทีเรีย จากไสตันและรังไข 
 จากตารางที่ 8 ตัวอยางอวัยวะที่ทําการเก็บ คือ ไสตันและรังไข โดยเก็บที่ 28 วันหลังการ
ปอนเชื้อพิษทับ ผลที่ไดจากตัวอยางไสตันพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางไก 
ในกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาที่ไดรับวัคซีนสองครั้ง ซึ่งไมพบเชื้อ S. Enteritidis กับไกในกลุมควบ
คุมที่ ได รับ  PBS ที่ตรวจพบเชื้อถึง 4 ตัวอยาง จากทั้ งหมด  20 ตัวอยาง คิดเปน  0 และ  20 
เปอรเซ็นตตามลําดับ 
 ตัวอยางไสตันที่ไดจากไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาเพียงครั้งเดียวที่อายุ 8 สัปดาห และตัว
อยางไสตันจากไกกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองทั้งกลุมที่ไดรับวัคซีนครั้งเดียว และกลุมที่ไดรับ
วัคซีนสองครั้ง พบไมแตกตางกัน คือ 1 ตัวอยางจากทั้งหมด 20 ตวัอยาง คิดเปน 5 เปอรเซ็นต   ตัว
อยางของรังไขที่เก็บจากไกทุกกลุม ไมพบเชื้อ S. Enteritidis  
 

ผลการทดสอบปฏิกิรยิาตอเนื้อเยื่อ 
 ผลของวัคซีนตอเนื้อเยื่อบริเวณที่มีการฉีดวัคซีนเมื่อทําการเก็บตัวอยางในวันสิ้นสุดการ
ทดลอง (19 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน) เปรียบเทียบระหวางวัคซีนพื่อการคาที่ฉีดครั้งเดียว (กลุมที่ 2) 
ฉีดสองครั้ง (กลุมที่ 3) วัคซีนที่ผลิตขึ้นฉีดครั้งเดียว (กลุมที่ 4) และ ฉีดสองคร้ัง (กลุมที่ 5) ผลที่ได
ปรากฏดังตารางที่ 9 พบวาวัคซีนที่ผลิตขึ้น ไมมีผลตอเนื้อเยื่อ เชนเดียวกันกับผลที่ไดจากไกที่ไดรับ
วัคซีนเพื่อการคา อีกทั้งวัคซีนมีการกระจายตัวดี  นอกจากนี้เนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีด ไมพบการอักเสบ  
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ผลการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis 
 สุมตัวอยางซีร่ัม 30 ตัวอยาง ในไกทดลองที่อายุ 4 และ 8 สัปดาห กอนเริ่มใหวัคซีน ไมพบ
ตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบ หลังจากไกไดรับวัคซีนไปแลว 2 สัปดาห (อายุ 10 สัปดาห) สุม
ตัวอยางซีร่ัมกลุมละ 10 ตัวอยาง พบวาไกกลุมที่ 2 ที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง มีจํานวนตัว
อยางซีร่ัม ที่ใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต เชนเดียวกันกับตัวอยางซีร่ัมที่ไดจาก
ไกทดลองกลุมที่ 5 ที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตเอง  ไกทดลองกลุมที่ 3 และ 4 มีจํานวนตัวอยางซีร่ัมที่ใหผล
บวกตอการทดสอบเปน 8 ตัวอยาง และ 9 ตัวอยางตามลําดับ สองสัปดาหหลังจากนั้น    (อายุ 12 
สัปดาห) พบวาตัวอยางซีร่ัมของไกทดลองทุกกลุมใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต 
ยกเวนไกทดลองกลุมที่ 1 ซึ่งเปนกลุมควบคุมที่ใหผลลบตอการทดสอบตลอดจนสิ้นสุดการทดลอง 
สองสัปดาหหลังการใหวัคซีนครั้งที่สอง (อายุ 14 สัปดาห) ไกทดลองกลุมที่ 2 (วัคซีนเพื่อการคา) ยัง
คงพบใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต ไกทดลองกลุมที่ 3 ใหผลบวกตอการ
ทดสอบ 90 เปอรเซน็ต และไกทดลองกลุมที่ 4 และ 5 ที่เปนกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตเองใหผลบวก
ตอการทดสอบ คิดเปน 100 เปอรเซ็นตทั้งสองกลุม สองสัปดาหตอมา (อายุ 16 สัปดาห) ยังคง
ตรวจพบตัวอยางที่ใหผลบวกตอการทดสอบของไกทดลอง โดยตัวอยางซีร่ัมของไกทดลองในกลุมที่ 
2 (ใหวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง) ใหผลบวกตอการทดสอบคิดเปน 100 เปอรเซ็นต ไกทดลองกลุมที่ 3 
4 และ 5 ใหผลบวกตอการทดสอบเทากัน คือ 90 เปอรเซ็นต เมื่อส้ินสุด         การทดลองที่อายุ 23 
สัปดาห พบจํานวนตัวอยางซีร่ัมที่ใหผลบวกตอการทดสอบจากไกทดลอง   แตละกลุมต้ังแตกลุมที่ 
2 ถึงกลุมที่ 5 คิดเปน 90 90 100 และ100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 7 
 สําหรับการตรวจแอนติบอดีดวยวิธี ELISA (S/N ratio) ในการทดลองที่ 2 พบวาไกที่ไดรับ
วัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น ทั้งจํานวน 1 และ 2 คร้ัง มีระดับ S/N ratio ต่ํากวาไกกลุมควบ
คุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ตั้งแตอายุ 10 สัปดาห (2 สัปดาหหลังไดรับวัคซีน) จนสิ้นสุด  การ
ทดลอง แตไมพบความแตกตางของระดับ S/N ratio ในไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิต
ขึ้น ทั้งจํานวน 1 และ 2 คร้ัง ดังแสดงในภาพที่ 8  
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ตารางที่ 7 ผลการเพาะเชื้อทางแบคทเีรีย จากไขไก 
เปลือกไข ถุงไขแดง กลุม/  

ครั้งที่
เก็บ(d.p.i
) 

 

1 3 5 7 9 11 13 1 3 5 7 9 11 13 

1 0/5 2/5 1/5 3/5 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
2 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
3 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
4 0/5 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
5 0/5 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 

 
ตารางที่ 8 ผลการเพาะเชื้อทางแบคทเีรีย จากไสตันและรังไข 

cloacal swab* feces* caecum oviduct กลุม 
จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต จํานวนที่

พบ 
เปอรเซ็นต 

1 0/10 0 0/10 0 4/20 20b 0/20 0 
2 0/10 0 0/10 0 1/20 5ab 0/20 0 
3 0/10 0 0/10 0 0/20 0a 0/20 0 
4 0/10 0 0/10 0 1/20 5ab 0/20 0 
5 0/10 0 0/10 0 1/20 5ab 0/20 0 

a-b ตัวอักษรที่แตกตางกันแสดงความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05) 
* cloacal swab และ feces (อุจจาระจากกระดาษรองใตกรง) เก็บในวันเริ่มการทดลอง อายุ 1 วัน และ อายุ 7 
สัปดาห กับ 8 สัปดาห โดยเก็บกลุมละ 10 ตัวอยาง / ครั้ง 
 
ตารางที่ 9 ผลการทดสอบปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อ ภายหลังการใหวัคซีนเปนเวลา 15 สัปดาห  

รอยโรคและสิ่งตกคางที่ตําแหนงการฉดีวัคซนี กลุม ชนิดวัคซีน 
ไมพบ ระดับออน ระดับปาน

กลาง 
ระดับรุนแรง 

2 วัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
3 วัคซีนเพื่อการคา 2 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
4 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 1 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
5 วัคซีนที่ผลิตขึ้น 2 คร้ัง 20/20 0/20 0/20 0/20 
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ภาพที่ 7 แสดงจํานวนไกที่ใหผลบวกตอการทดสอบแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis การทดลองที่ 2 
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หมายเหตุ  กลุมที่ 1 เปนกลุมควบคุม ให PBS   กลุมที่ 2  ใหวัคซีนเพื่อการคา 1 ครั้ง 
    กลุมที่ 3 ใหวัคซีนเพื่อการคา  2ครั้ง  กลุมที่ 4  ใหวัคซีนที่ผลิตเอง  1 ครั้ง 
    กลุมที่ 5 ใหวัคซีนที่ผลิตเอง  2 ครั้ง 

 
 
ภาพที่ 8 แสดง S/N ratio การทดลองที ่2 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

วัคซีนที่ดี นอกจากจะสามารถปองกันการเกาะกลุมของเชื้อ S. Enteritidis ในอวัยวะตางๆ
ไดแลว ไมควรกอผลกระทบใดๆตอตัวไก ไมวาจะเปนน้ําหนักตัว หรือคุณภาพซาก (Barrow et al., 
1990; Timms et al., 1990; Sherrill et al.,1999; Woodward  et al., 2002) ผลที่ไดจากการชั่งน้ํา
หนักตัวไกทุกๆสัปดาห พบวา วัคซีนที่ผลิตขึ้น ไมสงผลกระทบใดๆตอน้ําหนักตัวไก เนื่องจาก   ไม
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมที่ไดรับวัคซีน กับไกที่ไมไดรับวัคซีน 

เมื่อทําการประเมินความหนืดและความคงตัวของวัคซีน พบวา ความหนืดของวัคซีน        
ที่ผลิตขึ้น ถึงแมจะมีระยะเวลาการไหลของวัคซีนที่ชากวาวัคซีนเพื่อการคา แตในทางปฏิบัติไมเห็น   
ความแตกตางเนื่องจากเมื่อวัดระยะเวลาการฉีดวัคซีนในไกแตละกลุมมีความใกลเคียงกัน และเมื่อ
ทําการเปรียบเทียบความคงตัวของวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับวัคซีนเพื่อการคา พบวาความคงตัวของวัคซีน
เพื่อการคามีความคงตัวไดนานกวา ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสูตรการเตรียมที่บริษัทไมเปดเผยและวิธี
การในการผลิตวัคซีนดวยเครื่องมือที่ดีกวาวัคซีนที่เตรียมขึ้นเองมาก โดยการผลิตวัคซีนในเชิงอุต
สาหกรรมจะอาศัยความดันในการผลักอิมัลชันใหผานรูเล็กๆ ที่กําหนดขนาดอนุภาคของอิมัลชันให
สม่ําเสมอ และเล็กละเอียดขึ้น อิมัลชันจึงมีความหนืดและความคงตัวมาก 

ผลของวัคซนีตอปฏิกิริยาของเนื้อเยื่อ พบวาจากการที่วัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้นเปนวัคซีนเชื้อตาย
ในรูป WO (water in oil) เตรียมจากน้ํามันแร ทําใหวัคซีนที่ฉีดสงผลกระทบตอเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีด 
แตไมรุนแรงมากถึงกับทําใหเนื้อเยื่อเกิดการอักเสบ และเมื่อเปรียบเทียบวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับวัคซีน
เพื่อการคา พบวาความรุนแรงใกลเคียงกัน  ซึ่งวัคซีนเพื่อการคาชนิดนี้ไมสามารถทราบรายละเอียด
ของวัตถุดิบในการใชเนื่องจากเปนความลับของบริษัทผูผลิต ในเบื้องตนจึงสรุปไดวาวัคซีนที่ผลิต
ขึ้นสงผลกระทบตอเนื้อเยื่อบริเวณที่ฉีดที่ระดับออน และเนื่องจากในการทดลองนี้ศึกษาถึงผลของ
วัคซีนตอปฏิกิริยาของเนื้อเยื่อในระยะเวลาที่ยาวนานหลังจากไดรับวัคซีน คือ 4 สัปดาห 3 วัน และ 
5 สัปดาห จึงทําใหไมเห็นความผิดปกติของเนื้อเยื่อหลังไดรับวัคซีน ซึ่งโดยทั่วไป การประมวลผล 
ควรทําในชวง 7-14 วันหลังไดรับวัคซีน ดังเชนการศึกษาของ Stone (1993) และ Stone (1997)    
ที่รายงานวาปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อของวัคซีนที่เตรียมจากน้ํามันแร จะมีมากกวาวัคซีนที่เตรียมจากน้ํา
มันจากสัตวและพืช โดยรายงานในชวงเวลาหลังจากไกทดลองไดรับวัคซีนไปแลว 7 วัน  นอกจากนี้ 
Fukanoki และคณะ (2001) พบวาวัคซีนเชื้อตายในรูป WO มีผลตอปฏิกิริยาตอเนื้อเยื่อบริเวณที่
ฉีดมาก หลังฉีดวัคซีนไปแลว 2 สัปดาห นอกจากนี้ผูทดลองแนะนําวาการใชสัดสวนของน้ํามันแรที่
ลดลงจะสามารถลดปฏิกิริยาการอักเสบที่มีตอเนื้อเยื่อลงได 
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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตาย ในการปองกันการเกาะกลุมของเชื้อ     
S. Enteritidis ในอวัยวะภายในของไก ในการทดลองที่  1   เมื่อไกอายุครบ 8 สัปดาห ทําการปอน
เชื้อพิษทับ ความเขมขนของเชื้อ S. Enteritidis เทากับ 106 cfu/ml. ปอนปาก ตัวละ 1 มิลลิลิตร 
สามวันหลังการปอนเชื้อพิษทับ เก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ และมาม นํามาทําการตรวจเพาะเชื้อ       
S. Enteritidis ผลที่ได พบวา ไสตัน เปนตําแหนงที่มีการตรวจพบเชื้อไดมากที่สุด โดยเฉพาะไกกลุม
ควบคุมที่ให PBS และ oil สอดคลองกับงานทดลองอื่นๆที่ผานมา ที่พบวาไสตัน คือ อวัยวะที่พบ
เชื้อ S. Enteritidis ไดมากที่สุด เมื่อทําการทดลองเปรียบเทียบปริมาณการตรวจพบเชื้อในอวัยวะ
ต า ง ๆ  (Shivaprasad et al., 1990; Gast and Beard., 1990b; Turnbull and Snoeyenbos., 
1973)  ทั้งนี้อาจเนื่องจากลําไสสวนไสตันมี caecal tonsil ซึ่งเปน limphiod organ ที่เปนเปาหมาย
ในการเขาเซลลของเชื้อกอนที่จะแพรไปยังอวัยวะตางๆ (Carter and Collins, 1974, Andreas et 
al., 2000) จึงอาจเปนสาเหตุหนึ่งที่พบเชื้อไดมากในลําไสสวนไสตัน นอกจากนี้จากการทดลองยัง
พบวาไกในกลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุม คือกลุมที่สาม ที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา และกลุมที่สี่ ที่ได
รับวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองนั้นพบเชื้อ S. Enteritidis ในไสตันนอยกวาไกในกลุมควบคุมทั้งสองกลุม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เชนเดียวกับการตรวจเชื้อในตับและมาม เมื่อทําการเปรียบเทียบ
เปอรเซ็นตของการพบเชื้อ S. Enteritidis  ในตับ มาม และไสตัน ของไกที่ไดรับวัคซีน มีเปอรเซ็นต
นอยกวาไกที่ไมไดรับวัคซีน สอดคลองกับการตรวจวัดระดับแอนติบอดีดวยวิธี ELISA ซึ่งพบวา ไก
ในกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้น มีระดับแอนติบอดีที่มากกวากลุมควบคุมที่ไมไดรับวัคซีน ดังนั้น สรุป
ไดวา วัคซีนที่ผลิตขึ้นเองนั้นสามารถเหนี่ยวนําการสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ S. Enteritidis  ได 

หลังจากการปอนเชื้อพิษทับ 1 สัปดาห นําไกที่เหลือของทุกกลุมมาเก็บตัวอยาง ไสตัน ตับ 
และมาม สามารถตรวจพบเชื้อในปริมาณที่สูงกวาชวง 3 วัน หลังไดรับเชื้อ  ยกเวน มาม ที่ตรวจพบ
ในเปอรเซ็นตที่เทาเดิม ซึ่งระยะเวลาในการตรวจพบในการศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ 
Bjerrum และคณะ (2003) ที่พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ  S. Enteritidis  ในตับและมามไดคร้ังแรก
หลังปอนเชื้อขนาด 107 cfu/ml. ในไกอายุ 14 วัน ไปแลว 2-3 วัน นอกจากนี้ยังพบวาไสตันของไกใน
กลุมที่ไมไดรับวัคซีน ตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis  ไดมากถึง 100 เปอรเซ็นต สวนกลุมที่ไดรับวัคซีน
เพื่อการคา และวัคซีนที่ผลิตขึ้น พบเชื้อ S. Enteritidis  40 และ 50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สอด
คลองกับงานทดลองของ Gast และ Beard (1990b) ที่สามารถตรวจพบการปนเปอนของเชื้อไดสูง
สุด 1 สัปดาหหลังปอนเชื้อขนาด 109 cfu/ml. โดยการปอนทางปาก และเปอรเซ็นตการ    ตรวจพบ
ก็สอดคลองกับการทดลองนี้คือ พบ 58 เปอรเซ็นต ในไสตัน  51 เปอรเซ็นต ในตับ และ           47 
เปอรเซ็นต  ในมาม  เชนเดียวกับการทดลองของ  Nakamura และคณะ  (1994) ที่ตรวจเชื้อ              
S. Enteritidis ในตัวอยางของตับ มาม รังไข ไสตันและมูลไก หลังการปอนเชื้อ 1 สัปดาห โดยให
เชื้อขนาด109 cfu/ml.ปอนทางปาก สามารถตรวจพบเชื้อ ได 1 สัปดาห หลังปอนเชื้อ และ ตรวจ  
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ไมพบเชื้อหลังจากปอนเชื้อไปแลว 2 สัปดาห นอกจากนี้ยังสอดคลองกับการศึกษาของ Gast และ
คณะ (1992) ที่ทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีนเชื้อตาย S. Enteritidis ในไกอายุ 23 สัปดาห และมี
การปอนเชื้อพิษทับ 4 สัปดาหหลังจากใหวัคซีน พบวาไกกลุมที่ไดรับวัคซีนมีจํานวนตัวอยางที่ใหผล
บวกตอการตรวจพบเชื้อต่ํากวากลุมที่ไมไดรับวัคซีนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยกลุมที่ไมไดรับ
วัคซีนพบเปน 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งสองกลุมพบเพียง 50 เปอรเซ็นต และ 
33 เปอรเซ็นต  ในตับและมาม ตามลําดับ 

เมื่อศึกษาระดับแอนติบอดี พบวา สามารถตรวจพบแอนติบอดีในไกทดลองหลังใหวัคซีน 2 
สัปดาห โดยไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้น มีจํานวนไกที่ใหผลบวกคิดเปน 40 เปอรเซ็นต 
ในขณะที่ไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา มีจํานวนไกที่ใหผลบวกคิดเปน 100 เปอรเซ็นต ทั้ง
นี้อาจเนื่องจากปจจัยตางๆที่มีผลตอประสิทธิภาพของวัคซีนที่ผลิตขึ้น เชน กระบวนการเตรียมเชื้อ
เพื่อใชเปนวัคซีนที่มีความแตกตางกัน  สื่อที่ใชในวัคซีน ทําใหผลการทดสอบประสิทธิภาพของ
วัคซีนเชื้อตายในการทดลองใหผลที่แตกตางกันออกไป ทั้งผลตอการลดการเกาะกลุมของเชื้อในลํา
ไส    การแพรเชื้อผานไข  การถายเชื้อจากแมไกสูส่ิงแวดลอมผานมูลไก และการกระตุนการสราง
แอนติ บ อ ดีหลั ง ได รับ วั ค ซี น  (Barrow et al.,1990; Timms et al., 1990; Gast et al., 1992; 
Cooper et al.,1993) แตอยางไรก็ตามจากการทดลองนี้สามารถพบแอนติบอดีตอเชื้อ S. 
Enteritidis ไดตลอดระยะเวลาการทดลอง ทั้งไกที่ไดรับวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคา และวัคซีนที่ผลิตขึ้น 

จากผลการศึกษาในครั้งนี้ สามารถอธิบายแนวโนมของการแพรกระจายของเชื้อสูอวัยวะ
ภายในที่สําคัญ พบวานอกจากตรวจพบปริมาณเชื้อ S. Enteritidis ไดมากในลําไสแลว ยังสามารถ
พบไดในตับและมาม หลังจากการทดลองปอนเชื้อทางปาก เปนไปตามทฤษฎีกลไกการติดเชื้อ    
S. Enteritidis ในไก อีกทั้งยังสอดคลองกับการศึกษาของ Gast และคณะ (1990) ที่ตรวจพบเชื้อ 
โดยเรียงลําดับปริมาณการตรวจพบในอวัยวะตางๆจากมากไปหานอย ไดแก ไสตัน ตับ และมาม 
นอกจากนี้การศึกษานี้ยังพบวาความชุกของการตรวจพบเชื้อจะสูงที่สุดในชวง 1 สัปดาหหลังปอน
เชื้อเชนเดียวกัน ซึ่งจากการศึกษาดานพยาธิวิทยาพบเชื้อที่ ตับ และมาม 3 วันหลังจากไดรับเชื้อ
ทางปาก ในขณะที่พบเชื้อที่ไสตันในวันที่ 7 วันหลังจากไดรับเชื้อ (Hirsh, 1999) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
มีการติดเชื้อ S. Enteritidis ในกระแสเลือดกอนที่จะมีการติดเชื้อเฉพาะที่โดยเฉพาะที่ไสตัน 

โดยสรุป ในการตรวจเชื้อ S. Enteritidis ในอวัยวะภายใน จากการทดลองที่ 1  พบวาไก
กลุมที่ไดรับวัคซีนทั้งที่เปนวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้นเองสามารถลดปริมาณการตรวจพบ
เชื้อในอวัยวะตางๆได โดยเฉพาะจาก มามและไสตัน อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจพบโดย
รวมจากทุกอวัยวะแลว ไกกลุมที่ไดรับวัคซีน มีจํานวนตัวอยางที่ใหผลบวกตอการตรวจพบเชื้อนอย
กวาไกที่ไมไดรับวัคซีน  แตอยางไรก็ตาม  นอกจากประสิทธิภาพของวัคซีนแลว การตรวจพบ
ปริมาณของเชื้อ ยังขึ้นอยูกับป ัจจัยอื่นๆอีก เชน ความรุนแรงของเชื้อ ความสามารถในการแทรกซึม
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เขาเนื้อเยื่อ ระยะเวลาที่เชื้ออยูในกระแสเลือดและอวัยวะนั้นๆ เปนตน (Sadler  et al., 1969; 
Kinde et al., 2000; De Buck et al.,2004) 

การทดลองที่ 2 สามารถตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis จากเปลือกไขคร้ังแรกในวันที่สามหลัง
การปอนเชื้อ โดยพบวาในไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคา 1 คร้ัง และ 2 คร้ัง สามารถตรวจ
พบเชื้อไดนอยกวาไกกลุมอ่ืนๆ โดยไกในกลุมควบคุมที่ไดรับ PBS สามารถตรวจพบเชื้อไดในวันที่ 3  
5 และ 7 หลังการปอนเชื้อ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Okamura และคณะ (2001) ที่ตรวจพบ
เชื้อ S. Enteritidis ไดในชวง 4-7 วันหลังปอนเชื้อ และยังพบวา เชื้อ S. Enteritidis มีความสามารถ
ในการเกาะกลุมอยูที่ระบบสืบพันธุของแมไกไข ซึ่งทําใหเปนเหตุผลสําคัญที่ทําใหเชื้อดังกลาว มี
การปนเปอนมาสูไขไก (Williams and Whittemore, 1967;  Turnbull and Snoeyenbos, 1973; 
Timmoney et al., 1989; Gast and Beard, 1990a,b; Shivaprasad et al., 1990) 

การตรวจเชื้อจากถุงไขแดง พบเชื้อไดจากตัวอยางของไขในกลุมที่ไดรับ PBS และตรวจพบ
เฉพาะในวันที่สามหลังปอนเชื้อเทานั้น  มีความเปนไปไดหลายประการที่จะกลาวถึงสาเหตุการพบ
เชื้อดังกลาว ประการแรกคือ เกิดการติดเชื้อที่รังไขของแมไก แลวเชื้อมีการ transovarian จึงตรวจ
พบเชื้อในถุงไขแดงได อีกประการหนึ่ง คือ เชื้อที่พบอาจเปนเชื้อที่อยูบริเวณเปลือกไข ซึ่งมาจาก   
แมไกที่ติดเชื้อถายมูลไกที่มีเชื้อแลวเปรอะเปอนบริเวณเปลือกไข และเชื้อสามารถที่จะแทรกผานรู  
(pores) ของเปลือกไขปกติ (Williams and Whittemore, 1967; Williams et al., 1968) หรือไขที่มี
การแตกราวได (Borland, 1975) อีกทั้งพบวาแนวโนมของการตรวจพบเชื้อในสวนของถุงไขแดงนั้น 
เกี่ยวเนื่องกับปจจัยหลายประการ เชน ปริมาณของเชื้อที่ไกไดรับ อายุของไก ความสามารถในการ
แทรกซึมไปตามอวัยวะนั้นๆของเชื้อ  โดยอายุที่สามารถตรวจพบเชื้อไดมากนั้น พบวาในไกที่ข้ึนไข 
อายุระหวาง 20-88 สัปดาห หลังจากการทดลองใหเชื้อ S. Enteritidis  ความเขมขน 108 cfu/ml. 
ปริมาตร  1 มิลลิลิตร ปอนเขาปาก สามารถตรวจพบเชื้อไดมากในไกที่อายุมากกวา 50 สัปดาหขึ้น
ไป เนื่องจาก การพัฒนาของระบบภูมิคุมกันจะลดลงในไกที่อายุมากขึ้น  อีกทั้งในไกที่อายุนอยกวา 
4 สัปดาห ก็พบวาการพัฒนาของระบบภูมิคุมกันยังไมดีพอ อาจมีผลใหมีแนวโนมการติดเชื้อไดงาย 
(Shivaprasad et al., 1990)    นอกจากนี้ในบางงานวิจัยพบวาในสวนของไขแดงนั้น vitelline 
membrane มีบทบาทสําคัญ ในการปนเป อนของเชื้อ  S. Enteritidis (Gast and Holt, 2000; 
Thiagarajan et al., 1994) ซึ่งอาจสงผลใหตรวจพบเชื้อไดทั้งจากสวนของไขแดง และจากสวนของ 
vitelline membrane หรืออยางใดอยางหนึ่งได 

ผลการเพาะเชื้อ จากตัวอยางไสตัน และรังไข เมื่อส้ินสุดการทดลอง (28 วันหลังการปอน
เชื้อพิษทับ) ผลที่ไดจากตัวอยางไสตัน พบวาไกที่ไดรับวัคซีนเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น คร้ัง
เดียวและสองครั้ง ตรวจพบเชื้อนอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ ตัวอยางของรังไขที่เก็บจาก
ไกทุกกลุม ไมพบเชื้อ S. Enteritidis สาเหตุของการตรวจไมพบเชื้อดังกลาว อาจเนื่องมาจากชวง
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อายุของไกที่ทําการเก็บตัวอยาง คือ อายุ 27 สัปดาห และเปนสัปดาหที่ 4 หลังการปอนเชื้อพิษทับ 
ซึ่งเปนระยะเวลาที่ยาวนาน  อาจมีผลทําใหตรวจไมพบเชื้อ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Timoney และคณะ (1989) ที่พบวาในสวนของ oviduct  สามารถตรวจพบเชื้อไดตั้งแตวนัที่ 4 และ
ตรวจพบครั้งสุดทายในวันที่ 7 หลังปอนเชื้อพิษทับ เทานั้น แตจากการศึกษาของ Gast และ Beard 
(1990c) ที่ศึกษาเพิ่มเติมถึงระยะเวลาที่สามารถตรวจพบเชื้อในอวัยวะภายใน คือ ตับ มาม รังไข 
และไขไก พบวาความชุกของการตรวจพบเชื้อในตับ มาม และรังไขจะสูงที่สุดในชวง 1 สัปดาหแรก
หลังไดรับเชื้อและยังตรวจพบเชื้อไปจนกระทั่งชวง 5 สัปดาหหลังไดรับเชื้อ อีกทั้งยังตรวจพบเชื้อใน
ไขไกไดตลอด 24 สัปดาหหลังไดรับเชื้อ   จึงอาจมีความเปนไปไดที่มีการแพรเชื้อผานมาทางไข เกิด
ขึ้นเปนแบบครั้งคราว (intermittent transmission) (Gast, 1997a) ทําใหชวงเวลาในการเก็บตัว
อยางในการทดลองนั้นตรวจพบเชื้อไดในจํานวนตัวอยางที่นอย   อยางไรก็ตาม นอกจากความ
สามารถของเชื้อที่สามารถหลบซอนอยูในเนื้อเยื่อของอวัยวะภายในและลําไส (Gast, 1997a) การ
ตรวจพบเชื้อไดมากหรือนอยยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่นอีก เชน ปริมาณเชื้อที่ปอน ความรุนแรงของเชื้อ
ในการแทรกซึมเขาเนื้อเยื่อ อายุ และความไวรับของสายพันธุไกตอเชื้อ (Gast and Holt, 2000b) 

จากผลการเพาะเชื้อ S. Enteritidis ของตัวอยางไสตัน  ในทดลองการทดลองที่  1      
เปรียบเทียบกับการทดลองที่ 2 พบวาในไกอายุนอยจะมีความไวตอการรับโรคติดเชื้อS. Enteritidis 
มากกวาไกอายุมาก ซึ่งไกที่อายุมากจะสามารถตานทานการติดเชื้อจากธรรมชาติ อาจเนื่องมาจาก
การพัฒนาของเชื้อจุลชีพประจําถิ่น ที่พบปกติในลําไส (normal flora) หรือสารบางชนิด เชน กรด 
HCl fibronectin glycolipid lactoferrin lysozyme mucus ที่พบไดเปนปกติในทางเดินอาหาร ซึ่ง
จะเพิ่มข้ึนตามอายุ จนมีความเขมขนมากพอที่จะยับยั้งเชื้อได รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงกรดดางใน
กระเพาะบด และเอนไซมเยื่อบุลําไส (Cooper and Fahey, 1970) 

จํานวนไกที่ใหผลบวกในการตรวจแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis ในการทดลองที่ 2     
ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางไกทดลองกลุมที่ไดรับวัคซีนครั้งเดียวที่อายุ 8 สัปดาห
กับไกที่ไดรับวัคซีนสองครั้งที่อายุ 8 และ 12 สัปดาห  และไมพบความแตกตางระหวางวัคซีนที่ผลิต
เพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น  และเมื่อพิจารณาระดับแอนติบอดีจากการตรวจดวยวิธี ELISA ไม
พบความแตกตางระหวางวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้น เชนเดียวกัน  ไมวาจะเปนการ
ทําวัคซีนครั้งเดียวหรือสองครั้ง ผลการศึกษานี้สรุปไดวา วัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้นสามารถกระตุนการ
สรางแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis  ไดดีไมตางกับวัคซีนเพื่อการคา  แตอยางไรก็ตาม ความแตก
ตางที่พบระหวางวัคซีนที่ผลิตเพื่อการคาและวัคซีนที่ผลิตขึ้นนั้น อาจเกิดจากความเขมขนของ
ปริมาณเชื้อที่นํามาผลิตวัคซีนที่แตกตางกัน ส่ือและความรุนแรงของเชื้อ รวมถึงกระบวนการในการ
คัดเลือกสวนของแบคทีเรียที่นํามาใชผลิตวัคซีน ซึ่งลวนมีผลตอประสิทธิภาพของวัคซีนในการ
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กระตุนการสรางแอนติบอดีตอเชื้อ S. Enteritidis ทั้งสิ้น (Nicholas and Cullen, 1991; Kaiser et 
al., 2002; Nakamura et al., 1994)  
 แมวาในการศึกษาเกี่ยวกับการใชวัคซีนในการปองกันการติดเชื้อ S. Enteritidis ที่ผานมา 
พบวาการทําวัคซีนเชื้อเปนอาจใหประสิทธิผลที่ดีกวาวัคซีนเชื้อตาย (Barrow et al., 1990; Babu 
et al., 2004) เชน การทําวัคซีนเชื้อเปนในรูปแบบที่จําลองการติดเชื้อธรรมชาติ โดยใหผานระบบ
ทางเดินอาหาร อาจกระตุนใหเกิดภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก เชน sIg A ที่สูงกวา สามารถหวงัผลใน
การลด colonization ในลําไสได หรือการใหวัคซีนเชื้อเปนในระบบอื่น ๆ ก็ยังสามารถกระตุน
ภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (CMI) ไดดีกวา เนื่องจากเชื้อเปนแอนติเจนชนิด endogenous ซึ่งสามารถ
ถูกนําเสนอผาน MHC class I เพื่อไปกระตุน cytotoxic T cell ได  ในสวนของวัคซีนเชื้อตาย เนื่อง
จากเปนแอนติเจนชนิด exogenous ทําใหไมสามารถแสดงผาน MHC class I จึงกระตุนภูมิคุมกัน
ชนิดพึ่งเซลลไดไมดีเทาที่ควร และอาจไมสัมพันธกับการเพิ่มภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก เนื่องจาก
การกระตุนภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือกของลําไสตองจําลองการติดเชื้อตามธรรมชาติ ใหมีการ 
endocytosis โดย M cell  

จากการทดลองนี้ เปนการใหวัคซีนเชื้อตายแบบ subcutaneous ซึ่งแอนติเจนที่อยูใน
วัคซีนจะมีลักษณะเปน exogenous antigen เทานั้น ไมสามารถเขาสูเซลล เพิ่มปริมาณในเซลล 
และนําเสนอผาน MHC class I ได ทําใหวัคซีนไมสามารถกระตุนการทํางานของ cytotoxic T cell 
ได   แตอยางไรก็ตาม exogenous antigen ก็สามารถถูกเก็บกินโดย phagocytic cell แลวนํา
เสนอผาน MHC class II ให helper T cell   รวมทั้งแอนติเจนยังสามารถกระตุน B lymphocyte  
ไดโดยตรง ดงันั้น ผลของการทําวัคซีนดังกลาวจะทําใหไดภูมิคุมกันชนิดสารน้ําเปนหลัก โดยเฉพาะ 
IgG และ IgM ในกระแสเลือด (สันนิภา, 2545) สวนการตอบสนองภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือกของ
ลําไส ตองการการกระตุนโดยตรงดังกลไกที่กลาวมาแลว ดังนั้น การทําวัคซีนชนิดนี้ไมสามารถหวัง
ผลภูมิคุมกันบริเวณเยื่อเมือก รวมทั้งการปองกันการ colonization ของเชื้อที่ลําไสได   นอกจากนี้ 
แอนติบอดีที่เกิดขึ้นจากการกระตุนแบบ systemic มีโอกาสในการซึมผานและคงสภาพในเนื้อเยื่อบุ
ลําไสไดเพียงเล็กนอยเทานั้น  ในเบื้องตนจึงมีความเปนไปไดที่แอนติบอดีในกระแสเลือดสามารถ
ลดการแพรกระจายของเชื้อซัลโมเนลลาในอวัยวะตางๆ  ลดการเปน carriers และลดอาการทาง
คลินิก อีกทั้งยังมีผลใหสัตวสามารถตานทานตอการติดเชื้อไดมากขึ้น (Janeway and Travers, 
1994; สันนิภา, 2545) อยางไรก็ตาม จากการศึกษายังไมสามารถหาขอสรุปของความสัมพันธของ
การฉีดวัคซีนปองกันโรคติดเชื้อซัลโมเนลลาตอ colonization ของเชื้อที่ลําไส หลังการปอนเชื้อพิษ
ทับ ซึ่งหมายถึงการลดการถายเชื้อของแมไกสูสิ่งแวดลอม  
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สรุป  การใหวัคซีนชนิดเชื้อตายที่ผลิตขึ้น สามารถลดการติดเชื้อ  S. Enteritidis  ในอวยัวะ
ภายใน  กระตุนการสรางแอนติบอดีตอเชื้อ   S. Enteritidis  นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติ
โดยทั่วไปของวัคซีนที่ผลิตขึ้นกับวัคซีนเพื่อการคาแลว พบวาประสิทธิภาพของวัคซีน ความหนืด 
ความคงตัว และปฏิกิริยาของวัคซีนตอเนื้อเยื่อ ไมมีความแตกตางกัน และขอสําคัญของการใช
วัคซีนที่ผลิตขึ้นนี้ คือ เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาวิธีการผลิตวัคซีนขึ้นใชเองภายในประเทศ 

ขอแนะนํา  จากการทดลอง ยังไมมีขอสรุปที่แนชัด ในการลดการแพรเชื้อผานไข เนือ่งจาก
การตรวจพบเชื้อ S. Enteritidis  ในถุงไขแดงนั้น พบเพียงตัวอยางเดียวในวันที่สามหลังการปอน
เชื้อของไกทดลองในกลุมควบคุม ซึ่งเชื้อที่พบอาจผานมาทางเปลือกไขที่มีการปนเปอนมูลไกที่มี
เชื้อก็เปนได ดังนั้น จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับผลของวัคซีนตอการลดการแพรเชื้อผานไข 
การลด colonization ของเชื้อที่ลําไส และการลดการถายเชื้อของแมไกสูสิ่งแวดลอม อีกทั้งศกึษาถงึ
ระยะเวลาในการตรวจพบเชื้อ  ปริมาณเชื้อที่เหมาะสมในการปอนเชื้อพิษทับและความไวตอเชื้อ
ของไกทดลอง  
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PBS (Phosphate Buffered Saline)  pH 7.0   ปริมาตร 1 ลิตร 
 solution A           solution B 
NaCl   8 กรัม  Na2HPO4        1.15     กรัม 
KCl   0.2 กรัม  KH2PO4        0.2       กรัม 
CaCl2 · 2H2O  0.132 กรัม  Distilled water        200      มลิลิลิตร 
MgCl2· 6H2O  0.1 กรัม 
Distilled water  800 มิลลิลิตร 
 นํา solution A และ B เขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี   
เมื่อครบตามเวลา วางทิ้งไวจนอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลวจึงนําทั้งสอง  
solution มาผสมและคนใหเขากัน 
 
NSS (Normal Saline Solution)     ปริมาตร 1 ลิตร 
 NaCl   9 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
BPW (Buffered Peptone Water) pH 7.5   ปริมาตร 1 ลิตร 
 Peptone  10 กรัม (GelysateTM, USA.) 
 NaCl   5 กรัม 
 Na2HPO4·12H2O 9 กรัม 
 KH2PO4  1.5 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
PSD (Peptone Saline Dilution)   pH 7.0   ปริมาตร 1 ลิตร 
 Peptone  8.5 กรัม (GelysateTM, USA.) 
 NaCl   1 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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XLT4 (Xylose-Lysine-Tergitol 4) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
 XLT4 base  59 กรัม   

XLT4 supplement 4.6 มิลลิลิตร 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
XLT4 supplement จะใส เมื่ ออุณหภูมิของสารละลายลดลงเหลือประมาณ  50 องศาเซลเซียส             
หาม autoclave 
           
MSRV (Modified semi-solid Rappaport-Vassiliadis) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
        ปริมาตร  500 มิลลิลิตร 
 MSRV medium base 15.8 กรัม 
 Distilled water  500 มิลลิลิตร 
   

TTB (Tetrathionate Broth) (OXOID®, England)   ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 TTB base  77 กรัม 
 Brilliant green  0.01 กรัม 
 Iodine   10 มิลลิลิตร 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คน TTB base กับ DW ใหเขากันบนความรอน วางทิ้งไวใหเย็นแลวจึงเติม brilliant green และ iodine 
 

BGA (Brilliant Green agar) (DifcoTM, France)   ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 BGA   58 กรัม 
 Distilled water  500 มิลลิลิตร 
 

TSI (Triple Sugar Iron agar) (HIMEDIA®, USA.)  ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 TSI   65 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันบนความรอน แลวเทลงหลอดทดลอง จากนั้นนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 110        
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

MIL (Motility Indole Lysine medium) (DifcoTM, France)  ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 MIL   36.5 กรัม 
 Distilled water  1000 มิลลิลิตร 
คนใหเขากันกอนนําเขาอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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ผลการทดสอบซีรั่มของไกทดลองโดยวิธี ELISA 
การทดลองที ่1  

กลุม / คา OD หลังใหวัคซีน 2 สัปดาห หลังใหวัคซีน 4 สัปดาห 
1/1 
2/1 
3/1 
4/1 
5/1 
6/1 
7/1 
8/1 
9/1 
10/1 

0.87 
0.89 
0.97 
0.93 
0.99 
1.19 
0.83 
0.71 
0.78 
0.83 

0.48 
0.53 
0.9 
0.82 
0.86 
0.93 
0.75 
0.86 
0.83 
0.80 

1/2 
2/2 
3/2 
4/2 
5/2 
6/2 
7/2 
8/2 
9/2 
10/2 

0.88 
0.80 
0.99 
0.74 
0.82 
0.80 
0.73 
0.86 
0.63 
0.70 

0.47 
0.70 
0.68 
0.46 
0.93 
0.80 
0.85 
0.80 
0.88 
0.61 

1/3 
2/3 
3/3 
4/3 
5/3 
6/3 
7/3 
8/3 
9/3 
10/3 

0.21 
0.22 
0.20 
0.21 
0.16 
0.13 
0.29 
0.16 
0.20 
0.35 

0.05 
0.06 
0.07 
0.11 
0.05 
0.05 
0.07 
0.06 
0.09 
0.08 

1/4 
2/4 
3/4 
4/4 
5/4 
6/4 
7/4 
8/4 
9/4 
10/4 

0.90 
0.71 
0.94 
0.80 
0.74 
0.70 
0.17 
0.43 
0.17 
0.20 

0.92 
0.77 
0.84 
0.06 
0.64 
0.13 
0.05 
0.08 
0.93 
1.10 

หมายเหตุ  คา cut off = 0.59  negative control = 0.90 
positive control  = 0.16 
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การทดลองที ่2  

 

group 
2 weeks 1st p.v. 
(อายุ 10 สัปดาห) 

4 weeks 1st p.v. 
(อายุ 12 สัปดาห) 

2 weeks 2nd p.v. 
(อายุ 14 สัปดาห) 

4 weeks 2nd p.v. 
(อายุ 16 สัปดาห) 

6 weeks 2 nd p.v. 
(อายุ 18 สัปดาห) 

1 1.07 0.98 1.06 0.91 1.14 
1 1.04 0.98 1.08 0.95 1.05 
1 1.10 0.99 1.17 1.12 1.26 
1 1.07 0.90 1.06 0.92 1.10 
1 1.26 1.07 1.23 1.23 1.10 
1 1.13 1.10 1.15 1.07 1.20 
1 1.10 1.00 1.10 0.73 1.13 
1 1.05 0.99 1.05 0.96 1.14 
1 1.22 0.97 1.06 0.98 1.10 
1 1.13 1.00 1.12 1.02 1.05 
2 0.34 0.09 0.08 0.10 0.16 
2 0.48 0.09 0.06 0.40 0.14 
2 0.70 0.10 0.06 0.06 0.08 
2 0.33 0.14 0.13 0.10 0.07 
2 0.34 0.13 0.09 0.11 0.07 
2 0.25 0.08 0.52 0.09 0.12 
2 0.51 0.08 0.13 0.14 0.62 
2 0.33 0.08 0.15 0.19 0.08 
2 0.49 0.06 0.06 0.06 0.70 
2 0.44 0.06 0.11 0.09 0.08 
3 0.35 0.05 0.20 0.21 0.11 
3 0.85 0.08 0.07 0.06 0.08 
3 0.78 0.09 0.06 0.06 0.16 
3 0.55 0.08 0.14 0.15 0.07 
3 0.68 0.09 0.19 0.16 0.27 
3 0.35 0.14 0.16 0.15 0.13 
3 0.19 0.13 0.07 0.12 0.86 
3 0.54 0.11 0.05 0.06 0.16 
3 0.34 0.09 0.06 0.73 0.21 
3 0.31 0.20 0.74 0.73 0.08 
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4 

 
 
 
 
 

0.38 

 
 
 
 
 

0.05 

 
 
 
 
 

0.20 

 
 
 
 
 

0.24 

 
 
 
 
 

0.23 
4 0.55 0.06 0.08 0.06 0.11 
4 0.61 0.05 0.08 0.08 0.10 
4 0.42 0.08 0.08 0.12 0.10 
4 0.54 0.08 0.18 0.24 0.09 
4 0.97 0.10 0.26 0.50 0.06 
4 0.63 0.10 0.06 0.10 0.06 
4 0.17 0.13 0.30 0.42 0.06 
4 0.54 0.09 0.51 0.90 0.07 
4 0.29 0.12 0.07 0.54 0.12 
5 0.15 0.09 0.06 0.55 0.07 
5 0.23 0.06 0.06 0.20 0.37 
5 0.45 0.10 0.05 1.10 0.11 
5 0.32 0.08 0.07 0.07 0.22 
5 0.47 0.14 0.06 0.06 0.07 
5 0.33 0.11 0.24 0.06 0.06 
5 0.29 0.06 0.08 0.07 0.07 
5 0.45 0.10 0.08 0.06 0.06 
5 0.53 0.09 0.07 0.06 0.13 
5 0.25 0.11 0.07 0.24 0.09 

 
หมายเหตุ  negative control อายุ 10,12 สัปดาห = 1.19 

positive control  อายุ 10,12 สัปดาห = 0.19 
negative control อายุ 14,16 สัปดาห  = 1.14 
positive control  อายุ 14,16 สัปดาห  = 0.17 
negative control อายุ 18 สัปดาห      = 1.16 
positive control  อายุ 18 สัปดาห      = 0.23 
คา cut off = 0.59 
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จํานวนตัวที่ใหผลในการทดสอบซีรั่มของไกทดลองโดยวธิี ELISA การทดลองที่ 1 
 
 
 

อายุ 
(สัปดาห) 4 6 8 

/จํานวนตัว Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. 

กลุมที่ 1 0 10 0 0 10 0 0 10 0 
กลุมที่ 2 0 10 0 0 10 0 0 0 0 
กลุมที่ 3 0 10 0 10 10 0 10 0 0 
กลุมที่ 4 0 10 0 4 6 0 4 6 0 
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จํานวนตัวที่ใหผลในการทดสอบซีรั่มของไกทดลองโดยวธิี ELISA การทดลองที่ 2 
 
 

อายุ 
(สัปดาห) 4 8 10 12 14 16 23 

/จํานวนตัว Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. Pos. Neg. sus. 

กลุมที่ 1 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 
กลุมที่ 2 0 10 0 0 10 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 9 0 1 
กลุมที่ 3 0 10 0 0 10 0 8 0 2 10 0 0 9 0 1 9 0 1 9 0 1 
กลุมที่ 4 0 10 0 0 10 0 9 1 0 10 0 0 10 0 0 9 1 0 10 0 0 
กลุมที่ 5 0 10 0 0 10 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 9 1 0 10 0 0 
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ผลการวิเคราะหขอมลูทางสถติิดวยโปรแกรม SPSS 13.0 
 

คา OD ของผลการทดสอบซีร่ัมของไกทดลองโดยวิธ ีELISA การทดลองที่ 1 
 
Oneway 
 ANOVA 
 

  
Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 
w2pv Between Groups 2.760 3 .920 29.294 .000 
  Within Groups 1.131 36 .031   
  Total 3.891 39    
w4pv Between Groups 3.089 3 1.030 17.937 .000 
  Within Groups 2.066 36 .057   
  Total 5.155 39    

 
 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
 w2pv 
 
Duncan  

Subset for alpha = .05 
Group N 1 2 3 
Commercial 10 .2130   
Myvaccine 10  .5760  
Oil 10   .7950 
Control 10   .8990 
Sig.  1.000 1.000 .198 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
 w4pv 
 
Duncan  

Subset for alpha = .05 
Group N 1 2 
Commercial 10 .0690  
Myvaccine 10  .5520 
Oil 10  .7180 
Control 10  .7760 
Sig.  1.000 .054 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
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คา OD ของผลการทดสอบซีร่ัมของไกทดลองโดยวิธ ีELISA การทดลองที่ 2 
 
Oneway 
 
                                                               ANOVA 
    

  
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig 

w10 Between Groups 3.802 4 .951 35.5
16 .000 

  Within Groups 1.204 45 .027   
  Total 5.006 49    
w12 Between Groups 

6.536 4 1.634 
120
6.05

5 
.000 

  Within Groups .061 45 .001   
  Total 6.597 49    
w14 Between Groups 7.482 4 1.871 104.

870 .000 

  Within Groups .803 45 .018   
  Total 8.285 49    
w16 Between Groups 4.712 4 1.178 20.8

07 .000 

  Within Groups 2.548 45 .057   
  Total 7.260 49    
bfchall Between Groups 7.545 4 1.886 72.9

85 .000 

  Within Groups 1.163 45 .026   
  Total 8.708 49    

 
Post Hoc Tests 
 
 w10 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 3 
Duncana 5 10 .3470   
  2 10 .4210 .4210  
  3 10 .4940 .4940  
  4 10  .5100  
  1 10   1.1170 
  Sig.  .063 .258 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 

 



 76

 
 w12 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana 4 10 .0860  
  2 10 .0910  
  5 10 .0940  
  3 10 .1060  
  1 10  .9980 
  Sig.  .276 1.000 

 
 w14 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana 5 10 .0840  
  2 10 .1390  
  3 10 .1740  
  4 10 .1820  
  1 10  1.1080 
  Sig.  .141 1.000 

 
 
 w16 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana  2 10 .1340  
  3 10 .2430  
  5 10 .2470  
  4 10 .3200  
  1 10  .9890 
  Sig.  .117 1.000 

 
 bfchall 
 
                   group N Subset for alpha = .05 
    1 2 
Duncana 4 10 .1000  
  5 10 .1250  
  2 10 .2120  
  3 10 .2130  
  1 10  1.1270 
  Sig.   .159 1.000 

 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 10.000. 
 
 



 77

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวสุรีรัตน  หนูม ี  เกิดวันเสารที ่  25  มิถนุายน พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดสงขลา         
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วุฒกิารศึกษาสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากมหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีมหานคร เมื่อปการศึกษา  2544  จากนัน้เขาทํางานเปนพนักงานมหาวิทยาลัย ตาํแหนง
อาจารย   ที่คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัเชียงใหม ตั้งแตป พ.ศ.2544 เขารับการศึกษาตอ
ระดับปริญญาโทที่คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย เมื่อปการศึกษา 2545     
ดวยทนุพฒันาอาจารย 
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