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  โรคบิดในไก เปนโรคโปรโตซัวมีสาเหตุมาจากเชื้อบิดในสกุล Eimeria โดยทั่วไปพื้นฐานของการตรวจแยกชนิด
เชื้อบิดในไกเปนการแยกจากลักษณะรูปรางของเชื้อบิดและบริเวณตําแหนงในลําไสของไกที่ติดเชือ้บิด ซึ่งจาก
หลักการนี้พบวาการตรวจแยกความแตกตางชนิดของเชื้อบิดในบางครั้งใหผลไมนาเชื่อถือ จึงไดมีการพัฒนานําวธิี 
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP) มาใชเพื่อแยกชนิดเชื้อ
บิด โดยเพิ่มปริมาณ DNA ตรงบริเวณ 18S ribosomal RNA gene (18S rRNA gene) ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 
bp และนําผลิตภัณฑ PCR มาแยกชนิดเชื้อบิดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ ไดแก Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III โดย
ความไวของวิธี PCR นั้นอยูที่ 0.12 โอโอซีสต และความไวของวิธี PCR-RFLP อยูที่ 8 โอโอซสีต และวิธีนี้ยังมี
ความจําเพาะตอเชื้อบิด Eimeria มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ DNA ที่สกัดจากปรสิตในระบบทางเดินอาหารของไก
และแพะ ไดแก Raillietina cesticillus,R. chinobothrida, R. tetragona, Ascaridia galli, Gongylonema spp., 
Heterakis gallinae, Tetrameres spp. และTrichostronglylus spp. 

จากการศึกษาแยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 ประกอบดวยเชื้อบิด 3 ชนิด คือ E. tenella มีปริมาณ
สัมพันธมากที่สุดคือ 64%, E. necatrix 32% และ E. maxima 4% และเชื้อบิดที่ประกอบอยูในวัคซคีเชื้อเปน  
Immucox(I) มีอยางนอย 4 ชนิด คือ E. acervulina มีปริมาณสัมพันธมากทีสุ่ดคือ 26%, E. maxima 19%, E. 
necatrix 3% และ E. tenella 3% โดยการแยกชนิดของเชื้อบิด E. tenella CB38 ที่กระจายอยูตามลําไสสวนตางๆ  
ไดแก ลําไสสวนตน พบเชื้อบิด 2 ชนิดคือ E. acervulina ปริมาณสัมพันธ 84% และ E. tenella 6% ลําไสสวนกลางที่
1 พบเชื้อบิด 4ชนิด ไดแก E. necatrix ปริมาณสมัพันธ 26%, E. acervulina 21%, E. tenella 14% และ E. maxima 
6% ลําไสสวนกลางที่2 พบเชื้อบิด 3 ชนิดคือ E. maxima ปริมาณสัมพันธ 69%, E. necatrix 7% และ E. tenella 6% 
ลําไสสวนทาย พบเชื้อบิดได 3 ชนิดคือ E. maxima ปริมาณสัมพันธ 73%, E. necatrix 16% และ E. tenella 7% 
และไสตนัพบเชื้อบิดได 3 ชนิด คอื E. tenella ปริมาณสัมพันธ 52%, E. necatrix 43% และ E. maxima 4% สวนไก
ที่ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) สามารถแยกชนิดเชื้อบิดที่บริเวณลําไสสวนตนได 2 ชนิด คือ  
E. acervulina  ปริมาณสัมพันธ 73% และ E. maxima 3% ลําไสสวนกลางที่1 พบเชื้อบิด 2 ชนิด คือ E.maxima  
ปริมาณสัมพันธ 90% และ E. tenella 6% ลําไสสวนกลางที่2 พบเชื้อบิด 2 ชนิด คือ E. maxima  ปริมาณสัมพันธ 
94% และ E. tenella 6% ลําไสสวนทาย พบเชื้อบิด 2 ชนิดคือ E. maxima ปริมาณสัมพันธ 87% และ E. tenella 8% 
และไสตนั พบเชื้อบิด 3 ชนิด คือ E. necatrix ปริมาณสัมพันธ 45%, E. tenella 40% และ E. maxima 13%  

ดังนั้นวิธี PCR-RFLP สามารถใชแยกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อบิดในไกได โดยมีความไวและ
ความจําเพาะที่เหมาะสมในการนํามาประยุกตใชตรวจวินิจฉัยและยังสามารถยืนยนัไดวาพบเชื้อบิด E. tenella หรือ 
E. maxima ไดทกุบริเวณของลําไสไกอีกดวย 
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  Avian coccidiosis is a protozoan disease caused by the genus Eimeria. Basically, species of Eimeria 
in chicken is distinguished by the distinct morphology and parasitic deposited sites in intestine of the infected 
animals. The criteria of Eimeria species differentiation when the disease occured is sometime unreliable. 
Polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was developed to 
differentiate species of Eimeria. The conserved region of 18S ribosomal RNA gene (18S rRNA gene) was 
amplified by PCR to yield the product of 422 bp. The RFLP patterns were analyzed by Alu I, Hha I, Hpa II and 
Hae III. The sensitivity of the PCR technique was to detect at least 0.12 oocysts and PCR-RFLP was able to 
give the RFLP patterns by using at least 8 oocysts. The specificity of PCR-RFLP was compared to DNA 
extracted from Raillietina cesticillus, R. Echinobothrida, R. Tetragona, Ascaridia galli ,Gongylonema spp., 
Heterakis gallinae, Tetrameres spp. และ Trichostronglylus spp. 
   By using the technique of PCR-RFLP, E. tenella CB38 is a mixture of at least 3 Eimeria spp.;  
E. tenella 64%, E. necatrix 32% and E. maxima 4% while Immucox(I) comprises at least 4 species;  
E. acervulina 26%, E. maxima 19%, E. necatrix 3% and E. tenella 3%. To identify Eimeria spp. of  
E. tenella CB38 isolated from the upper part of the intestine revealed the combination of species  
E. acervulina  84% and E. tenella 6%. The proximal part of the intestine was infected with E. necatrix 26%, E. 
acervulina  21%, E. tenella 14% and E. maxima 6%. The distal part of the intestine was infected with E. 
maxima 69%, E. necatrix 7% and E. tenella 6%. The lower part of the intestine was infected with E. maxima 
73%, E. necatrix 16% and E. tenella 7%. Lastly, caecum was infected with E. tenella 52%, E. necatrix 43% 
and E. maxima 4%. While the dentification of Eimeria spp. containing in the live-vaccine, Immucox(I), the 
upper part of the infected intestine revealed the combination of species; E. acervulina 73% and E. maxima 
3%. The proximal part of the intestine was infected with E. maxima 90% and E. tenella 6%. The distal part of 
the intestine was infected with E. maxima  94% and E. tenella 6%. The lower part of the intestine was infected 
with E. maxima 87% and E. tenella 8%.  Lastly, the caecum, it was infected with E. necatrix 45%, E. tenella 
40% and E. maxima 13%. 
  Therefore the technique of PCR-RFLP on 18S rRNA gene was able to perform a differential diagnosis 
of avian coccidiosis caused by Eimeria spp. Nonetheless, by using this method, E. tenella  and E. maxima 
could be found in all part of the infected intestine. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคบิดไก (Avian coccidiosis) มีสาเหตุมาจากสัตวเซลลเดียวในสกุล Eimeria พบได 
ทั้งหมด 9 ชนิด ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. hagani, E. maxima, E. mitis, E. mivati,  
E. praecox, E. necatrix และ E. tenella (Thebo et al., 1998; McDougald and Reid,1991) 
โดยเชื้อบิดที่สาํคัญและกอใหเกิดผลเสียตอเศรษฐกิจม ี7 ชนิด คือ E. acervulina, E. brunetti,  
E. maxima, E. mitis, E. praecox, E. necatrix และ E. tenella (Rose and Long, 1980; 
Williams,1998) และชนิดทีม่ีความสาํคัญและกอโรครุนแรงมากที่สุดมีอยู 4 ชนิดคอื E. tenella,  
E. necatrix, E. acervulina และ E. maxima ตามลําดบัความรุนแรง (Roberson, 1995) 

เชื้อบิดสามารถสงผลกระทบแตกตางกนัไปในไกแตละประเภท เชนในไกกระทง สูญเสีย
น้ําหนกัตัวที่เพิ่มข้ึนตอวนั (Average Daily Gain: ADG) ประมาณ 50-100 กรัมตอตัว และอัตรา
การเจริญเติบโตลดลง 4-10% ตอตัว เนื่องจากความสามารถในการดูดซึมอาหารในลําไสของไก
ลดลง เปนผลทําใหสูญเสียอัตราการแลกเนื้อ (Feed conversion ratio: FCR) สวนในไกไขและไก
พอแมพนัธุพบวามกีารระบาดของโรคบิดอยางตอเนื่อง ขณะที่เปนไกรุน ทาํใหระยะเวลาการวางไข
คร้ังแรกลาชา (Delayed egg production) และตายมากกวา 50% เมื่อติดเชื้อบิด รวมทัง้ทาํใหไก
สูญเสียลักษณะมาตรฐานตามพนัธุ เชน มีขนาดเล็กกวาปกติ (ถวิล, 2498; ประจักษ, 2525)   

จากปญหาโรคบิดที่เกิดขึ้นเปนประจําในอตุสาหกรรมการเลี้ยงไก ทาํใหในชวง 50 ปที่ผาน
มาวิธปีองกนัโรคบิดของฟารมไกสวนใหญ มักกระทําโดยการใชยากนับิด แตในขณะเดียวกนักพ็บ 
วาในฟารมไกที่มีการใชยากนับิด ยังคงตรวจพบไกที่เปนโรคบิดไดอยางสม่ําเสมอ  ดังนัน้การใชยา
กันบิดที่ไมไดผล อาจมีสาเหตุมาจากเชื้อบิดมีการดื้อตอยาเพิม่มากขึน้ รวมทัง้มีการจัดการภายใน
ฟารมที่ไมดี เชน วัสดุรองนอนชื้นแฉะทําใหโอโอซีสต (oocyst) สามารถพัฒนาไปเปนระยะติดโรค 
(sporulated oocyst) ได นอกจากนีก้ารมีโอโอซีสตปนเปอนในน้ําและอาหาร การระบายอากาศที่
ไมดี และความหนาแนนของการเลีย้งตอฝูงมากเกนิไป ลวนแลวแตเปนสาเหตุของการเกิดโรคบดิได
ทั้งสิน้ (Ruff, 1993) ทําใหมีการนาํวัคซนีมาใชในการปองกันโรคบิดเพิ่มมากขึ้น ซึ่งพบวาไดผลดี 
กวาการใชยาตานบิด นอกจากนี้การใชวัคซีนยังทําใหไกสามารถสรางภูมิตานทานไดนานขึ้นหลัง 
จากมกีารติดเชื้อบิดติดตอกัน 2-3  คร้ัง (Joyner and Norton, 1973; Long et al., 1986; 
Vermeulen et al., 2001) โดยวัคซนีปองกันโรคบิดมีดวยกนั 2 ประเภท คือ ประเภท virulent 
vaccine และ attenuated vaccine ที่ประกอบดวยโอโอซีสตของเชื้อบิดชนิดตางๆ (oocyst 
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vaccine หรือ lived vaccine) โดยเฉพาะอยางยิ่ง virulent vaccine ผูใชจะตองมีการควบคุม
ปริมาณของวคัซีนที่ใชอยางระมัดระวัง เพื่อไมใหเกิดโรครุนแรงหลังการใหวัคซนี (Shirley, 1992) 
เพราะไมสามารถทราบถึงปริมาณที่แทจริงของชนิดเชื้อบิดในวัคซีนได จึงทําใหในบางครั้งการเกดิ
โรคบิดในไกอาจมีผลมาจากการใหวัคซีนก็เปนได (Shirley et al., 1983)  

การควบคุมโรคบิด ประกอบไปดวย การปองกัน การรกัษา รวมทัง้การจัดการฟารม ใหได
อยางเหมาะสม ซึ่งปจจัยตางๆ เหลานี้จาํเปนตองมีวธิีการตรวจวินิจฉยัทีม่ีความไวและความ 
จําเพาะสงู โดยสวนใหญของการตรวจวนิิจฉัย เพื่อแยกชนิดของเชือ้บิด ทาํไดโดยตรวจสอบระยะ 
เวลากอนปรากฎโรค (Prepatent period) หรือแยกขนาดโอโอซสีตของเชื้อบิด และศึกษาจาก
ตําแหนงและรอยโรคของเชื้อบิดแตละชนิด รวมทัง้การขูดเนื้อเยื่อบริเวณ mucosal จากลาํไสสวน
ตางๆ และไสตัน และการศึกษาจุลพยาธวิิทยาของผนังลําไส (Mattiello et al., 2000) แตเนื่องจาก
การแยกชนิดของเชื้อบิดดวยวิธีการตางๆ เหลานี้ ยังคงใหผลการตรวจที่คลาดเคลื่อน เชน ขนาด
ของโอโอซีสตที่มีความใกลเคียงกนัในแตละชนิดของเชือ้บิด โดยเฉพาะขนาดของโอโอซีสตระหวาง
เชื้อบิด E. tenella และ E. necatrix  ที่มีขนาดและรูปรางคลายคลงึกนัมาก นอกจากนี้ตําแหนงรอย
โรคที่เกิดขึ้นบริเวณลําไสของเชื้อ E. acervulina และ E. praecox อาจเกิดขึ้นในตาํแหนงเดียวกนั 
คือ ลําไสสวนตน จงึทาํใหการตรวจวินจิฉยัแยกชนิดของเชื้อบิดอาจคลาดเคลื่อนได (Barta et al., 
1997) ซึ่งวิธีการแยกชนิดเชือ้บิดที่กลาวมาทัง้หมดนี้ จาํเปนตองอาศยัความสามารถของผูตรวจทีม่ี
ความชาํนาญสูง ในการแยกชนิดของเชื้อบิดเหลานี้ออกจากกนัได (Long and Joyner, 1984)  

ปจจุบันไดมีการนําวิธทีางดาน อณูพนัธศุาสตร (Molecular genetics) มาใชในการแยก
ชนิดเชื้อบิดไก (Ellis and Bumstead, 1990; McPherson and Gajadhar, Procunier et al., 
1993; Shirley, 1994b; Shirley, 1996; Tsuji et al., 1997; Woods et al., 2000; Gasser et al., 
2001) เพราะความรูทางดานนี้ชวยพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยใหมีความไวและความจาํเพาะ
สามารถตรวจหาและแยกความแตกตางของเชื้อบิดแตละชนิดได ซึ่งไมจําเปนตองใชเชื้อบิดที่ยงัมี
ชีวิตในปริมาณมากหรืออาจใชเชื้อบิดที่ตายแลวแตยังม ี DNA อยู (Weiss,1995) และเปนวิธกีาร
ตรวจที่ใหประสิทธิภาพสูงกวาวธิีการตรวจหาปรสิตโดยตรงดวยกลองจุลทรรศน   

ดังนัน้ความรูทางดานอณูพนัธุศาสตรของเชื้อบิด สามารถนํามาใชเปนแนวทางในการ 
ศึกษาแยกชนดิเชื้อบิดได โดยอาศัยความรูพื้นฐานของสารพนัธกุรรม (DNA) ไมวาจะเปน วิธ ีPCR 
(Polymerase chain reaction) (Stucki et al., 1993) และวิธ ี RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) หรือวิธ ี RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA) 
(Costa et al., 2001) และสําหรับประเทศไทยยงัไมเคยมีรายงานการประยุกตใชวิธีเหลานี้ในการ 
ศึกษาการจําแนกชนิดเชื้อบิดไก หรือจําแนกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไกทีต่ิด
เชื้อบิดแตอยางใด 
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ดังนัน้ในการศึกษาครั้งนี้มวีตัถุประสงคเพือ่จําแนกชนิดและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิด 
จากเชื้อบิด E. tenella strain CB38 (Laboratory isolation) และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
(virulent vaccine) เปนแหลงของเชื้อบิด ซึ่งประกอบดวยเชื้อบิด 4 ชนดิ ไดแก E. acervulina,  
E. maxima, E. necatrix และ E. tenella และศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิดที่บริเวณลําไสสวนตางๆ 
และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox (I) ดวยวิธี 
PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene เพื่อศึกษาความหลากหลาย (polymorphisms) ของเชื้อบิด
ไกชนิดตางๆ รวมทัง้ศึกษาความไวและความจําเพาะของการตรวจวินจิฉัยดวยวิธี PCR-RFLP 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาความไวและความจําเพาะในการตรวจแยกชนดิเชื้อบิด Eimeria spp. ที่บริเวณ 
18S rRNA gene ดวยวิธ ีPCR-RFLP  

2. เพื่อศึกษาชนดิและปริมาณสัมพันธ (relative quantitative) ของเชื้อบิด จากเชื้อบิด  
E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) เปนแหลงของเชื้อ และตรวจแยกชนิด
เชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และ
วัคซีน Immucox(I) ในปริมาณแตกตางกัน 

 
1.3 สมมุติฐานของการวจิยั 

1. วิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene เปนวิธทีี่มคีวามไวและความจาํเพาะสงูในการ
ตรวจแยกชนดิเชื้อบิดไกไดจริงหรือไม  

2. วิธี PCR-RFLP เปนวธิีที่มีความไวและความจาํเพาะสูงในการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดที่
บริเวณ 18S rRNA gene ในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด  
E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในปริมาณแตกตางกนัไดหรือไม   

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 

1. เพื่อใช 18S rRNA gene เปน genetic marker ที่มีความไวและความจาํเพาะในการ
จําแนกชนิดของเชื้อบิดในไก ดวยวิธ ีPCR-RFLP ไดในขั้นมาตรฐาน 

2. ทําใหทราบชนดิและปริมาณสัมพันธของเชือ้บิดที่อยูใน E. tenella CB38 วัคซีนเชื้อเปน 
Immucox (I)  

3. เพื่อนาํวิธ ี PCR-RFLP มาประยุกตใชในการตรวจวินจิฉัยหาโรคบิดในฟารมไก เพื่อเปน
แนวทางในการใชยาและวัคซีนในการปองกันโรคบิด ตอไปในอนาคต 



 
 

                

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
2.1 เชื้อบิด 

เชื้อบิดไกสกุล Eimeria เปนสัตวเซลลเดียวที่จัดทางอนกุรมวิธานไดดังนี้คือ:  
Phylum: Apicomplexa 

Class: Sporozoasida 
Subclass: Coccidiasina 

Order: Eucoccidiorida 
Suborder: Eimeriorina 

Family: Eimeriidae 
Genus: Eimeria 

เชื้อบิดสกุล Eimeria มีระยะของเชื้อทีส่ามารถฝงตัวและทําลายเซลลลําไสไดหลายระยะ 
ไดแก ระยะ sporozoites (ดังรูปที่ 2.1) ระยะ merozoites และระยะอื่นๆ โดยจะใชสวนของ apical 
poles นําเขาไปในเซลลของโฮสต (Shirley, 1992) ซึ่ง apical poles ประกอบดวย polar ring 
microneme rhoptries conoid และ subpellicular microtubule (Shotyseck, 1973) โดยการ
เจริญเติบโตของเชื้อจะมทีัง้ระยะที่เกิดภายในเซลลของโฮสต (endogenous phase) คือ
schizogony และ gametogony และระยะที่เกิดภายนอกเซลลของโฮสต (exogenous phase) คือ 
sporogony ซึ่งเมื่อโอโอซีสตเจริญพัฒนาเปน sporulated oocyst ที่ประกอบไปดวย 4 sporocyst 
แตละ sporocyst ภายในม ี2 sporozoites จึงกลายเปนระยะการติดตอสูโฮสต  

เชื้อบิดในสัตวปกมีดวยกัน 9 ชนิด โดยแตละชนิดจะมีรูปราง ขนาดของโอโอซีสตและ
คุณลักษณะอื่นๆ ที่แตกตางกันไป คือ กลม เกือบกลม รูปไข หรือรูปรี โดยผนงัของโอโอซีสตมี 2 ชั้น 
มองเหน็ไดชัดเจนและใสไมมีสี แตผนงัของโอโอซีสตบางชนิดก็อาจมีสีเหลือง หรือสีเขียวได และ
ตําแหนงรอยโรคที่เกิดจากเชื้อบิดแตละชนิดก็แตกตางกัน ดงัตารางที่ 2.1 
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ตารางที ่ 2.1  เปรียบเทยีบตําแหนงรอยโรค ชนิดของเชื้อบิด ขนาดของโอโอซีสต พิสัยความยาว

และพิสัยความกวาง ทีพ่บไดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก 
ตําแหนงรอยโรค ชนิดของเชื้อบิด ขนาดโอโอซีสต พิสัยความยาว×พิสัยความกวาง  

(ไมโครเมตร) 
ลําไสสวนตน E. acervulina เล็ก (17.7-20.2 × 13.7-16.3) 
 E. hagani เล็ก (15.8-20.9 × 14.3-19.5) 
 E. praecox ใหญ (19.8-24.7 × 15.7-19.8) 
ลําไสสวนตนและสวนกลาง E. mivati เล็กมาก (11.1-19.9 × 10.5-16.2) 
ลําไสสวนกลาง E. necatrix กลาง (13.2-22.7 × 11.3-18.3) 
 E. maxima ใหญ (21.5-42.5 × 16.5-29.8) 
ลําไสสวนกลางและสวนลาง E. mitis เล็กมาก (11.7-18.7 × 11.0-18.0) 
ลําไสสวนทาย E. brunetti ใหญ (20.7-30.3 × 18.1-24.2) 
ไสตัน E. tenella กลาง (19.5-26.0 × 16.5-22.8) 

ที่มา: McDougald and Reid, 1991 
เชื้อบิดเปนปรสิตที่ตรวจพบไดในสัตวเกือบทุกชนิดและการคนพบเชื้อปรสิตในสัตวเกิกขึ้น 

มาเปนเวลานานกวา 300 ปแลว และเชื้อบิดเปนโปรโตซัวชนดิแรกที่มองเหน็ไดภายใตกลอง
จุลทรรศน โดยในป ค.ศ. 1674 นักวทิยาศาสตรชื่อ Leewenhock ไดตรวจพบโอโอซีสตของเชื้อบิด
ในอุจจาระของกระตาย ตอมาในป ค.ศ. 1865 Stieda ไดบรรยายถึงลักษณะของแตละ sporocyst 
ของ E. stiedai ซึ่งเปนระยะพัฒนาการเจริญเติบโตในชวงแรกของโอโอซีสตในป ค.ศ. 1870 Eimer 
พบวาโอโอซีสตของเชื้อบิด Gregorina  falciformis ในหนูมีดวยกนั 2 ลักษณะที่เปนสาเหตุทาํให
เกิดการติดเชือ้และแพรกระจายในหนูได ตอมาไดมีการศึกษาวงชวีิต ของเชื้อบิด E. schubergi ใน
ตะขาบ โดย Schaudinn ในป ค.ศ. 1900 หลังจากนัน้ ในป ค.ศ. 1926 Wenyon และในป ค.ศ. 
1973 Levine ไดตรวจพบ unsporulated oocyst และไดตีพิมพเอกสารของโรคบิดในไกที่เกิดจาก
เชื้อบิด E. avium เปนครั้งแรก และในป ค.ศ. 1929 พบวาเชื้อบิด E. avium เปนสาเหตุสําคัญทีท่ํา
ใหเกิดการสูญเสียอยางมากในการเลีย้งไก นอกจากนี้ยงัสามารถตรวจพบเชื้อบิดชนิดนี้ไดในไกปา
พันธุตางๆ นกกระจอกเทศ และไกงวง โดยสามารถตรวจพบเชื้อบิดทีเ่กิดขึ้นในไกไดมากกวา 1 ชนิด 
(Joyner,1985) จนกระทัง่ปจจุบันนี้ พบวาเชื้อบิดในไกมีดวยกนั 9 ชนิด ดงัไดกลาวขางตน และยัง
เปนสาเหตุทาํใหเกิดโรคบิดที่กลายเปนปญหาที่สําคัญในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกทั่วโลก (Molloy 
et al., 1998; Schnitzler et al., 1999 และ Woods et al., 2000) 
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รูปที่ 2.1 รูปราง sporozoite ของสัตวเซลลเดียวใน Phylum Apicomplexa 
 
2.2 วงชวีิต 

วงชวีิตของเชือ้บิดแตละชนิดจะไมแตกตางกันมากนกั โดยเริ่มตนจากการที่ไกกนิ 
sporulated oocyst (โอโอซสีตระยะติดตอ) ที่ปนอยูในอุจจาระ วัสดุรองพื้น น้ํา และอาหารเขาไป 
(Bains, 1979) ตอมาจะถกูกระเพาะบด (gizzard) และน้ํายอยบดผนังของโอโอซีสตใหแตกออก 
และปลอย sporocyst ออกมา เมื่อ sporocyst เดินทางไปถึงลําไสเลก็ จะถูกน้ํายอยเชน 
chymotrypsin หรือ น้าํดี (bile) และกาชคารบอนไดออกไซด (CO2) กระตุนให sporocyst แตก
ออกแลวปลอย sporozoite ออกมา sporozoite จะเขาไปฝงตัวอยูในเยื่อบุผนงัลําไสหรือไสตัน
ตามแตชนิดของเชื้อบิด (Allen and Fetterer, 2002) หลังจากที่ sporozoite ฝงตวัเขาไปในเซลล
ของชั้นเยื่อบุผวิ (epithelial cell) แลว จะเปลี่ยนเปนระยะ trophozoite ซึ่งมีขนาดเล็กและคอนขาง
กลม และจะถูกลอมรอบดวย parasitophorous vacuole ซึ่งเปนชองวางที่เกิดขึ้นระหวาง 
trophozoite และ cytoplasm ของเซลลโฮสต จากนั้น trophozoite จะเจริญเติบโตอยางรวดเร็วใน
แบบ schizogony หรือ merogony ซึ่งเปนการแบงตัวแบบไมมีเพศ โดยทีน่ิวเคลียสของ 
trophozoite จะแบงตัวเพิ่มจํานวนทําใหปรสิตมีขนาดใหญขึ้น ตอมาจะกลายเปนระยะทีเ่รียกวา 
schizont หรือ meront โดยในระยะแรกยังเจริญไมเต็มที่เรียกวา immature schizont หรือ 
immature meront และปรสิตจะเปลี่ยนรปูรางใหยาวขึ้น (spindle shape) เรียกวา merozoite ซึ่ง
เปนระยะที ่ schizont เจริญเต็มหรือเรียกวา mature schizont และในที่สุด merozoites เหลานี้จะ
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ดันโฮสตเซลลใหแตกออก ความแตกตางของจาํนวนรอบของการเจริญแบบไมมีเพศนี้อาจจะมี
ตั้งแต 2-4 รอบตามชนิดของเชื้อบิด โดยการเจริญระยะไมมีเพศครั้งที ่ 2 (second generation 
schizogony) ของเชื้อบิดชนิด E. tenella  และ E. necatrix จะเปนระยะที่สําคญัที่สุดทีท่ําใหไก
แสดงอาการของโรคอยางรุนแรงและอาจถึงตายได จากนั้นก็จะเริม่เขาสูระยะมีเพศ เรียกวา 
gametogony หรือ gamogony โดย microgametes จะแตกออกมาจาก microgametocyte แลว
เคลื่อนที่เขาไปผสมกับ macrogamete ได zygote ซึ่งเมื่อเจริญเต็มที่จะกลายเปน unsporulated  
oocyst และถกูขับปนออกมาในอุจจาระ จากนัน้จะพัฒนาเปนระยะ sporulated oocyst นอกตัวไก 
หรือตามวัสดุรองนอน ซึง่จะใชเวลาประมาณ 2-3 วัน โดยอาศัยปจจยั 3 ประการ คือ อุณหภูมทิี่
เหมาะสม ปริมาณออกซิเจน และความชืน้ ดังรูปที่ 2.2 (McDougald and Reid, 1991) 

รูปที่ 2.2 วงชวีิตของ Eimeria tenella (McDougald and Reid, 1991) 
 

2.3 อาการทางคลินกิ 
ไกที่ติดเชื้อบิดแตละชนิดจะแสดงอาการแตกตางกนัไปขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ ไดแก สาย

พันธุของเชื้อบิด จํานวนโอโอซีสตที่ไดรับ อาหาร สภาพของไก การจดัการภายในฟารม โปรแกรม
วัคซีนและการสรางภูมิคุมกนัในรางกายไดอยางเหมาะสม อายุของไก พันธกุรรมของไกและการติด
เชื้อหลายชนิดพรอมกัน (Vermeulen et al., 2001) ปจจยัเหลานี้เปนผลทําใหโรคบิดมีทั้งแบบแสดง
อาการและไมแสดงอาการ แตอาการทีพ่บไดสวนใหญในไกที่ติดเชือ้บิด คือ อาจมีอุจจาระรวงมี
เลือดปน อัตราการเจริญเตบิโตลดลง อัตราการไขลดลง หรือพบวาไกกินอาหารลดลงเนื่องจาก
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กระบวนการยอยหรือดูดซึมอาหารลดลง ซึ่งเปนผลจากผนังลาํไสถูกทาํลายจากเชื้อบิด รวมทั้งเกดิ
การสูญเสียน้าํ(dehydration) สูญเสียเลือด และไกจะมีความไวตอโรคอื่นๆ มากขึน้ เชน การติดเชื้อ 
Clostridium perfringens ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญทาํใหเกิด necrotic enteritis ได หรือเชื้อ 
Salmonella typhimurium ที่อาจเกิดรวมกับโรคบิดได (Van der Stroom and van der Sluis, 
1999) 

จากการทดลองของ McDougald และ Reid (1991) ไดทําการปอนโอโอซีสตของ  
E. tenella จํานวน 100,000 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว พบวาไกมีอัตราการปวยและอัตราการตายสงูขึ้น 
และมีน้ําหนักลดลงมาก เมือ่เปรียบเทียบกับไกที่ไดรับโอโอซีสตจํานวน 1-3,000 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
ซึ่งไมพบอัตราการตายของไก แตพบวามีอัตราการปวยและอัตราการเจริญเติบโตลดลง นอกจาก
จํานวนของเชือ้บิดที่สามารถสงผลกระทบตอไกไดแลวนั้น ยงัพบวาชนิดของเชื้อบิดก็สามารถสงผล
กระทบตอไกทีไ่ดรับเชื้อไดดวยเชนกนั และจากการศึกษาของ Williams (1998) ไดทําการทดลอง
ปอนโอโอซีสตของ E. acervulina, E. mitis และ E. praecox ชนิดละ 500,000 โอโอซีสต/ไก 1 ตวั 
พบวาไกที่ไดรับเชื้อบิด E. acervulina มีน้าํหนักลดลง 40%ตอไก 20 ตัว ในขณะที่ E. mitis และ  
E. praecox มีน้ําหนักลดลง 21% และ 25% ตอไก 20 ตัว ตามลาํดับ ในชวง 7 วนัหลังไดรับเชื้อบิด 
 
2.4 พยาธสิภาพและจุลพยาธวิิทยา 

เชื้อบิดแตละชนิดในไกกอใหเกิดพยาธิสภาพแตกตางกันออกไป เชน ตําแหนงรอยโรคที่พบ 
และการเปลี่ยนแปลงทางจลุพยาธิสภาพในแตละระยะของการติดเชือ้ ซึ่งจะพบไดบอยในชนิดของ
เชื้อบิดที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจเปนสวนใหญ โดยมีลักษณะพยาธิสภาพและจุลพยาธวิทิยา 
ดังนี้คือ 

E. tenella : ในวนัแรกหลังการไดรับเชือ้บิด และผลจากการผาซาก สามารถตรวจพบ 
sporozoite อยูใน intraepithelial lymphocyte ภายในไสตัน ตอมาในวนัที ่ 2 ของการติดเชื้อ พบ
หยอมเนื้อตายเล็กๆ ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั และในวนัที ่ 3 จะเริ่มมองเหน็จุดเลือดออกและไสตันขยาย
ใหญดวยตาเปลา และบรเิวณเยื่อบุผิวจะมีเชื้ออยูเปนจํานวนมากจึงอาจพบหยอมเนื้อตายบริเวณ
เสนเลือดฝอยที่มาเลีย้งชั้นกลามเนื้อ วนัที่ 4 พบวามีการอักเสบของไสตันและพบจุดเลือดออก
กระจัดกระจาย เนื้อเยื่อถูกทําลาย มี eosinophil, lymphocyte, monocyte และ plasma cell 
เพิ่มข้ึนจากกระบวนการเกิด second-generation ของ schizont ในการเจริญแบบไมมีเพศ ในวนัที่ 
5 พบการบวมน้ําในชัน้ใตเยื่อบุของลําไส และเหน็จุดเลือดออกชัดเจนมาก และในวนัที ่ 6 พบ 
caecal core จะมีสีเทาซึง่เปนกอนเลือดที่แข็งตัว โดยเนื้อเยื่อที่เกิดการเปลี่ยนแปลงถาไมเสยีหาย
มากจะกลับคืนสภาพปกติภายใน 10-12 วัน (McDougald and Reid, 1991) 
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E. necatrix :  ตรวจพบตําแหนงรอยโรคไดที่บริเวณลําไสสวนกลาง หลังจากไดรับเชื้อ 2-3 
วัน จะเห็นรอยโรคครั้งแรกในระยะ first generation schizogony ตอมาในวันที่ 3 และ 4 เร่ิมมีจุด
เลือดออกที่เยื่อบุผนังลําไส โดยมีเม็ดเลือดขาวแทรกตามเนื้อเยื่อลําไส ทําใหผนังลําไสหนาขึ้น และ
มีจุดขาวของ schizont ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อบิดชนิดนี้และมีของเหลว เลือด และเศษชิ้น
เนื้ออยูภายในลําไส ในวันที่ 5-6 พบเนื้อตายและการอักเสบที่บริเวณลึกลงไปถึงชั้น lamina propria 
ของลําไสและอาจลึกถึงชั้น muscularis mucosae และในวันที่ 6 จะเห็นรอยโรคในระยะ second 
generation schizogony ที่มีการลอกหลุดของเนื้อเยื่อ และจะกลับสูสภาพปกติ ถาการหายไม
สมบูรณก็จะเกิดแผลเปนขึ้นในลําไส นอกจากนี้รอยโรคที่เกิดขึ้น อาจเกิดจากระยะ third 
generation schizogony ที่มี 6-16 merozoites จึงทําใหเกิดพยาธิสภาพเพียงเล็กนอย ซึ่งรอยโรคที่
เกิดในระยะนี้ สามารถตรวจพบไดทั้งที่ลําไสสวนกลางและไสตัน (McDougald and Reid, 1991) 

E. acervulina : จากการผาซาก สามารถตรวจพบรอยโรคไดบอยที่บริเวณผิวของลําไส
สวนตน โดยครั้งแรกที่เยื่อบุผิว จะมีจุดขาวๆ อยูเปนแนวยาวตามขวางเหมือนขั้นบันได และลําไส
อาจจะมีสีขาวซีดและภายในจะมีของเหลวที่เปนน้าํ โดยรอยโรคจะประกอบไปดวย schizonts, 
gametocytes และโอโอซีสตที่กําลงัเจริญเติบโต  (McDougald and Reid, 1991) 

E. maxima : ในชวงวนัที ่ 1-4 หลังจากไดรับเชื้อบิด สามารถตรวจพบเนื้อเยื่อของลําไส
สวนกลางที่ถกูทําลายได ในการเจริญของเชื้อบิดระยะ first generation schizonts ตอมาหลงัจาก
ไดรับเชื้อบิดมาเปนเวลานาน 5 ถึง 8 วนั จะเกิดการเจริญของเชื้อบิดระยะมีเพศทีบ่ริเวณลึกลงไป
ของเนื้อเยื่อลําไส (McDougald and Reid, 1991) ทําใหบริเวณลําไสเกิดการหนาตัวขึ้น โดยภายใน
ลําไสมีของเหลวใสไมมีสีที่อาจเปลี่ยนเปนสีสมหรือสีชมพูได และพบวาม ี eosinophil รวมกับ 
mononuclear cell ในตําแหนงปลายยอดของ villi (ผองพรรณและคณะ, 2537) 
 
2.5 การตรวจวินิจฉัย 

การตรวจแยกชนิดของเชื้อบิดสวนใหญทําไดโดย ศึกษาระยะเวลากอนปราฏโรค การวัด
ขนาดของโอโอซีสต และตําแหนงของการเกิดรอยโรคในลําไส โดยการตรวจดวยกลองจุลทรรศน
แสงสวาง และการศึกษาจุลพยาธิวทิยา (Mattiello et al., 2000) เชื้อบิดบางชนิดมขีนาดและรูปราง
คลายคลึงกนั เชน E. brunetti, E. maxima และ E. praecox  มีโอโอซีสตขนาดใหญและกลม สวน 
E. mitis และ E. mivati มโีอโอซีสตขนาดเล็กมากและเกือบกลม นอกจากนี้ยงัพบวา E. tenella 
และ E. necatrix  ซึ่งเปนเชื้อบิดชนดิที่ทําใหเกิดโรคไดมากที่สุดโอโอซีสตจะมขีนาดและรูปราง
คลายคลึงกนัมาก (ตารางที ่2.1) และยังพบวาในระยะ second generation schizont ของ  
E. tenella ทีพ่บไดภายในชั้น lamina propria ของไสตันนัน้ ในบางครั้งพบวามีเชือ้บิดชนิด 
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E. necatrix  ในระยะ third generation schizont สามารถเกิดรอยโรค ณ. ตําแหนงเดียวกนัไดกับ
เชื้อบิดชนิด E. tenella หรืออาจพบรอยโรคผิดไปจากตําแหนงทีค่าดวาจะพบตามตารางที ่ 2.1 
(McDougald and Reid, 1991) ดังนั้นการตรวจเพื่อแยกชนิดของเชื้อบิดดวยวิธดีังกลาวอาจเกิด
ความผิดพลาดและสับสนได 

ในป ค.ศ. 1975 Shirley ไดศึกษาการแยกชนิดของเชื้อบิดจากเอนไซม LDH (Lactate 
dehydrogenase), GPI (Glucose phosphate isomerase), 6PGD (6-Phosphogluconate 
dehydrogenase) และ G6PD (Glucose-6-phosphate dehydrogenase) โดยศึกษาดวยวธิี 
enzyme electrophoresis สามารถแยกเชื้อบิดได 6 ชนิด กับ 11 สายพันธุ (strain) ในป ค.ศ. 1982 
Chapman ไดศึกษาเอนไซม GPI เพื่อแยกชนิด E. acervulina, E. praecox และ E. mivati  ตอมา
ในปค.ศ. 1991 Kucera ไดใชเอนไซม LDH และ GPI แยกชนิดเชื้อบิดของประเทศ เชคโกสโลวา
เกียได และในป ค.ศ.1997 Johnston และ Fernando ไดศึกษาเอนไซม 10 ชนิด ไดแก AO 
(aldehyde oxidase), ALP (alkaline phosphatase), AMY (amylase), FUM (fumarate  
hydratase), GOT (glutamate-oxaloacetate transferase), IDH (isocitrate  dehydrogenase), 
MDH (malate dehydrogenase), PGM (Phosphoglucomutase), G6PDH และ GPI พบวา 
G6PDH, GPI, IDH, MDH และ PGM สามารถตรวจพบไดในเชื้อบิดทกุชนิด สวน G6PDH สามารถ
ตรวจแยกไดถึงในระดับสายพันธุ ซึ่งวิธีการตรวจดวย enzyme electrophoresis เปนวิธีที่ใหผล
นาเชื่อถือแตไมสะดวกในการเตรียมและตองใชโอโอซีสตจํานวนมากเพื่อมาวิเคราะหผล  

จากการศึกษาแยกชนิดเชื้อบิดจากจํานวนและขนาดของโครโมโซม ของ Shirley และคณะ 
(1990), Fernando และ Pasternak (1991) และ Shirley (1994b) ดวยวิธี PFGE (Pulsed Field 
Gel Electrophoresis) พบวาความหลากหลายของขนาดและความยาวของ genome ทัง้หมดโดย
เฉลี่ยประมาณ 7 Mbp โดยพบวาเชื้อบิดแตละชนิดจะมีจํานวนและขนาดโครโมโซมแตกตางไปคือ 
E. acervulina ม ี8 โครโมโซม E. brunetti มี 5 โครโมโซม E. maxima มี 10 โครโมโซม E. necatrix 
มี 6 โครโมโซม และ E. tenella มี 9 โครโมโซม (Fernando and Pasternak, 1991)  

ในปค.ศ. 1997 Tsuji และคณะ ไดใชวิธ ี PCR ในการแยกชนิดเชื้อบิด ดวยวิธ ี two-step 
PCR เพื่อใชเปนวิธีในการตรวจวินจิฉัยและศึกษาทางดานระบาดวทิยาของโรคบิดในไกทัง้ 8 ชนดิ 
ไดแก E. acervulina, E. brunetti,  E. mitis,  E. maxima, E. necatrix, E. praecox, E. tenella 
และ E. hagani ตอมาก็ไดมีการใชวธิ ีPCR ในการตรวจหา E. acervulina  เพื่อเปนพืน้ฐานในการ
วิเคราะหแยกชนิดและตรวจหาเชื้อบิดในไก (Molloy et al., 1998) สวน Schnitzler และคณะ 
(1999) ไดใชวิธี PCR เพิ่มสารพันธุกรรมทีต่ําแหนง ITS1 (Internal Transcribed  Spacer Region 
1) ของ ribosomal DNA เพื่อใชในการตรวจหาและแยกความแตกตางของเชื้อบิด 7 ชนิด ใน
ประเทศออสเตรเลีย ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. mitis, E. maxima,  E. necatrix,  
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E. praecox และ E. tenella  ดังนัน้วธิ ี PCR จึงเปนวธิีที่สะดวกและงาย เพราะสามารถนําไปใช
รวมกับเครื่อง PCR ที่มีความแมนยําในการทาํงานไดเปนอยางดี (Yao-Chi et al., 2003) รวมทั้ง
สามารถทํางานไดแมจะมีจํานวนโอโอซีสตนอยก็ตาม และเปนวิธีทีม่ีความไวมากกวาวิธ ี enzyme 
electrophoresis ทําใหปจจุบันวธิ ี PCR ไดถูกนาํมาประยุกตใชในการศึกษาทางดานวทิยาการ
ระบาดของปรสิตในสัตวอยางแพรหลาย โดยพบวาวิธนีีจ้ะสามารถจําแนกชนิดและสายพนัธุได ซึ่งมี
ประโยชนตอการนําผลที่ไดไปใชในการวางแผนการใชยาและวัคซนีตอไปในอนาคต (Shirley,1997) 
นอกจากนี้ไดมีการนาํวธิ ี RAPD-PCR มาใชเพื่อแยกความแตกตางของเชื้อบิดแตละชนิดและ
ระหวางสายพนัธุของเชื้อบิดชนิดเดียวกัน (McPherson and Gajadhar, 1993; Procunier et al., 
1993; Shirley and Bumstead, 1994; Cere et al., 1995; Guo and  Johnson, 1995; Johnston 
and Fernando, 1995; Costa et al., 2001) และไดมีการใชวิธี Recombinant DNA probe ในการ
แยกความแตกตางระหวางสายพนัธุของ E. tenella (Shirley, 1994a) และไดพัฒนาเพื่อเปน 
markers สําหรับ precocious เพื่อตรวจหาสายพันธุดื้อยา (Shirley, 1996)  
 
2.6 ชีววิทยาของ Ribosome  

Ribosome เปนออรกาเนลที่อยูในไซโตพลาสซมึทําหนาที่ในการแปลรหัสพนัธุกรรมจาก 
mRNA ของเซลลใหเปนลาํดบัโปรตีน โดยขนาดของ Ribosome สามารถวัดจากอัตราการเคลื่อนที่
ภายใตแรงเหวี่ยงและมีหนวยเปน Svedberg หรือ S (1S=10-13 วินาท)ี ซึ่ง Ribosome ของสิ่งมีชวีิต
ชั้นสูงหรือเซลลยูคาริโอต (Eukaryotic cell) มีขนาด 80S ที่ประกอบดวย 2 หนวยยอย ไดแก 40S ที่
มีน้ําหนักโมเลกุล 1.4×106 มี subunit ประกอบดวย 18S rRNA และโปรตีน 33 ชนิด และขนาด 
60S ที่มนี้ําหนกัโมเลกุล 2.8×106 มี subunit เปนสวนประกอบของ rRNA 3 ชนิด ไดแก 28S, 5.8S, 
5S และมีโปรตีน 49 ชนิด โดยแตละ subunit จะทาํหนาที่จําเพาะในการแปลรหสัจาก mRNA ให
เปนโปรตีน โดยอาศัย rRNA สําหรับการทํางาน (Campbell et al.,1999) ซึ่งประโยชนจากการใช
ยีน SSUrRNA (Small Subunit Ribosomal RNA ) มีหลายประการคือ ใชการศึกษาในระดบัชีว
โมเลกุลของ Ribosome การหาความสัมพนัธระหวางสิง่มีชีวิต และการนํามาประยุกตใชในงานการ
ตรวจวินิจฉยั เนื่องจากลําดับเบสของ 18 SSUrRNA ในสิ่งมีชวีติเดียวกนัมีความเหมือนกันและ
แตกตาง จากลําดับเบสของสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ จงึนิยมใชลําดับเบสของ SSUrRNA ของสิ่งมีชวีติ
ตางๆ มาเปรียบเทียบกันเพื่อใชในการจัดกลุมหาความสมัพันธทางวิวฒันาการของสิ่งมีชีวิต (Water 
et al., 1991; Ananias and Francisco, 1994) 
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2.7 การวินิจฉัยดวย PCR-RFLP ในปจจุบัน 

ปจจุบันไดมีการนําวิธ ี Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 
polymorphism (PCR-RFLP) มาใชในการตรวจวินิจฉัยแยกชนิดเชื้อบิดในไก โดยอาศัยพื้นฐานของ
สารพันธุกรรม (DNA) ที่สกดัไดจากเชื้อบิดระยะตางๆ เชน merozoite, schizont, gametocyte, 
zygote หรือโอโอซีสต มาใชเปนแมพิมพ (template) ในปฏิกิริยา PCR โดยม ีprimers คูที่ไดรับการ
ออกแบบใหเหมาะสมกับการเพิ่มจํานวน DNA ในตําแหนงที่ตองการศึกษา ซึ่งจากการศึกษาของ 
Yao-Chi และคณะ (2003) พบวาจากการใชวิธี PCR ทีบ่ริเวณ Internal Transcribed Spacer 1 
(ITS 1) สามารถแยกชนิดเชือ้บิดได 5 ชนดิ ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. maxima,  
E. necatrix  และ E. tenella  รวมทั้งการนําวิธี PCR มาใชในการแยกแตละสายพนัธุของ 
E. maxima  ทั้ง 5 สายพนัธุที่พบไดทางตอนเหนอืของอเมริกาไดอยางมีประสิทธิภาพอีกดวย 
(Barta et al., 1998) และเนื่องจากเชื้อบิดในไกมีดวยกันทั้งหมด 9 ชนิด ดังนั้นจึงมีการศึกษา
ทางดาน phylogenetic ของเชื้อบิดที่บริเวณ 18S ribosomal sequence โดยอาศัยวิธี PCR เชนกนั 
(Barta et al., 1997) และจากการศึกษาของ Jinnemen และคณะ (1996) ไดศึกษาความแตกตาง
ระหวาง Cyclospora spp. และ Eimeria spp. ที่บริเวณ 18S Ribosomal RNA gene ดวยวธิี 
PCR-RFLP ดวยเอนไซม  Mnl I นอกจากนี้ยงัมีการใช PCR-RFLP ในการแยกเชื้อบิดในไก 6 ชนิด 
ไดแก E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. praecox และ E. tenella  ที่
บริเวณ ITS 2 ดวยเอนไซม Cfo l, Sau3 AI และ Taq I (Woods et al., 2000) 

ดังนัน้จากขอมูลดังกลาวขางตนพบวาการใชวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธทีี่บงบอกความ
หลากหลายทางชวีภาพที่สามารถจําแนกชนิดได โดยการตัด DNA จากผลิตภัณฑของ PCR ดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสมเพื่อใหเกิดเปนแบบแผนทีจ่ําเพาะและมคีวามแตกตางกันในระหวาง
กลุม หรือสายพันธุของสิง่มีชีวิตตาง ๆ โดยแบบแผนของชิน้สวน DNA ที่ถกูตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะเหลานี้จะถกูนาํมาวิเคราะหดวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis (Brown, 1999) และ
พบวาวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธีทีม่ีความจาํเพาะสูง (Sangster et al., 2002) ซึ่งจากผลิตภัณฑของ 
PCR-RFLP ทีไ่ด จัดไดวาเปนวิธกีารตรวจวินิจฉยัในเชงิคุณภาพ (Qualitative technique) แลวนัน้ 
ยังสามารถตรวจวนิิจฉัยโรคบิดในเชิงปริมาณ (Quantitative technique) ไดอีกดวย โดยวิธกีาร
ตรวจวินิจฉยัเชิงปริมาณที่นยิมใชกนั คือ การนับจาํนวนโอโอซีสตดวยวิธ ีMcMaster chamber ซึ่ง
ผลที่ไดมีความผันแปรมาก และไมสามารถแยกชนิดของเชื้อบิดได ยกเวนโอโอซีสตของ E. maxima  
ที่มีขนาดใหญที่สุด และจากการที่ไมสามารถแยกชนดิเชื้อบิดไดอยางแนชัด ทาํใหการประเมิน
สถานะภาพการเกิดโรคบิดของเชื้อบิดแตละชนิดจงึทาํไดยาก ดังนัน้การตรวจวินจิฉัยเพื่อใหทราบ
ชนิดของเชื้อบิดและปริมาณสัมพันธของเชือ้บิดแตละชนิด จึงชวยทาํใหสามารถประเมนิ
สถานะภาพการเกิดโรคบิดไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น  



 
 

                

บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

แผนการทดลองครั้งนี้แบงออก 11 ขั้นตอน ดังนี ้
3.1 ไกทดลองและการเตรียมไกทดลอง 
3.2 เชื้อบิดอางอิงและการเตรียมเชื้อบิด 
3.3 การทดลอง 

แบงการทดลองเปน 2 ขั้นตอน 
 3.3.1 ศึกษาการแยกชนิดเชือ้บิดจาก stock E. tenella CB38 และจาก stock วัคซีน  

          เชื้อเปน Immucox(I) กอนปอนเชือ้บิดใหไก ดวยวิธ ีPCR-RFLP 
3.3.2 ศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิดที่บริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่  
  สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับ E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ
  เปน Immucox(I) ในระดบัปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ีPCR-RFLP 

3.4 การสกัด DNA 
3.5 การออกแบบ Primer 
3.6 การเพิ่มปริมาณ DNA ดวย PCR 
3.7 การยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
3.8 การทดสอบความไวของ PCR-RFLP 
3.9 การทดสอบความจาํเพาะของ PCR-RFLP 
3.10 ศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิด 

  3.11 การวิเคราะหและประเมินผล 
 
3.1 ไกทดลองและการเตรยีมไกทดลอง 
 3.1.1 ไกทดลอง 

 ไกไขเพศผู พนัธุ Babcock B 380 จํานวน 200 ตัว 
3.1.2 การเตรียมไกทดลอง 
 3.1.2.1 การเตรียมหองเลีย้งไกทดลอง 
  ไกทดลองทั้งหมดทําการเลี้ยง ณ อาคารสตัวทดลองชัน้ 8 ตึก 60 ป คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ที่ผานกระบวนการทาํความสะอาดหองเลี้ยงไกและ
บริเวณใกลเคียงดังนี้คือ ขัดลางดวยน้าํยาลางหองน้าํ ลางออกดวยน้ําสะอาด ตามดวยโซดา 
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ไฟที่ผสมกบัน้าํ เพื่อขจัดสิง่สกปรกที่ติดอยูตามซอกพืน้ และถพูื้นดวยน้าํที่ผสม chlorox 
หลังจากนั้นราดพื้นและบริเวณโดยรอบดวยน้ํารอนอีกครัง้ โดย 5 วัน กอนนาํไกเขาเลี้ยงใน
หอง ทาํการฆาเชื้อดวย formaldehyde ในอัตราสวนดางทับทิม 1 สวน : ฟอรมาลนี 2 สวน 
 3.1.2.2 การทํากลองเลีย้งไกทดลอง 
  ไกทุกตัวที่ทาํการทดลองในครั้งนี้ นาํมาเลี้ยงในกลองกระดาษลูกฟูกที่ผานการ
ประดิษฐขึ้น เพื่อปองกนัการปนเปอนของเชื้อบิดจากสิง่แวดลอม (ภาคผนวกรูปภาพที ่ 1 และ 
2) โดยมีวิธีทาํกลองดงันี้คือ นํากลองกระดาษลูกฟูกขนาด 13x17x15 นิ้ว จํานวน 20 กลอง 
และขนาด 18x24x17 นิ้ว จาํนวน 4 กลอง ทาํการตัดฝากลองทั้ง 4 ดานออก และตัดบริเวณ
ขอบดานลางของกลองตามแนวยาวทางดานหนากลอง ใหมีความกวาง 1.5 นิ้ว เพือ่สอดวาง 
future board ที่คลุมดวยกระดาษหนังสอืพิมพ สําหรับเก็บอุจจาระไก และจากสวนดานลาง
กลองทีถู่กตัดทําการวัดขึ้นมา 5 นิ้ว จากพื้นกลอง ตดักลองตามแนวยาวอกีครั้ง ใหมีความ
กวาง 0.5 นิ้ว สําหรับสอดลวดที่ยืน่ออกมานอกกลอง โดยในสวนของภายในกลองกระดาษ ให
นําลวดตาขายที่มีขนาดของรูตาขายขนาดเล็กมาทําเปนที่สําหรับใหไกยืน โดยวางลวดตาขาย
ใหสูงจากพื้นกลอง 5 นิ้ว และดานบนของกลองใหคลุมดวยผาขาวบางตาถี่ที่ผานการฆาเชื้อ
ดวยหมอนึง่ความดนัไอ (autoclave) 
 3.1.2.3 การเตรียมไกทดลอง  
  นําไกอายุ 1 วัน จํานวน 400 ตัว จากโรงฟกที่ปลอดเชื้อ โดยทาํการแบงไก
ออกเปน 2 กลุมการทดลอง กลุมละ 200 ตัว และในแตละครั้งของการทดลองใหแบงเลี้ยงไกใน
กลองกระดาษลูกฟูกขนาด 13×17×15 นิ้ว จากขอ 3.1.2.2 กลองละ 10 ตัว จํานวน 20 กลอง 
โดยอาหารที่ใชเลี้ยงไกในชวง 5 วันแรกเปนอาหารสูตรมยีากนับิด และกอนปอนเชื้อบิด 2 วัน 
เปลี่ยนอาหารเปนสูตรไมมียากันบิด และใชอาหารสูตรไมมียากันบิดตลอดการทดลอง 
  ตรวจอุจจาระไกทุกกลุม ทกุวัน ตลอดการทดลอง เพือ่ตรวจหาโอโอซีสตของ
เชื้อบิด ดวยวธิี Floatation concentation (วิธีทําใหโอโอซีสตลอยตัว) ซึ่งมวีิธีดงันี้คือ เก็บ
อุจจาระจากพืน้กลองที่คลุมรองดวยกระดาษหนงัสือพิมพ โดยทาํการเปลี่ยนกระดาษหนงัสือ 
พิมพทุกวัน นําอุจจาระที่ไดทั้งหมดผสมใหเขากนั แลวตักแบงอุจจาระมาประมาณ 5 กรัม 
ผสมกับน้าํเกลืออ่ิมตัว ที่มคีาความถวงจาํเพาะ 1.12 คนใหเขากัน แลวกรองสารละลายผาน
กระชอนที่มีผากอซอยูดานบนลงมายงักระบอกพลาสติกใสเบอร 1 หลังจากนั้นนาํสารละลาย
ที่ไดเทใสกระบอกพลาสตกิใสเบอร 4 จนกระทั่งเต็มปร่ิมถึงขอบ นาํ cover glass ขนาด 
22x22 มิลลิเมตร วางปดดานบน ตั้งทิง้ไวประมาณ 5 นาที แลวนํา cover glass มาวางบน
แผนกระจกแกว ตรวจหาโอโอซีสตดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง ที่กาํลังขยายเลนสวัตถุ 10x 
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และ 40x และในกรณีที่ตรวจพบโอโอซีสตจากอุจจาระกอนการปอนเชือ้ในไกกลุมใด จะทําการ
คัดทิ้งไกกลุมนั้นทันท ี 
  นําไกอาย ุ 7 วนั มาใชในการทดลอง ขอ 3.3.2.1 และขอ 3.3.2.2 โดยกอนการ
ทดลองปอนเชือ้บิด 1 วัน แบงไกสะอาด 200 ตัว/1 การทดลอง ออกเปน 4 กลุมๆ ละ 50 ตัว/1 
กลอง เลีย้งในกลองกระดาษลูกฟูกขนาด 18×24×17 นิ้ว  
 

3.2 เชื้อบิดอางอิงและการเตรยีมเชื้อบิด 
3.2.1 เชื้อบิดอางอิง 

 3.2.1.1 เชื้อบิด E. tenella CB38 เปนเชื้อบิดที่ไดเพาะเลี้ยงตอเนื่องไวที่หนวยปรสติ 
      วิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัง้แตป 2538 

 3.2.1.2 เชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) จากบริษัท Fort Dodge (USA)    
ประกอบดวยโอโอซีสตของเชื้อบิด 4 ชนิด คือ E. acervulina, E. maxima,  

           E. necatrix และ E. tenella 
3.2.2 การเพิม่จํานวนเชื้อบิด E. tenella  CB38 (Propagation of Parasites) 

 ใชไกอายุ 3 สัปดาห จาํนวน 20 ตัว เนื่องจากจะทาํใหไดจํานวนโอโอซีสตมากกวาไก
อายุนอย โดยนําเชื้อบิดมาปอนใหไกจาํนวน 60,000 sporulated oocysts/ไก 1 ตัว ดวยหลอด
ฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ตอกับเข็มเบอร 18 ตัดปลาย โดยนับวันปอนเชื้อบิดเปนวนัที ่1 และ
ทําการเก็บเชือ้บิดระยะโอโอซีสตในวันที ่ 7 โดยขูดเกบ็เชื้อบิดจากบริเวณไสตันเทานั้น แลวจงึ
นําสิง่ที่ขูดไดทัง้หมดมาปนดวยเครื่องปน แลวกรองผานกระชอนตาถี ่ ใสใน sedimentation 
flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน แลวลางตะกอนซ้าํ 2-3 คร้ัง ดวยน้ํากลัน่ โดย
คร้ังสุดทายเทน้ําใสสวนบนทิ้ง ใหเหลือตะกอนประมาณ 30 มิลลิลิตร เทใสหลอดปนขนาด 50 
มิลลิลิตร นําไปปนที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาท ีตอจากนัน้ดูดน้ําออกใหมากที่สุดจนเหลือแต
ตะกอน ทาํการเติม 2.5% K2Cr2O7 ลงไป เขยาใหตะกอนภายในหลอดกระจายตวั แลวเทใส 
จานแกวขนาดใหญ และทาํใหโอโอซีสตแบงตัวพฒันาเปน sporulated oocyst ดวยการให 
ออกซิเจนโดยใชเครื่องเปาผม เปาลมเยน็ลงในจานแกวขนาดใหญ วนัละ 2-3 คร้ัง เปนเวลา 2 
วัน แลวจงึเกบ็รักษาไวในขวดแกวทีม่ีฝาปดและเก็บในตูเย็น 4 องศาเซสเซียส สาํหรับใชเปน 
stock ของ E. tenella CB38 ตลอดการทดลอง 
3.2.3 การเตรียมเชื้อบิด 
 ตรวจนับจํานวน sporulated oocysts จาก stock ของเชื้อบิด E. tenella CB38 จากขอ 
3.2.2 ที่เก็บไวใน 2.5% K2 Cr2O7 และ sporulated oocysts ของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในสารละลายสําหรับเก็บรักษา ดวยวิธ ี M c M a s t e r  c h a m b e r  ( C o n w a y  a n d 
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McKenzie,1991) เพื่อหาจํานวนโอโอซสีตในสารละลาย 2.5% K2 Cr2O7 และในสารละลาย
สําหรับเก็บรักษา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากขวด stock ของเชื้อบิด E. tenella CB38 และ
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) โดยดูดโอโอซีสตตามจํานวนที่ตองการใช ข้ึนมาปนลางดวยน้าํ
กลั่น 3 คร้ัง เพื่อเอาสารละลาย 2.5% K2 Cr2O7 และสารละลายสาํหรับเก็บรักษา ของวัคซีน
เชื้อเปน I m m u c o x   ( I )  ออก เพื่อนาํไปใชตามขอ 3 . 3 . 1  และขอ 3 . 3 . 2 

 
3.3  การทดลอง 

 3.3.1  ศกึษาการแยกชนดิเชื้อบิดจาก stock ของ E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ
เปน Immucox(I) กอนปอนเชื้อบิดใหไก ดวยวธิ ีPCR-RFLP 
 นาํเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ที่ผานการเตรียมจาก

ขอ 3.2.3 มาตัวอยางละ 10,000 โอโอซีสต ใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และทํา
ตามขั้นตอนของขอ 3.4.1 (การสกัด DNA ดวย lysis buffer-CTAB) ถึง 3.7 (การยอยดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ) 
3.3.2 ศึกษาการแยกชนิดเชื้อบดิที่บริเวณลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ 

สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจาก
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยวธิ ี PCR-
RFLP 

 3.3.2.1  การปอนเชื้อบิด E. tenella CB38 
นําไกสะอาดจากขอ 3.1.2.3 (การเตรียมไกทดลอง) ที่อายุ 7 วัน จํานวน   

200 ตัว โดยแบงกลุมการทดลองออกเปน 4 กลุม กลุมละ 50 ตัว ทําการปอนเชื้อบิด 
E. tenella CB38 จากขอ 3.2.3 ที่ระดับปริมาณตางกัน ดังนี้คือ 
กลุมที ่ 1  ไดรับน้ําปริมาตร 1 มิลลิลิตร/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 2 ปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 ปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 3 ปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 ปริมาณ 103  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 4 ปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 ปริมาณ 104  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
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3.3.2.2 วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
นําไกสะอาดจากขอ 3.1.2.3 (การเตรียมไกทดลอง) ทีอ่ายุ 7 วัน จาํนวน 

200 ตวั โดยแบงกลุมการทดลองออกเปน 4 กลุม กลุมละ 50 ตัว ทาํการปอนวัคซนี
เชื้อเปน Immucox(I) จากขอ 3.2.3 ที่ระดับปริมาณตางกนั ดงันี้คือ 
กลุมที ่ 1 ไดรับน้ําปริมาตร 1 มิลลิลิตร/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 2 ปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 25 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 

หรือ 6,431.25 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 3 ปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 50 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว

หรือ 12,862.5 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
กลุมที ่ 4  ปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I)ปริมาณ 100เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว

หรือ 25,725 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
3.3.2.3 การตรวจหาโอโอซีสตในอุจจาระไก ดวยวิธ ี Floatation concentation 

และการนับจาํนวนโอโอซีสตดวยวิธ ี McMaster chamber หลงัจาก
ไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน 

   ทําการเก็บอุจจาระไกจากทกุกลุมที่ทาํการทดลอง ตั้งแตวันที ่ 0 ถึงวนัที ่ 7 
หลังการติดเชือ้บิด โดยนับวันที่ทาํการปอนเชื้อเปนวนัที่ 1 นําอุจจาระไกทัง้หมดที่
เก็บไดในแตละวันของแตละกลุมผสมใหเขากัน และทาํการตรวจหาโอโอซีสตดวยวธิี 
Floatation concentation ตามขอ 3.1.2.3  และในกรณีที่กลุมการทดลองกลุมใด
ตรวจพบโอโอซีสตจากวธิ ี Floatation concentation ใหนาํอุจจาระของกลุมการ
ทดลองกลุมนัน้มานับจาํนวนโอโอซีสตดวยวิธ ีMcMaster chamber (Conway and 
McKenzie,1991) เพื่อหาจํานวนโอโอซีสตตออุจจาระ 1 กรัม 
3.3.2.4 วิธีการแบงลําไสและไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบดิ E. tenella 

CB38 และจากวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่
แตกตางกัน 
ทําการ Euthanized ไก ตามจรรยาบรรณการใชสัตวทดลอง ตั้งแตวันที ่ 0 

ถึงวนัที่ 7 หลังการติดเชื้อบิด กลุมละ 3 ตัว/วัน โดย euthanized ดวยวิธีฉีด
แอลกอฮอลเขาบริเวณกระดกูขอตอคอหรือสมองไก ทําความสะอาดตัวไกดวย 70% 
แอลกอฮอล ตอจากนั้นผาเปดบริเวณชองทอง นาํเฉพาะลําไสและไสตันออกมา แลว
จึงทาํการแบงลําไสออกเปน 2 สวน โดยแบงครึ่งบริเวณรอยเหลือของถุงไขแดง แลว
แบงครึ่งลําไสแตละสวนอีกครั้ง ดังนัน้จะไดลําไสทั้งหมด 5 สวน คือ ลําไสสวนตน 1 
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สวน ลําไสสวนกลาง 2 สวน ลาํไสสวนทาย 1 สวน และไสตัน 1 สวน ดังรูปที ่ 3.1 
โดยนําแตละสวนที่ไดมาศึกษาดังนี ้

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
รูปที่ 3.1 ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลางที1่ ลําไสสวนกลางที2่ สําไสสวนทาย และไสตัน ของไก 

      เสนแสดงการแบงลาํไสแตละสวนและไสตันของไก 

ตําแหนงรอยเหลือของถงุไขแดง 
 

3.3.2.4.1 การศึกษารอยโรคจากลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลาง
ที่2 สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบดิ  

  E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ใน
ระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยตาเปลา 

               ตรวจใหคะแนนรอยโรค จากบริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที1่ 
สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันของไกทดลองทุกกลุมๆ ละ 3 ตัว ดวยตา
เปลา ทุกวัน เปนเวลา 8 วัน ตั้งแตวนัที ่ 0 ถึงวนัที ่ 7 หลังไดรับเชื้อบิด ตาม
วิธี Johnson และ Reid (1970) 

 
 
 

ลําไสสวนตน 

ลําไสสวนกลางที1่ 

ลําไสสวนกลางที2่ 
ลําไสสวนทาย 

ไสตัน ไสตัน 

รอยเหลือของถุงไขแดง 
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3.3.2.4.2 การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจากผนังลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ 
สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อ
บิด E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน สําหรับสกัด DNA 
ทําการเปดผาลําไสสวนตางๆ และไสตัน ตอจากนัน้ใช spatula 

ขูดเนื้อเยื่อบริเวณผนงัลําไสแตละสวน และไสตันมาประมาณ 20-50
มิลลิกรัม ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ไมโครลิตร ที่ภายในหลอดมี
สารละลาย lysis buffer 60 มิลลิลิตร ซึ่งแตละขั้นตอนในการเก็บตัวอยาง
อุปกรณที่ใช เชน กรรไกร ปากคีบ และspatula จะผานการลางฆาเชือ้ดวย 
70% แอลกอฮอล และลนไฟฆาเชื้อทุกครัง้ โดยนาํเนื้อเยื่อที่ขูดไดในแตละ
วันเก็บแชที่ตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส กอนนาํมาทําตามขั้นตอนของขอ 
3.4.2 (lysis buffer-CTAB) ถึง 3.7 (การยอยดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ) 
3.3.2.4.3 การตรวจหาเชือ้บิดจากลาํไสสวนตน สวนกลางที ่1  

  สวนกลางที ่2 สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับ
เชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชือ้ปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยกลองจุลทรรศนแสง
สวาง 

  หลังจากตรวจรอยโรคและเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อตามขอ 3.3.2.4.1
และ 3.3.2.4.2 เสร็จเรียบรอยแลว ทําการขูดตรวจเนื้อเยื่อจากลาํไสสวนตน 
สวนกลางที ่ 1 สวนกลางที ่ 2 สวนทาย และไสตัน ดวย coverglass นํา
ตัวอยางแตละสวนมาผสมกบั normal saline ที่หยดอยูบนสไลด ผสมใหเขา
กันตรวจภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางเพื่อตรวจหาระยะตางๆ ของเชื้อ
บิดในแตละวนั เปนเวลา 8 วัน ตั้งแตวนัที ่0 ถึงวนัที ่7 หลังการติดเชื้อ 

  
3.4 การสกัด DNA  
 3.4.1 การสกัด DNA จาก stock ของเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน 

Immucox(I) 
  สกัด DNA ดวยวธิ ี lysis buffer-CTAB (Cetyl - Trimethyl Ammonium Bromide) 
(Modify Zhao et al., 2001) โดยนําตวัอยางจากขอ 3.3.1 มาเติม lysis buffer (660 mM EDTA, 
1.3% N - lauroylsarcosine, 2 mg/ml proteinase K, pH 9.5) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และ 
vortex โดยใช glass-bead ขนาด 5.5-6.5 มิลลิเมตร จํานวน 1 เม็ด และขนาด 1 มิลลิเมตร จํานวน 
20 เม็ด เพื่อทําใหผนงัของโอโอซีสตแตก แลวแชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลติร ที่อุณหภูม ิ 65 
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องศาเซลเซยีส นาน 2 ชั่วโมง โดยทุกๆ คร่ึงชั่วโมงทาํการ vortex นานครั้งละ 3-4 นาที ตอจากนั้น
ทําการเติม 350 ไมโครลิตร CTAB buffer  และแชหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไวที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง vortex ทุกครึง่ชั่วโมง นานครั้งละ 3-4 นาที และดูดสารละลายทัง้หมดใสใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้สกัด DNA ดวย phenol/chloroform/isoamyl 
(25:24:1) ที่มปีริมาตรเทากบัสารละลายที่ดูดมา จํานวน 2 คร้ัง และตกตะกอน DNA ดวย 100% 
cold ethanol ซึ่งปริมาตรทีใ่ชจะเปน 2.5 เทาของสารละลายที่ดูดมา และเติม 4 M NaCl โดยมี
ปริมาตรที่ใชจะเปน 0.04 เทาของสารละลายที่ดูดมา แชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ภายใน
มีตะกอน DNA ที่อุณหภูม ิ –20 องศาเซลเซียส นานขามคืน ตอจากนัน้ทาํการเกบ็ตะกอน DNA 
โดยการปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 13,500 รอบตอนาท ีนาน 30 นาท ีแลวจึงลางตะกอน DNA ดวย 70% 
cold ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1 คร้ัง ปนเก็บตะกอนของ DNA และละลาย 
DNA ดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บสารละลาย DNA นี้ไวที ่–20 องศาเซลเซยีส 
จนกวาจะใชงาน 
 3.4.2 การสกัด DNA จากเนื้อเยื่อผนังลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ 

สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจาก
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 

  สกัด DNA ดวยวิธ ี lysis buffer-CTAB (Cetyl–Trimethyl Ammonium Bromide) 
(Modify Zhao et al., 2001) โดยนาํแตละตัวอยางจากเนื้อเยื่อผนังลาํไสสวนตน สวนกลางที่1 
สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันจากขอ 3.3.2.4.2 มาเติม lysis buffer (660 mM EDTA, 1.3% N 
- lauroylsarcosine, 2 mg/ml proteinase K, pH 9.5) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร และvortex โดยใช 
glass-bead ขนาด 5.5-6.5 มิลลิเมตร จาํนวน 1 เม็ด และขนาด 1 มิลลิเมตร จํานวน 20 เม็ด เพื่อ
ทําใหผนงัของโอโอซีสตแตก แลวแชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส 
นานอยางนอย 4 ชั่วโมง แลวจึงนําแตละตัวอยางมา vortex นาน 4 นาที และทําการแชหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซยีส ตออีก 1 ชั่วโมง ตอจากนัน้ทาํการเตมิ 
350 ไมโครลิตร CTAB buffer และแชหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส 
นานอยางนอย 4 ชั่วโมง แลวจึงนําแตละตัวอยางมา vortex นาน 4 นาที อีกครัง้ และทาํการแช
หลอดทดลองที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ตออีก 1 ชั่วโมง ดูดสารละลายทั้งหมดใสในหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิเมตร หลงัจากนัน้สกัด DNA ดวย phenol/chloroform/isoamyl (25:24:1) ที่
มีปริมาตรเทากับสารละลายที่ดูดมา จํานวน 2 คร้ัง และตกตะกอน DNA ดวย 100% cold ethanol 
ปริมาตรที่ใชจะเปน 2.5 เทาของสารละลายที่ดูดมา และเติม 4 M NaCl โดยมีปริมาตรที่ใชจะเปน 
0.04 เทาของสารละลายที่ดดูมา แชหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ภายในมตีะกอน DNA ที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส นานขามคนื ตอจากนั้นทําการเก็บตะกอน DNA โดยการปนเหวี่ยงที่
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ความเร็ว 13,500 รอบตอนาท ี นาน 30 นาท ี แลวจึงลางตะกอน DNAดวย 70% cold ethanol 
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร จํานวน 1 คร้ัง ปนเกบ็ตะกอนของ DNA และละลายตะกอน DNA ดวย
น้ํากลัน่บริสุทธิ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บสารละลาย DNA นี้ไวที ่–20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ
ใชงาน 
 
3.5 การออกแบบไพรเมอร 

ออกแบบไพรเมอร 1 คู จาก conserved region ของ 18S rRNA gene โดยเปรียบเทียบลาํดับ
เบสของ 18S rRNA gene ของเชื้อบิด 8 ชนิด คือ E. acervulina (accession number U67115), 
E. brunetti (accession number U67116), E. maxima (accession number U67117),  
E. mitis (accession number U67118), E. mivati (accession number U76748),  
E. necatrix (accession number U67119), E. praecox (accession number U67120) และ  
E. tenella (accession number U67121) ที่ไดจาก GenBank ทําใหได 

Forward Primer  5’-GAGGGAGCCTGAGAAACGGCT-3’ และ 
Reverse Primer  5’-CCATGCTGCAGTATTCAGGGC-3’ PCR Product คาด
วาจะมีขนาด 422 bp 

 
3.6 การเพิ่มปริมาณ DNA ดวยวธิี PCR 
 เปนปฏิกิริยารวมใน 25 ไมโครลิตร โดยใช DNAบริสุทธิ์ จากขอ 3.4.1 (lysis buffer-CTAB) มา 
2.5 ไมโครลิตร สวน DNA จากขอ 3.4.2 (lysis buffer-CTAB) เปนการนํา DNA จากแตละตัวอยาง
ของกลุมเดียวกันและวนัเดียวกันมาตัวอยางละ 2.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัและทาํใหเจือจางดวย
อัตราสวน 1:100 คือ DNA 1 ไมโครลิตร ผสมกับน้าํกลั่นบริสทุธิ ์ 100 ไมโครลิตร ตอจากนั้นนํา 
DNA ที่เจือจางแลวมา 2.5 ไมโครลิตร สําหรับใชในการเพิ่มปริมาณ DNA Forward primer 0.2  
ไมโครโมล Reverse primer 0.2 ไมโครโมล เอ็นไซม Taq polymerase 0.3 ไมโครลิตร (0.5 unit) 
และบัฟเฟอร ที่ประกอบดวย 20 มิลลิโมล Tris-HCl (pH 8.2), 1.5 มลิลิโมล MgCl2, 100 มิลลิโมล  
KCl, 60 มิลลิโมล (NH2)SO4, 0.1% Triton x-100 และ 0.2 มิลลิโมล dNTPs โดยสารทัง้หมดถูก
บรรจุในหลอด PCR แลวนําเขาเครื่อง GeneAmp System 2700 และในแตละครั้งของการทํา PCR 
ตองประกอบไปดวย DNA ของ Eimeria spp. ที่มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 bp เปน positive 
control และ negative control ที่ใชในการศึกษาครัง้นี้ คือ น้ํากลั่นบริสุทธิ์แทน DNA โดยตั้ง
โปรแกรมอุณหภูมิและเวลาดังนี ้ Initial PCR activation step ที่ 95 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที 
จํานวน 1 รอบ หลงัจากนัน้เขาสูวงรอบของการทํา PCR ที่ทาํซ้ํา 35 รอบ ดังนี ้Denaturation step 
94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที Annealing step 54 องศาเซลเซียส 30 วนิาท ี Extension step 72 
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องศาเซลเซยีส 45 วินาที Final extension step 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีแลวคงอุณหภูมิ
ของผลิตภัณฑ PCR ไวที่ 4 องศาเซลเซยีส ตอจากนัน้นาํผลิตภัณฑ PCR ไปวิเคราะห โดยวธิี 2% 
agarose gel electrophoresis และ TAE buffer (Tris-acetic-EDTA buffer) ที่ความตางศักย  100 
โวลต นาน 45 นาที โดยยอม DNA ดวย ethidium bromide และถายรูป ภายใตรังสีอัลตราไวโอ
เลต  
 
3.7 การยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ผานการตรวจสอบผลิตภัณฑมาทาํการตกตะกอน DNA และทําให
บริสุทธิ์ ดวย 4 M NaCl โดยปริมาตรที่ใชคือ 1 ไมโครลิตร และ 100% cold ethanol 40 ไมโครลิตร 
ตอผลิตภัณฑ PCR 15 ไมโครลิตร แชที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซยีส นานอยางนอย 1 ชั่วโมง และ
ทําการลางตะกอน DNA ใหบริสุทธิ์ดวย 70% cold ethanol จํานวน 2 คร้ัง ทีม่ีปริมาตรการใช
เทากับ 100% cold ethanol หลังจากนั้นทิ้งตะกอน DNA ใหแหง แลวจึงละลายตะกอน DNA ดวย
การเติมน้าํกลัน่บริสุทธิ ์ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตอผลิตภัณฑ PCR 15 ไมโครลิตร 
 สวนผสมในการยอยดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ ประกอบดวย ผลิตภัณฑ PCR 5 ไมโครลิตร 10× 
บัฟเฟอรของแตละเอ็นไซมตดัจําเพาะ 1 ไมโครลิตร น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 3.5 ไมโครลิตร และเอ็นไซมตดั
จําเพาะ 0.5 ไมโครลิตร (0.25 unit) (Promega) ดังนั้นผลรวมของปฏิกิริยารวมในการยอยดวยเอ็น 
ไซมตัดจําเพาะเปน 10 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นนําแตละตัวอยางที่ตดัในแตละเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
แชที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานอยางนอย 1 ชั่วโมง แลวนําผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกยอยดวย
เอ็นไซมไปวิเคราะหดวย 2.5% agarose gel electrophoresis ยอมดวย ethidium bromide ตรวจ 
หาแถบ DNA ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตและถายรปู gel นําผลิตภัณฑที่ไดมาเปรียบเทียบกับ
ตารางที่ 3.1 
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ตารางที ่3.1  ขนาดของ DNA ของเชื้อบิด E. acervulina, E. maxima, E. necatrix และ  

E. tenella หลงัการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะชนิด Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III 
ขนาดของ DNA หลังการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะ  (bp) 

ชนิดของเชื้อบิด Alu I 
AG’CT 
TC’GA 

Hha I 
G’CGC 
CGC’G 

Hpa II 
C’CGG 
GGC’C 

Hae III 
GG’CC 
CC’GG 

E. acervulina 38  183  201 19  39  45  93  226 68  (354) - 
E. maxima (27)  38  (56)  (100) 201 19  39  45  93  226 106  (316) - 
E. necatrix 70  (169)  183 45  (58)  93  226 48  (70) 106  (198) (130  292) 
E. tenella 38  70  (131)  183 45  93  (284) 48  106  (268) - 
( ) คือขนาดของ DNA ที่จําเพาะตอเชื้อแตละชนิด 
 
3.8 การทดสอบความไวของวิธ ีPCR-RFLP 
  จากขอ 3.4.1 (lysis buffer-CTAB) นํามาทาํ 2-fold dilution จากจาํนวนโอโอซีสตที่แตกตาง
กัน โดย DNA ที่สกัดไดเร่ิมตนมีจาํนวน 104 โอโอซสีต/ 200 ไมโครลิตร ดังนัน้เมื่อทํา 2-fold 
dilution เปรียบเทียบกับจํานวนโอโอซีสตที่ไดมีดังนี้คือ  25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 
0.195, 0.0975 และ 0.04875  โอโอซีสต/ไมโครลิตร แตละความเขมขนของ DNA ที่สกดัได 
นํามาใชเปน DNA ตั้งตนของปฏิกิริยา PCR และ RFLP 
 
3.9 การทดสอบความจําเพาะของวิธ ีPCR-RFLP 
 ความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. เปรียบเทียบกับปรสิตที่พบไดในระบบ
ทางเดินอาหารของไก ไดแก Ascaridia galli, Capillaria spp. ,Gongylonema spp.,  
Heterakis gallinae (เพศผูและเพศเมยี), Raillietina cesticillus, R. echinobothrida,  
R. tetragona, Tapeworm segment, Tetrameres spp. และปรสิตในลําไสเล็กของแพะ ไดแก 
Trichostrongylus spp. มาสกัด DNA ตามขอ 3.4.2 (lysis buffer-CTAB) ถึง 3.7 (การยอยดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ) และนาํมาทดสอบดวย primers ที่จําเพาะตอ Eimeria spp. เพื่อตรวจสอบวา 
primers นี้มีความจาํเพาะกบั DNA  ของเชื้อตางชนิดและตางโฮสตไดหรือไม 
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3.10 ศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิด  
 เปนการวัดคาโดยออมเพื่อศึกษาปริมาณสมัพันธของเชื้อบิดแตละชนิด โดยนําความเขมของ
แถบผลิตภัณฑ DNA ของเชื้อบิด E. tenella CB38 และของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) หลังจาก
แยกชนิดเชื้อบิดดวยวิธ ีPCR-RFLP ที่มีความจําเพาะตอเชื้อบิดแตละชนิดของ Eimeria spp. ดัง 
ตารางที่ 3.1 มาวัดความเขมของแถบผลติภัณฑ DNA และวิเคราะหดวยโปรแกรม Scion Image 
Software (Scion Corporation, USA) 
 
3.11 การวิเคราะหและประเมินผล 

ทําการตรวจสอบการปรากฏและไมปรากฏของผลิตภัณฑ PCR และ PCR-RFLP จากรูปที่
ถายออกมาดวยกลองถายภาพ นําผลติภัณฑที่ไดมาตรวจสอบขนาดความเขมของ DNA และ
Molecular weight (bp) หลงัจากตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะตามตารางที่ 3.1 และหาปริมาณ
สัมพันธของเชือ้บิด ตามขอ 3.10 (ศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิด) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

                

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การตรวจหาโอโอซีสตในอุจจาระไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจาก

วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ี Floatation 
concentation และวธิี McMaster chamber  

  พบวาในกลุมควบคุม ตรวจไมพบโอโอซีสตในอุจจาระไก สวนไก 3 กลุม ที่ไดรับการปอนเชื้อบิด 
E. tenella CB38 ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั พบวาในชวง 4 วันแรกหลังการติดเชื้อบิด ตรวจไม
พบโอโอซีสต และสามารถตรวจพบโอโอซสีตจากอุจจาระไกไดคร้ังแรกในวนัที ่5 หลงัการติดเชื้อบิด 
จากกลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สวนกลุมที่ปอนเชื้อบิดใน
ระดับปริมาณ 102 โอโอซีสต/ตัว สามารถตรวจพบโอโอซสีตไดเปนครั้งแรกในวันที ่6 หลังการติดเชือ้
บิด ดวยวธิี Floatation concentation และเมื่อตรวจนับจํานวนโอโอซสีตตออุจจาระ 1 กรัม ในวนัที่ 
5 ถึงวันที่ 7 หลังการติดเชือ้บิด ดวยวธิ ี McMaster chamber พบวากลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับ
ปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว มีจาํนวนโอโอซีสตมากกวากลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 
และ 102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ดังรูปที่ 4.1 และตารางภาคผนวกที ่1 
 จากรูปที่ 4.2 ผลการตรวจอุจจาระไกหลงัจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) พบวากลุมที่
ไดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I)  ในระดับปริมาณ 25 ,50 และ 100 เทาของ dose ปกต/ิไก 1 ตัว 
สามารถตรวจพบโอโอซีสตในอุจจาระไกไดวันแรก ในวนัที ่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน 
Immucox(I)  ดวยวธิี Floatation concentation  สวนการตรวจนับจํานวนโอโอซีสต ดวยวธิ ี
McMaster chamber พบวาในวนัที่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) จํานวน
โอโอซีสตของกลุมที่ไดรับวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว มี
จํานวนโอโอซสีตมากกวากลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 50 และ 25 เทาของ 
dose ปกติ/ไก 1 ตัว และในวนัที ่ 6 และ 7 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  
กลุมที่ไดรับวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 50 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว มีจาํนวนโอโอซี
สตมากกวากลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ปริมาณ 25 และ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 
1 ตัว (ตารางภาคผนวกที่ 3) 
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4.2 การตรวจใหคะแนนรอยโรคที่บริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที่ 1 สวนกลางที่ 2  
 สวนทาย และไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ

เปน Immucox(I) ในระดบัปริมาณที่แตกตางกัน ดวยตาเปลา 
  พบวาในวันที ่4 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 เร่ิมตรวจพบรอยโรคไดที่ไสตันของกลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว โดยมคีะแนนรอยโรค +1 และในวนัที ่
5 และ 6 หลงัการติดเชื้อบิด พบวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว มี
คะแนนรอยโรคเพิ่มข้ึนเปน +2 และ +3 ตามลําดับ นอกจากนี้ในวันที่ 6 หลังการติดเชื้อบิด กลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว เร่ิมพบรอยโรคไดที่ไสตันเปนครั้งแรก และกลุม
ที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว พบรอยโรคที่ลาํไสสวนตน โดยทั้ง 2 สวน มี
คะแนนรอยโรค +1 สวนกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจ
พบรอยโรคที่มคีะแนนนรอยโรค +1 ที่ลําไสสวนตน ไดในวนัที ่ 7 หลงัการติดเชื้อบิด ดวยเชนกนั 
(ตารางที ่4.1)  
 จากตารางที ่ 4.2 พบวาวันที่ 5 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I)  
สามารถตรวจพบรอยโรคไดจากทุกกลุมทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ที่บริเวณลําไสสวนตน 
โดยมีคะแนนรอยโรค +1 ไดเปนวนัแรกหลังไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  และนอกจากนีย้ัง
พบรอยโรคไดในไกกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  ในระดับปริมาณ 25 และ 100 เทา
ของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ที่ลําไสสวนกลางที1่ โดยในสวนของลาํไสสวนกลางที2่ สวนทาย และ
ไสตัน ตรวจไมพบรอยโรคจากทุกกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)   
 
4.3 การตรวจหาเชื้อบิดทีบ่ริเวณลาํไสสวนตน สวนกลางที ่1 สวนกลางที ่2 สวนทาย และ

ไสตันของไก หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
จากการปอนเชื้อบิด E. tenella  CB38 สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวนัที ่ 4 หลังการติดเชื้อ

บิด ของกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ที่บริเวณไสตันไดเปน
สวนแรกจากทัง้หมด 5 สวน สวนกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจ
พบเชื้อบิดไดเฉพาะที่ไสตันในวนัที่ 6 และวันที่ 7 หลังการติดเชือ้บิด ในขณะที่ลําไสสวนตน 
สวนกลางที1่ และสวนกลางที2่ สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที ่ 5 หลังการติดเชื้อบิด และใน
วันที ่ 6 หลังการติดเชื้อบิด จงึพบเชื้อบิดที่ลําไสสวนทาย โดยพบเฉพาะในกลุมที่ไดรับเชื้อบิดใน
ระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ซึ่งกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
ตรวจพบเชื้อบิดที่ลําไสสวนตนและสวนกลางที1่กับสวนทาย ไดในวนัที ่6 และ 7 หลังการติดเชือ้บิด 
ตามลําดับ ดงัตารางที่ 4.3 และตารางภาคผนวกที ่2 
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 จากตารางที ่ 4.4 ตรวจพบเชื้อบิดไดวนัแรกในวนัที ่ 4 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) จากกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25, 50 และ 100 เทา
ของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ที่ลําไสสวนตน สวนกลางที่ 1 สวนกลางที ่2 และสวนทาย สวนที่ไสตันพบ
เชื้อบิดวันแรกในวนัที่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I) และสามารถตรวจพบ
เชื้อบิดไดทุกสวนของลาํไสและไสตันไดในวันที่ 6 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox 

(I) จากทัง้ 3 กลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) (ตารางภาคผนวกที ่4) 
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100 โอโอซีสต/ตัว

1,000 โอโอซีสต/ตัว

10,000 โอโอซีสต/ตัว

รูปที ่4.1 คาเฉลี่ยผลการตรวจนับจาํนวนโอโอซีสตในอุจจาระไก หลังปอนเชื้อบิดE. tenella CB38  
 ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั  ดวยวิธ ีMcMaster Chamber  
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25 เทาของ dose
ปกติ/ตัว
50 เทาของ dose
ปกติ/ตัว
100 เทาของ dose
ปกติ/ตัว

รูปที่ 4.2 คาเฉลี่ยผลการตรวจนับจาํนวนโอโอซีสตในอุจจาระไก หลังปอนวัคซนีเชื้อเปน   
 Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ีMcMaster Chamber 



                      

ตารางที่ 4.1 ผลการตรวจใหคะแนนรอยโรคในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38 ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน  ดวยตาเปลา 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(โอโอซีสต/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

100 สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +1 0 +1 +1 +1 

1,000 สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +1 0 0 0 0 +1 +1 +1 +1 +1 +2 

10,000 สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 0 +1 0 
 สวนกลางที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 +2 +2 0 +3 +3 +2 +3 +3 +2 

DPI : Day Post Infection       ใหคะแนนรอยโรคตามวิธี Johnson และ Reid  (1970)                
28 



                      

ตารางที่ 4.2 ผลการตรวจใหคะแนนรอยโรคในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน  ดวยตาเปลา 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(doseวัคซีน/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

25 เทา สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +2 0 +1 +1 +1 +1 +1 +1 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

50 เทา สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 +1 0 +1 +1 +1 +1 +1 +1 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

100 เทา สวนตน 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +2 +2 +1 +1 +1 +1 +1 +1 0 
 สวนกลางที ่1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +1 0 0 0 0 0 0 0 +1 
 สวนกลางที ่2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 สวนทาย 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 ไสตัน 0  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

DPI : Day Post Infection       ใหคะแนนรอยโรคตามวิธี Johnson และ Reid  (1970)                   
29 



                      

ตารางที่ 4.3 ผลการตรวจพบเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38  ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยวิธีกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(โอโอซีสต/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

100 สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - - - - -       

1,000 สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - -   -   - 
 สวนกลางที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -    
 ไสตัน - - - - - - - - - - - -             

10,000 สวนตน - - - - - - - - - - - - - - -   -   -   - 
 สวนกลาที่ 1 - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - -   - 
 สวนกลางที่ 2 - - - - - - - - - - - - - - -  - -  - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - -             

DPI : Day Post Infection                          :  ตรวจพบเชื้อบิด                  
 30 



                      

ตารางที่ 4.4 ผลการตรวจพบเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังจากปอนวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ดวยวิธีกลองจลุทรรศนแสงสวาง 
0 1 2 3 4 5 6 7 

DPI 
ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ไกตัวที่ ปริมาณเชื้อทีป่อน 

(โอโอซีสต/ตัว) 
ลําไสสวนตางๆ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

กลุมควบคุม สวนตน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

25 เทา สวนตน - - - - - - - - - - - -             
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - -   - -         
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - -  - -  -        
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - -  - -        
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - -  -        

50 เทา สวนตน - - - - - - - - - - - -             
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - -             
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - -             
 สวนทาย - - - - - - - - - - - - - - -  -        
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - -  -        

100 เทา สวนตน - - - - - - - - - - - -  - -          
 สวนกลางที ่1 - - - - - - - - - - - -  - -          
 สวนกลางที ่2 - - - - - - - - - - - -  - -          
 สวนทาย - - - - - - - - - - - -  - -  -        
 ไสตัน - - - - - - - - - - - - - - -          

DPI : Day Post Infection                               :  ตรวจพบเชื้อบิด             
31 
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4.4 ความไวของวธิี PCR-RFLP ที่มีกบัเชื้อบิด E. tenella CB38 
 จากผลการทดสอบหาความไวของวิธ ีPCR เมื่อเจือจาง DNA ลง (2-fold dilution) และทดสอบ
ความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. พบวาความไวของการทดสอบอยูที่จาํนวน
โอโอซีสตที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจหาไดในครั้งนี้ คือ 0.12 โอโอซีสต โดยมีผลิตภัณฑขนาด 422 
bp สวนความไวของการตรวจวินจิฉัยดวยวิธ ี PCR-RFLP พบวาใหความไวที ่ 8 โอโอซีสต ดังรูปที่ 
4.3 และ 4.4 ตามลําดับ  

รูปที่ 4.3 ความไวของวิธ ีPCR ตอเชื้อบิด E. tenella CB38 จํานวนเทียบเทา 0.12 โอโอซีสต 
Lane M : 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane1,6: Negative control (H2O) 
Lane 2 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 62.50 โอโอซีสต 
Lane 3 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน  31.25 โอโอซีสต 
Lane 4 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน  15.63 โอโอซีสต 
Lane 5 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 7.81 โอโอซีสต 
Lane 7 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 3.91 โอโอซีสต 
Lane 8 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 1.96 โอโอซีสต 
Lane 9 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.98 โอโอซีสต 
Lane 10 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.49 โอโอซสีต 
Lane 11 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.24 โอโอซสีต 
Lane 12 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB38 จํานวน 0.12 โอโอซสีต 

 422 bp 

1,500 bp 
 
 
  500 bp 
   
 
 
  100 bp 
 

 M  1   2   3   4   5    M   6   7   8   9  10  11 12 



    

 

   33 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                         
                                                                          

                                                                                                                                         
                                                                                          
                                                                                                                                         
 
รูปที่ 4.4 ความไวของวิธ ีPCR-RFLP ตอเชื้อบิด E. tenella CB38 จํานวนเทยีบเทา 8 โอโอซีสต  
Lane M:1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ผลิตภัณฑ PCR ของ E.tenella CB 38 ขนาด 422 bp 
Lane 2: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Alu I ขนาด 183 bp,  
  169 bp 
Lane 3: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hha I ขนาด 284 bp,  
        226 bp 
Lane 4: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hpa I ขนาด 268 bp 
Lane 5: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E.tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด 422 bp,  
         292 bp, 130 bp 
 
4.5 ความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ดวยวธิี PCR-RFLP 

ผลการเพิม่จํานวน DNA ตรงบริเวณ 18S rRNA gene ของเชื้อบิด E. tenella CB38 ปรสิตใน
ระบบทางเดินอาหารของไก ไดแก หนอนพยาธิตัวกลม Ascaridia galli, Capillaria spp., 
Gongylonema spp., Heterakis gallinae (เพศผูและเพศเมีย) และ Tetrameres spp. พยาธิตดื  
Raillietina cesticillus, R. echinobothrida, R. tetragona, Tapeworm segment และหนอน 
พยาธิตัวกลม ในลําไสเล็กของแพะ ไดแก Trichostrongylus spp. พบวาไมมีผลิตภัณฑ PCR กับ 
DNA ของ Heterakis gallinae (เพศผู) R. tetragona, R. cesticillus, Ascaridia galli และ 
Capillaria spp. (รูปที่ 4.5; Lane 3, 5, 7, 12 และ 14 ตามลําดับ) และพบผลิตภัณฑ PCR จางๆ มี
ขนาด 400 bp จากตัวอยาง DNA ที่ไดจาก R. echinobothrida  และ Tapeworm segment (รูปที่ 
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4.5; Lane 6 และ 10 ตามลําดับ) สําหรับ Gongylonema spp. พบผลิตภัณฑ PCR มีขนาด
ประมาณ 400 bp และ 1,200 bp (รูปที่ 4.5; Lane 11) ในขณะที ่Heterakis gallinae (เพศเมีย) 
และ Tetrameres spp. มีขนาดประมาณ 400 bp และ 1,400 bp ตามลําดับ (รูปที่ 4.5; Lane 4, 
13 ตามลําดับ) และสุดทาย Trichostrongylus spp. มีผลิตภัณฑ PCR ที่ประมาณ 1,200 bp (รูปที่ 
4.6; Lane 4) ซึ่งพยาธิชนิดนี้เปนหนอนพยาธิในลําไสเลก็ของแพะ   

ความจาํเพาะของวิธ ีPCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ที่บริเวณ 18S rRNA gene มีสูงเมื่อ
เทียบ Trichostrongylus spp. (รูปที่ 4.6) ผลความจาํเพาะของวธิี PCR-RFLP ระหวางการทดสอบ
เชื้อบิด E. tenella CB 38 กับ Trichostrongylus spp. ที่ยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ  
Hpa II และ Hae III พบวาสามารถแยกชนดิเชื้อบิดได 2 ชนิด คือ E. tenella  มีขนาดชิ้นสวน DNA 
ที่ 106 bp และ 268 bp สวน E. necatrix  จะมีขนาดของชิน้สวน DNA 106 bp สวน 
Trichostrongylus spp. ไมพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อยอยดวยเอน็ไซม Hpa II และเมื่อยอย
ผลิตภัณฑ PCR ดวยเอ็นไซม Hae III พบวา ชิน้สวน DNA ของ E. tenella  มีขนาด 422 bp และ 
ชิ้นสวน DNA ของ E. necatrix มี 2 ขนาด คือ 130 bp และ 292 bp ในขณะที่ผลิตภัณฑ ของ
Trichostrongylus spp. มีขนาดของชิน้สวน DNA 1,100 bp ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความแตกตางของ
รูปแบบ RFLP ระหวาง E. tenella. CB38 และ Trichostrongylus spp. ดังนั้นจากการศึกษาในครั้ง
นี้  แสดงใหเห็นวาวิธ ี PCR-RFLP สามารถใชในการแยกชนิดเชือ้บิดได โดยการวิเคราะหจาก
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากการยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ  
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รูปที่ 4.5  ความจําเพาะของวิธี PCR ที่บริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ตอปรสิตใน

ระบบทางเดินอาหารของไก  
Lane M   : 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1,8 : Negative control (H2O) 
Lane 2,9 : Positive control (ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38) 
Lane 3    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Heterakis gallinae (เพศผู) 
Lane 4    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Heterakis gallinae (เพศเมีย) 
Lane 5    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Raillietina tetragona 
Lane 6    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Raillietina echinobothrida  
Lane 7    : ผลิตภัณฑ PCR ของ Raillietina cesticillus 
Lane 10  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Tapeworm segment  
Lane 11  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Gongylonema spp. 
Lane 12  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Ascaridia galli 
Lane 13  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Tetrameres spp. 
Lane 14  : ผลิตภัณฑ PCR ของ Capillaria spp 
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รูปที่ 4.6 ความจําเพาะของวิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene ที่แตกตางกนัระหวาง 
  E. tenella CB38 กับ Trichostrongylus spp.  
Lane M : 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1 : ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38 ขนาด 422 bp 
Lane 2 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38  ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II ขนาด 268 bp 
Lane 3 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด 130 bp,  
          292 bp, 422 bp 
Lane 4 : ผลิตภัณฑ PCR ของ Trichostrongylus spp. ขนาด 1,200 bp 
Lane 5 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ Trichostrongylus spp.ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II  
Lane 6 : ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ Trichostrongylus spp.ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด  
          1,100 bp 
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4.6 การแยกชนิดและปรมิาณสัมพันธของเชื้อบิดจาก E. tenella CB38 และจากวัคซีนเชื้อ

เปน Immucox(I) กอนปอนเชื้อบิดใหไก ดวยวธิี PCR-RFLP    
   4.6.1 เชื้อบิด E.tenella CB38 
  จากรูปที ่ 4.7 แสดงความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ
แยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 ในไก ดวยวิธ ี PCR-RFLP ที่ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 4 ชนิด 
คือ Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III  พบวาสามารถแยกเชื้อบิดได 3 ชนิด คือ E. maxima  มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 100 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I สวน E. necatrix  มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 292 bp และ 130 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ Hae III  และ  
E. tenella  มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
Hha I และ Hpa II ตามลําดับ โดยเทยีบขนาดของผลผลิต PCR-RFLP ที่ไดตามตารางที่ 3.1 
  ในการศึกษาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดแตละชนิด ทีพ่บรวมอยูในเชื้อบิด E. tenella 
CB38 คร้ังนี ้พบวาอัตราสวนของเชื้อบิดทัง้ 3 ชนิด  คิดเปนรอยละไดดังนี้คือ E. tenella  64%  
E. necatrix 32% และ E. maxima  4%  ตามลําดับ ดวยโปรแกรม Scion Image Software 
  4.6.2 วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
  จากรูปที ่ 4.8 แสดงความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ
แยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I) ดวยวธิี PCR-RFLP ที่ตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
4 ชนิด คือ Alu I, Hha I, Hpa II และ Hae III พบวาสามารถแยกเชื้อบิดได 4 ชนิด คือ  
E. acervulina มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่354 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II  
E. maxima  มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่ 100  bp และ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตดั
จําเพาะ Alu I และ Hpa II ตามลําดับ สวน E. necatrix มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่169 bp 
และ 292 bp รวมกับ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Alu I และ Hae III ตามลําดับ  และ 
E. tenella  มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ 
Hha I และ Hpa II ตามลําดับ และผลจากการตดัดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะชนดิ Hpa II พบ
ผลิตภัณฑที่มขีนาด 422 bp  ซึ่งเปนชิ้นสวน DNA ที่แสดงความจําเพาะตอเชื้อบิดชนดิ E. parecox  
จึงคาดวาในวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) อาจจะมีเชื้อบิดชนิด E. parecox  หรือเชื้อบิดชนิดอื่น 
เปนสวนประกอบอยูภายในวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) โดยเทยีบขนาดของผลิตภัณฑ PCR-
RFLP ที่ไดตามตารางที่ 3.1  
  จากการหาปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดแตละชนิด ดวยโปรแกรม Scion Image 
Software ที่เปนสวนประกอบในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) พบวามเีชื้อบิด E. acervulina  26%,  
E. maxima 19%, E. necatrix  3% และ E. tenella  3% ตามลาํดับ ในขณะทีอ่าจจะมีปริมาณ
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สัมพันธของ E. praecox หรือเชื้อบิดชนดิอื่นอยู 48% ที่คาดวานาจะผสมอยูภายในวัคซนีเชื้อเปน 
Immucox (I)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7  ความจําเพาะของวิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ 

แยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38   
Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp 
Lane 2: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP product ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Alu I ขนาด  

   183 bp, 169 bp, 100 bp 
Lane 3: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hha I ขนาด 284 bp, 
         226bp 
Lane 4: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II ขนาด 268 bp,  
         106 bp 
Lane 5: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของ E. tenella CB38 ตัดดวยเอ็นไซม Hae III ขนาด 422 bp,  
         292 bp, 130 bp 
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รูปที่ 4.8 ความจําเพาะของวิธี PCR-RFLP ที่บริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ในการ

แยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I)   
Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ผลิตภัณฑ PCR ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ขนาด 422 bp 
Lane 2: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Alu I ขนาด 201 

bp, 169 bp 
Lane 3: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Hha I ขนาด  
           284 bp, 226 bp 
Lane 4: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Hpa II ขนาด  
         422 bp, 354 bp, 316 bp, 268 bp, 106bp 
Lane 5: ผลิตภัณฑ PCR-RFLP ของวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ตัดดวยเอ็นไซม Hae III 422 bp,  
         292 bp, 130 bp 
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4.8 การแยกชนดิและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิดที่บริเวณลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ 

สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และ
จากวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกนั ดวยวิธ ีPCR-RFLP 
 4.7.1 E. tenella CB38 

จากรูปที ่ 4.9 แสดงผลการตรวจหาเชื้อบิด หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 
ดวยวิธ ี PCR เพื่อตรวจหาผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 422 bp พบวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับ
ปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถเริ่มตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ที่ไสตัน ไดวันแรกในวนัที่ 
2 หลังการติดเชื้อบิด ตอจากนัน้พบผลิตภณัฑ PCR ที่ไสตัน ในวนัที่ 4 และวันที ่5 หลังการติดเชื้อ
บิด ของกลุมทีไ่ดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตามลําดับ ไดเปนวัน
แรก สวนที่บริเวณลําไสสวนตน สวนกลางที2่ และสวนทาย สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดวัน
แรกในวันที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด จากกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
ในขณะที่กลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ
ของ PCR ไดที่บริเวณลําไสสวนตน และสวนทาย ไดในวนัที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด เชนกนั และใน
วันที่ 6 หลังการติดเชื้อบิด สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดวันแรกที่บริเวณลําไสสวนกลางที1่ 
และสวนกลางที2่ จากกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 และ 103 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว 
ตามลําดับ และจากผลการทดลองในครั้งนีพ้บวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/
ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ไดในทุกสวนของลาํไส และไสตัน ไดมากกวากลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ที่สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดเฉพาะ
ลําไสสวนตน สวนกลางที2่ สวนทาย และไสตัน และกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอ
ซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดเฉพาะบริเวณไสตันเทานัน้ จากผลิตภัณฑของ 
PCR ที่ไดจากแตละกลุม และในแตละวนัหลงัการติดเชื้อบิด ไดทําการเลือกผลิตภัณฑ PCR จาก
วันที่ 6 หลงัการติดเชื้อบิด มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเพื่อแยกชนิดเชื้อบิดจากสําไสสวนตางๆ 
และไสตัน  เนื่องจากพบผลิตภัณฑ PCR จากทุกสวนของลําไสสวนตางๆ และไสตัน ของวันที่ 6 
หลังการติดเชือ้บิด ของกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว และมีปริมาณ 
DNA เพียงพอในการนํามาศกึษาการแยกชนิดเชื้อบิดแตละชนิด ดวยวธิี PCR-RFLP 

ดังนัน้ในการศึกษาชนิดและปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดพบวาในลาํไสสวนตน ประกอบ
ไปดวยเชื้อบิด E. acervulina 84% และ E. tenella 6% มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่354 bp 
และ 284 bp เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ Hpa II และ Hha I  ตามลําดับ (รูปที ่4.10 A) ลําไส
สวนกลางที1่ ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. necatrix  26% มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที ่292 bp 
และ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hae III E. acervulina 21% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่
จําเพาะอยูที่ 354 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II E. tenella 14% มีขนาดผลิตภัณฑที่
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จําเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ Hae III ตามลําดบั 
และ E. maxima 6% มีขนาดผลิตภัณฑที่จําเพาะอยูที่ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa 
II (รูปที่ 4.10 B) ลําไสสวนกลางที ่2 ประกอบไปดวยเชือ้บิด E. maxima 69% มีขนาดผลิตภัณฑที่
จําเพาะอยูที ่316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II E. necatrix  7% มีขนาดผลิตภัณฑที่
จําเพาะอยูที่ 292 bp และ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hae III และ E. tenella 6% มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที ่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ 
Hpa II ตามลําดับ (รูปที่ 4.10 C) สวนทาย ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima 73% มีขนาด
ผลิตภัณฑ ที่จาํเพาะอยูที่ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II E. tenella 16% มีขนาด
ผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ Hpa II 
ตามลําดับ และ E. necatrix 7% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่169 bp และ 292 bp รวมกับ 
130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I และ Hae III (รูปที่ 4.10 D) และไสตันประกอบไป
ดวยเชื้อบิด E. tenella 52% มีขนาดผลติภัณฑ ที่จาํเพาะอยูที ่ 284 bp และ 268 bp เมื่อตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I และ Hpa II ตามลําดับ E. necatrix  43% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะ
อยูที่ 169 bp และ 292 bp รวมกับ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I และ Hae III และ  
E. maxima 4% มีขนาดผลติภัณฑที่จําเพาะอยูที่ 100 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I (รูป
ที่ 4.10 E) 

4.7.2 วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) 
 ในสวนของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) เร่ิมตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ที่มีขนาด 

422 bp ของเชื้อบิด ไดวนัแรกในวันที ่ 1 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ที่
บริเวณไสตัน เฉพาะกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน ImmucoxI ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose 
ปกติ/ไก 1 ตัว ซึง่ตอมาพบวาไมสามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ไดในชวงวนัที่ 2-4 หลงัการ
ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) และสามารถตรวจพบผลติภัณฑของ PCR ที่ไสตัน อีก
คร้ังในวนัที่ 5-7 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) จากกลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25, 50 และ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ในขณะที่บริเวณ
ลําไสสวนตน และสวนกลางที1่ ตรวจพบไดวันแรกในวันที่ 3 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) จากทั้ง 3 กลุมที่ไดรับการไดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) แตกลุมที่ไดรับวัคซีน
เชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบ
ผลิตภัณฑของ PCR ที่ลําไสสวนกลางที2่ ดวย ตอมาในวันที่ 4 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) สามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ที่ลําไสสวนทายเปนวันแรก จากกลุมที่ไดรับ
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25 และ 50 เทาของ dose ปกต/ิไก 1 ตัว และใน
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วันที่ 5 หลังตดิเชื้อบิดจากวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) สามารถตรวจพบผลิตภัณฑของ PCR ไดใน
ทุกสวนของลาํไสและไสตัน จากทุกกลุมทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้เปน Immucox(I) ดังรูปที ่4.11 

   และในการตรวจแยกชนิดและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิดในแตละสวนของลําไส 
และไสตัน หลงัจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในครั้งนี ้ไดเลือกผลิตภัณฑ PCR ของวนัที่ 6 
หลังการติดเชือ้บิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 
ตัว มาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะเพื่อแยกชนิดเชื้อบิดจากสําไสสวนตางๆ และไสตัน พบวาในลาํไส
สวนตน มีเชื้อบิด E. acervulina 73% และ E. maxima 3% มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที ่354 
bp และ 316 bp ตามลําดับ เมื่อตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ Hpa II (รูปที่ 4.12 A) ลําไสสวนกลางที่
1 ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima  90% และ E. tenella  6% มีขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 
316 bp และ 284 bp ตามลําดับ เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ Hpa II และ Hha I ตามลําดับ (รูป
ที ่ 4.12 B) ลําไสสวนกลางที ่ 2 ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima  94% และ E. tenella 6% มี
ขนาดผลิตภัณฑ ที่จาํเพาะอยูที่ 316 bp และ 284 bp ตามลําดบั เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 
Hpa II และ Hha I ตามลาํดับ (รูปที่ 4.12 C) ลําไสสวนทาย ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. maxima  
87% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่100 bp และ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I 
และ Hpa II ตามลําดับ และ E. tenella 8% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่284 bp เมื่อตัดดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I (รูปที่ 4.12 D) และไสตัน ประกอบไปดวยเชื้อบิด E. necatrix 45% มี
ขนาดผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 169 bp และ 292 bp รวมกับ 130 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัด
จําเพาะ Alu I และ Hae III E. tenella 40% มีขนาดผลิตภัณฑ ที่จําเพาะอยูที ่284 bp และ 268 
bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ Hha I และ Hpa II ตามลําดับ และ E. maxima 13% มีขนาด
ผลิตภัณฑที่จาํเพาะอยูที่ 100 bp และ 316 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I และ Hpa II 
ตามลําดับ (รูปที่ 4.12 E) 
 



                      

 
 

                                                                            

                                                                     

                                                                           

                                                                                   
 
รูปที่ 4.9   ผลิตภัณฑ PCR ตั้งแตวันที่ 0-7 หลังจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38;  + ve : Positive Control (422 bp), At : ลําไสสวนตน, M.1 : ลําไสสวนกลางที่1,  M.2 : ลําไส

สวนกลางที่2,  Pt: ลําไสสวนทาย, Cm : ไสตัน,        102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว,         103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว,        104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

 

    +ve    At    M.1  M.2   Pt   Cm        +ve   At    M.1  M.2  Pt  Cm 

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

กลุมควบคุม 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว 

 

Day 0 

Day 2 Day 3 

Day 4 Day 5 

Day 6 Day 7 

Day 1 
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รูปที่ 4.10 ผลการแยกชนดิเชื้อบิดจากลาํไสสวนตางๆ และไสตันของไกหลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38  ดวยวิธ ี PCR-RFLP  A) ลําไสสวนตน, B) 

ลําไสสวนกลางที่1: Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซม
ตัดจําเพาะ Alu I, Lane 3; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะHae III , C) ลําไส
สวนกลางที ่2 : Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัด
จําเพาะ Hha I, Lane 3; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I , Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะHae III 
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รูปที่ 4.10 (ตอ)   ผลการแยกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไกหลงัจากไดรับเชือ้บิด E. tenella CB38  ดวยวิธี PCR-RFLP  D) ลําไสสวนทาย

, E) ไสตัน : Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; PCR product ของ E. tenella CB38  ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัด
จําเพาะ Alu I, Lane 3;  เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hae III   
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รูปที่ 4.11 ผลิตภัณฑ PCR ตั้งแตวันที่ 0-7 หลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox (I); + ve : Positive Control (422 bp), At : ลําไสสวนตน, M.1 : ลําไสสวนกลางที่ 1,  M.2 : 
ลําไสสวนกลางที่ 2,  Pt: ลําไสสวนทาย, Cm : ไสตัน,       25 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว,         50 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว,      100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว

กลุมควบคุม 
25 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 กลุมควบคุม 

25 เทาของdoseปกติไก 1 /ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 

กลุมควบคุม 
25 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 

กลุมควบคุม 
25 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 
50 เทาของdoseปกต/ิไก 1 ตัว 

100 เทาของdoseปกติ/ไก 1 ตัว 
 

    +ve    At    M.1  M.2   Pt   Cm        +ve   At    M.1  M.2   Pt    Cm 

Day 0 

Day 2 Day 3 

Day 4 Day 5 

Day 6 

Day 7 

Day 1 
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รูปที่ 4.12  ผลการแยกชนดิเชื้อบิดจากลาํไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลงัจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ดวยวิธี PCR-RFLP  A) ลําไสสวนตน,  

B) ลําไสสวนกลางที่1, C) ลําไสสวนกลางที่ 2: Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox (I) ขนาด 422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I, Lane 3; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตดัจําเพาะ Hpa II, 
Lane 5; เอ็นไซมตัดจําเพาะHae III   

 
 
 

 
 
   
  422 bp 
 

 
1,500 bp 
 
 
 
 
  500 bp 
  354 bp  
  316 bp 
 
 
    

  M  1   2   3  4   5   M 

 
1,500 bp 
 
 
 
  500 bp 
  422 bp 
  316 bp 
  284 bp 
 
 
 
 100 bp 

M   1  2   3   4   5  M 

 
 
   
  100 bp 
 

 
 1,500 bp 
 
 
 
 
   500 bp 
   422 bp 
 
   316 bp 
   284 bp 
 
 
   100 bp 

M   1   2   3   4   5  M 

  
   
  100 bp 
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รูปที่ 4.12 (ตอ) ผลการแยกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไกหลงัจากไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ดวยวธิี PCR-RFLP   

D) ลําไสสวนทาย, E) ไสตัน : Lane M; 1.5 Kbp DNA ladder marker, Lane 1; ผลิตภัณฑ PCR ของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ขนาด 
422 bp, Lane 2; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Alu I, Lane 3;  เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hha I, Lane 4; เอ็นไซมตัดจําเพาะ Hpa II, Lane 5; เอ็นไซมตัด
จําเพาะ Hae III

 

1,500 bp 

 
 
  500 bp 
  422 bp 
  316 bp 
  284 bp 
 
 
  100 bp 

 M  1   2   3   4   5  M 

  
   
  100 bp 
 

 
 
1,500 bp 
 
 
 
 
  500 bp 
  422 bp 
  292 bp 
  268 bp 
 
  130 bp 

M  1   2   3   4   5  M 

  
  
 
  316 bp 
  284 bp 
 
  169 bp 
  100 bp 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธีหนึง่ที่สามารถนาํมาใชใน
การศึกษาความหลากหลาย (polymorphisms) เพื่อแยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38  และเชื้อบิด
จากวัคซนีเชื้อเปน Immucox (I) ที่บริเวณ 18S ribosomal RNA gene โดยไดรับการเพิม่จํานวน 
DNA ดวยวธิ ีPCR ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการออกแบบ Primer จํานวน 1 คู ทีม่ีความจาํเพาะ
ตอบริเวณที่เรียกวา conserved region ของ Eimeria spp. ในไก ทําใหไดผลิตภัณฑขนาด 422 bp 
และนําผลิตภณัฑ PCR มาแยกชนิดเชื้อบิดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะทีม่ีดวยกนั 4 ชนิด คือ Alu I, 
Hha I, Hpa II และ Hae III โดยวิธ ี PCR-RFLP เปนวิธีทีม่ีความไวและความจาํเพาะสงู ในการ
นํามาใชตรวจวินิจฉยัโรค (Sangster et al., 2002) และไดมีผูทําการศึกษาการแยกชนิด 
Cyclospora spp. กับ Eimeria spp ในไก ดวยวิธ ีPCR-RFLP โดยใชเอ็นไซมตัดจาํเพาะ MnI I ที่
บริเวณ 18S ribosomal RNA gene ซึ่งเชือ้บิดในไกทีน่ํามาศึกษามีดวยกัน 2 ชนิด คอื E. tenella 3 
สายพนัธุ และ E. mitis 1 สายพนัธุ พบวาวิธีนี้สามารถแยกระหวาง Cyclospora spp.กับ Eimeria 
spp. ได แตไมสามารถแยกระหวาง E. tenella 3 สายพันธุ กับ E. mitis 1 สายพนัธุ ได (Jinemen 
et al., 1996)  ในปจจุบนัพบวานอกจากการนาํวิธ ี PCR-RFLP มาใชกับงานดานการตรวจวนิิจฉัย
แยกชนิดเชื้อบิดในไกไดแลวนั้น ยงัพบวาสามารถนํามาใชกับปรสิตชนิดอื่นๆ เชน Crytosporidium 
spp. (Patel et al., 2000) และมีการนําวิธ ีPCR-RFLP มาใชประโยชนในการศึกษาดานตางๆ เชน 
Taxonomy และ Phylogeny ของเชื้อบิดในสัตวฟนแทะ (Hnida and Duszynnski, 1999) ศึกษา
การดื้อยาของเชื้อ Plasmodium falciparum (Duraisingh et al., 1998) และศึกษาการระบาด
สําหรับตรวจสอบหาความจาํเพาะของ DNA จากโอโอซีสตที่ปนเปอนในตัวอยางอุจจาระหรือ
สิ่งแวดลอมได (Woods et al., 2000) 
  จากการศึกษาการตรวจหาโอโอซีสตจากอจุจาระไก พบวาสามารถตรวจพบโอโอซีสตได
ในชวงระหวางวนัที ่ 5-6 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ซึง่สอดคลองกับการรายงานของ 
McDonald และ Shirley (1987) ที่สามารตรวจพบโอโอซีสตจากอุจจาระไก หลงัปอนเชื้อบิด  
E. tenella สายพันธุ Houghton ในชวงเวลา 132 ชั่วโมงหลงัการติดเชื้อบิด โดยปจจัยการตรวจพบ
เชื้อบิดขึ้นอยูกับอายุไก พนัธุไก ชนิดของเชื้อบิดและปริมาณเชื้อบิดที่ไกไดรับ (Vermeulen, 2001) 
โดยสอดคลองกับผลการทดลองครั้งนี ้พบวากลุมที่ไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 ในระดับปริมาณ 
103  และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที ่5 หลังการติดเชือ้บิด ซึ่งเรว็กวา
กลุมที่ไดรับเชือ้บิดในระดับปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว อยู 1 วัน และกลุมที่ไดรับเชื้อบิดใน
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ระดับปริมาณ 104  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว มจีาํนวนโอโอซีสตที่นับไดจากอุจจาระหนัก 1 กรัม มากกวา
กลุมที่ไดรับเชือ้บิดในระดับปริมาณ 103 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว และ 102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว แตในการ
ตรวจหาโอโอซีสตจากอุจจาระไกของกลุมที่ไดรับเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) พบวาไก
ทั้ง 3 กลุม ทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้เปน  Immucox(I) สามารถเริ่มตรวจพบโอโอซีสตไดในวันที่ 5 หลัง
การติดเชื้อบิดเหมือนกนัทุกกลุม แตผลการตรวจนับจํานวนโอโอซีสตจากอุจจาระไกหนกั 1 กรัม ผล
ที่ไดไมไดสอดคลองกับจํานวนโอโอซีสตทีไ่กแตละกลุมไดรับ โดยพบวากลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) ในระดับปริมาณ 50 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว มจีํานวนโอโอซสีตที่นับไดมาก 
กวา กลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว 
ในชวงวนัที ่ 6-7 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) แสดงวาอาจเกิด crowding 
effect คือ การที่ไกไดรับปริมาณโอโอซีสตมากจนถงึระดับหนึง่และมผีลทําใหการเจริญของเชื้อหยุด
ลง ทําใหโอโอซีสตที่ปลอยออกมามีจาํนวนลดลง (Williams, 2001)  
  ในการศึกษาการตรวจใหคะแนนรอยโรค จากลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ 
สวนทาย และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน
Immucox(I) พบวาขึ้นอยูกับปริมาณและชนิดของเชือ้บิดที่ไกแตละตัวไดรับ โดยไกตัวที่ไดรับ
ปริมาณเชื้อบิดมากสามารถตรวจพบรอยโรคและมีคะแนนรอยโรคมากกวาไกตัวที่ไดรับปริมาณเชื้อ
บิดปริมาณนอย (Idris et al., 1997; Schito and Barta, 1997) ซึ่งจากผลการทดลองครั้งนี้พบวาใน
วันที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด กลุมที่ไดรับเชือ้บิด E. tenella CB 38 ในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอ
โอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจพบรอยโรคไดเร็วกวากลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 
ตัว โดยกลุมทีไ่ดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซสีต/ไก 1 ตัว มีคะแนนรอยโรคมากกวากลุมที่
ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว เมื่อทําการตรวจใหคะแนนรอยโรคในวนัเดยีว 
กันและจากสวนไสตันเหมือนกนั และในสวนการใหคะแนนรอยโรคหลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน  
Immucox(I) พบวาไกทั้ง 3 กลุมที่ไดรับวคัซีนเชื้อเปน  Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตาง
กัน สามารถตรวจพบรอยโรคไดวันแรกในวันที่ 5 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox 
(I) เหมือนกัน และคะแนนรอยโรคจาก 3 กลุมการทดลอง ใหผลใกลเคียงกนัเมื่อทําการตรวจทีว่ัน
เดียวกนัและจากบริเวณลาํไสตําแหนงเดียวกัน และจากการศึกษาในครั้งนี้ยงัพบวาไกที่ไดรับ
ปริมาณเชื้อบิด E. tenella CB 38 และวคัซีนเชื้อเปน  Immucox I ในระดับปริมาณที่เทากันแต
สามารถตรวจใหคะแนนรอยโรคตางกนั ดงัตารางที ่ 4.1 และ 4.2 เพราะวิธนีี้เปนการตรวจดวยตา
เปลาจึงกอใหเกิดความหลากหลายในการตรวจได (Kogut and Powell, 1993) นอกจากนีก้าร
ตรวจวินิจฉยัโรคบิด ดวยวธิีการใหคะแนนรอยโรค สามารถใหผลการตรวจที่มีความนาเชื่อถือได
มาก ในไกที่ตดิเชื้อบิด E. acervulina เพราะสามารถเห็นรอยโรคไดงายและชัดเจน (Idris et al., 
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1997)  แตในกรณีที่ไกติดเชื้อ E. maxima การตรวจหารอยโรคเปนสิง่ทีท่ําไดยาก เพราะระดับการ
กอโรคไมสัมพนัธกับความรนุแรงของรอยโรคที่สามารถมองเหน็ได (Conway et al., 1990) และใน
บางครั้งรอยโรคที่ปรากฏบริเวณลําไสอาจเกิดจากโรคอื่นได เชน ulcerative enteritis, necrotic 
enteritis และ botulism (Kohler, 2000) ดังนัน้ในการตรวจวินิจฉยัโรคบิดดวยการใหคะแนนรอย
โรคจําเปนตองอาศัยผูมีความชํานาญสูง เพื่อแยกชนดิเชื้อบิดเหลานี้ออกจากกนัได (Long and 
Joyner, 1984) 
  สวนผลที่ไดจากการตรวจหาเชื้อบิดจากลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ สวนทาย 
และไสตันของไก หลงัจากไดรับเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) พบวา
การตรวจพบเชื้อบิดขึ้นอยูกบัปริมาณการไดรับเชื้อของไก กลาวคือ ไกที่ไดรับเชื้อบิดจํานวนมาก
สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดเร็วกวาไกที่รับเชื้อบิดจํานวนนอย (Idris et al., 1997; Schito and 
Barta, 1997) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองพบวากลุมทีไ่ดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104  
โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ซึ่งเร็วกวากลุม
ที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ที่สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวันที ่6 หลัง
การติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ในขณะที่ผลการปอนวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดบั
ปริมาณที่แตกตางกนัของไกทั้ง 3 กลุม สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดในวนัเดียวกัน คือวันที่ 4 หลังการ
ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) แสดงวาปรมิาณวัคซนีเชือ้เปน Immucox(I) ที่เพิ่ม
มากขึ้นทีละ 2 เทาของ dose ปกติ โดยเริม่ตนที่ระดับปริมาณ 25 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว  
จนถงึระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ใหผลไมแตกตางกนั ซึง่จากผลของการปอน
วัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) ในครั้งนี้พบวามีความสอดคลองกับผลการตรวจนับจํานวนโอโอซสีต
จากอุจจาระไกที่กลาวมาขางตน ดังนั้นผลในการทดลองสวนนีจ้ึงนาจะมีผลมาจากเชื้อบิดเกิด 
crowding effect (Williams, 2001)  

การศึกษาความไวของวิธี PCR ในครั้งนีพ้บวาใชจาํนวนโอโอซีสตนอยที่สุดอยูที่ 0.12 โอโอ
ซีสต ที่ตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 bp ซึ่งตางกับการศึกษาของ Yao-Chi และคณะ 
(2003) ที่พบวาความไวของวิธ ีPCR สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาด 463 bp ของ 
E. tenella ที่บริเวณ ITS-1 ไดเมื่อใชจํานวนโอโอซีสต 50 โอโอซีสต จากประเทศไตหวัน และความ
ไวของวิธ ีPCR-RFLP ที่สามารถตรวจแยกชนิดเชื้อบิดได ในครั้งนี้อยูที่ 8 โอโอซีสต ซึ่งในการศึกษา
คร้ังนี้ไดเลือกบริเวณ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. เนื่องจากในสิง่มีชวีิตเดียวกนัมีความ
เหมือนกนัและแตกตางกนัจากลําดับเบสของสิ่งมีชวีิตชนิดตางๆ จึงนิยมนํามาเปรียบเทียบกนั 
(Water et al., 1991; Ananias and Francisco, 1994) และบริเวณ 18S rRNA gene เปนบริเวณที่
มีระดับ conservation สูง (Medlin et al., 1988; Sogin, 1989) จึงเปนบริเวณที่นยิมเลือกมาใชใน
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การศึกษาทางดาน phylogenetic ของปรสิตประเภท apicomplexa (Barta et al., 1991; Water et 
al., 1991;) 
  จากผลการทดลองหาความจาํเพาะของ 18S rRNA gene ของ Eimeria spp. ที่มีกับปรสิต
ในระบบทางเดินอาหารของไกและปรสิตในลําไสเล็กของแพะในครั้งนีพ้บวา Primer ที่ใชในการ 
ศึกษามีความจําเพาะตอการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในตําแหนง 18S rRNA gene ของเชื้อบิด 
Eimeria spp. แตไมมีความจําเพาะตอปรสิตในระบบทางเดนิอาหารของไกและปรสิตในลําไสเลก็
ของแพะ ทั้งนีเ้นื่องจากพยาธิในระบบทางเดินอาหารของไก ไมวาจะเปน Gongylonema spp. และ 
Tetrameres spp. ทั้ง 2 ชนิดอาศัยอยูที่กระเพาะอาหาร และ proventriculus ตามลําดับ สวน 
Tapeworm segment เปนพยาธิที่อาศัยในลําไสเล็กของไก และพยาธิ Heterakis spp. (เพศเมยี) 
อาศัยอยูที่ไสตันเชนเดยีวกบัเชื้อบิด แตผลิตภัณฑ PCR บางๆ ของพยาธิทัง้ 2 ชนิด ทีพ่บมีขนาด
ประมาณ 400 bp ซึ่งตางกบั Eimeria spp. ที่มีผลิตภณัฑ PCR ขนาด 422 bp และจากการตรวจ 
สอบลําดับพนัธุกรรมของ Heterakis spp. ที่บริเวณ 18S ribosomal RNA gene (accession 
number คือ AF 083003) พบวา Primer ที่ออกแบบใหจําเพาะกับ Eimeria spp. ไมสามารถเกาะ
กับ DNA ของพยาธิ Heterakis spp. ได 
  ผลการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดที่เปนสวนประกอบอยูใน E. tenella CB38 ดวยวิธี PCR- 
RFLP กอนปอนเชื้อบิดใหไกในครั้งนีพ้บวา สามารถตรวจแยกชนิดเชื้อบิดได 3 ชนิด  คือ E. tenella  
E. necatrix และ E. maxima ดังรูปที่ 4.7 โดยเชื้อบิดแตละชนิดมีปริมาณสัมพนัธคดิเปนอัตราสวน
รอยละแตกตางกันดงันี้ คือ 64%, 29% และ 4% ตามลําดับ ซึ่งจากแหลงของเชื้อบิด E. tenella 
CB 38 ที่ไดทําการเพาะเลีย้งไวอยางตอเนื่องที่หนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัง้แตป 2538 โดยเปนการเกบ็ตัวอยางเชื้อบิดเฉพาะบริเวณไสตันเทานั้น 
ซึ่งตามคาํกลาวของ McDougald and Reid (1991) ที่ไดกลาววาการตรวจเชื้อบิดบริเวณไสตัน 
สามารถตรวจพบเชื้อบิดชนดิ E. tenella และ E. necatrix ในระยะที่ 3 ของ schizogony สวน  
E. maxima สามารถตรวจพบไดที่บริเวณลําไสสวนกลางตัง้แตบริเวณดานลางของ duodenum 
loop ถึงบริเวณรอยเหลือของถุงไขแดง จากคํากลาวทีว่านี้แสดงใหเห็นวา E. maxima ไมสามารถ
ตรวจพบไดที่ไสตัน แตผลจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเหน็วา E. maxima สามารถตรวจพบไดที่
ไสตัน โดยดูจากผลิตภัณฑ PCR-RFLP ที่ถูกตัดดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะชนิด Alu I พบวามีขนาด
ผลิตภัณฑที่ 100 bp ซึ่งเปนขนาดที่แสดงความจาํเพาะของเชื้อบิด E. maxima ในขณะที่  
E. tenella มขีนาดผลิตภัณฑจําเพาะที ่ 284 bp และ 268 bp โดยการตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ
ชนิด Hha I และ Hpa II ตามลําดับ และ E. necatrix มีขนาดผลิตภัณฑจําเพาะที ่ 130 bp และ 
292 bp เมื่อตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะชนดิ Hae III  
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  สวนการตรวจหาเชื้อบิด E. tenella CB38 จากเนื้อเยื่อของผนังลาํไสสวนตางๆ และไสตัน 
หลังปอนเชื้อบิดใหไกอาย ุ 7 วัน พบวาวธิี PCR เปนวธิีที่มีความไวกวาการตรวจดวยตาเปลาและ
การตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวางเปนอยางมาก โดยพบวาผลการตรวจรอยโรคของกลุมที่ได 
รับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว และกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 
102 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว จะตรวจพบรอยโรคที่ไสตันไดในวนัที ่ 4 และวันที ่ 6 หลังการติดเชื้อบิดได
เปนวนัแรก ตามลําดับ ในขณะที่ผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวางสามารถตรวจพบเชื้อบิด
ที่บริเวณไสตันไดเปนวนัแรกในวนัที่ 4 หลังการติดเชื้อบิด E. tenella CB38 ของกลุมที่ไดรับเชือ้บิด
ในระดับปริมาณ 103 และ 104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว สวนกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 102 โอโอ
ซีสต/ไก 1 ตัว จะตรวจพบเชื้อบิดที่ไสตันไดในวันที่ 6 หลังการติดเชือ้บิดไดเปนวันแรก และเมื่อนํา
ผลการตรวจรอยโรคและผลตรวจพบเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก มาเปรียบ เทียบ
กับผลิตภัณฑ PCR ของเชื้อบิดที่มีขนาด 422 bp สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ที่บริเวณไสตัน 
ไดวันแรกในวนัที ่2 หลังการติดเชื้อบิด จากกลุมที่ไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 104 โอโอซีสต/ไก 1 
ตัว สวนกลุมที่ปอนเชื้อบิดในระดับปริมาณ 103 และ 102  โอโอซีสต/ไก 1 ตัว ตรวจพบผลิตภัณฑ 
PCR ของเชื้อบิดที่ไสตัน ไดวันแรกในวันที ่ 4 และวันที่ 5 หลังการติดเชื้อบิด ตามลาํดับ ดังนั้นการ
ตรวจหาเชื้อบิดดวยวิธ ี PCR สามารถตรวจพบเชื้อบิดจากบริเวณลาํไสสวนตางๆ และไสตัน ไดไว
กวาการตรวจหารอยโรค ดวยตาเปลา และไวกวาการตรวจหาเชื้อบิดดวยกลองจลุทรรศนแสงสวาง 
เพราะพบวาบริเวณที่ตรวจไมพบรอยโรคและเชื้อบิด สามารถตรวจพบผลิต ภัณฑ PCR ของเชื้อบิด
ไดดวยวิธPีCR  
  และจากการศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 หลงัไดรับเชื้อบิดในระดับปริมาณ 
104 โอโอซีสต/ไก 1 ตัว พบวาวิธ ีPCR-RFLP สามารถแยกชนิดเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และไสตัน
ของไกได โดยพบวาเชื้อบิดแตละชนิดที่แยกไดในแตละสวนของลําไสและไสตันไมสอดคลองกบั 
McDougald and Reid (1991) ที่กลาววาเชื้อบิดชนิด E. acervulina สามารถตรวจพบไดที่ลําไส
สวนตน เชื้อบิดชนิด E. maxima และ E. necatrix จะพบที่ลําไสสวนกลาง และเชื้อบิดชนิด  
E. necatrix และ E. tenella จะพบไดที่ไสตัน แตจากการศึกษาครั้งนีพ้บวาเชื้อบิด E. acervulina 
สามารถตรวจพบไดที่ลําไสสวนตน และลําไสสวนกลางที1่ เชื้อบิดชนิด E. maxima และ  
E. necatrix สามารถตรวจพบไดที่ตั้งแตลําไสสวนกลางที1่ ลําไสสวนกลางที2่ เร่ือยไปจนถงึลําไส
สวนทาย และไสตัน สวนเชือ้บิดชนิด E. tenella สามารถตรวจพบไดทุกสวนของลาํไส และไสตัน 
ซึ่งจากผลการศึกษาครั้งนี้พบวาการแยกชนิดเชื้อบิดจากขนาดรูปรางโอโอซีสตและตําแหนงรอยโรค
ใหผลที่คลาดเคลื่อนไดมากกวาการตรวจดวยวิธ ี PCR-RFLP ที่มีความจําเพาะสูง (Barta et al, 
1997; Sangster et al., 2002) 
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  ในการศึกษาครั้งนี้นอกจากการศึกษาเชื้อบิดจาก E. tenella CB38 ยังไดทําการศึกษาชนิด
ของเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ซึ่งเปนแหลงของเชื้อบิดที่ทราบชนิดเชื้อบิดที่เปนองค 
ประกอบภายในวัคซนีเชื้อเปน Immucox (I) พบวาผลการแยกชนิดเชื้อบิดที่ผสมอยูในวัคซีนเชื้อ
เปน Immucox(I) สามารถแยกเชื้อบิดไดทั้งหมด 4 ชนิด ดังนี้คือ E. acervulina, E. maxima , 
E.necatrix และ E. tenella โดยมีปริมาณสัมพันธคิดเปนอัตราสวนรอยละดังนี้คือ 23%, 19%, 3% 
และ 3% ตามลําดับ ในขณะที ่E. praecox  คาดวานาจะเปนเชื้อบิดอีก 1 ชนิด ที่เปนองคประกอบ
ในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ดวย เนือ่งจากขนาดผลิตภัณฑ PCR 422 bp ที่ยอยดวยเอน็ไซม
ตัดจําเพาะ Hpa II เปนขนาดที่มีความจําเพาะตอ E. praecox  ซึ่งโดยปกติทัว่ไปเชือ้บิดที่เปนสวน 
ประกอบภายในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) มีดวยกัน 4 ชนิด คือ E. acervulina, E. maxima,  
E. necatrix และ E. tenella (Vermeulen et al., 2001) สวน E. praecox เปนเชื้อบิดชนิดที่ไม
ปรากฏวาเปนสวนประกอบของวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ซึ่งจากการสืบคนขอมูลพบวายงัไมมี
ผูใดทําการศึกษาการแยกชนิดและปริมาณสัมพันธของเชื้อบิดในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) แต
ในวัคซนีเชื้อเปน Coccivac-D และ Coccivac-B You-Chi และคณะ (2003) สามารถแยกชนิดเชื้อ
บิด E.acervulina, E. brunette, E. maxima, E.necatrix และ E. tenella ที่บริเวณ ITS-1 ไดดวย
วิธี PCR  
  ดังนัน้เหตุผลของการเลือกศกึษาวัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) ในครั้งนี ้ เนื่องจากปจจุบัน
การนาํยากันบิดมาใชในการเลี้ยงไกลดนอยลง เพราะเชื้อบิดเกิดการดื้อยาเพิ่มมากขึ้น (drug 
resistance) (Allen et al., 1997; Chapman et al., 2002; Sangster et al., 2002) จึงทาํใหมผูี
นิยมนําวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  ซึ่งเปนวัคซนีเชื้อเปนชนิดรุนแรง (virulent vaccine) มาใชใน
การปองกนัโรคบิดในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเพิ่มมากขึ้น (Shirley, 1993; Danforth, 1998) และ
เนื่องจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) มีองคประกอบของเชื้อบิดชนิดที่มีความสาํคัญและกอโรค
รุนแรงในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก ไดแก E. tenella, E. necatrix, E. acervulina และ E. maxima 
ที่เรียงตามลําดับความรุนแรง (Roberson, 1995) จงึทาํใหในการศึกษาครั้งนี้นอกจากการศึกษา
การแยกชนิดเชื้อบิดดวยวิธ ี PCR-RFLP แลวยังทาํการศึกษาในเชงิปริมาณ(Quantitative) เพือ่หา
อัตราสวนชนดิของเชื้อบิดทีเ่ปนองคประกอบของแหลงเชื้อบิดที่นาํมาศึกษาไมวาจะเปนเชื้อบิดของ  
E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน  Immucox(I) เพราะบางครั้งการเกิดโรคบดิในไกอาจเปนผล
มาจากการใชวัคซีนกเ็ปนได (Berta et al., 1998 and Shirley et al., 1983) ดังนัน้ผูใชตองมกีาร
ควบคุมปริมาณของวัคซีนทีใ่ชอยางระมัดระวัง เพื่อไมใหเกิดโรครุนแรง (Shirley, 1992) ซึ่งจากการ 
ศึกษาพบวากลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับที่แตกตางกนั คือ 25, 50 และ 100 
เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว ใหผลในการตรวจหาเชื้อบิดดวยวิธี PCR ในแตละวนัไมแตกตางกนั 
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รวมทัง้สามารถกอใหเกิดรอยโรคที่มีระดับคะแนนรอยโรคที่บริเวณลําไสสวนตนคลายคลึงกนั ซึ่ง
สอดคลองกับปริมาณสัมพนัธของเชื้อบิดแตละชนิดที่เปนองคประกอบภายในวัคซีนเชื้อเปน  
Immucox(I) ที่พบวามีเชือ้บิดชนิด E. acervulina  เปนสวนประกอบมากที่สุด ดังนั้นการที่ไก
ไดรับวัคซีนในปริมาณที่มากเกินไปอาจสงผลกระทบตอผลผลิตที่ไดรับ เชน สูญเสียอัตราการแลก
เนื้อ มีอัตราการเจริญเติบโตลดลง และระยะเวลาการวางไขคร้ังแรกลาชา เปนตนั แตถาไกไดรับ
วัคซีนในระดับปริมาณทีพ่อเหมาะก็จะกอใหเกิดการสรางภูมิคุมกนัในไกไดเปนอยางดี เพราะเชื้อ
บิดแตละชนิดมีความสามารถในการกระตุนการสรางภูมคิุมกันใหกับไกเพื่อตอบสนองเชื้อบิดแตละ
ชนิดไดเทานั้น หรือที่เรียกวา Non cross-reactivities (Shirley, 1992; William, 1998) 
  ในขณะที่ผลการตรวจหาเชือ้บิดในลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลงัจากไดรับวัคซีน
เชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน ตั้งแตวันที่ 0 ถึงวันที่ 7 หลังการติดเชื้อบิด
จากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ที่ตรวจสอบหาเชื้อบิดดวยวิธ ี PCR และนํามาเปรียบเทียบกบัผล
การตรวจรอยโรคบริเวณลําไสสวนตางๆ และไสตัน ดวยตาเปลา และการตรวจหาเชื้อบิดดวยการ
ขูดเนื้อเยื่อผนงัลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก ที่ตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง พบวาวิธี 
PCR สามารถตรวจพบเชื้อบิดหลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในลาํไสสวนตางๆ และ
ไสตันของไก ไดไวกวาการตรวจรอยโรคดวยตาเปลา โดยพบวาไกทัง้ 3 กลุมที่ไดรับวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน สามารถตรวจพบรอยโรคไดวันแรกในวันที่ 5 หลังการ
ติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) สวนการตรวจดวยกลองจลุทรรศนแสงสวาง พบวาผล
จากการปอนวคัซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 25, 50 และ 100 เทาของ dose ปกติ/
ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบเชื้อบิดไดที่ลําไสสวนตน สวนกลางที1่ สวนกลางที2่ และสวนทาย ไดใน
วันที ่4 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) และพบเชื้อบิดที่ไสตันไดในวันที ่5 หลัง
การติดเชื้อบิดจากวัคซนี Immucox(I) และเมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ PCR พบวาสามารถ
ตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาด 422 bp ไดวันแรกในวันที่ 1 หลงัการติดเชื้อบิดจากวัคซนีเชื้อเปน 
Immucox(I) ที่ไสตนัเปนสวนแรก จากกลุมที่ไดรับวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 
100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว และในวันที่ 3 หลังการติดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปนImmucox(I) 
สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ไดวันแรก ที่ลาํไสสวนตน สวนกลางที1่ ของกลุมทีไ่ดรับวัคซีนเชือ้
เปน Immucox(I) ในระดบัปริมาณ 25 และ 50 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว สวนกลุมที่ไดรับ
วัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ในระดับปริมาณ 100 เทาของ dose ปกติ/ไก 1 ตัว สามารถตรวจพบ
ผลิตภัณฑ PCR ได 3 สวน คือ ลําไสสวนตน สวนกลางที1่ และสวนกลางที ่ 2 ในขณะที่ลําไสสวน 
ทาย ตรวจพบเชื้อบิดไดวันแรกในวนัที ่4 หลังการปอนวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I)  
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  และจากการศึกษาแยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) หลงัปอนใหไก ดวย
วิธ ี PCR-RFLP ในครั้งนี้ พบวาวิธ ี PCR-RFLP สามารถแยกชนิดเชื้อบิดในลําไสสวนตางๆ และ
ไสตันของไกได โดยพบวาเชื้อบิดชนิด E. acervulina  สามารถตรวจพบไดที่ลาํไสสวนตน ลําไส
สวนกลางที1่ และลําไสสวนทาย เชื้อบิดชนิด E. maxima สามารถตรวจพบไดทุกสวนของลาํไส 
และไสตัน เชื้อบิดชนิด E. necatrix สามารถตรวจพบไดที่ไสตัน และE. tenella สามารถตรวจพบได
ทุกสวนของลาํไส และไสตัน ยกเวนลาํไสสวนตน โดยเชื้อบิดแตละชนิดที่แยกไดในแตละสวนของ
ลําไสและไสตัน พบวาไมสอดคลองกับ McDougald and Reid (1991) ซึ่งจากผลการศึกษาการ
แยกชนิดเชื้อบิดจากวัคซนีเชือ้เปน  Immucox(I) หลังปอนใหไก ชวยยืนยันไดวาการแยกชนิดเชือ้
บิดจากขนาดรูปรางโอโอซีสตและตําแหนงรอยโรคใหผลที่คลาดเคลื่อนไดมากกวา (Barta et al, 
1997) วิธ ีPCR-RFLP ที่มีความจาํเพาะสงู (Sangster et al., 2002) 
   ในการศึกษาครั้งนี้การแกไขปญหาการปนเปอนของเชื้อบิดจากสิ่งแวดลอม ที่เปน
ผลมาจากหองเลี้ยงที่ไมไดทําความสะอาดฆาเชื้อ วัสดุรองนอน น้าํและอาหาร (Ruff, 1993) 
สามารถทําไดโดยทําหองเลีย้งไกใหสะอาดและผานกระบวนการฆาเชือ้อยางดีดวยการใชโซดาไฟที่
ผสมกับน้าํและการใชน้าํที่ผสม chlorox รวมกับการใชน้ํารอน และการฆาเชื้อดวย formaldehyde 
ในอัตราสวนดางทับทมิ 1 สวน : ฟอรมาลีน 2 สวน รวมทัง้การเลี้ยงในกลองกระดาษลูกฟูกที่ผาน
การประดิษฐข้ึน เพื่องายและสะดวกตอการเก็บตัวอยางอุจจาระ และชวยลดการปนเปอนของเชือ้
บิดที่ปลอยออกมากับอุจจาระหลังปอนเชื้อบิดที่เปนปจจยัหนึ่งที่ทาํใหไกติดเชื้อบิดได เพราะการ 
ศึกษาในครัง้นีเ้ปนการศึกษาการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดจาก E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) หลังจากปอนเชื้อบิดใหไก ดังนัน้การทําใหไกทดลองทีเ่ลี้ยงปราศจากเชื้อบิดกอนได 
รับการปอนเชือ้บิด จะทําใหผลการทดลองมีประสิทธภิาพ และความนาเชื่อถือมากขึ้น ซึง่เหน็ได
จากหลายๆ การทดลองของการปอนเชื้อบิดในไก ปจจัยที่สําคัญ คือการทาํความสะอาดหองเลี้ยง
ไก และการใชไกทดลองที่สะอาดปราศจากเชื้อบิด (Barta et al., 1998; Fernandez et al., 2003; 
Williams et al., 2003)  
  จากการศึกษาในครั้งนี ้เปนการศึกษาวิธ ีPCR-RFLP ทีบ่ริเวณ 18S rRNA gene  เพื่อแยก
ชนิดเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) พบวาวธิ ี PCR-RFLP เปนวิธทีีม่ี
ความไวและความจาํเพาะสงูในการแยกชนิดเชื้อบิดไก ที่สามารถแยกชนิดเชื้อบิดจาก เชื้อบิด  
E. tenella CB38 ได 3 ชนิด คือ E. tenella มีปริมาณสัมพันธมากทีสุ่ดคือ 64%, E. necatrix 32% 
และ E. maxima 4%  และเชื้อบิดที่ประกอบอยูในวัคซนีเชื้อเปน Immucox(I) มีอยางนอย 4 ชนิด 
คือ E. acervulina  มีปริมาณสัมพันธมากที่สุดคือ 26%, E. maxima 19%, E. necatrix 3% และ 
E. tenella 3%  และสามารถแยกชนิดเชื้อบิดจากลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลงัจากไดรับ
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เชื้อบิด E. tenella CB38  ได โดยในการศึกษาครั้งนี้สามารถพบเชื้อบิดชนิด E. tenella ไดทุกสวน
ของลําไส และไสตันของไก สวนเชื้อบิดชนิด E. maxima  สามารถพบไดทุกสวนของลําไส และ
ไสตันของไก ไดดวยเชนกัน หลังจากไดรับวัคซีนเชื้อเปน Immucox(I) ดังนัน้จงึควรที่จะพฒันาวธิ ี
PCR-RFLP เพื่อนาํไปใชงานทางดานพยาธิกาํเนิด ดานระบาดวทิยา หรือการใชวคัซีน และการ
ตรวจหาชนิดของเชื้อบิดที่ปลอยออกมาหลงัการใหวัคซนี หรือ ศึกษาการดื้อยาของเชื้อบิด ไดอยาง
มีประสิทธิภาพตอไป 
 
ขอเสนอแนะ 
 การศึกษาการแยกชนิดเชื้อบิดในไกคร้ังนี้ไดใชเอ็นไซมตัดจําเพาะ ถงึ 4 ชนิด คือ Alu I, 
Hha I, Hpa II และHae III ซึ่งเปนเอ็นไซมที่ตัดลําดับเบส 4 ตัว ซึ่งตอไปอาจจะเลอืกใชเอ็นไซมตัด
จําเพาะชนิดอืน่ ที่มีความจาํเพาะในการแยกชนิดเชื้อบิดแตละชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพเพิม่มาก
ขึ้น 
 จากการศึกษาในครั้งนี ้เปนการศึกษาจากตาํแหนงของสายพันธุกรรมทีบ่ริเวณ 
18S rRNA gene ของเชื้อบิดที่แยกไดจากเชื้อบิด E. tenella CB38 และวัคซีนเชื้อเปน 
Immucox(I) และเชื้อบิดระยะตางๆ จากบริเวณลําไสสวนตางๆ และไสตันของไก หลังปอนเชื้อบิด 
E. tenella CB38 และวัคซนีเชื้อเปน Immucox (I) สําหรับการศึกษาในครั้งตอไปควรมีการศึกษา
จากโอโอซีสตในอุจจาระไก เพื่อที่จะไดทราบถงึประสิทธิภาพความไวและความจําเพาะของวิธ ี
PCR-RFLP  
 จากการศึกษาในครั้งนี้ เปนการศึกษาการแยกชนิดเชือ้บิดแตละชนิดจากบริเวณ 18S 
rRNA gene เพียงตาํแหนงเดียวของ Eimeria spp. ดังนั้นในการศึกษาครั้งตอไปควรทําการศึกษา
เพิ่มเติมที่บริเวณสวนอืน่ของ ribosomal RNA เชน Internal Transcribed Spacer 1 (ITS 1) หรือ 
Internal Transcribed Spacer 2 (ITS 2) เพื่อจะไดทราบถึงลกัษณะของเชื้อบิดที่แยกไดเพิ่มมาก
ข้ึนและแมนยาํขึ้น 
 จากการศึกษาการตรวจแยกชนิดเชื้อบิดในไกหลังปอนเชือ้บิด E. tenella CB38 และวัคซีน
เชื้อเปน Immucox(I) ในครั้งนี้พบวา นอกจากสามารถตรวจพบผลติภัณฑ PCR ขนาด 422 bp 
บนแผนเจล ยงัสามารถตรวจพบ Non specific band ที่มีขนาดของผลิตภัณฑ PCR ประมาณ 510 
bp โดยโปรแกรม PCR ที่ใชศึกษาในครั้งนี้พบวา annealing ที่ใชคือ 54 องศาเซลเซียส ดงันัน้เมื่อ
ทําการเพิม่อุณหภูมิ annealing เปน 56 องศาเซลเซียส พบวาสามารถเพิม่ความจาํเพาะของ
ปฏิกิริยา PCR ขึ้นได  
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 และจากการศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาจากเชื้อบิดหลายชนิดผสมกนัอยู ซึง่ทาํใหยากตอ
การวิเคราะหขอมูล ดังนัน้ในการศึกษาครั้งตอไปนาจะมกีาร clone เชือ้บิดแตละชนิด เพื่อนํามาใช
เปนตัวควบคมุและชวยในการวิเคราะหผลการทดลองใหมีประสิทธิภาพดียิง่ขึ้น 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

                

ภาคผนวก 
 
การเตรยีม Cetyl – Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) 

CTAB   2  กรัม 
NaCl   8.2  กรัม 
β-Mercapto-ethanol 0.2  มิลลิลิตร 
EDTA   0.74  กรัม 
Tris   1.214  กรัม 
เติม sterile water จนครบ 100 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม lysis buffer 

EDTA   24.6  กรัม 
N-lauroylsarcosine 1.3  กรัม 
ทําการเติม NaOH ลงใน lysis buffer เพือ่ปรับใหมีคา pH = 9 
เติม sterile water จนครบ 100 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม Phenol/Chloroform/isoamyl alcohol 

Saturated Phenol   25  มิลลิลิตร 
Chloroform   24  มิลลิลิตร 
Isoamyl alcohol   1  มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม 50x Tris-acetate EDTA (TAE) 

Tris base    242  กรัม 
Glacial acetic acid  57.1  มิลลิลิตร 
EDTA    100  มิลลิลิตร 
เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 

 
การเตรยีม 1x TAE 

นํา 50x TAE 10 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากลัน่จนครบ 500 มิลลิลิตร 
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การเตรยีม 2% Agarose gel 
ชั่ง Agarose 0.6 กรัม ละลายใน 1x TAE ใหมีปริมาตรทั้งหมด 30 มลิลิลิตร 
 
การเตรยีม 2.5% Agarose gel 
ชั่ง Agarose 0.45 กรัม ละลายใน 1x TAE ใหมีปริมาตรทั้งหมด 30 มิลลิลิตร 
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สารเคมีและแหลงที่มา 
 
สารเคมี        แหลง 
EDTA        Pharmacia Biotech 
Tris base       Amresco 
Agarose       USB 
Ethidium bromide      Bio-Red 
1.5 Kbp DNA ladder      Pacifiscience 
CTAB        Sigma 
N-laurolsarcosine      Amresco 
β-Mercapto-ethanol      Pharmacia Biotech 
Proteinase K       USB 
Phenol        Amresco 
Chloroform       Merck 
Isoamyl alcohol      Sigma 
Absolute ethanol      Merck 
Bromphenol blue      USB 
Sodium chloride      Sigma 
dNTP        eppendorf 
Taq DNA polymerase      invitrogen 
Primers        Proligo 
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เครื่องมือ 
 
เครื่อง Thermal Cycler, Gene Amp. 2700 
Gel electrophoresis apparatus, Mini-Sub Cell GT ของ BioRad 
UV Transilluminator, 3-3102; Foto Dyne Incoperated 
กลองถายรูปโพลารอยด, 5-533; Foto Dyne Incoperated 
ฟลมโพลารอยด, No.667; Fabriqu’ au Royaume-Uni par Polaroid, Ltd 
Laminar Flow, 5000E; Astecair 
หนากากกนัแสงอัลตราไวโอเลต, Foto Dyne Incoperated 
เครื่องวัดความเปนกรดดาง, PHM 83 Autocal pH meter ; Radiometer 
ตูแชเย็น –20 องศาเซลเซยีส, UE 650; Kelvinator 
ตูแชเย็น –70 องศาเซลเซยีส, Forma Scientific 
Micropipettes, Gibthai 
เครื่อง vortex, G-560E; Scientific Industries 
Magnetic stirrer, pyro-magnestir No. 1267; Lab-line instruments, Inc 
Microwave, R-4A52, Carousel; Sharp 
เครื่องชั่งแบบละเอียด, BP 310S; Sartoius 
Hair Dryer, EH5741 ; National; Matsushita Electric Work.Ltd. 
Water bath, GFL-1086 ; GESELLSCHATT Fur Labortechnik mbH 
Microcentrifuge tube 1.5 ml, Bioactive 
หลอด PCR tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร, Bioactive 
Pipette tips  0.5-10 ul, Bioactive 
Pipette tips  200 ul, Bioactive 
Pipette tips  1000 ul, Bioactive 
ชุดอุปกรณถายภาพเจล, Bio-Genomid 
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ภาคผนวกที ่ 1  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria acervulina (Accession number   

U67115) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I และ Hpa ll 

 
 
                                                  Forward primer                                                                                          Hha I             
361  attccggaga gggagcctga gaaacggcta ccacatctaa ggaaggcagc aggcgcgcaa  
 
421  attacccaat gaaaacagtt tcgaggtagt gacgagaaat aacaatacag ggcatcttat 
 
481  gctttgtaat tggaatgatg ggaatgtaaa acccttccag agtaacaatt ggagggcaag 
          Alu I 
541  tctggtgcca gcagccgcgg taattccagc tccaatagtg tatattagag ttgttgcagt 
       Alu I                        Hha I           Hha I 
601  taaaaagctc gtagttggat ttctgtcgtg gtcagcctgc gctgcccgta tgggtgtgcg 
                 Hha I 
661  cgtggtttgc cctcggcttt tttctggtag cctcctgcgc ttaattgcgt gggctggtgt  
                Hpa ll                                                       Reverse primer               
721  tccggaactt ttactttgag aaaaatagag tgtttcaagc aggcttgtcg ccctgaatac 
 
781 tgcagcatgg 
 
 

ภาคผนวกที ่ 2  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria maxima (Accession number   
U67117) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I และ Hpa ll 

 
              Forward primer                    Hha I 
361 cgattccgga gagggagcct gagaaacggc taccacatct aaggaaggca gcaggcgcgc 
 
421 aaattaccca atgaaaacag tttcgaggta gtgacgagaa ataacaatac agggcatttt 
 
481 atgctttgta attggaatga tgggaatgta aaacccttcc agagtaacaa ttggagggca 
                  Alu I 
541 agtctggtgc cagcagccgc ggtaattcca gctccaatag tgtatattag agttgttgca 
            Alu I                                Alu I        Hha I 
601 gttaaaaagc tcgtagttgg atttctgtcg tggtcagctt gcgctgcccg tatgggtgtg 
         Hha I                       Hpa ll       Alu I              Hha I 
661 cgcgtggttt gccctcggca ttcttccggt agcttgtggc gcttaattgc gtctgcaagt 
                                            Reverse primer               
721 gccctggaac ttttactttg agaaaaatag agtgtttcaa gcaggcttgt cgccctgaat 
 
781  actgcagcat ggaataatag 
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ภาคผนวกที ่ 3  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria necatrix (Accession number   

U67119) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I Hpa ll และ Hae lll 

 
    Forward primer                              Hha I 
361 ttcgattccg gagagggagc ctgagaaacg gctaccacat ctaaggaagg cagcaggcgc 
          Alu I 
421 gcaaattacc caatgaaaac agcttcgagg tagtgacgag aaataacaat acagggcatt 
 
481 ttatgctttg taattggaat gatggaaatg taaaaccctt ccagagtaac aattggaggg 
              Hpa ll 
541 caagtctggt gccagcagcc gcggtaattc cggctccaat agtgtatatt agagttgttg 
                 Alu I                                                               Hpa ll Hha I 
601 cagttaaaaa gctcgtagtt ggatttctgt cgtggtcatc cggcgccgcc cgtatgggtg 
               Hae lll        Hpa ll                       Hha I 
661 tgggcctggc atgccctcgg cttatttccg gtagccttcc gcgcttaatt gcgtgtgttg 
          
721 gtgttctgga acttttactt tgagaaaaat agagtgtttc aagcaggctt gtcgccctga 
                  Reverse primer               
781 atactgcagc atggaataat 
        
ภาคผนวกที ่ 4  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อบิด Eimeria tenella (Accession number   

U67121) ขนาด 422 bp และตําแหนงทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก Alu I 
Hha I และ Hpa ll  

  
        Forward primer          Hha I 
361 ttcgattccg gagagggagc ctgagaaacg gctaccacat ctaaggaagg cagcaggcgc 
                            Alu I 
421 gcaaattacc caatgaaaac agcttcgagg tagtgacgag aaataacaat acagggcatt 
 
481 ttatgctttg taattggaat gatgggaatg taaaaccctt ccagagtaac aattggaggg 
                     Alu I 
541 caagtctggt gccagcagcc gcggtaattc cagctccaat agtgtatatt agagttgttg 
                      Alu I                       Hpa ll 
601 cagttaaaaa gctcgtagtt ggatttctgt cgtggtcatc cggcgtcgcc cgtatgggtg 
                          Hpa ll                           Hha I 
661 tgtgcctggc atgccctcgg cttatttccg gtagccttcc gcgcttaatt gcgtgtgttg 
 
721 gtgttctgga acttttactt tgagaaaaat agagtgtttc aagcaggctt gtcgccctga 
            Reverse primer               
781 atactgcagc atggaataat
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ตารางภาคผนวกที่ 1 ผลการตรวจหาโอซีสตในอุจจาระไกดวยวิธี floatation Concentration และนับจํานวนโอโอซีสตดวยวิธี McMaster chamber หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38  
Floatation Concentration technique McMaster chamber method (OPG) 

DPI 
กลุมควบคุม 102 โอโอซีสต/ตัว 103 โอโอซีสต/ตัว 104 โอโอซีสต/ตัว กลุมควบคุม 102 โอโอซีสต/ตัว 103โอโอซีสต/ตัว 104 โอโอซีสต/ตัว 

0 - - - - - - - - 
1 - - - - - - - - 
2 - - - - - - - - 
3 - - - - - - - - 
4 - - - - - - - - 
5 - - + + - - 1,350a 19,850a 
6 - + + + - 7,700 574,000a 4,215,000a 
7 - + + + - 109,300a 453,000a 1,108,000a 
DPI  : Day Post Infection 
OPG : Oocyst Per Gram  
+      :  ตรวจพบโอโอซีสตในอุจจาระไก 
a           :  คาเฉลี่ยของจํานวนโอโอซีสตตออุจจาระ 1 กรัม 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 ผลการตรวจพบระยะของเชื้อบิด ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก ดวยวิธีกลองจุลทรรศนแสงสวาง และคะแนนรอยโรค ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก 
หลังจากปอนเชื้อบิด E. tenella CB38 ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน 

กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 
DPI 

เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไส

สวนทาย 
ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไส

สวนทาย 
ไสตัน 

0 1/23 - - - - - - - - - - 
 1/22 - - - - - - - - - - 
 2/23 - - - - - - - - - - 
 2/22 - - - - - - - - - - 
 3/23 - - - - - - - - - - 
 3/22 - - - - - - - - - - 
 4/23 - - - - - - - - - - 
 4/22 - - - - - - - - - - 

1 1/21 - - - - - - - - - - 
 1/20 - - - - - - - - - - 
 1/19 - - - - - - - - - - 
 2/21 - - - - - - - - - - 
 2/20 - - - - - - - - - - 
 2/19 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/21 - - - - - - - - - - 
 3/20 - - - - - - - - - - 
 3/19 - - - - - - - - - - 
 4/21 - - - - - - - - - - 
 4/20 - - - - - - - - - - 
 4/19 - - - - - - - - - - 

2 1/18 - - - - - - - - - - 
 1/17 - - - - - - - - - - 
 1/16 - - - - - - - - - - 
 2/18 - - - - - - - - - - 
 2/17 - - - - - - - - - - 
 2/16 - - - - - - - - - - 
 3/18 - - - - - - - - - -- 
 3/17 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/16 - - - - - - - - - - 
 4/18 - - - - - - - - - - 
 4/17 - - - - - - - - - - 
 4/16 - - - - - - - - - - 

3 1/15 - - - - - - - - - - 
 1/14 - - - - - - - - - - 
 1/13 - - - - - - - - - - 
 2/15 - - - - - - - - - - 
 2/14 - - - - - - - - - - 
 2/13 - - - - - - - - - - 
 3/15 - - - - - - - - - - 
 3/14 - - - - - - - - - - 
 3/13 - - - - - - - - - - 
 4/15 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/14 - - - - - - - - - - 
 4/13 - - - - - - - - - - 
4 1/12 - - - - - - - - - - 
 1/11 - - - - - - - - - - 
 1/10 - - - - - - - - - - 
 2/12 - - - - - - - - - - 
 2/11 - - - - - - - - - - 
 2/10 - - - - - - - - - - 
 3/12 - - - - S/M - - - - +1 
 3/11 - - - - S/M - - - - +1 
 3/10 - - - - S/M - - - - - 
 4/12 - - - - S/M - - - - - 
 4/11 - - - - S/M - - - - +1 
 4/10 - - - - S/M - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
S/M : Schizont/Merozoite 
+1   :  มีรอยโรคเล็กนอย 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

5 1/9 - - - - - - - - - - 
 1/8 - - - - - - - - - - 
 1/7 - - - - - - - - - - 
 2/9 - - - - - - - - - - 
 2/8 - - - - - - - - - - 
 2/7 - - - - - - - - - - 
 3/9 - - - - S/M - - - - - 
 3/8 - - - - S/M - - - - - 
 3/7 - - - - S/M,Z - - - - - 
 4/9 Z - Z - Z - - - - +2 
 4/8 Z Z - - S/M,Z - - - - +2 
 4/7 - - - - S/M,Z - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
S/M : Schizont/Merozoite 
 Z    : Zygote  
+2   :  มีรอยโรคปานกลาง 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไส
สวนกลางที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

6 1/6 - - - - - - - - - - 
 1/5 - - - - - - - - - - 
 1/4 - - - - - - - - - - 
 2/6 - - - - Z.O - - - - +1 
 2/5 - - - - Z,O - - - - +1 
 2/4 - - - - Z,O - - - - - 
 3/6 Z - - - Z,O - - - - +1 
 3/5 O - - - O - - - - +1 
 3/4 - - - - O - - - - +1 
 4/6 - - - - O - - - - +3 
 4/5 Z,O - - - Z,O + - - - +3 
 4/4 Z,O - Z,O Z,O O - - - - +2 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1   :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2  :  มีรอยโรคปานกลาง 
+3  :  มีรอยโรครุนแรง 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

7 1/3 - - - - - - - - - - 
 1/2 - - - - - - - - - - 
 1/1 - - - - - - - - - - 
 2/3 - - - - O - - - - +1 
 2/2 - - - - O - - - - +1 
 2/1 - - - - O - - - - +1 
 3/3 Z - - O O + - - - +1 
 3/2 Z - - O O - - - - +1 
 3/1 - O - O O - - - - +2 
 4/3 Z O - - O - - - - +3 
 4/2 Z,O O - - O + - - - +3 
 4/1 - - - - O - - - - +2 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1    :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2  :  มีรอยโรคปานกลาง 
+3  :  มีรอยโรครุนแรง 
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ตารางภาคผนวกที่ 3  ผลการตรวจหาโอโอซีสตในอุจจาระไกดวยวิธี floatation Concentration และนับจํานวนโอโอซีสตดวยวิธี McMaster chamber หลังจากปอนวัคซีนเชื้อเปน 
       Immucox (I) 

floatation Concentration technique McMaste chamber method (OPG) 
DPI กลุมควบคุม 25 เทาของ dose 

ปกติ 
50 เทาของ dose 

ปกติ 
100 เทาของ dose 

ปกติ 
กลุมควบคุม 25 เทาของ dose 

ปกติ 
50 เทาของ dose 

ปกติ 
100 เทาของ dose 

ปกติ 
0 - - - - - - - - 
1 - - - - - - - - 
2 - - - - - - - - 
3 - - - - - - - - 
4 - - - - - - - - 
5 - + + + - 30,600a 75,800a 80,650a 
6 - + + + - 1,064,000a 2,047,000a 847,500a 
7 - + + + - 453,000a 991,000a 988,000a 

DPI  : Day Post Infection 
OPG : Oocyst Per Gram  
+      :  ตรวจพบโอโอซีสตในอุจจาระไก 
 a          :  คาเฉลี่ยของจํานวนโอโอซีสตตออุจจาระ 1 กรัม 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 ผลการตรวจพบระยะของเชื้อบิด ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก ดวยวิธีกลองจุลทรรศนแสงสวาง และคะแนนรอยโรค ในลําไสเล็กสวนตางๆ และไสตันของไก 
หลังจากปอน Immucox (I) ในระดับปริมาณที่แตกตางกัน  

กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 
DPI 

เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

0 1/1 - - - - - - - - - - 
 1/2 - - - - - - - - - - 
 2/1 - - - - - - - - - - 
 2/2 - - - - - - - - - - 
 3/1 - - - - - - - - - - 
 3/2 - - - - - - - - - - 
 4/1 - - - - - - - - - - 
 4/2 - - - - - - - - - - 

1 1/3 - - - - - - - - - - 
 1/4 - - - - - - - - - - 
 1/5 - - - - - - - - - - 
 2/3 - - - - - - - - - - 
 2/4 - - - - - - - - - - 
 2/5 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/3 - - - - - - - - - - 
 3/4 - - - - - - - - - - 
 3/5 - - - - - - - - - - 
 4/3 - - - - - - - - - - 
 4/4 - - - - - - - - - - 
 4/5 - - - - - - - - - - 

2 1/6 - - - - - - - - - - 
 1/7 - - - - - - - - - - 
 1/8 - - - - - - - - - - 
 2/6 - - - - - - - - - - 
 2/7 - - - - - - - - - - 
 2/8 - - - - - - - - - - 
 3/6 - - - - - - - - - - 
 3/7 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 3/8 - - - - - - - - - - 
 4/6 - - - - - - - - - - 
 4/7 - - - - - - - - - - 
 4/8 - - - - - - - - - - 

3 1/9 - - - - - - - - - - 
 1/10 - - - - - - - - - - 
 1/11 - - - - - - - - - - 
 2/9 - - - - - - - - - - 
 2/10 - - - - - - - - - - 
 2/11 - - - - - - - - - - 
 3/9 - - - - - - - - - - 
 3/10 - - - - - - - - - - 
 3/11 - - - - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI 
เบอร
ไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง

ที่1 
ลําไสสวนกลาง

ที่2 
ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/9 - - - - - - - - - - 
 4/10 - - - - - - - - - - 
 4/11 - - - - - - - - - - 

4 1/12 - - - - - - - - - - 
 1/13 - - - - - - - - - - 
 1/14 - - - - - - - - - - 
 2/12 S/M S/M S/M - - - - - - - 
 2/13 S/M S/M - - - - - - - - 
 2/14 S/M - - S/M - - - - - - 
 3/12 S/M S/M S/M - - - - - - - 
 3/13 S/M S/M S/M - - - - - - - 
 3/14 S/M S/M S/M - - - - - - - 

DPI : Day Post Infection 
S/M : Schizont/Merozoite 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไส
สวนกลางที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

6 1/6 - - - - - - - - - - 
 1/5 - - - - - - - - - - 
 1/4 - - - - - - - - - - 
 2/6 - - - - Z.O - - - - +1 
 2/5 - - - - Z,O - - - - +1 
 2/4 - - - - Z,O - - - - - 
 3/6 Z - - - Z,O - - - - +1 
 3/5 O - - - O - - - - +1 
 3/4 - - - - O - - - - +1 
 4/6 - - - - O - - - - +3 
 4/5 Z,O - - - Z,O + - - - +3 
 4/4 Z,O - Z,O Z,O O - - - - +2 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1  :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2  :  มีรอยโรคปานกลาง 
+3  :  มีรอยโรครุนแรง 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/15 O O O O O +2 +1 - - - 
 4/16 Z,O O O O O +2 - - - - 
 4/17 Z,O Z,O O - O +1 - - - - 

6 1/18 - - - - - - - - - - 
 1/19 - - - - - - - - - - 
 1/20 - - - - - - - - - - 
 2/18 O O O O O +1 - - - - 
 2/19 O O O O O +1 - - - - 
 2/20 O Z,O O O O +1 - - - - 
 3/18 Z,O Z,O O O O +1 - - - - 
 3/19 Z,O O O O O +1 - - - - 
 3/20 O O O O O +1 - - - - 
 4/18 O O O O O +1 - - - - 

DPI : Day Post Infection 
Z     : Zygote 
O    : Oocyst 
+1   :  มีรอยโรคเล็กนอย 
+2   :  มีรอยโรคปานกลาง 
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ตารางภาคผนวกที่ 4 (ตอ) 
กลองจุลทรรศนแสงสวาง คะแนนรอยโรค 

DPI เบอรไก ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไสสวน 
ทาย 

ไสตัน ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง
ที่1 

ลําไสสวนกลาง
ที่2 

ลําไส
สวนทาย 

ไสตัน 

 4/19 O O O O O +1 - - - - 
 4/20 O O O O O +1 - - - - 

7 1/21 - - - - - - - - - - 
 1/22 - - - - - - - - - - 
 1/23 - - - - - - - - - - 
 2/21 O O O O O +1 - - - - 
 2/22 O O O O O +1 - - - - 
 2/23 O O O O O +1 - - - - 
 3/21 O O O O O +1 - - - - 
 3/22 O O O O O +1 - - - - 
 3/23 O O O O O +1 - - - - 
 4/21 O O O O O +1 - - - - 
 4/22 O O O O O +1 - - - - 
 4/23 O O O O O - +1 - - - 

DPI : Day Post Infection 
O    : Oocyst 
+1 : มีรอยโรคเล็กนอย
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ภาคผนวกรปูภาพที ่1 ลักษณะภายในของกลองกระดาษสําหรับเลีย้งไกทดลอง 
 
 

 
 

ภาคผนวกรปูภาพที ่2 การเลี้ยงไกทดลองในกลองกระดาษ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวศิลมน ชูศักดิ์แสงทอง เกิดวันที ่ 6 ธันวาคม พ.ศ. 2522 ทีจ่ังหวัดนนทบรีุ สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต คณะเกษตร สาขาสัตวบาล มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร 
ในปการศึกษา 2543 และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาคพยาธิวทิยา 
สาขาพยาธวิทิยาทางสัตวแพทย  หนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อป พ.ศ. 2544 
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